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Pocasvecesla comunidadcientífica ha tenido la oportunidadde enfrentarseante un
reto tan apasionantecomo el de dilucidarel papelbiológico del óxido nítrico. También
sonpocaslas vecesque una moléculatan pequeña,tan simple en su estructura,ha

resultadode tantaimportanciaen unaampliavariedadde procesosfisiológicos.

No hay duda,el óxido nítrico esla moléculade modaen nuestrotiempo. Sin embargo,
su relación con la farmacologíaseremonta tiempo atrás, muchosañosantesque el
mecanismode suacciónvasodilatadorallegasesiquieraa intuirse. Así, aprovechandola
capacidadde la nitroglicerina de liberar óxido nítrico, la humanidadlleva un siglo

empleando, con éxito, este farmaco en el tratamiento de las enférmedades
cardiovasculares.

Desde el descubrimientodel llamado actor relajante derivado del endotelio y su
identificaciónmolecularcomoóxido nítrico, muchoseha avanzadoen el conocimiento
de lasfUncionesde estamolecula.Hoy día sabemosque el óxido nítrico confierea los
leucocitos la capacidadde matar células tumorales y bacterias, también se ha
demostradosu importantepapel en la dilatación de los vasos sanguíneosy en los
fenómenosrelacionadoscon la neurotransmisión,todo ésto sin mencionarla enorme
lista de tejidos en los que su papelbiológico se estáestudiandocon resultadosmuy

prometedores.Sin lugar a dudas,estasinvestigacionespasanobligatoriamentepor el
análisisde la fUnción del óxido nítrico en modelosbiológicossencillos.

Las células cromafinesde la médula adrenaldesempeñanun importantepapel en el
organismoal ser responsablesde la respuestafisiológica a situacionesde miedo o
estrés.Desdeel punto de vista de la experimentaciónbiológica, las células cromafines
tienen ademáscaracteristicasmuy interesantes.En primer lugar, presentanmuchas
propiedadesen común con las neuronas,porejemplo, su origen en la crestaneuraldel
embrión,o su capacidadparaliberar sustanciascontenidasenvesículasen respuestaa
estiniulos específicos, como la estimulación eléctrica o determinadoscompuestos

neurotransmisores.El hechode que estascélulassepuedanaislarcomouna población
celularhomogéneaen un númerosuficientepararealizarcualquiertipo de estudiohace
de ellasun modelomuy adecuadoparainvestigarla modulaciónde la neurosecreción
porrutasde segundosmensajeroscomoel óxido nítrico.

El presentetrabajo de investigaciónse gestócon el propósitode estudiarel papeldel
óxido nítricoy sumensajerointracelular,el GMPc, en el procesode la neurosecreción.
En tanto en cuantoesteprocesopresentesemejanzascon el fenómenogeneralde la

transmisiónnerviosa,estosestudioscontribuirán al conocimientode estefenómeno,

entendidocomoel modoen el quelasneuronasintercambianinformaciónentresí y con
otrostejidos.
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EL ÓXIDO NÍTRICO COMO MENSAJERO BIOLÓGICO

Dependiendode las cantidadesqueseconsideren,el óxido nítricopuedecumplir, desde

el punto de vistabiológico, dosprincipalesfúnciones.Por un lado, a concentraciones
entomo al iM alto, el NO producidopor determinadascélulasdel sistemainmune es
capazde matarbacteriasu otrascélulas,cuxppliendo,por tanto,unafUnción citotóxica.
A concentracionesmenores,HM bajo o aún menores,el NO sirve de mensajero
biológico intra- e intercelular en múltiples procesos, entre los cuales los más
importantessonla vasodilatacióny la neurotransmisión.

Los neurotransmisorestradicionalesson pequeñasmoléculas luidroflhicas que se
almacenany liberana partirde vesículassinápticas.Sumensajebiológico se restringea
la hendidurasinápticadondese unena receptoresde membranay soninactivadospor

enzimasdegradativaso sistemasde transporte.El NO, sin embargo,no se puede
almacenary liberar a partir de vesículas,sino que debe ser generadocuando se
necesite.Además,su mensajebiológico no se limita a la sinapsis sino que difUnde
rápidamentea travésde membranascelularespara unirse a proteínasy modificar su
actividadbiológica. Los mecanismosconvencionalesde inactivacióntampocosirveny,
aunqueno seconocencon exactitud,sepiensaquela señalde NO terminarápidamente
porsimplereacciónquímicacon otrasmoléculas.

Químicadel óxido nítrico’

El conocimiento de las propiedadesquímicas y reactivasdel NO es un requisito

esencialpara la comprensiónde sus fUncionesbiológicas,de tal maneraque éstasno
son másqueuna consecuenciadelasinteraccionesdelNO con los sistemasbiológicos.

La combinaciónde un átomo de nitrógenocon un átomo de oxigeno resultaen una
especiequímicacon un electróndesapareado,por tanto, el NO es,por definicion, un
radical. Aunquegran parte de la química del NO seexplica en gran medidapor el
carácterparamagnéticode la molécula, el NO no posee el tipo de reactividad

normalmenteasociadacon otros radicales. Así, no tiene tendenciaa dimerizar o

polimerizary, a temperaturay presiónambiente,el NO esun gas incoloro que se
mantieneen suformamonomérica.

Su solubilidad en aguaes similar a la del oxígeno (máximo 2-3 mM). No obstante,
como ya seha comentadoanteriormente,las concentracionesde importanciabiológica

son muchísimo menores. Una propiedadmuy importante del NO es el carácter
claramenteapolarde la molécula.Desdeel punto de vistabiológico,estacaracterística
le confiere la capacidadde diifimdir libremente a travésde membranase incluso de
establecergradientesde concentraciónen una célula (mayor cantidaden el entornode
la membranaqueen el citoplasmao en el medio extracelular)(Malinski etaL, 1993).

1 Aunque la TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) recomienda
encarecidamenteel usode la nomenclaturasistemática monóxido de mtrógeno,a lo largo de
estetrabajo,porsu ampliaaceptación,seprefirió utilizar el ténnmotradicional óxidonítrico.
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Reacti’vidad del NO

A pesar de su naturalezaradical y de ser comúnmenteaceptadacomo una especie
químicaaltamentereactiva,en la práctica,el NO reaccionacon un rangopequeñode

compuestos. A continuación se enumeran las reacciones biológicamente más
mipo rtantes

Reacciónconoxigeno

En fasegaseosael NO reaccionacon 02 para dar dióxido de nitrógeno(NO2). Sin
embargo,en fáse acuosaNO2 no es el producto final de la reacción, sino que la

oxidacióncontinuahastala formaciónde nitritos y nitratosestables.

Aunquela reacciónde NO con 02 molecularocurremuy rápidamenteen fasegas,en
faseacuosatranscurrelentamentecon unavida media parael NO de variashoras. En
sistemasbiológicos la vida media del NO es de segundos.Por tanto, aunque
fisiológicamenteimportante,estareacciónno explicaríala extraordinariacortavida de
la moléculaen solución.

Reaccióncon superóxído

Debido a su naturalezaradical,elNO tienetendenciaa reaccionarcon otros radicales.

El superóxido(Oj) es también un radical ubicuo en los sistemasbiológicos y, por
tanto, esta reacción, que ocurre a una velocidad muy alta (casi controladapor la
difusión de ambasmoléculas),tienegranimportanciabiológica.

El producto de reacción de la combinación radical-radical de 0 y NO es el

peroxinitrito:

NO+O -+ ONOO~~E~~>ONOOH

Tantoel peroxinitrito como suforma protonada,el ácidoperoxinitroso,son potentes

citotóxicos. Ambosson capacesde iniciar el procesode peroxidaciónlipídica y pueden
reaccionardirectamentecon grupossulfixidrilo de proteínas.Además,el peroxinitrito
reaccionacon metalesde transiciónparaformar poderososagentesnitrantes(Radi et
aL, 1991).

En neuronaslas concentracionesde superóxidose mantienena nivelesmuy bajos(10-
100 pM) debido a la actividadde la enzimasuperóxidodismutasa(FC 1.15.1.1).No

obstante,muchosprocesospatofisiológicosincluyen episodiosde isquemiacerebral
con producción simultáneade NO y superóxido. En estascondiciones,la enzima
superóxidodismutasapuedeno sercapazde metabolizartodo el Q generadoy, por

tanto, una producción significativa de peroxinitrito podria ser responsablede los

efectosneurotóxicosde la isquemia(Vamery Beckman,1995).

Reaccióncon tioles

Otro aspectoimportante del metabolismo del NO in vivo es la formación de
nitrosotioles(R-SNO). Aunqueel mecanismode reacciónque conducea su síntesisno

seconocecon exactitud,al parecer,estasespeciesquímicasresultande la oxidacióndel
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NO al ión nitrosonioNO~ seguidode la reacciónconel grupotiol deunaproteína,de
un aminoácidoo del glutatión. Bajo determinadascondiciones,estasmoléculasse

descomponenliberandodenuevoel NO.

Los nitrosotiolesse encuentranen condicionesnormalesen el plasma,principalmente
en formade 5-nitrosoalbúmninao 5-nitrosohemoglobina(Keaneyel al., 1993;Lia elal,
1996). Segúnse hadescrito,la concentraciónplasmáticade nitrosotioles(básicamente
5-nitrosoalbúmina)esde 1 gM, mientrasque la de NO libre estáen el nM bajo. Es
interesantedestacarque los nitrosotiolespresentanuna vida media considerablemente
mayorque el NO. A partir de estasobservaciones,algunosautoreshanpropuestoque
la 5-nitrosoalbúminasirve comoun reservorioplasmáticode NO. Recientemente,seha
postuladoquela 5-nitrosohemoglobinajuegaun papelmuyimportanteen el controlde
la actividad vascular. En este mecanismola hemoglobinaes 5-nitrosilada en los
pulmonescuando los eritrocitos captan 02, y el grupo NO es liberado duranteel
tránsitoporla microvasculaturadondecontribuyea un efectovasodilatador(Lia el al,
1996).

Estrechamenterelacionadocon estepapelde la hemoglobina,merecela penadestacar
otro tipo de reaccionesquímicasdel NO con oxihemoglobinay oxímioglobina.El NO
interaccionacon el ligando 02 de ambasproteínaspara producir la forma férrica, es
decir, metahemoglobinay metamioglobina,y nitrato.

La consecuenciaprimaria de ambosmecanismoses que los eritrocitos rápidamente

inactivanelNO mn vivo. Debido a que la hemoglobinaestáconfinadaen el interior de
los eritrocitos,la difusión Ubredel NO estálimitada a áreasno vasculari.zadas.

Reaccióncongrupostierno deproteínasy metales

Uno de los aspectosbiológicamentemás relevantesde la química del NO es su
capacidaddeunirsey¡o interaccionarcon metaleso proteínasque contienenmetales.
De hecho, la principal proteína receptorade NO en la mayoria de los tejidos, la
guanilatociclasasoluble,presentaun grupohemoy el mecanismode activación de la
enzima por NO esproducto de una interacción entre el átomo de hierro del grupo
hemoyelNO.

Biosíntesisdel NO: Oxido nítrico sintasas

Ya queel NO no puedeseralmacenado,liberadoe inactivadodespuésde su liberación
sinápticamediantemecanismosconvencionales,susnivelesdebenregularsea nivel de

la biosíntesis.

La síntesisdeNO la llevan a cabouna familia de enzimasconocidascon el nombrede
óxido nítrico sintasas(L-arginina, NADPH: 02, oxidorreductasa;EC 1.14.13.39).
Estasenzimascatalizanla oxidaciónde uno de los gruposamidino equivalentesde L-

argininaparaformar NO y L-citrulina en una reacciónque implica 5 electrones.La
estequionmetriaimpar de la transferenciade electronesesbastanteinusualy permitela
generaciónde un radicallibre, el NO (SchimidtelaL, 1993;FórstermannelaL, 1994).
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Propiedadesde las isoformas de NOS

Isofarmas 1 II III

Tejido modelo Cerebro Macrófágos Endotelio

Vmax(ixmollmgpormin) 03-3.4 0.9-1.6 0.015

Estructuranativa Dímero Dímero Dímero

CaM activarequeridaparaactivación Si No Si

Dependenciacalcio EQ0(Ca
2t, HM) 0.2-0.4 No dependiente 0.3

Km paraL-argínina(~iM) 2-4.3 2.3-2.8 2.9

Expresiónconstitutiva Sí No Si

Compartñnentalizaciánsubeelular Soluble Soluble Particulada

Dominio oxigenasa Dominioreductasa

p

CaM FAO NADPH¡

mm——

U FMNU FAO

NOSI

NOS III

NOSII

NADPH¡ CP45OR

Figura 1-1. Dominios y sidasde unión de las isofonnasde NOS. Las tres
isoformaspresentanen el dominio reductasasitios de unión conocidospara los
coftctoresFMN, FAD y NADPH, quepresentanuna gran homologíacon los
presentesen la NADPH-citocromoP450reductasa.El dominioaxigenasaposee
el sitio putativode unión de calmadulina.En las isofbnnas1 y III, estedominio
presenta secuenciasconsensode fosforilación (el) Coma características
particularesde estasisofbnnas,la NOS 1 presentaen el dominio oxigenasa
secuenciasde “splicing” alternativo (en gris); mientrasque la NOS III tiene
secuenciasconsensode miristoilación (Mir) que explican su localización en
estructurasdemembrana.

M” i’
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Estructura y mecanismocatalítico de las óxido nítrico sintasas

La purificación de las enzimas NOS en los diferentes tejidos ha permitido su
clasificación en 3 isoformas (NOS 1, II y III). Aunque cada isoforina posee
característicaspeculiares,todaspresentanel mismo mecanismocatalítico y similar

estructura(Figura 1).

Las enzimas NOS son dímeros que contienen 2 subunidadesidénticas de peso
molecular130-150kDa. La porciónN-temnnaldecadasubunidadcontienesecuencias

de unión para los cofactoresenzimáticosnicotinamida adeninadinucleótido fosfito
(NADPH), dinucleótido de flavina y adenina(FAD) y mononucleótidode flavina
(FMN). Las secuenciasde unión para el cofactor tetrabidrobiopterina(BIt) y el
sustratoL-arginina, de igual modo que el grupo hemo y la proteína moduladora
calmodulinasonescasamenteconocidas(Bredtel aL, 199lb).

Cada subunidadestá dividida en un dominio reductasay otro oxigenasa.NADPH,
FAD y FMIN se unenal dominio reductasa,el cual presentagran homología con la
NADPH-citocromoP450 reductasa,otra proteína que contienesitios de unión para
estoscofactoresy que esresponsablede reaccionesde detoxificaciónen el hígado.

Estahomologíasugierequela fUnción de las flavinasen la NOS, como en la NADPH-
citocromo P450 reductasa,es probablementealmacenarelectronesderivados del
NADPH y transferirlosal centro catalitico en el dominio oxigenasa(Bredt el al.,
199lb). Este dominio oxigenasano presentahomología de secuenciacon ninguna
proteínaconocida.Seha propuestoque a estedominio se unen el grupohemo,BU4 y
L-arginina.Desdeel punto de vista evolutivo, la enzimaNOS se considerael producto
de la fisión de diferentesgenesque darian lugar a los distintosmódulosfUncionales
que conformanla proteína (reductasa,oxigenasa,ligante de calinodulina y otros)

(Mastersel aL, 1996).

Como seha comentadoanteriormente,la oxidaciónde un nitrógenoterminalde la L-
arginina seaceptacomo mecanismocatalíticode la NOS. 4 cofactores(hemo,FMIN,
FAD y BR4) y 2 cosustratos(02 y NAJI)PH)participanen la reacción(Figura2).

El mecanismode oxidaciónde la L-arginina se ha dividido en 2 fases.La primera fase,

similar a la reaccióncatalizadapor la citocromoP450reductasa,esuna hidroxilacion
que produce N

0-hidroxi-L-arginina como intermedio unido a la enzima con un
consumode 1 mol de NADPH (pormol de L-arginina inicial o mol deNO final). En la
2” etapa,la NG~hidroxi~L~argininaesposteriormenteoxidadaa NO y L-citru]ina en un
procesoque implica 3 electronescon consumode 0.5 mol de NADPH (Marletta,
1993).

Tal y como semuestraen el esquema,los átomosde oxigenoincorporadosal NO y a

la L-citru]ina derivande diferentesmoléculasde 02, lo que significa que la enzimaune
y utiliza 2 moléculasde Q duranteelprocesocataliticode generaciónde NO.

La actividadreductasade la enzimaNOS tambiénafectaa otros sustratos.Un aceptor

artificial de electronesesel colorantenitrotetrazolio.Estecolorantees convertido en
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un depósitoazulde diformazánen unareaccióndependientede NADPH catalizadapor
la enzimaNOS (DawsoneíaL, 1991).Estaactividadde NOS, conocidacon el nombre

de NADPH-diaforasa,es considerablementeresistentea los tratamientosde fijación
usualmenteempleadosen histoquíniica,por lo que ha sido muy útil parallevar a cabo
una localizaciónhistoquimicade NOS, especialmenteen el sistemanerviosocentral.

Curiosamente,la existenciade neuronasNADPH-diaforasapositivasseconocíadesde
mucho tiempo antesde la caracterizaciónde la enzima NOS y, por tanto, de su
identificación con estaactividadNADPH-diaforasa(Levineel aL, 1960). No obstante,
convienetener en cuentaque la enzimaNOS no esla única actividadenzimáticaque
puedeproducir unareacciónNADPH-diaforásica,sino que sepuedeproducir a partir

de otras deshidrogenasas.Además, según se ha descrito, el método de fijación
empleadoen estosestudiosliistoquimicos resultó vital para la interpretaciónde los
resultados. Así, comparando la tinción NADPH-diaforasa con estudios de
inmunorreactividadde NOS se pudo determinarque cuandoel tratamientode fijación
no incluyó formaldehido,estasactividadesdeshidrogenasasdieroncuentade tinción de
NADPH-diaforasaque en realidadno proveníade unaenzimaNOS (Matsumotoelal.,

1993).

OH uN O‘Y
N

0=0 11<) 0<> H, O2

..>mrí...sec.E$.m + N<)

NADPH NADP4 0.5 NADPIL 0.5 NAI)Pt

NiI
3 — N113

rN<~-Hidroxi-L-Arginina L-C¡trul¡na

Figura2-1. Mecanismode la reaccióncatalizadapor la enzimaNOS. La conversión
del aminoácidoL-arginina en L-citmlina catalizadapor la NOS es una oxidación que
implica 5 electronesde uno de los nitrógenos guanidinio de la L-arginina. Se ha
propuestoque la reacciónpasa por una 1a etapade bidroxilación a NG~hidroxi~L.
argininay una 20 detransformacióndc esteproductointermediarioen L-citrulina y NO.
Los coloresrepresentanel origeny el destinofmal delos átomosde oxigenoy nitrógeno
queparticipanen la reacción(adaptadode The surpris¡nglijé of nitrie oxide (1993)
Eeldnnnci aL, C&EN Dec 20, 26-38).

En la experimentaciónbiológica,cienosanálogosde L-arginina son empleadospor su

capacidadpara inhibir la enzimaNOS. Estasmoléculas, la mayoría análogosN
0-

monosustituidoscomo la N0-nitro-L-arginina (L-NNA) o el derivado de éste, N0-
nitro-L-arginina-metil-ester(L-NAME), secomportancomoantagonistascompetitivos
para la unión L-arginina/L-citrulina. Dada la dificultad paradetectarNO en sistemas

L-Arginina

NH
3
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biológicos, los inhibidoresde NOS sonherramientasfarmacológicasde granvalor para
ponerde manifiestoaccionesdependientesde NO (Marletta, 1994).

Regulación de la actividad NOS: Isoformas de NOS

La caracterizaciónde las enzimasNOS en los diferentestejidospermitesu clasificación

en 3 isoformas(NOS 1, II y [II)’. El criterio de clasificaciónse basaen propiedades
fisicasy bioquímicasde las enzimaspurificadas,principalmenteen sus características

de regulaciónde la actividadpor Ca2~ libre y localizaciónsubcelulary tisular. Esta
clasificaciónha sido confirmadarecientementemediantetécnicasde clonajemolecular
y estudiosde expresiónde los correspondientesgenes(SchmidtetaL, 1993).

Todaslas formasde NOSunencalmodulinaen un procesodependiente(NOS 1 y m) o
independiente(NOS II) de Ca2~. En el caso de NOS 1 y III, a la [Ca2~]ien reposo
(normalmente< 100 nM), estasisoformasno unen calmodulinay son inactivas. Su
activación se produce mediante unión de la calmodulina cuando la [Ca2~Jise
incrementa(>500nM). Los antagonistasde calmodulina,porejemplo,calmidazoliumo
trifluoroperazina, bloquean la unión de cahnodulina y, por tanto, son potentes
inhibidoresde la formación de NO. En los tejidos en los que estánpresentes,estas
isoformasse expresanconstitutivamente,aunqueéstono significa queno puedaexistir
unamodulacióndela expresión(Fbrstermannet aL, 1990; Bredty Snyder,1990).

A diferenciade las isoformas1 y [U, la NOS II no seexpresaconstitutivamentesino
que su expresiónse induce por determinadosestímulos inflamatorios. La isoforma
NOS LI une calmodulina independientementede la [Ca2~]iy, una vez que se ha
expresado,presentauna actividad máxima. De hecho, la calmodulina y la enzima
copurifican, sugiriendo este hecho una estructura heterotetramérica
(NOS

2/cahnodulina2)paraestaisoforma.

A priori, la disponibilidadde L-arginina debieraser tambiénun importantemecanismo
de regulación.Sin embargo,sólamentesedebeteneren cuentaenel casode la NOS U.

El sustratoL-arginina es obtenido por las células a partir del medio extracelular
medianteun sistemadetransporteespecificoparaaminoácidoscatiónicos.Estesistema
de transporte,denominadoy~ y basado en una difUsión facilitada, consisteen, al
menos,2 proteínasde membrana:CAT-1 y CAT-2B (Wbite, 1985).En el caso de la
NOS II, los mismos estímulosinflamatoriosque inducenla expresiónde la enzima

NOS, tambiéninducenla expresióndel sistemay~ (Bogleet aL, 1992). En las células
que poseenestaisoforma de NOS, como,por ejemplo,macrófagos,la disponibilidad

1 En la literatura, las isoenzimasseencuentrannormalmentecanlos nombresde los tejidos en
los que fueron originalmente purificadaso con nombresque refieren a su mecanismode
activación:bNOS (de “brainNOS’, decerebro),nNOS (deneuronal)o cNOS (de constitutiva)
para NOS 1; macNOS(de macrófhgos)o ¡NOS (de inducible) para NOS II; eNOS (de
endotelial) o cNOS (de constitutiva) para NOS Hl. Para evitar la ambigiiedadde esta
nomenclatura,especialmenteteniendoen cuentaquelas isotbnnaspuedenencantrarseentejidos
distintosa sus tejidos modelo, en estetrabajo de investigaciónse escogióla nomenclaturaen
númerosromanos,basadasimplementeen el ordende purificación.
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de L-arginina esla etapalimitanteparalaproducciónde NO. Esto esdebidoa quetras
la induccióndela enzimaNOS II por el estimuloinflamatorio, existentantascopiasde
la proteínaquela única limitaciónparala síntesisde NO esla cantidadde sustrato.La
coinduccióndel sistemade transportey permite el suministro adecuadode la 1>

arginina necesariapara la reacción. En las células que poseenenzimas de tipo
constitutivo(NOS 1 y III), el NO esgeneradoa un nivel muyinferior queno afectaen

absolutolosnivelesintracelularesde L>-arginina. Teniendoen cuentaquela Km parala
L-arginina de estas isoformas (2-4 pM) está muy por debajo de la [jL-arginina]
intracelular (usualmente en el rango 100-800 pM), estas enzimas trabajan a
concentracionessaturantesde un modo totalmenteindependientede la concentración
de sustrato(Fórstermannet al., 1994).

No es un capricho de la naturalezaque las isoformas de NOS que sintetizanNO-
mensajerobiológico (NOS1 y [U) presentenun mecanismode activacióndiferentea la

isoformaque generaNO-citotóxico (NOS II). Los siguientescapítulosde estetrabajo
de investigación pretenden destacarlas característicasmAs importantes de cada
isoformay susimplicacionesfisiológicas.

NOSI

La isofonna1 esuna enzimasolublecon una masamolecularde 150-160kDa que se

purificó porprimeraveza partir de cerebelode ratay de cerdo(Bredt y Snyder, 1990;
Mayeret aL, 1990; Schinidtet al., 1991).

Mediantetres diferentestécnicas:inniunorreactividadde NOS 1, NADPH diaforasay
estudiosde hibridación iii sftz¿ del mRNA; la isoforma 1 de NOS seha detectadoen
numerosasregionesdel sistemanerviosocentral. La proteínaesabundanteen el bulbo

olfactorio accesorio,en el núcleotegmentalpedunculopontinoy en el cerebelo.Menor
cantidadseencuentraen el giro dentadodel hipocampo,el bulbo olfactorio principal,
los coliculos superiore inferior y el núcleosupraóptico.Tambiénsehan encontrado

numerosasneuronasNOS-positivasrepartidaspor la corteza cerebral, el caudado
putamen,y en otrasinnumerablesregiones(Bredtet aL, 1990; 199la; Dawsonet aL,

1991).

De acuerdocon estos estudios,la NOS 1 se localiza preferentementeen neuronas
dentro del sistemanerviosocentral,por lo que desdelas primerasinvestigacionesse

propusoqueel NO podriajugarun importantepapelen el fenómenode la transmisión
nerviosa.

Desdeestosprimerosestudioshastahoy, el volumende informaciónexistenteacerca
de la ifinción del NO en el sistemanerviosocentralesmuy amplio, y, aunqueno del
todo claro, se acepta que el NO participa como mensajerobiológico en múltiples
procesosdentro del sistemanervioso. El modelo de la figura 3 muestra cómo se
producela activaciónde la NOS en neuronasy cúalesel mecanismode accióndelNO.

Como se ha comentadoanteriormente,la NOS 1 esuna isoforma constitutiva cuya
actividad se regulapor las variacionesde la [Ca2fli. Tal y como se muestraen el
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modelo, dentro de un esquemageneralde la actividad sináptica,un neurotransmisor
liberado a partir de la neuronapresinápticaactiva receptoresionotrópicos en la
neuronapostsináptica.La activaciónde estetipo de receptoresse acompañade una
entradamasivade iones, entreellos Ca2~, al interior de la neuronapostsinápticaa
travésde un canal iónico asociadoal receptor.El incrementoen la [Ca2ii activa la
calmoduilina, la cual, en su forma activa, es capazde unirse a la enzima NOS La
formacióndel complejoNOS/Ca2~-CaMdisparala actividadcatalíticade la enzima En
la mayorpartede los casosen los queel NO fUncionacomo mensajerobiológico, éste

actúamedianteactivaciónde otra enzima,la guanilatociclasasoluble.La activaciónde
estaenzima,cuyas característicasse explicaránposteriormentecon detalle,conducea
un incrementoen los nivelesde GMIPc intracelularqueesel mensajeroqueinteracciona
finalmentecon los sistemasefectores:proteínasquinasas,canales,fosfodiesterasas,etc.

Diversosestudiosbioquímicoshanmostradoque,ademásde su regulaciónpor calcioa
travésde calmodulina, la actividad de NOS 1 es reguladamediantefosforilación y

tambiénpor supropio productode reacción,el NO. La enzimaesfosforilada por la
proteínaquinasadependientede Ca2~/CaM,porla proteínaquinasaC (PKC) y por las

proteínasquinasasdependientesde AMIPc (PKA) y de GMPc (PKG). La fosforilación
resultaen una marcadadisminuciónde la capacidadcatalítica.Por otra parte,otros

estudiosindican que la NOS es inhibida por NO, probablementemedianteunión al
grupo hemo de la enzima. Este mecamsmo,si se llegara a demostrar in vivo,
representaríaun importantemecanismode regulaciónporproductoo retrocontrolde la
señal de NO. No obstante,ambasobservaciones,la fosforilación y la inhibición por
NO, necesitanser confirmadasen experimentoscon células intactas(Nakaneet aL,

1991;Rogerse Ignarro, 1992).

En el contexto de la fUnción del NO como mensajerobiológico, seha propuestosu
participaciónen mecanismosdeplasticidadsináptica,entendidoestefenómenocomo el
modoen el quelasneuronasmodulansueficaciasinápticaduranteun largoperiodo de
tiempo en respuestaa determinadosestímulos.Debido a la persistenciade los efectos
moduladores,los fenómenosde plasticidadsinápticaparecenserresponsablesde los
procesosde aprendizajey memoria.

La potenciación a largo plazo (LTP, del inglés “long-term potentiatian”) en el
hipocampoy la depresióna largoplazo (LTD. “long-tenn depression”)en el cerebelo
sonlos mecanismosde plasticidadsinápticamás estudiados.Segúnseha descrito,el

NO participaen ambosprocesos.

En la LTP, lasneuronaspiramidalesdel hipocampoincrementansu eficacia sináptica

cuando se dan al mismo tiempo 2 circunstancias: despolarizacióny actividad
presináptica.El neurotransmisorliberado en estassinapsis, el glutamato, se une a
receptoresde tipo N-metil-D-aspartato(NMDA) de la membranade las neuronas
piramidales.En términos moleculares,la activaciónde los receptoresNMDA cumple
los requisitosde la LI?; la despolarizaciónque libera el bloqueodel canalpor Mg2~, y

la actividadpresínápticaque aportael glutamatoque seune al receptor.Como en el
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ejemplodel modelo de la figura 3, la activación del receptorionotrópico de NMDA
conducea un incrementonotablede la [Ca2~]i,que podríaactivar diferentesenzimas

dependientesde Ca2~,como la NOS.

Diversos estudioshan demostradoque la LI? implica la participación tanto de
mecanismospostsinápticoscomopresinápticos.Ya quelos receptoresNMDA estánen

la neuronapostsináptica,paraqueexistaun componentepresinápticodebeexistir algún
tipo de mecanismoque transmitala señalen sentidoretrógradohastala presinapsis.
Como tambiénsemuestraen el modelo, a pesarde habersido sintetizadoen la célula
postsináptica,la singularidaddel NO comomensajeroessu capacidadparadifimdir a la
neuronapresínápticadonde puede dar lugar también a efectos biológicos. Esta
propiedaddel NO permite su inclusión en el reducidogrupo de moléculasdiflisibles
conocidascomo mensajerosretrógradosal que pertenecen,por ejemplo, el ácido
araquidónico,el factor activante de las plaquetaso el CO; y cuya participaciónen
procesosde plasticidadsinápticaseha propuestoen numerososestudios(O’Dell et aL,

1991;ZhouetaL, 1993).

La bibliografia esabundanteen trabajosqueimplican al NO en el procesode la LI?.
Así, por ejemplo, análogosde L-arginina que se comportancomo inhibidores de la
NOS bloqueanla LTP. Se ha descrito que el NO podría actuar como mensajero
retrógradoya quela aplicaciónde hemoglobina,unamoléculaque inactivarápidamente
el NO extracelular,resultóen un bloqueodel procesode la Lii> (Bóhmeel al., 1991;
O’Dell e/aL, 1991; Schumany Madison,1991; Arancioet aL, 1996).

En el caso de la depresióna largoplazo en el cerebelo,la modificaciónen la eficacia
sinápticatienelugar en la sinapsisestablecidapor las fibrasparalelas(los axonesde las
célulasgranulares)y las célulasde Purkinje. La modificaciónsinápticase explica por
unareducciónen la sensibilidadde receptoresde glutamatode tipo amino-3-hidroxil-5-

metil-4-isoxazolpropionato(AMPA) mediada,al parecer,por una activación de la
proteínaquinasaC (Lindene/aL, 1991).

Figura3-1. Mecanisniode activación de la isofonna1 dc NOS. La producción
neuronal de NO se inicia cuando una terminal nerviosa activada (neurona
presináptica) libera un mensajero qujinico que difunde hasta la neurona
postsináptica.El mensajeroquímico, en este caso glutamato, interaccionacan
receptoresde la célula postsináptica(receptoresde tipo NiVIDA) activando la
entradade calcio extracelularen la neurona.El incrementoen la concentraciónde
calcio intracelularactivala calinodulinaque, a su vez, activala enzimaNOS. El
NO generadoestimulala enzimaguanilatociclasasolublea producirOMIPc en la
neuronapostsináptica.Además, el NO también puede difundir a la terminal
presinápticadondepodríaparticiparenprocesosdeplasticidadsináptica(adaptado
de The surprising4/e of ni/nc oxide (1993)Feldmane/al., C&EN Dec 20, 26-
38).

GTP: guanosinatrifosfato,GMPe:guanosina3’: 5 ‘-monofosfatocíclico FN:
pirofosfato,NADPH: nicotinamidaadeninadinucleátidofosfato.
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Aunque el papeldel NO en el procesode la LTD seha estudiadoen profundidad,su

papelexactono estáclaro. Seha demostradoqueinhibidoresde la NOS soncapaces
de bloquear la LTD, y, en un mecanismoopuesto,compuestosdonadoresde NO
promuevenel proceso.La NOS 1 no ha sido detectadaen células de Purkinje. No
obstante,sehadescritosupresenciaen célulasgranulares,porlo que, como en el caso
de la LTP en el hipocampo,el NO podríaproducirseen un tipo de célula, y, mediante
difusión, ejercersu acción biológica en las células vecinas(Crepel y Jaillard, 1990;
Daniele/aL, 1993).

Ademásde suparticipaciónen procesosde plasticidadsináptica,debidoa sucapacidad

de diflmdir y formar gradientesde concentracióndesdesus lugaresde síntesis,el NO
representaun candidatoideal para regularel desarrolloneural.Dentro de estepapel,
determinadostrabajos realizados en modelos de neuronas en regeneraciónhan
mostradoque el NO mochila la extensiónde neuritas(Hessel aL, 1993). Además,
ciertos estudios indican que la enzima NOS es transitoriamenteexpresadaen
poblaciones de neuronas durante la neurogénesis.En la rata, el cambio más
sorprendenteocurre en la cortezacerebral,en la cual la NOS 1 es enriquecidaen
ciertos estadios embrionariospara casi desaparecerpor completo en el período

postuatal(Bredty Snyder, 1994). Tambiénse ha descritonne la expresiónde NOS se

induceen célulasPCl2 (célulasprocedentesde un feocromocitomade rata)mediante
un tratamiento con factor de crecimiento nervioso, sugiriendo este hecho que la

expresión de esta isoforma podría estar estrechamenteregulada por factores
neurogénicos(Hirsch e/aL, 1993).

En todasestasacciones,el NO juegaun importantepapel como mensajerobiológico
dentrodel fenómenogeneralde la transmisiónnerviosa.Sin embargo,en determinados

circunstanciasy debido a la reactividaddela molécula,el NO puedeconvenirseen un
armabiológicay serresponsablede efectostóxicos.

El estimulo primario parala síntesisdel NO en neuronascentraleses la activaciónde
receptoresde glutamatode tipo NMT>A. Una hiperactividadde estosreceptoresestá

implicadaen numerososprocesosdegenerativoscomo la enfermedaddeAJzheimero la
coreadeHuntington.Una relacióncausa-efectoentreel NO y la neurotoxicidadseha
puestode manifiestoen determinadosestudiosque muestranefectosneuroprotectores
deinhibidoresde laNOS en modelosde toxicidadneuronal.

Como se ha explicado en el capítulo de reactividad del NO, el mecanismode
neurotoxicidaddel NO pareceimplicar una interacciónquímicaentreelNO y el radical
superóxido(O;) para formar peroxinitrito. Según se ha descrito, la activación de
receptoresNMDA produceNO y O; en célulasgranularesen cultivo (Lafon-Cazale/
aL, 1993). AdemAs, en ausenciade concentracionessaturantesde L-arginina, la NOS

purificadacatalizauna reduccióndel oxigenomolecularproduciendoQ y H202. De
hecho, en neuronasvaciadasde arginina, la activación de receptoresde glutamato

A.resulta en una prooucaon s new ULUXICOS, - u& superóxidovta activación~éa un/Cte

NOS (Poue/aL, 1992).
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Medianteel empleo de anticuerposespecíficosparael isoforma 1 de NOS sepudo

comprobarquesupresenciano selimitaba exclusivamenteal sistemanerviosocentral.
En el sistemanerviosoperiférico,estaisoformaseha detectadoen ciertasáreasde la
medulaespinal,gangliossimpáticosy en glándulasadrenales(Dun etaL, 1992; 1993).

Tambiénseencontróen poblacionesneuronalesque interaccionancon músculoliso.
Así, dentrodel plexogastrointestinal,el NO pareceparticiparen procesosderelajación

(Desai el aL, 1991). También se ha detectadoen neuronasque rodean los vasos
sanguíneos,especialmentelos de mayor calibre, donde,al parecer, contribuye a la
vasodilatación.NOS 1 tambiénestápresenteen las arteriasde los cuerposcavernosos

del pene, dondese ha demostradosu papel como transmisoren el procesode la

erecciónen mamíferos(BurnettelaL, 1992).En algunosdeestossistemasneuronales,
la NOS apareceen neuronasque presentanla particularidadde que utilizan el NO

comoúnico neurotransmisorconocido,por lo que los axonesde estasneuronashan
sido denominados‘nervios nitrérgicos”(BredtelaL, 1990;Bult eta!, 1990).

Curiosamente,la isoforma1 ha sido encontradaen tejidosno neuronalescomo células

epitelialesdel pulmón,útero,estómagoe inclusoen islotespancreáticos.Tambiénestá
presenteen célulasde la máculadensadel riñón donde,al parecer,el NO modula la
reabsorciónde fluidos. Además,en otrosestudios,seha detectadosu presenciaen el
músculo esqueléticohumano asociadaa la membranade fibras de tipo 1 (de
contracciónrápida)(Schmidtel aL, 1992a;1992b;Kobzik eta!, 1994).

Volviendo al sistemanervioso central, merecela pena destacarlas investigaciones
realizadasen células gliales. Los primeros estudiosencaminadosa determinarla
localización de la isoforma 1 en células de ¡a glia fueron negativos. Sin embargo,
cuandose realizaronestudiosinmunobistoquimicoscon una mayor resolucióno se
emplearontécnicasadicionales(medidasde formación de L-citrulina, localizaciónde
mRNA e incluso NADPH-diaforasa),sepudo comprobarque los astrocitostambién
tienenNOS 1, aunquea un nivel inferior deexpresiónque enneuronas(Murphy el a!,
1993).

El aislamientoy pwiflcaciónde la enzimaen diferentestejidosha permitidosu clonaje
molecular.El gen humanode NOS 1 es un locus bastantecomplejoque condene29

exonesy 28 intrones,abarcandounaregiónmayorde 200 Kb. Estudiosrealizadoshan
puestode manifiesto la existenciade una relativa diversidadde mRNAs en tejidos
humanos y en líneas celulares, lo que indica que la expresión de una variante
determinadade la enzimadebeestarsujetaaprocesosespecíficosde tejido (Marsdenel

al., 1994).

El dominio N-terminal de la NOS 1 contienemotivos proteicosconocidoscon el
nombre de PDZ’ encontradosen un grupo de proteínasy enzimas asociadasal

citoesqueleto.Segúnsehadescritorecientemente,la isoenzimaNOS 1 seconcentraen

1 Las siglasPDZhacenretbrenciaa las proteínasen las cualesseencontraronporprimeravez
dichos dominios: PSD-95(proteínade densidadpostsinéptica,95 kDa); Dlg (proteínad¡scs-
large) y ZO-l (zonulaoccludens-1).
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unionessinápticasmedianteinteraccióna travésde los dominiosPDZ con la proteína
de densidadpostsináptica-95(PSD-95). Las accionessinápticasde NO podríanser

facilitadas mediante dicho “anclaje” a este tipo de estructurasespecializadasde
membrana(Brenmanel aL, 1996).

Con objetode clarificar las firncionesde la NOS 1, Huangel al desarrollaronmediante
recombinaciónhomóloga,cepasde ratonescon unaalteraciónen el gen de la NOS 1.

La modificación del gen resultó en una pérdidade la proteínay del niRNA en el
sistemanervioso y tejidos periféricos de los ratonesmutantes(Huangel aL, 1993).
Estos autoresmostraron que los ratonesNOS 1 (-1-) suften ciertas disflinciones
relacionadascon la pérdida de la NOS neuronal,como hipertrofia muscularde la
regiónpilórica, dondeel NO actúacomo relajantedel músculo liso; o una significativa

resistenciaa lesionesproducidaspor episodiosde isquemiacerebral.Sin embargo,a
pesarde la diversidadde funcionesvitales en las que el NO ha sido implicado, los
ratonesfueronviables,fértiles y no mostrabanningunaanormalidadhistopatológicaen
el sistemanerviosocentral.Sí acaso,y estodavíauna materiade discusión,los ratones
mutantesmostraronun carácteragresivoy un comportamientosexualirregular(Nelson

el aL, 1995; Monis y Nosten-Bertrand,1996). Mediante técnicasde detecciónmás
sensibles,recientesinvestigacioneshan demostradola existenciadeNOS 1 residualen
el sistemanerviosocentraly periféricode los ratonesNOS 1 (-1-). Estaenzimaresidual
pareceprovenir de la expresióndeuna variantede NOS 1 productode un “splicing”
alternativoquetienelugarenlos ratonesmutantes(Brenmanel al., 1996).Estehecho

explicaríala sorprendenteausenciade efectosimportantesen los ratonesgenéticamente
modificados, aunque también habría que tener en cuenta, como se discutirá a

continuación,que en el sistemanerviosocentralexistenisoformasdistintasa la NOS 1
quepodríanexplicarlaaparentenormalidadde dichosratones.

Figura4-1. Mecanismode activación de la isoforma II de NOS. En respuestaa
determinados estímulos inflamatorios, como lipopolisacárido bacteriano o
determmadascitoquinas,las célulasmacrofágicasproducencopiasde la isoforma
II deNOS en un procesoque implica la inducciónde la transcripciándelmRNA y
posteriorsíntesisde la proteína.La enzimasintetizadacomienzainmediatamentea
producir NO que difunde en todasdirecciones. En el ejemplode la figura, la
estrechaproximidad can una célula tumoral aseguraque gran parte del NO
producidoentraen la célula tumoral e interfiere en el metabolismode procesos
comoel ciclo delos ácidostricarboxilicos,la cadenadetransporteelectrónicoo la
smtesisde precursoresdel DNA (adaptadode The surprising44 ofnitrie oxide
(1993)FeldnianaaL, C&EN Dec20, 26-38).

NADH: nicotinanjida adeninadinucleátido, ATP: adenosinatrifosfato, ADP:
adenosínadifosfato, Pi: ortofosfato, It: interleuquinas, LPS: lipolisacárido,
TGF-~: factor de crecimiento de tejidos ~, MI»: factor desactivantede
macráfagos,IFN-y: interferon-y.
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NOS II

Duranteepisodiosde sepsiso inflamaciónaguda,profundoscambiosfisiológicos tienen
lugar en el organismo. Estos cambios,que incluyen el desarrollode vasodilatación

sistémica, fiebre o activación del sistema inmune, son inducidos por una serie de
mediadorescelularescomoendotoxinas,citoquinaso eicosanoides.Desdelos primeros
estudiosresultóevidenteque, ademAsde sus conocidasfuncionesen la comunicación
célula-célulay en la neurotransmisión,el NO participabaactivamenteen los procesos
de inflamacióndel organismo(Stueliry Marletta, 1985; Stuehry Nathan, 1989).Como
productogeneradopordeterminadascélulasdel sistemainmune,el NOjuegaun papel
citotóxico en procesosde defensainespecíficafrente a agentespatógenoscomo una

invasión bacterianao viral, e incluso frente a células tumorales. Las particulares
característicasde estaisoformaposibilitanestaimportantefunciónbiológica.

La isoforma NOS II esuna proteínapredominantementesoluble, de pesomolecular
entre125-135kDa quefue purificadaa partir de macrófagos,su tejido modelo(Stuehr
el aL, 1991a). Como se ha comentadoanteriormente,a diferencia de las otras 2

isofommas,la actividadde NOS II estotalmenteindependientede la [Ca2~]i.Una vez
que se ha expresado,la enzimaestotalmenteactiva paraproducir NO, y, aunque,su
capacidadcatalíticano esmayorquela de las otrasisoformas,su expresiónalcanzatal
gradoquela célula en cuestiónproduceenormescantidadesde NO.

El modelo de la figura 4 ilustra el modo de activación. En reposo,el macrófago

producecantidadesnulaso indetectablesde NO. Sin embargo,cuandointeraccionacon
lipopolisacárido(LPS), un componentede la paredbacteriana,la célula desencadena
un procesoencaminadoa producir muchascopias de la enzima NOS II (entreotras
muchasproteínas).Como semuestraen el modelo, ciertascitoquinaspuedentambién
iniciar el proceso, aunqueen mucho menor grado que el LPS. Resulta interesante
destacarqueel LPSy estascitoquinasestimulatoriastienenun efecto sinergísticosobre
la inducciónde la enzima.Porotro lado, otrascitoquinastienenla capacidadde inhibir
la inducción de la expresiónde NOS II iniciada por otros estimulos(Geller el aL,

1993).

La figura 4 tambiénilustra el efecto del NO, en estecaso,sobreuna célula tumoral.

Las alias cantidadesde NO inhiben el metabolismo de las células tumoralespor
interferenciacon ciertas enzimasvitales que contienenhierro. Estasincluyen la cis-

aconitasa,que participaen el ciclo de los ácidostricarboxilicos; los complejos1 y LI,
implicados en el transporteelectrónico mitocondrial; la ribonucleótido reductasa,

enzimaque conviertelos ribonucleótidosen desoxirribonucleótidosnecesariospara la

síntesisde DNA. La combinaciónde todosestosefectosesprobablementela causade

los efectoscitotóxicos y citoestáticosdel NO sobre microorganismosparásitoso
célulastumorales(Nathany Hibbs, 1991).

Obviamente,los efectosnocivos del NO tambiéndañan las propias células que lo
producen.Se ha observadoque macróthgosproductoresde NO presentanun patrón
apoptóticode DNA como consecuenciade la inducción de la enzimaNOS II. No
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obstante,por razonesdesconocidas,las células macrofágicaspresentanuna cierta
resistenciaa la toxicidaddelNO (SarihetaL, 1993).

Las secuenciasde DNA quecodifican la NOS U han sido donadasporvariosgruposa
partir de célulasde diferentestejidos. El gen humanode la NOS II ha sido estudiado
con detalle. El sitio de iniciación del mRNA estáprecedidopor numerosossitios de
unión para factoresde transcripción,muchos de ellos asociadoscon estímulos que
inducenla expresiónde NOS II. Según seha descrito,el gradode expresióndepende

de 2 regionesreguladoras,una que respondea LPS y otra que está implicada en la
modulaciónporotrascitoquinasde la inducciónmediadapor LPS (Lowensteinel al,

1993).

Macrófagosaparte,la isoforma NOS II ha sido detectadatambién en otros tipos de
células,entreellasestánotros componentesdel sistemainmune (linfocitos,neutrófilos),
hepatocitosy célulasmesangiales.Degran importanciafisiológica essu presenciaen
células endotelialesy muscularesde los lechosvascularesdonde contribuye a la
hipotensióngeneralizadaasociadaa episodiosde choqueséptico(Butteryel aL, 1993).

En el sistemanervioso centraltambién se ha descrito la existenciade NOS II. La

enzima se encuentra,siempretrasinducciónde su expresión,en célulasde la microglia
y también en astrocitos.El LPS y las citoquinasno estánpresentesen el cerebro
normal en cantidadessuficientesparainducir la enzimaen estascélulas;sin embargo,
dichos nivelessi puedenencontrarseen determinadosestadospatológicos,como en

unainfecciónviral o en situacionesde isquemia(Siminonsy Murphy, 1992).

NOS m

La isoforma III se purificó por primeravez a partir de células endotelialesde aorta
bovina. Aunque comparte muchas característicascon la isoforma 1, como su
mecanismode activacióno su expresiónconstitutiva,seha descritoque sonproteínas

distintascon sólo un 50 % de homologíaen su secuencia(Pollockel aL, 1991; Lamas
elaL, 1992).

NOS m esuna proteínapredominantementeparticulada.Procesosde acilaciónpost-
translacionales(miristoilacióny palmitoilación)permitena la proteínainteraccionarcon

estructurasde membrana.Seha descritoque la enzimapuedeserfosforiladaen serma,
y, aunqueel papelde dicha fosforilación estápor determinar,producesutraslocación
de lamembranaal citosol (FórstermanneíaL, 1991; Michel el aL, 1993).

La produccióndeNO catalizadapor la isoforma m esresponsablede un importante

mecanismofisiológico en la homeostasisvascular.La disposición anatómicade las
célulasendoteliales,en estrechocontactocon las célulasdel músculo liso, es la clave

de estemecanismoque sebasaen la generaciónde NO en el endotelioy sudifusión
hastael músculoliso dondeejercede mensajerobiológico de la vasodilatación(Palmer
el aL, 1987; Ignarro el aL, 1987).Curiosamente,Furchgotty Zawadzkidescribieron

estemecanismoañosantesde que sellegara a conocerque el NO era lo que estos
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autoresdenominaronfactor relajantederivadodel endotelio(Furchgotty Zawadzki,

1980).La figura 5 ilustra el mecanismo.

La cadenadesucesosqueconducena la vasodilatacióny, por tanto, a una disminución

de la presiónsanguínea,se inicia cuandociertosagonistascomo la bradiquininao la
acetilcolinaseunena receptoresespecíficosde la membranade las célulasendoteliales.
La activaciónde dichosreceptoresconducea un incrementoconsiderablede la [Ca2~]i
quenormalmenteesproductotanto de la liberaciónde calcioalmacenadoen orgánulos
intracelularescomode la entradade calcio extracelulara travésde canales.Los iones

calcio seunena la calmodulinaactivándola,la cual, a su vez, activa la NOS a producir
NO.

Merced a su capacidadde diliisión, el NO alcanzala capa adyacentede células
muscularesdondeactivala enzimaguaniilato ciclasasoluble.El incrementoen el GMPc

intracelularactiva la proteínaquinasadependientede GMPc (PKG). La fosforilación
por PKG de ciertossustratosproteicos(transportadoresde Ca2~,etc.) resultaen una
disminución de la [Ca2~]i.Debido a que el procesode contracciónmusculares
absolutamentedependientede calcio, la menor disponibilidad del catión producela
relajaciónde los sistemascontráctiles(Rapoporty Murad, 1983).

Otros agonistascapacesde desencadenarel procesoson el Al?, ADP, histamina,
trombina, etc.,e incluso estímulosqueno implican la unión fisica de unamoléculaa un
receptor,comoel incrementoen el flujo sanguíneo(lnagamielaL, 1995).

La difusión del NO en direcciónopuesta,esdecir, hacia el lumen del vaso sanguíneo,
tambiénesinteresante.Aunqueesinactivadoen su mayorpartepor la hemoglobinade
los eritrocitos, el NO puede interaccionarcon las plaquetasdonde disminuye su
adherenciaa la pareddel lechovasculary tambiénsucapacidadde agregación.Según

seha descrito,lasplaquetastambiéntienen NOS III, por lo que no sólo son células
receptorasde NO sino quetambiénsoncapacesde producirlo(Radomskiel aL, 1991).

Figura 5-L Mecanismode activadónde la isofonnaIII de NOS. Diferentes
mensajerosquímicoscomo la acailcolinao la bradiquininapuedenestimularla
producciónendotelialdeNO. La interacciónde estosmensajerosconreceptoresde
membranadelas célulasendotelialesconducea un incrementoen la concentración
de calciointracelular.Esteincrementoenla [Ca2~]iactivala calniodulinaque, a su
vez,activala NOS aproducirNO. El NO generadodifunderápidamentea la capa
adyacentede célulasmuscularesUsas donde activa la enzima guanilato ciclasa
soluble.El GMPcproducido,a travésde unadisminuciónen la [Ca2~]ien la célula
muscular,esel mensajerointracelularde la relajaciónmuscular(adaptadode The
surprising ¡¿(e ofnllric oxide(1993)FeldmanelaL, C&EN Dec 20, 26-38).

GTP: guanosinatrifosfato, GMPc:guanosina3’:5’-monofosfatocíclico PPi:
pirofosfato,NADPH: nicotinamidaadeninadinucleátidofosfato.
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El mantenimientode unapresiónsanguíneanormalrequierela producciónconstantede

NO a partir de las célulasendoteliales.Cuandoestenivel de produccióndisminuye,
bienporquesebloqueemedianteadministraciónde inhibidoresde la NOS, o bien como
consecuenciade estadospatológicoscomo la aterosclerosis,la relajaciónde los vasos
sanguíneosse dificulta (Fórstermannet al., 1988). Desdesiempre,la medicina ha
buscado fármacos con propiedades vasodilatadoras. Entre éstos, un papel
preponderantelo ocupanlos donadoresde NO. Estos compuestos,que liberan NO
bajo determinadascondiciones experimentales,han sido ampliamenteusadospara

mejorarel pronósticode lasenfermedadescardiovasculares.

Los donadoresde NO puedenser de muy diferentenaturalezaquímica; ésteresde
nitrato como la nitroglicerina, cuyo uso terapeúticose remonta al siglo pasado;
complejos NO-metal como el nitroprusiato sódico, frecuentementeempleado en
experimentación,etc. (estructurasen Figura6) (Mureil, 1879;BatesetaL, 1991).

o
N .~N /ONO,

~cNc H,C

NS< Fe CH—ONO,

*
N

N ONO,

Nitroprusiato sádico Nitroglicerina

Figura 6-1. Donadores de óxido nítrico. La figura muestra la
estructuraquímica de los donadoresde NO, nitroprusiato sádico y
rntroglicenna.

La purificación de la isoforma m de NOS ha permitido su estudio a nivel del gen
mediantetécnicasde biología molecular. El gen presentauna secuenciaconsensode

miristoilación que explica su localización subcelularen estructurasde membrana
(Lamaseta!, 1992; SessaejaL, 1992).

Los estudiosde distribución tisular indican que la isoforma estápresenteen células
endotelialestanto arterialescomo venosas,así como en plaquetas,miocitoscardiacos,
células intersticiales de colon, células epiteliales tubulares del riñón o
sinciotiotrofoblastosde placenta(PollocketaL, 1993).

Dentro del sistemanervioso central, su presenciase ha detectadoen poblaciones
neuronalesmedianteestudiosinmunohistoquimicos.Segúnseha descrito, se localiza
preferentementeen neuronaspiramidalesde hipocampo.El NO producidoa partir de
una isoforma III presenteen estas neuronaspodría participar como mensajero

retrógradoen elprocesode la LTP (DinennanetaL, 1994; Sonetal., 1996)
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Mecanismosde acciónde NO: Dependenciao independenciade GMPc

El modo en el que el NO interaccionacon los sistemasbiológicosdependeen gran
medidade la concentraciónde NO que se considere,y ésta,a su vez, normalmente
dependedeltipo de isoforma.

Las isofonnasconstitutivas(NOS1 y 111) producenconcentracionesbajasde NO que
se comportacomo mensajerobiológico de la vasodilatacióny la neurotransmisión.La
isoformaLI de NOS generaelevadascantidadesde NO quetienenun efectocitotóxico
o, al menos,citoestático.El factorquedeterminaqueelNO tengaun destinou otro es
la afinidad de la moléculapor los sistemascon los que interacciona.Así, senecesitan
dosis relativamenteelevadasde NO para que pueda afectar a enzimasclaves del
metabolismo que contienen hierro, como por ejemplo, la cis-aconitasa, la
ribonucleótidoreductasao los complejosmitocondriales1 y U. Tambiénsenecesitan
cantidadeselevadasde NO parasureaccióndirectacon el DNA, o parareaccionesde
5-nitrosilaciónquepuedenafectar,porejemplo,al receptorNMDA de glutamatoo a la

enzimagliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa(Brtiney Lapetina,1989;Lipton et aL,
1993).Aunquela reaccióncon el anión superóxidoestennodinámicay cinéticamente
muy favorable, también son requeridasrelativamentealtas cantidadesde NO para

formarsuficienteperoxinitrito tóxico.

En condicionesnormales,el NO producidoa partir de isoformasconstitutivascon fines

de mensajerointra- o intercelularlleva a cabosuacciónbiológicapor estimulaciónde
la enzimaguanilatociclasasolublee incrementode los nivelesde GMPc intracelular

puesinteraccionaa concentracionesmuy bajas(nM) con el grupohemo de la enzima.
Mediante la interacción con proteínas como quinasas, canales iónicos o
fosfodiesterasas;el GMPcesel transductorintracelularde la señalbiológicadel NO.

GMPccomoseñalintracelular

A pesarde queelAMPc y el GMIPc (adenosinay guanosina3’:5’-monofosfatocíclicos,
respectivamente)fueron descubiertosprácticamenteal mismo tiempo (Sutherlandy

Rall, 1958;AshnianeÉ aL, 1963),el estudiode la fimción del AMPc comomensajero
intracelularatrajo la mayorpartede los primerosestudioscientíficos. Fruto de estos
trabajos,quesentaronlas basesde lo quehoy conocemoscomomecanismosde acción
hormonal, fueron los estudiosdel grupo de Sutherlanden los cualesse dilucidó el

importantísimopapel del AMPc en el mecanismoa través del cual la adrenalina
estimula la liberación de glucosa a partir del glucógenoalmacenadoen los tejidos
hepáticoy muscular(Sutherlandy RaIl, 1958; Robison et aL, 1968). Así, mientras
estostrabajosy otrosmuchosquevinierondespuéselevaronalAMPc a la categoriade
20 mensajeroubicuo responsablede multitud de procesosbiológicos; el GMPc

permanecióen un segundoplano, básicamentedebido al desconocimientode las
señaleshormonalesqueestimulabansusíntesis.

Las concentracionesintracelularesde AMPc en un tejido en ausenciade estímulos
suelen ser unas5-6 vecesmayoresque las de GMPc. Por ejemplo, en plaquetas
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humanas,la concentraciónintracelulardeAMPc es4-5 1.¡M, mientrasquela de GMIPc
estápor debajode 0.4 pM (Walter el aL, 1993). Los niveles intracelularesde ambos
mensajerosson el resultadodel balanceentrelas actividadesenzimáticasencargadasde

su síntesisy aquellasresponsablesde su degradación.Tras un estimulo extracelular
adecuado, las enzimas biosintéticas (adenilato y guanilato ciclasas) aumentan

considerablementesu capacidad de síntesis de nucleátidos ciclicos mediante
mecanismosespecíficospara cada enzima (y para cada isoforma). Las enzimas
degradativas(fosfodiesterasas),la mayoría de las cualeshidrolizan indistintamente
AMPc y (iMIPc, no sonsimplesenzimasque destruyenelnucleótidocíclico sintetizado
por las ciclasassino quetambiénson objeto de modulaciónporrutasde 2~ mensajeros.

Aunqueestodavíaun temade controversia,el transportede AMPc y GMPc al medio
extracelularseha propuestocomo un tercer mecanismode regulaciónde los niveles
intracelulares de nucleótidos cíclicos. Este mecanismo,presente,por ejemplo, en

células epiteliales, fibroblastos o eritrocitos, constituye un sistema dependientede
energía y sensiblea la temperaturaque, mediantela expulsión de los nucleótidos
cíclicos al medio extracelular,contribuye a la recuperaciónde los niveles basalesde
AMIPc y/o GMIPc despuésde un estímulo(Pateletal?, 1995).

En el contexto de la neurotransmisión,las señalesnerviosasse transmitenmediante
neurotransmisoresproducidospor las células presinápticasque interaccionancon

receptorespresentesen la célula postsináptica.La activación de estosreceptores
conducea la aperturade canalesjónicos que transducenla señal química en señal
eléctrica. En una escala de tiempo, este proceso se lleva a cabo en cuestión de
milisegundos.Los neurotransmisorestambiénactivanreceptoresmetabotrópicoscuyo
efectoes la generaciónde un 20 mensajero,por ejemplo,un nucleótidocíclico. En la

mayoría de los casos,este 20 mensajeroactiva una proteína quinasaque, mediante
fosforilación,modifica la actividadde un canaljónico o de algunaproteínaimplicadaen
el procesosecretor.Debido a que esteprocesorequiere la participaciónsucesivade
diferentessistemascelulares,comparadocon el fenómenode la transmisiónsináptica,
necesitaun tiempo mucho más largo para completarse(segundos-minutos).Esto
significa quelasseñalesextracelularesqueconducena un incrementoen los nivelesde
AMPc o GMPc, en la mayorpartede los casos,no generanuna respuestasináptica
rápidasino quellevan a cabounafUnción moduladorade la transmisiónnerviosa(rara
revisiónver Nicholls, 1994).

El descubrimientode la producciónde NO por determinadascélulasy de la capacidad

de estamoléculade activar la isoformasoluble de guanilatociclasaha dadosentido
fisiológico al GMiPc como mensajerointracelular(Ignarro el aL, 1986; Palmeret al,
1987).No obstante,convieneteneren cuentala existenciade otrasrutasde síntesisde
este nucleótido cíclico. Los siguientes capítulos de esta Introducción tienen el

propósitode destacarlascaracterísticasmásimportantesde las enzimasencargadasde
la síntesisde GMPc.
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Síntesisde GMPc

La guanilatociclasa,la actividadenzimáticaencargadade la síntesisde (IMPe a partir

de GTP {GTP-pirofosfato-liasaciclasa,EC 4.6.1.2),fue descritapor primeravez en
1969 (Hardmany Sutherland,1969; Ishikawa el al., 1969; White y Aurbach, 1969).
Desdelos primerosestudiosresultóclaroquesetratabadeunaproteínadiferentede la

encargadade la síntesisde AMPc. Mientrasla adenilatociclasase encontrósólamente
en la ftacciónparticuladadehomogenadosobtenidosapartir de unagranvariedadde

tejidos, la guanilatociclasaapareciórepartidaen la fracción solubley en la particulada,
con unadistribuciónvariabledependiendodel tejido (Kimura y Murad,1974).

Extracelularu

Figura 7-1. Esquema de las isofonnas de guanilato ciclasas y proteínas
relacionadas. Todaslas proteínascon actividadguanilatociclasapresentangran
homología en la región del dominio catalítico (área rayada). Las isofonnas
particuladastimen en el lado intracelularun dominiotipo proteínaquinasa(área
gris). El dominio extracelularde las formas de membranay de la forma truncada
MJPC-receptor(sin actividadcatalitica) constituyeel sitio de unión de ligandos.
La guanilatociclasasolublees un heterodímerode subunídadesay ¡3 El dímero
activo estáformadopor subunidadesa1/a,y 13í. Existe unasubunidad¡3, queno
fórnia unaenzimaactivacon mngunasubunidada y quepresentauna secuencia
consensode isopreni]ación, aunque su anciaje a la membranano ha sido
demostrado.

A mediados de los años 70 se descubrió la capacidad de cienos agentes
farmacológicos,azidasódica,nitroprusiatosódicoeincluso óxido nítrico, de activarla
forma solublede la guanilatociclasa(Kimura el aL, 1975)..Posteriormente,Gerzeret

aL descubrieronque la enzimapurificadaa partir de tejido pulmonarbovino contenía
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un grupohemo(Gerzereta!, 1981).Aunqueel papeldel NO estabaaúnpordilucidar,

estosresultadosapuntabanen cierta forma hacia el mecanismode activación de la
enzimasoluble.

A lavistadeestoshallazgosresultóevidentequeambasformasde la enzima,solubley

particulada,representanproteínastotalmentediferentescon mecanismosde activación
específicosparacadaunade ellas(Figura7).

De forma similar, el mecanismode activación de la forma particuladade guanilato
ciclasano se establecióhastael descubrimientoen 1978 de la acción de pequeños
péptidosobtenidosa partir de EscherichiacoIl (Field el aL, 1978). Posteriormente,

otros péptidosobtenidosa partir de espermade equinodermoy, lo que es más
interesante,a partir de tejido cardíaco de mamífero; también fueron capacesde
estimular la guanilato ciclasa paniculada tanto en células intactas como en
preparacionesmáso menoselaboradasque conteníanla fracciónde membrana(Suzuki

eta!, 1981).

Guanilato ciclan soluble

La guanilatociclasasolublefue purificadaa partir de tejido pulmonarbovino comoun
heterodímerode subunidadesa y ¡3 con pesosmoleculares,deacuerdoa su movilidad
en SDS-PAGE,de 73 y 70 kDa(Humberteta!, 1990). La enzimapurificadacontiene

un grupohemo como grupo prostéticoy estecoenzimaes el elementoclave de la
activacióndela proteínaporNO (GerzerelaL, 1981).

Recientemente,el mecanismode activación ha sido estudiadocon cierto detalle
(Deinumeta!, 1996; Stoney Marletta, 1996). Enausenciade NO, el átomo de Fe del
grupo hemo estápentacoordinadocon una histidina como único ligando axial. En

estrechahomologíacon el mecanismode unión de 02 a hemoglobinay mioglobina,
esteresiduode histidina(Bis 105 de la subunidad¡3) representala “histidina proximal”
de la guanilato ciclasa soluble. Mediante estudiosde espectroscopiaRanian de
resonanciasehapodido determinarquela interaccióndel NO con la guanilatociclasa

solublerequieresu unión al grupohemo por la caradistal, en el extremo opuestoal
residuo de His, generándosecomo intermedio un complejo hexacoordinado.A
continuación,debidoa la labilidad del enlaceFe-Bis, ésteserompeprovocandoen la
enzimaun cambioconformacionalqueincrementasu Vmax hasta400 veces.A pesar
de la extraordinariasimilitud con el mecanismode unión de 02 a hemoglobinay
mioglobina,resultasorprendentequela guanilatociclasasolubleno interaccionecon el

02. Segúnsehadescrito,estehechoseexplicapor las característicasparticularesdel
“bolsillo distal” al que seune el ligando. La polaridad negativade los residuosde

aminoácidospresentesen estesitio de unión determinala bajísiniaafinidad del 02 por
la guanilatociclasasoluble.

Laspropiedadesde estesitio deunióntambiénexplicanqueel CO secomportecomo
un activadorpeor que el NO (Deinuma al., 1996). La unióndel CO a la guanilato
ciclasasolubleno estanfuertecomola del NO, por tanto, el enlaceFe-Bisno llega a
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rompersesino sólo a debilitarse,lo que impide unacompletaactivaciónde la enzima.
Existe una actividad enziimática que produceCO en el procesode degradacióndel
grupo hemo a biliverdina. Esta enzima, la hemo oxigenasa-2(EC 1.14.99.3)está
presenteen el cerebroy colocalizabastantebiencon la NOS. A pesardecomportarse

comoun débil activadorde la guanilatociclasasoluble,estosargumentoshanservidoa
algunosautorespara proponeral CO, compartiendototalmentesus mecanismosde
acción con NO, como mens~jerointra- e intercelularen el sistemanervioso central

(Vermaetai,1993).

Entrelas distintasespeciesde monóxidode nitrógeno(NO.,N0,NO*), sólo la especie
radical (NO~) escapazde activar la guanilatociclasasoluble. Otras moléculasafines,
comoel peroxinitrito, el nitrito sódicoo 5-nitrosotiolesincrementanla actividadde la

enzimavía liberacióndeNO (MayeretaL, 1995;Dierksy Burstyn, 1996).

Por otro lado, aunqueel mecanismoes todavía desconocido,se ha descrito que
concentracionesmicromolaresde ácidosgrasoscomo el ácido araquidónicopueden

tambiénactivarla isoformasolublede guanilatociclasa(Gerzeret a!, 1986).

Los parámetroscinéticosde la unión del NO a la enzimaofrecenuna constantede
disociación(Kd) de 250 nM, con unasaturaciónaconcentraciones=500 nM (Stone
y Marletta, 1996). Estos valorestienen sentido fisiológico ya que la concentración
estimadade NO cuandosecomportacomo mensajerobiológico esde 100-500nM
(Malinski y Taha, 1992). No obstante,comobien sugierenStone y Marletta, la Kd
podría ser aún menor como consecuenciade la inevitable descomposicióndel NO
disuelto, circunstanciaque reduciríasus concentracionesefectivas en un ensayode
activaciónde guanilatociclasasolublepurificada.

Utilizando secuenciasde péptidosobtenidosa partir de la proteínade pulmón bovino,

ambassubunidades(a1 y f3~) han sido donadasy secuenciadas(Koesling et a!, 1988;
Nakaneeta!, 1988;Koeslinget aL, 1990;Nakaneet aL, 1990).Mediante la reacción
en cadenade la polimerasa,otrasdos isoformashan sido identificadas.Una de estas
subunidadespresentómáshomologíacon la subunidada1, mientrasla otramostróuna
mayor similitud con la ~ por lo que fueron denominadasa2 y ~ respectivamente
(Yuen etaL, 1990;Hartenecketa!, 1991). A partir de tejido humanosehandonado

otras2 isoformas,a~y 83, las cualesno sonmásquevariantesde a1 y ~ específicasde
especie(Giuili eta!, 1992).

En todas las subunidadesse ha encontradouna región C-terminal de unos 250
aminoácidos que ademásestá relativamente bien conservadaen las isoformas
paniculadasy presentaciertashomologíascon la adenilatociclasa. Se ha propuesto
queestaregiónconstituyeel dominio catalítico.

Experimentosde expresión de la proteína han puesto de manifiesto la absoluta
necesidadde co-expresióndesubunidadesa y ¡3 paraobtenerunaenzimacon actividad

catalítica.No obstante,sedesconocesi el hechode que existaun dominio catalíticoen
cadasubunidadsedebeala existenciade 2 centroscatalíticoso a queambosdominios
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secombinanparaformar un único centrocon actividadenzimática(Hartenecket aL,
1991).

Fisiológicamente,a1B1 es el heterodimeromayoritario. La subunidada2, donadaa
partirdecerebrofetal humano,sehaencontradoen célulasdel músculoliso de ratay
en ciertostejidosneurales,siemprecoexpresadacon la subunidad~ (Hartenecket aL,
1991;KummerelaL, 1996).

La subunidad~ no forma una enzima cataliticamenteactiva con ninguna de las
subunidadesa. Comparadacon las otras subunidades,la subunidad 132 presenta
importantesdiferenciasen su secuencia.La más notable es que en su extremo C-
terminal presenta86 aminoácidosmás que la subunidad f3~. Este fragmento extra
contieneuna secuenciaconsensode isoprenilacióny aunquedichamodificaciónno ha
sido demostrada,seha sugeridoquela subunidad~ seandaala membranaa travésde
un grupoisoprenoide.Estasubunidadsólo sehaencontradoen tejido renalde ratay su
función fisiológica se desconocetotalmente; si bien se ha postulado que podría

participaren un mecanismofisiológico de inactivaciónde la actividadguanilatociclasa
al dimerizarcon subunidadesa1, o tambiénque podríaformarun complejoactivo con
otrasubunidadno identificadahastael momento(Yuenet aL, 1990).

Respectoa su localizacióntisular, la enzima (a1131) es ubicuamenteexpresada.Su
presenciaha sido confirmada,entreotros tejidos, en pulmón,hígado,corazón,riñón,
cerebroy cerebelo(Nakaneel aL, 1990). En el sistemanervioso central, mediante

técnicasinmunohistoquimicasseencontrótanto en neuronascomo en glia (Zwiller el
aL, 1981). Empleandotécnicasde hibridación in situ, ambassubunidadesse han
encontradoen numerosasregionesque incluyen el estriado, el tubérculo olfactorio,

célulaspiramidalesdel hipocampo,la cortezacerebral,célulasgranularesdel cerebelo,
etc.; aunqueciertasregionesson más ricas en una subunidadque en otra. Así, por
ejemplo,en la glándulapinealexisteunaalta expresióndela subunidada1 mientrasque
la~ seencuentraennivelesmuchomásbajos(Matsuokael aL, 1992;Furuyamaeta!,
1993).

También es interesantedestacarque no existe una colocalización perfecta de las

enzimasNOS y guanilatociclasasoluble. Comoejemplo,la habenulano contieneNOS
pero sí una alta expresión de ambas subunidadesde guanilato ciclasa soluble
(Matsuoka el aL, 1992; Vincent y Kimura, 1992; Furuyamael aL, 1993). Las
propiedadesde difusión del NO podríanexplicar la aparentecontradicciónde estos

resultados,aunqueno se descartaque otros factores,CO o ácido araquidónico;
pudieranregularla actividadenzimáticaen regionesdondeno existaproducciónde
NO.

Guanilato ciclasapaniculada

El estudio de la guanilato ciclasa de membranaconstituyeun complejo campo de
investigación(todavíahoy en expansión)debidoa la existenciade múltiplesformasde
la enzimay tambiéndemúltiplesligandos.
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A diferenciade la formasolubley su inusualmecanismode activaciónporun gascomo

el NO, las formas de membranason receptorespara ligandos extracelularesque
contienenun dominio intracelularcon actividadciclasa.

En mamíferos,los ligandosparalas formasparticuladasde guanilatociclasassepueden

clasificaren 2 familiasdiferentes(Chinkersy Garbers,1989).

La primera familia incluye ciertospéptidoscon propiedadesnatriuréticas~éptidos
natriuréticosde tipo A, B y C) que contienenun puentedisuifúro que cubre 17
aminoácidoscuya secuenciase ha conservadoprácticamenteinvariable durante la
evolución,y quedifieren enlos residuossituadosa ambosladosde estasecuencia.

El péptidonatriuréticode tipo A (ANP), presenteen gránulosde secrecióndeltejido

auricular cardiaco,se libera como respuestaal estiramientoauricular(Rosenzweigy
Seidman, 1991). Estepéptidotambiénselibera a partir de ciertasneuronasdel cerebro
tras una estimulaciónde los barorreceptoresperiféricos (Antunes-Rodrigueset al,
1992). El péptido natriurético de tipo B (BNP) tite inicialmenteaisladoa partir de

cerebropero parecepredominartambiénen el tejido cardiaco(Songet aL, 1988).Por
otro lado, el péptidonatriurético de tipo C (CNP) seaisló de cerebroy aunquese
pensó en principio que era específico de sistema nervioso, recientementese ha
demostradosu produccióna partir de, por ejemplo, células endoteliales(Sugaet al,

1993).

La segundatkmilia de péptidosincluye ciertas enterotoxinasbacterianasestablesal
calor (“heat stable” ST) las cualescausandiarrea secretoraaguda. Guanilina, un
péptidopertenecientea estafamilia, ha sido detectadoen ciertostejidos de ratacomo
riñón,~ y glándulaadrenal(ReineckeetaL, 1996).

Mediante técnicas de biología molecular se han identificado diferentes tipos de
guanilato ciclasasde membrana.El primer clon se obtuvo a partir de espermade
equinodermosmarinosy sirvió paradefinir las característicasgeneralesde estetipo de

enzimas(Thorpey Garbers,1989). El análisisde su secuenciareveló la existenciade
diferentesregionesen la proteína.La región intracelular,que representala mitad de la
proteína,contieneun dominio tipo proteínaquinasay un dominio ciclasaen el extremo
C-terminal. Los estudioshidropáticosllevadosa cabosugierenque un sólo segmento
de la proteínaatraviesala membrana.Obviamente,el dominio extracelularpresentael

sitio deTeconocinnentodel ligando.

El clonaje de este primer receptor-guanilatociclasa sirvió también para definir
secuenciasnucleotídicasquehan servidocomo sondasde hibridaciónparala obtención

de clonesde proteínassimilaresa partir de bibliotecasgenómicasde tejido de ratay
humano.El primer clon que se aislémedianteestaaproximaciónexperimentaltite el

GC-A (ANPRA) cuya expresiónresultóen una proteínacon actividadguanilatociclasa
y capacidaddeunir ANP y BNP, por lo que sepropusoque podríaser el receptor
fisiológico paraestospéptidos.Estudiosposteriorespermitieronla identificaciónde un

segundoclon (GC-B o ANPRB) que codifica para una guanilato ciclasa que une
tambiénANP y BNPpero que reconocecon mayorafinidad el péptidonatriuréticode
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tipo C (Garbers,1989; Schuizel al., 1989;Koller et aL, 1991). Un tercerclon (GC-C
o STR) detectado en mucosa intestinal de rata parecer ser el receptor para
enterotoxinasbacterianas.Este resultadosugierela existenciade un mecanismode
regulacióndel transportede iones en células epiteliales del intestino mediado por
péptidosendógenostipo guanilina a travésdel receptorGC-C (Schulz et aL, 1990).
Recientementeuna guanilatociclasapaniculadade retina (GC-ret) ha sido donaday

secuenciada(ShyjanelaL, 1992).Aunquesedesconoceel ligando fisiológico paraesta
enzuna,seha propuestoque(JC-retestáimplicadaen la resíntesisde GMPcrequerida
parala recuperaciónen oscuridaddespuésde una señalfototransductora.A nivel de

proteína,la isoformadonadaGC-retpresenteen célulasfotorreceptorasrepresentaun
buen candidatopara la guanilato ciclasa dependientede recoverina, un activador
sensibleaCa2~(Koch, 1992).

Otro miembro de estafamilia de proteínases un receptor que une los 3 péptidos
natriuréticospero que no tiene actividadguanilatociclasa intracelular. Estereceptor
(ANPC-receptor,de “clearance”)ha sido propuestocomo responsablede la unión e
internalizaciónde los péptidosnatriuréticoscirculantespara suposteriordegradación.

No obstante,existen evidenciasde que pudiera estar acoplado a un sistema de

señalizaciónintracelular(proteínasG, AMPc) (LoweetaL, 1990;Levin, 1993).

El mecanismode activaciónde las guanilatociclasasde membranapasapor la unión
delligando a su dominio deuniónen el ladoextracelular.Estaunión induceun cambio
conformacionalen la enzima que se transmite al dominio intracelular catalítico
aumentandosu capacidadde sintetizar GMIPc. El dominio tipo proteína quinasa
presentahomologiascon los receptorestirosina quinasas,por lo que seha sugerido
que, del mismo modo que en estosreceptores,la guanilato ciclasaparticuladasufre
diimerización(o polimerización)trasla unión del ligando. Aunquela actividadquinasa

de este dominio nunca había sido demostrada,recientementese ha observadouna
actividad de autofosforilación en la guanilato ciclasa particulada de células

fotorreceptoras(Aparicioy Applebury, 1996).

Un importantemecanismode regulaciónde estasenzimases una desensibilización
inducidaporel ligandoy mediadapordefosforilaciónde la proteína.Así, sehadescrito

que la isoforma(it-A, unaproteínafosforilada en estadobasal,despuésde la adición
de ANP, sufreunadisminuciónen el contenidode fosflito asícomounareducciónde la

actividadciclasaen respuestaa posterioresestimulacionescon ANP (Ponery Garbers,
1994).

Respectoa la distribución tisular de los receptoresparapéptidosnatriuréticos,resulta
interesantedestacarque la expresióndel receptor(it-A seha documentado,entre
otros tejidos, en los glomérulos del riñón, la corten adrenal y en las células

endotelialesdel endocardio.Estos resultadosconfirman que ANP y BNP, descritos
comohormonascardiacas,participan en la regulación de la diuresisy la natriuresis
(WilcoxetaL, 1991).
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Por otro lado, la isoforma GC-B ha sido mayoritariamenteencontradaen cerebelo,
médulaadrenaly pituitaria; sugiriendoestehechoque CNP, el ligando específicode

este receptor, podría participar en mecanismosespecíficosde regulación de las
funcionesdel sistemanervioso(WilcoxetaL, 1991).

Hidrólisis de GMPc: Fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicos (EC 3.1.4.17)

Aunqueel factor desencadenantede una señalde GMIPc esla activación de sus rutas
biosintéticas,las respuestasde GMIPc intracelulardependenen gran medidadel tipo y

de la cantidadde isoformasde fosfodiesterasaspresentesen un tejido. Laspropiedades
de estas isoformasdeterminantanto la duracióncomo la magnitud de la señal de
(iMPe, así comosuposibleinteraccióncon otrasrutasde 20 mensajeroscomo el Ca2~
o el AMPc.

Las enzimas encargadasde romper el enlace 3’-ribosa-fosthto de los nucleótidos
cíclicos fueron descubiertasen el laboratorio de Sutherlanden 1962 y desde los
primerosestudiossepusode manifiestola existenciade múltiplesisoformascapacesde
hidrolizar indistintamente(aunquecon diferentesafinidades)AMPc y GMPc (Butcher
y Sutherland,1962).Exceptuandola isoformaespecíficade GMIPc queseencuentraen
las célulasfotorreceptoras,presenteen concentracionesmuy altasen estascélulas(15-
30

1iM), las fosfodiesterasasse encuentranen cantidadestrazas en los tejidos y,
normalmente,un tipo celular determinadocontiene distintas isofonnas. Estos dos
factores,junto con el hechode que algunasde estasisoformasjueguenun pape] de
pivote entreel AMiPc y el GMPc, han dificultadograndementela investigaciónen este
tipo de enzimas.Afortunadamente,graciasel desarrollode las técnicasde biología
molecular, se ha podido avanzaren el conocimiento de sus propiedades(Beavo y
Reifsnyder,1990).

Las fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicossehanclasificadoen 7 familiasdeacuerdo
a un criterio de carácterbioquímico-farmacológico,que posteriormente,en su mayor

parte,se ha visto confirmadomedianteestudiosde biología molecular.Estasfamilias
son: isoformasdependientesde Ca

2~/calmodulina(tipo 1), estimuladaspor (IMIPc (II),
inhibidas por GMIPc (III), específicade AMPc (IV), especificasde GMPc (y), de
célulasfotorreceptoras(VI) e isoformaHPC1 quehidrolizaAMPe con alta afinidady
que seencuentraen levaduras(VII).

Aunque son productos de diferentes genes, muchas de ellas comparten ciertas
característicascomunes.Desdesu descubrimientopor Butchery Sutherland,muchos
investigadoreshan descrito la capacidadde ciertas metilxantinascomo teofihina y
cafeína de inhibir, en mayor o menor grado, prácticamentetodas las isoformas de

fosfodiesterasas. El carácter inhibitorio no selectivo de estos compuestos,
especialmentedel congénere3-isobutil-l-metilxantina(IBMX), se utiliza de manera
rutinariaparaincrementarla sensibilidadde los ensayosde GMPc y AMPc (Butchery
Sutherland,1962; Beavoy Reifsnyder,1990).
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Fosfodiesterasasde GMPc presentesen mamíferos

Tipo Hidroliza Sitio GMPcno Regulaciónactividad Regulaciónfosíbrilación

1, Ca2$Calmodulina
dependiente

(iMP =AM~ No Cafl’CaM Inhibe

II, estimuladapor
GMPc

GMPc AMPc Si GMPc 2

III, inhibidapor
GMPc

MPc AMPe 2 GMPc Activa

y, específicaGMPc GMPc Sí 9 Activa

VI, células
fotorreceptoras (iMPe Si transducina 2

Las fosfodiesterasasde nucléotidoscíclicosseencuentrangeneralmentecomo dimeros
de subunidadesidénticas,aunqueen algunoscasosotras pequeñassubunidadesde

carácterreguladorpuedenasociarseal homodímero.

Un análisisdetalladode susecuenciade aminoácidosmuestraquepresentanuna repon
muy conservadade aproximadamente270 residuosen el extremo carboxilo terminal.
Se ha postulado que esta región constituye el dominio catalítico, El resto de la

proteína,que suponeen algunoscasos2/3 de la secuenciaaminoacídica,debecontener
dominios proteicos importantespara la regulación de la actividad enzimática, la
interacciónentresubunidadeso la localizaciónsubcelular(Charbonneauel aL, 1986).
En particular,algunasde estasisoenziinaspresentanen la región amino terminal un
dominio no catalítico de unión de GMiPc que desempeñauna importanteflinción

reguladorade la actividadenzimática(Charbonneauelal., 1990).

Otra característicacomún de varias de estas familias de fosfodiesterasases su
posibilidadde regulaciónmediantefosforilaciónpor diferentesproteínasquinasas.Este
esel casode las isoformasCa2~/calmodulina-dependientes,de las específicasde AMPc
y GMiPc, y de las formasinhibiblespor GMPc(BeltmanetaL, 1993).

Entre las isoformaspresentesen maniiferos, aunquefisiológicamenteimportante,la

isoforma especifica de AMPc (IV) queda litera del objeto de estudio de esta
Introducción. A continuaciónsedescribenlas característicasmás importantesde las
fosfodiesterasascapacesde hidrolizarGMPc.

Isoformasdependientesde calcioy calmodulina(tipo!)

Esta familia de isoenzimasse caracterizapor una potenciación de la actividad
enziináticapor calcio/cainiodulina.La interaccióncon estaproteínasensiblea calcio,
que puedeconsiderarseuna subunidadreguladorade la enzima,produceun aumento
de 5-10vecesde la Vmax dehidrólisis(Sharmay Wang, 1986)

De acuerdocon sudiferentemovilidad electroforéticaen SDS-PAGE,se han descrito,

al menos, 6 isoformas diferentes susceptiblesde activación por Ca2~/calmodu]ina.

34
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Todashidrolizantanto (iMPe como AMPe, pero existenvariacionessignificativasen
las afinidadesporuno u otro nucleótido.Así, las isoformasde pesosmoleculares61,
67, 59 y 58 kDano muestranuna especialpreferenciapor uno de los dosnucleótidos
cíclicos. La isoformade 63 kDahidroliza GMPc con unaafinidad 10 vecesmayorque
cuandoutiliza AMPc como sustrato,y la isoforma de 75 kDa pareceespecíficade
(iMPe (Sharmay Wang, 1986;Beavoy Reifsnyder,1990).

En cuanto a la distribución tisular, esta familia de isoenzimasseha encontradoen
numerosostejidos como cerebro,corazón,pulmón, testículos,etc. (Charbonneauel
al., 1991).En el contextodel sistemanerviosocentral,las isoformasde 63 y 61 kDase

concentranen el cerebro,donde,al parecer,seexpresanespecíficamenteen neuronas.
Tambiénse ha detectadoen la médulaadrenal,aunqueen estecasono seconocecon
exactitudel tipo de isoformapresenteen el tejido (Sonnenburget aL, 1993; Uzunovet

aL, 1976).

Resultainteresantedestacarque las isoformasidentificadasen el cerebroson enzimas
quehidrolizanpreferentemente(IMPc. Estehechosugierequela litación fisiológica de
estasenzimasen neuronaspodría serla de atenuarla acumulaciónde GMIPc mediada
por un incrementode la [Ca2~]i,activación de NOS y producciónde GMPc via
guanilatociclasasolublesensiblea NO (Mayeretal., 1993).

IsoformasestimuladasporGMPc (tipo II)

Estafamilia de enzimasestáconstituidapormúltiplesisoformastanto citosólicascomo
asociadasa membranascuya característicaprincipal esuna considerablepotenciación
de la actividadcatalíticapor (iMIPe (Yamamotoel aL, 1983).

Estas enzimas hidrolizan de un modo cooperativo tanto AMPc como GMPc, y
presentanen su secuenciaun dominio no catalíticode unión de GMPc. La interacción

del nucleótido con este sitio produceuna disminuciónde la Km aparentepara la
hidrólisis del AMPc, sin modificación apreciablede la Vmax. Estehecho, que tiene
lugarcon unaconstantede activaciónde 0.3 pM, esdecir, a concentracionesde GMIPc

que sepuedenalcanzarfisiológicamente,setraduceen un aumentode 13-30vecesde
la capacidadcataliticade la enzima(YamamotoetaL, 1983).

Estas isoformas se han detectadoen tejidos como el corazón o en la región

glomemlosade la cortezaadrenal,en los cualessehan observadovariacionesopuestas
en losnivelesde GMPcy AMPc (Simmonsy Hartzell, 1988; MacFarlandetaL, 1991).

IsoformasinhibidasporGMPc (tipo III)

Esta familia de isoenzimas, capacesde hidrolizar tanto GMPc como AMPc, se
caracterizapor una inhibición por (MPc de la capacidadde hidrólisis de AMPc
(HarrisonetaL, 1988).

La investigaciónsobreestetipo de fosfodiesterasassehavisto dificultadapor el hecho
de que estasproteínasson muy susceptiblesa proteolisis durante los procesosde

purificación.No obstante,seha descritola secuenciade aminoácidosparauno de los
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miembrosde estafamilia. El análisisde dicha secuenciapermitió la identificacióndel

dominio catalitico comúna todaslas isoformas;sin embargo,el resto de la proteína
presentapocahomologíaconotrasfosfodiesterasas(Meacciet aL, 1991).

Puestoque sedesconocela existenciade un sitio reguladorde unión de GMPc, seha
propuestoque dicho nucleótidoactúamediantecompeticióndirecta con el AMIPc por

el sitio catalitico. El hecho de que las afinidadesdel GMP como inhibidor y como
sustratoseanmuy parecidas(Km~ IC50~ 0. 1 pM), así como que la Vmax para el
GMPc sea 10 vecesmásbaja quepara el AMPc, refuerzadichahipótesis(Harrisonet
aL, 1988).

Esta familia de enzimasse encuentraen tejidos en los que se han descrito similares

efectosparael GMPcy parael AMPc, por ejemplo,en plaquetas,adipocitos,músculo
liso traqueal,etc. (Harrisonetat,1988).

Tanto las isoformas estimuladas como las inhibidas pueden ser consideradas
importantesreceptoresintracelularesdel GMIPc. Estafunción, que será discutida en
detalleposteriormente,permiteunainteracciónentrelos sistemasde 20 mensajerosdel
AMIPc y del GMPc, incrementando,por tanto, la complejidad de los sistemasde
señalizaciónintracelularbasadosennucleótidoscíclicos.

Isofonnasespec(/icaspara GMPc (tipo V)

Las fosfodiesterasasde estegrupo hidrolizan el GMPc con una afinidad 100 veces
mayor que la descritapara el AMIPc, por lo que representanen muchostejidos el
principal reguladorde los nivelesbasalesde GMiPc intracelular(Saekiy Saito, 1993,
Costey Grondin,1995).

Entre sus característicasmás importantesestán su capacidadde ser selectivamente

inhibidas por dipiridamol y zaprinast(Beavo y Reifsnyder, 1990; Merkel, 1993), así
como la presenciaen su secuenciade un dominio de unión de GMPc dc alta afinidad
distinto del sitio catalítico.Hastael momentono seconoceque la ocupaciónde este
sitio por GMPc produzcaalgún cambio en la actividad o la función de la enzima,

aunquesí se ha descrito que inhibidores del sitio catalítico potencianla unión del
GMPc al dominio no catalítico(Charbonneauet aL, 1990).

Miembros de esta familia se han detectadoen pulmón, plaquetaso músculo liso

vascular,tejidos en los quejueganun importantepapel en la regulaciónde distintos
procesoscomo el control por NO de la presión sanguíneao de la agregación

plaquetaria(Rapoportetal., 1989; RadomskietaL, 1991).

Fosfodiesterasasdecélulasfotorreceptoras(tipo VI)

Hastala dilucidaciónde las secuenciasnucleotidicasde la fosfodiesterasaspresentesen
las células fotorreceptoras,estasisoformasse incluían en el grupo de enzimasque
hidrolizan específicamenteGMPc (tipo y). Hoy día, sabemosque representan

proteínastotalmentediferentesy, aúnmás,queexistendiferentesformasdentrode este
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grupo: dos isoformasen bastones,una solubley otra asociadaa la membrana;y otra
presenteen los conos(Beavoy Reifsnyder,1990).

La mejorestudiadaesla enzimapresenteen el segmentoexternode los bastonesy que
tiene un papelprotagonistaen el procesode fototransducción.Estaisoforma existe

comoun heterotrímerode aproximadamente190 kDa de pesomolecular,formadopor
un dímeroactivo aB y una subunidadreguladorainhibitoria de 15 kDa (y) (Baehret
aL, 1991).

Duranteelprocesode fototrausducción,el complejoinactivocd~y seescindeparadar
el dimero activo capazde hidrolizar GMPc. Estatransformaciónse producecomo

consecuenciade su interaccióncon la transducina,un miembro de la familia de las
proteínasG, que, a suvez,portael mensajebioquímicode la rodopsina,el receptorde
los fotonesen la retina. La activahidrólisis de GMPcporpartede estaisoformareduce
drásticamentelos niveles del nucleótidocíclico de la célula fotorreceptora.Como se
explicarácon másdetalleposteriormenteen estaIntroducción,la activaciónporGMPc
de cienoscanalesiónicospresentesen la membranaplasmáticadeterminala actividad
eléctricade las célulasfotorreceptorasy, en definitiva, la señalsinápticaque depende
de ella (Stryer, 1986).

Mecanismos de acción de GMPc

Los efectosfisiológicos del GMPc estánmediadospor diferentestipos de proteínas
receptorasde GMPc.Estasincluyenproteínasquinasasdependientesde GMPc(PKG),

quizásel grupo más estudiado;canalesiónicos reguladospor GMPc (en general,por
nucicótidoscíclicos);y fosfodiesterasasde nucleótidoscíclicosqueunenGMPc.

Si se comparacon la señalizaciónintracelulardel AMPc, cuyosefectosintracelulares
están mediadospor la proteína quinasaA y por algunos (pocos) canalesiónicos
susceptiblesde modulaciónpor AMIPc; la ruta del GMPc constituyeglobalmenteun

sistemade muchisimamayorcomplejidaddebidoa la existenciade múltiplesproteínas
efectoras.Como sedescribiráa continuación,cadaproteínaefectoraesresponsablede
algunasde las accionesfisiológicas del GMPc en tipos celulares específicos.No
obstante,convieneteneren cuentaque en una determinadacélula puedencoexistir
simultáneamentediferentesproteínasefectoras,por lo que la señalmediadapor el
nucleótidocíclico esel resultadode diversosprocesos.Además,dadala similitud entre
el AJ%4J>c y el GMiPc, existensistemasefectoresque respondena ambasmoléculas,
aumentando,si cabe, la complejidad de la señalización intracelular basada en
nucleótidoscíclicos.

Canalesiónicosreguladospornuelcótidoscíclicos

La primeraevidenciade corrientesiónicasreguladasporGMIPc tite obtenidaporMiller
y Nicol (1979). Estos autores,trabajandocon membranasdel segmentoexterno de
bastonesfotorreceptores,demostraron que el GMPc producía despolarizaciones

medianteinteracción directa con un canal iónico presenteen la membranade estas
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células. Desdeestetrabajo, el númerode canalesiónicos reguladospor nucleótidos
cíclicosha aumentadoconsiderablemente,así como el númerode accionesfisiológicas

enlas que estánimplicados(pararevisiónver Finn etaL, 1996).

En una primeraaproximación,podríamosclasificar estoscanalesen 2 grupos.Porun
lado, aquelloscanalesiónicosactivadospornucleótidoscíclicos, representadospor los
presentesen los bastonesde la retina o en neuronasreceptorasolfativas; y por otro
lado, aquélloscuya actividadiónica no se controladirectamentesino que esmodulada

por nucleótidoscíclicos, siendo el más estudiadoel canal de cationesinhibido por
GMPcpresenteen la membranaapicaldel tubo colectordel riñón.

El funcionamientode los canalesiónicosactivadospornucleótidoscíclicosessimilar al

de los canalesactivadospor ligandosque se encuentranen las sinapsisquímicasa lo
largo del sistemanervioso.La diferenciafundamentalradicaen que el sitio de unión del
ligando, en este caso, un nucleótido cíclico, reside en el lado citoplásmico de la

proteína.

La purificacióny posteriorclonajedel canalactivadopor GMPc de los bastonesde la
retinaha permitido el estudiode estetipo de proteínasa nivel molecular.Tantoel canal
presenteen bastonescomo el de neuronasolfativas son proteínasheteroméricas,

probablementetetrámeroscon 2 tipos de subunidades,a y B, querespondena la misma
estructura: un extremo amino terminal citoplásmico seguido de 6 segmentos
transmembranalescon una región responsablede formar el poro del canal; y un
dominio C-terminal intracelularque contieneel sitio de unión del nucleótido cíclico.
Mientras que la región que atraviesala membranapresentaimportanteshomologías
con canalesactivadospor voltaje, como el canalde K~ slwlcer; el extremo carboxilo

terminal recuerdaen gran medida los sitios de unión de GMIPc presentesen otras
proteínasreceptorasde GMPccomoquinasaso fosfodiesterasas(Zagotta,1996).

Los canalesactivadospor GMPc presentesen bastonesde la retinajueganun papel
fundamentalen el proceso de la transducciónvisual. En la oscuridad, una alta

concentraciónde GMPc en el segmentoexternode los bastonesmantienelos canales
en su estadoabierto.Unacaracterísticainteresantede estoscanalesesque, a diferencia
de los canalesactivadospor ligandosextracelularesresponsablesde la transmisión
sináptica, los canalesfotorreceptoresno experimentandesensibilizaciónen presencia
continuada del GMIPc. Esta propiedad permite a estos canales permanecer
permanentementeabiertosen la oscuridad.Los ionesCa2~ y Na~ que permeanpor el
canal abierto mantienena la célula en un estado despolarizadoresponsablede la

liberaciónsostenidadelneuirotransmisorglutamatoen la terminalsinápticade la célula.
La interaccióndel GMPc con su sitio de unión esde carácteralostéricopositivo. Esta

cooperatividad permite que estos canales sean altamente sensibles a pequeñas
variacionesde losnivelesde GMPc(Stryer, 1986;Kauppy Koch, 1992).

Tras un estimulo visual, la rodopsina experimentaun cambio conformacionalque
catalizael intercambiode GDPporGTPen la proteínatransducina.Con GTPunido, la

transducina estimula la fosfodiesterasaencargadade la hidrólisis de GMIPc. La
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disminución en la concentraciónintracelularde (iMPc conducea un cierre de los
canalesy, como consecuencia,a una hiperpolarizaciónque reducela liberación de
glutamatoen la sinapsisbastón-neuronavisual (Stryer, 1986).

El canal iónico de los cilios de neuronas olfativas está implicado en el proceso de
transducciónde la señal olfativa. En este proceso, ciertas moléculas (odorantes)
activanreceptoresde membranaacopladosa la cascadade señalizaciónde proteínas6,
con activación,entreotros sistemas,de la adenilatociclasay producciónintracelularde
AMiPc. Estenucítótido cíclico abre el canal iónico presenteen estascélulasque, a
diferencia del canal fotorreceptor,es sensibletanto a GMPc como a AMPc. La
aperturadel canalproduce,en último término,una despolarizaciónde la célula con
transducción de la señal olfativa a otras neuronas mediante la liberación de
neurotransmisores(Fiun et aL, 1996).

Mediantetécnicasde biologíamolecularseha detectadola presenciade canalesiónicos
activadospor nucleótidoscíclicos en numerosostejidos, comocorazón,riñón, aorta,
colon, etc. (DistíeretaL, 1994).

Entre los canalesmoduladospor nucleótidoscíclicos merecela penadestacarel canal
catiónicoinhibido porGMPcpresenteen las célulasepitelialesdel tubo colectorrenaly

responsablede la excreciónde Na~ que se observatrasincubaciónde estascélulascon
el péptido natriuréticoauricular.Este canaliónico secaracterizapor una disminución
de la probabilidad de aperturaen presenciade GMPc. Este efecto se produce,al
parecer,medianteunión directa del GMIPc y tambiénmedianteacción de la proteína
quinasadependientede GMIPc. Esta acción dual del (IiMPc permiteuna modulación
rápida mediantela interacción directa y una lenta mediantela participación de la
proteínaquinasa(Light et aL, 1990).

Otrosejemplosde canalesmoduladospor nucleótidoscíclicos son el canalcatiónico
moduladoporAMPc de célulasdelnodosinoanriculardel corazóno el canalcatiónico

activadoporCa2~y moduladopor AMPc descritoen una linea de célulaspancreáticas
(FinnetaL, 1996).

Fosfodiesterasasreguladaspor GMI’c

En un capítuloanteriorsediscutieronlas característicasde estasproteínasclavesen el
metabolismode los nucleótidoscíclicos. La importanciade estasenzimasradicano

sólo en el hechode hidrolizar los nucleótidoscíclicos sino tambiénen su capacidadde
regulaciónde la actividadenzimáticaporGMPc.

La fosfodiesterasaestimuladapor GMPc (tipo II) es la másestudiaday de la que se
conocen mejor sus implicaciones fisiológicas. Esta isoforma de fosfodiesterasa,
medianteuna atenuaciónde la respuestaa AMPc, participa en distintos procesos
mediadospor GMIPc como la regulaciónde la contraccióncardiacao la secreciónde
hormonasesteroideas.
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La fosfodiesterasade tipo [1 seencuentraen la fracción solublede numerosostejidos.
La concentraciónmás alta de la enzimase encuentraen la capaglomerulosade la
cortezaadrenal.En estetejido, los compuestosque incrementanel AMPc intracelular

producenunaestimulaciónde la secreciónde aldosterona.SegúnMacFarlandet aL, el

ANT> produceuna inhibición de la secreciónde aldosteronamediantereducciónde los
nivelesde AMPc (MacFarlandetaL, 1991).

Del mismo modo,Hartzelly Fischmeisterdescribieronen cardiomiocitosque el GMPc

inhibela corrientede Ca24B-adrenérgicareguladaporAMPc medianteestimulaciónde
la hidrólisisdeestenueleótidocíclico. La consecuenciafisiológica de estainhibición es
una disminuciónde la fuerzacontráctil del músculocardíaco(Hartzell y Fiscluneister,
1986).

En ambosmecanismos,el GMPc actúa medianteestimulaciónde una hidrólisis más
activa de AMPc. Estosejemplosilustran de maneraadecuadael importantepapel de
interconexiónque estetipo de fosfodiesterasasjueganen los procesosde señalización
intracelulardel AMIPc y delGMPc.

Proteína quinasa dependientede GMPc (PKG, EC 2.7.1.37)

Una actividadenzimáticade proteínaquinasadependientede GMPc tite descritapor

primera vez en artrópodospor Kuo y Greengard en 1970, 7 años despuésdel
descubrimientode laproteínaquinasadependientede AIMIPc (Friedmany Lamer, 1963;
Kuo y <iireengard,1970).En el contextode la investigaciónen el campodel GMIPc, la
PKG constituyela proteínareceptorade GMPcmejor caracterizadaen la mayoríade
los tejidos.

El términoPKG englobaa una seriedeproteínascon actividadquinasadependientede
GMPc que pertenecena la gran familia de proteinasquinasas.Los miembrosde esta
amplia familia catalizanla transferenciadel fosfato y del ATP a residuosde sernay
treonina de una gran variedadde proteínasy péptidos(Butt et aL, 1993; Francisy
Corbin, 1994b).

En mamíferossehandescrito2 isoformasde PKG, 1 y II. Lascaracterísticasde laPKG

1 se han estudiadomásprofundamenteque las de la PKG II. La PKG 1 esuna forma
principalmentesoluble descrita originalmente en tejido pulmonar bovino. Se han
descrito2 isoenzimasde PKG 1, la y IB, productosde un ‘splicing” alternativoen el

extremo amino termmal Ambasisoenzimasson homodímerosde subunidadesde 76
kDa. LaPKG II esunaforma asociadaa la membranadescritaoriginalmentede células
epiteliales del intestino y que se encuentratambién como un homodimero de
subunidadesde 86 kDa (Gil et al., 1976; Lincoln et aL, 1977; DeJonge,1981; Gamm
etaL, 1995).

Ambas proteínashan sido purificadas a partir de sus tejidos modelo (pulmón e

intestino), donadassus secuenciasnucleotidicas e incluso se han llevado a cabo
estudiosde expresiónen célulasencarióticasde los cDNAs donados.Estosestudios
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han permitido,al menosparala PKG 1, un análisisdetalladode su estructurageneral
(Figura8) (Takio eta!, 1984;WenxetetaL, 1989;Rutheta!, 1991).

Cadamonómerode PKG 1 contiene4 tipos de dominiosfuncionalesresponsablesde
las característicasdel dímero activo. En el extremo amino terminal se localiza el

dominiode interacciónentresubunidades.La secuencíaexactaque serequiereparala
dimerizaciónno seconoce,pero seha postuladola existenciade un motivo proteico
del tipo cremallerade leucínas(o isoleucínas)quepodríapermitir una alineaciónde las

2 subunidadespor medio de estaregión de la proteína.Este alineamientopermitiría
ademásquela Cys-42de cadamonómeroestuviesesuficientementecercaparaformar

un puentedisulfliro, aunqueesteaspectono estádel todoclaropuestoquela isoforma
IB carecedelresiduode cisteina(Atkinson et al., 1991).

En ausenciade susrespectivosnucleótidoscíclicos, las proteínasquinasasA y G se
mantienenen un estadoinactivo mediantela interacciónde un dominio autoinhibitorio

con el sitio catalítico.En la PKG estedominio autoinhibitoriopresentauna secuencia
pseudosustratoque compite con los verdaderossustratosproteicos.El extremo N-
terminalde la PKG contieneestedominio autoinhibitorio.A diferenciadela PI<A, en la
cual la subunidadreguladoracontieneestedominio proteico, así como el dominio de

unión del nucleótido cíclico; la PKG contiene los elementos reguladoresy los
catalíticosen la misma cadenapolipeptídica(Francisy Corbin, 1994b).

Dominio
catalítico

Sido
Sido sustrato
lento proteico

Sidosde Sidos
unión de —fl¡ntofosforilación
GMPc

Dominio
díinerización

Posible
dominio

antoinhihitorío

Figura 8-1. Modelo propuesto para el homodi¡nero activo de proteína
quinasa dependientede GMPc. La figura muestra la interacción entrelos
dominios autoinhibitoyio y catalítico dentro de la misma cadena
polipeptídica. Según este modelo, el alineamiento paralelo de los
monómerospermitiria la interacciónentre ¡os dominios de dimerización
mediante una estructura del tipo cremallera de leucmas/xsoleucinas
(adaptadodeFrancisy Corbin, 1994a).

Sitio
rápido
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En la isoforma 1 de PKG, ademásde la mencionadainteracciónentre la secuencla

pseudosustratoy el sitio catalítico,determinadosresiduosde Thr y Ser fuera de la
secuenciapseudosustratodel dominio autoinhíbitorio son autofosforiladospor la
actividadcatalíticadela enzima(Franciset aL, 1996).

La PKG contiene tambiénun dominio de interacción con nucleótidoscíclicos que
contiene2 sitios de unión denominadosrápidoy lento. Cadauno deellostienedistintos

parámetroscinéticos.El sitio lento o de alta afinidad se denominaasí por la lenta
disociacióndel GMIPc de estesitio, mientrasque el ligando disocia másrápidamente

del sitio de bajaafinidado rápido.Launión de GMIPcpresentacooperatividadpositiva.
CuandoelGMPc seuneal sitio rápido,la disociacióndel sitio lento ocurremuchomás

lentamente.La ocupaciónde ambossitios se requiereparauna activacióncompletade
la enzima.No obstante,una activaciónparcial puedeconseguirsecuandoel GMPc se

unesolamenteal sitio lento (Corbin y Doskeland,1983).

Ciertos estudiosde unión de análogosde GMPc sustituidosen la posición 8 han
demostradoque los sitios de reconocimientotienen una alta afinidad para grupos
hidrofóbicosy voluminosos,comoporejemploel 8-bromo-GMPc(8Br-GMPc)o elp-

clorofeniltio-GMPc(8-pCPT-GMPc)(Corbin et aL, 1986).

El dominio catalíticode la PKG estálocalizadoen el segmentocarboxiloterminalde la
enzima. Su secuenciaesextraordinariamentehomólogaa la subunidadcatalíticade la

PKA. Ambasenzimascatalizanla transferenciade un grupofosfato y desdeel ATP a
residuosde Sery Thr de proteínasque en la mayorpartede los casosrespondena la
secuenciaconsensoRRXSX. El residuode Asp-482de PKG se hapropuestocomola
base catalítica para la transferenciade fosfato y, hasta el momento, no existen

evidenciasde quese formeun intermediofosfoenzinia(Francisy Corbin, 1994a).

Distribución de la PKG e implicacionesfisiológicas

La distribución tisular de PKG esmucho másrestringidaque la ubicuapresenciade
PICA en los tejidos. Concentracionessignificativasde la proteínasehan encontradoen

pulmón,cerebelo,plaquetasy músculo liso, parala isoforma 1; o en epitelio intestinal,
cerebroy riñón, parala II, entreotros(Walter, 1981; Keilbachel aL, 1992;Jarchauel

aL, 1994).

El idéntico requerimientode secuenciade fosforilaciónpor PICA y PKGha dificultado

durantelargotiempo la identificaciónde posiblessustratosespec’flcosparala proteína
quinasadependientede GMPc. En condicionesin vitro, PKA y PKG fosforilan las
mismasproteínasy, muy probablemente,en células o tejidos intactos tenga lugar el

mismo comportamiento.En la práctica,el hechode que existansustratospreferenteo
específicamentefosforiladospor PKG depende,en gran medida,de la localización
tisulary celular de ambos,sustratoy enzima.

Excepto en los tejidos anteriormente mencionados, la actividad de PKG es
extremadamentebaja. Sin embargo,la presenciade bajosniveles de la enzima en una

determinada célula no necesariamenteexcluye la posibilidad de llevar a cabo
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importantesfunciones.La asociacióno “targeting” de la PKG 1 a ciertasestructurasdel

citoesqueletopermitiría, en primer lugar, una eficiente fosforilación de sustratos
asociadosa estasestructurasen respuestaa elevacionesen el GMPc intracelular;y en
segundolugar, explicaría el significativo porcentajede la enzima que apareceen
fraccionesparticuladas(MacMillan-Crowy Lincoln, 1994).

Quizás el mejor ejemplo esla fosforilación de vimentina por PKG. La vimentina esuna
proteínade filamentosintermediosdel citoesqueletoque esfosforiladapor la PKG (y
tambiénporla PKA) a pesarde queno contienela secuenciaconsensode fosforilación.
MacMillan-Crow y Lincoln demostraron que la PKG y la vimentina seunen con alta
afinidaden célulasdelmúsculoliso. Estainteracciónpemiitiria al donumocatalíticode
la quinasaalinearsecon un sitio de vimentina susceptiblede fosforilación. De hecho,

despuésde la activaciónde la quinasaseobservaunarápidafosforilación de vímentina
y, aun más, cuandola interacción entre las 2 proteínasse dificulta, mediantela

eliminaciónen la quinasade la secuenciaimplicadaen la unión, la enzimacatalizamuy
lentamentela fosforilación de la vimentina(MacMillan-Crowy Lincoln, 1994).

En muchasde las accionesdel GMPc sesabepositivamente que la PKG estáimplicada.
Estasincluyen la relajacióndel músculo liso vascularo la inhibición de la agregación
plaquetaria.En el contextodel sistemanervioso,el papel de la PKG no estátan claro.
A continuaciónsedescribenlas principalesimplicacionesfisiológicas dc la activación
de la proteínaquinasadependientede GMIPc.

Relajación del músculoliso vascular

La elevaciónde los niveles intracelularesde GMPc en el músculo liso vascularpor
compuestoscomo ANT>, NO o nitrovasodilatadoresprovocauna relajación de la
tensiónen el músculoliso. Ciertos análogosde GMPc que activan la PKG purificada

causantambién relajación vascular. La potencia de estos análogospara inducir la
relajación essimilar a la que seobservapara activar la isoforma la de PKG, por lo que,
desdeun principio, se sugirió la participaciónde la quinasaen esteefecto(Sekharet
aL, 1992).

La mayoría de las investigacionesencaminadasa dilucidar las basesmolecularesdel

efecto vasorrelajantese han centrado en estudiar proteínas relacionadascon la
homeostasisdel Ca2~ ya que la accióndel GMPc en estetejido seacompañade una
reducciónde los nivelesde calcio libre intracelular(Coflins et aL, 1986).Las primeras
proteínasquese identificaron comoposiblessustratosde PKG, denominadasG

0, G1 y

(12, fueron encontradasen la fracción particuladade membranasdel músculo liso
(Casnellieeta!, 1980).Resultainteresantedestacarque laproteínaG0 estáimplicada
en una activaciónde la bombaATPasade Ca

2~(Voshidaet aL, 1991). Por otro lado,
se ha descritotanto in vitro como en célulasintactas,la fosforilación por PKG de

fosfolambano,una proteínatambiénasociadaa la bombade Ca2~ (Cornwell et aL,
1991). Otraproteínaimplicadaen el metabolismodel Ca2~intracelularesel receptorde

IP
3 del retículo sarcoplásmico.Estereceptoresfosforilado porPKG en aortade rata,
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aunqueel papel de esta fosforilación no se conocecon exactitud (IComalavilas y
Lincoln, 1996).

Estos mecanismosy otros muchosimplicados en la regulación del calcio podrían

contribuir a la reducciónde la [Ca2~]iinducida por GMIPc responsabledel efecto
vasodilatadordel NO. En este contexto, la importancia fisiológica de la PICO es

incuestionablecomolo demuestrael hechode quelas célulasmusculareslisaspierden
su respuestavasodilatadoraa 8Br-GMPc al mismo tiempo que la PKG deja de

expresarse,un fenómenoobservadodespuésde sucesivospasesen célulasen cultivo
(Cornwell y Lincoln, 1989).

Inhibición de la agregaciónplaquetaria

La agregaciónplaquetariaesinhibidaporcompuestosqueíncrementanel GMPc,como
el NO o nitrovasodilatadores;o el AMPc, comoprostaglandinas.Si se comparacon
otrostejidos, las plaquetascontienenconcentracionesparticularmentealtasde PKG y
PICA. La activación de PICA resultaen fosforilación de numerosasbandasproteicas,
una de las cualesestambiénfosforiladapor la PKG. Este sustratode PKG esuna
proteína asociadaa la membranade 46/50 kDa (VASP, del inglés “vasodilator-
stimulatedpliosplioprotein”) (WalteretaL, 1993).

Desdeel punto de vista experimental,la investigacióndel papelfisiológico de VASP
no ha estadoexentade resultadosafortunados.La fosforilación de VASP por PICA o

PICOproduceun cambiodel pesomolecularaparentede la proteínade 46 a 50 ltDa en
SDS-PAGE.Esteresultadohacede estaproteínaun marcadormuy útil para la acción

de nitrovasodilatadores,prostaglandinas,etc. VASP esuna proteínadel citoesqueleto
asociadacon filamentosde actinao puntosde adhesionfocal. La fosforilación de esta
proteína podría ser un importante punto de interconexión entre las rutas de
transducciónde señalesy la formación de filamentosde actinaduranteel procesode

agregaciónplaquetaria.

Papel de la proteína quinasa dependientede GMPc en el sistemanervioso

La proteína quinasa dependientede GMPc también se ha descrito en diversas
estructurasdel sistemanervioso. Las concentracionesmás altas de PKG 1 se han
encontradoen el cerebelodonde, al parecer,se localiza en las células de Purkinje
(Lohmannet aL, 1981;DeCamillietal., 1984).

Los estudios de fosforilación de posibles sustratosen el cerebelo dieron como

resultado la identificación de una proteína especificamentefosforilada por PKG,
denominadasustratoO (Scb]ichteret aL, 1978). Una observacióninteresanteesqueel
sustratoO y la PKG 1 colocalizanen las célulasde Purkinjesugiriendoestehechoque
la fosforilación podría tener importancia fisiológica (Schlichter et aL, 1980). La
secuenciaaminoacídicadel sustratoO seha determinadoy pareceserquepertenecea

una clasede proteínasinhibidoresde protein-fosfatasa1 (PPI) (Aitken et aL, 1981).
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Otro sustratode PKG esunaprotemadeneuronasdopaminérgicas,DARPP-32’, que

también respondea elevacionesdel AMIPc intracelular.Una vez fosforilada,DARPP-
32 se convierte tambiénen un patenteinhibidor de PPI (Tsou et aL, 1993). Estos
resultadosindican que la PICO podría incrementar el grado de fosforilación de
proteínasespecificasno sólo medianteuna fosforilación directasino también a través

de una inhibición de la defosforilaciónde proteínasqueno necesariamentetienen que
sersustratosde PKO.

Aunqueoriginalmentedescritaen el epitelio intestinal,dondeprobablementeparticipa
en la regulaciónde la secrecióntransepitelialde ionesCl-, la PICO II también se ha

detectadoen el sistemanervioso central. Mediantetécnicasde hibridación in situ, se
ha descritola presenciade estaisoformaen estructurascomo el tálamo,la corteza,el
septum,etc.;estructurasque curiosamenteno destacanprecisamenteporposeeraltos
nivelesde expresiónde PKG 1 (DeJonge,1981; JarchauetaL, 1994;EI-HusseinietaL,
1995).

Se ha postuladola participación del GMPc y de la PICO en la modulación de
numerososprocesosneuronalescomola LTP en el hipocampoo la Lii) en el cerebelo.

El hechode que las célulasde Purkinjedel cerebeloseanmuy ricas en PKO 1 sugiere
estahipótesis. Sin embargo,hasta el momento no se han encontradoevidencias
molecularesde la fosforilaciónporPKO de proteínasimplicadasen estosprocesos.En
otras células excitables,como los cardiomiocitos,se ha descrito que la PICO inhibe
conientesde Ca2~ de tipo L, probablementemediantefosforilación del canal o de
algunaproteínaasociada(Mery el aL, 1991; Sumii y Sperelakis,1995).Muchasde las
incógnitas acercadel papel del OMPc en la neurotransmisiónpodrian resolversesi
mecanismossimilaresllegaran a demostrarseen el sistemanervioso. Indudablemente,

éstees un campo de investigación en constantecrecimiento (revisado en Wang y
Robinson,1997).

Activación cruzada de PKG y PICA

Elhechode quePICA y PKO catalicenla fosforilación de los mismo sustratosproteicos
planteaobviamentedificultadesmetodológicasa la hora de investigar el fenómenoa

nivel molecular.No obstante,un grado mayorde complejidaddebeasumirseen tanto
en cuanto ambasquinasaspuedenactivarseindistintamente(aunquecon diferentes
afinidades)porGMPcy AMPc.

La homologíaestructuralde los dominiosfuncionalesde ambasquinasaspermitequela
PICO puedaseractivadapor AMPc, aunquecon una afinidad 50-200vecesmásbaja
que el OMIPc; o que la PICA se active por OMPc a concentraciones80 vecesmas
grandesque las requeridaspara la activaciónpor AMPc (Corbin y Lincoln, 1978;
Ogreid et aL, 1985). Fisiológicamente, la primera opción tiene más sentido,

especialmenteteniendoen cuentaque la concentraciónbasalde AI\4Pc es 5-10 veces

1 La denominaciónde DARPP-32 proviene del inglés “dopamine- and cAMP-regulated
phosphoprotein”,fosfoproteinareguladapor dopaniinay AMPcdepesomolecular32 kDa.
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másalta quela de OMPc en la mayoríade los tejidos. Así, porejemplo,la elevaciónde
los iúvelesde AMiPc en elmúsculoliso tambiénproducerelajación.Dicha relajaciónno
correlacionaconunaactivaciónde la PKA sinomásbiencon una activacióncruzadade
la PICOporAMPc (Francisy Corbin, 1994a).

Recientementeseha identificado otro posiblemediadorbiológico que respondea las

característicasdenucléotidocíclico. Estamolécula,la ADP-ribosacíclica (ADPRc), se
sintetizaa partir del NAD y, segúnse ha descrito,activa la liberaciónde Ca2~ a partir

de ciertos reservorios intracelulares. Merece la pena destacar que la actividad
enzimáticaresponsablede la síntesisde ADPRc, la ADP-ribosil ciclasa,se activa por
OMPc en unprocesomediadopor fosforilación de proteínas.Esteresultadono esmás
que otro ejemplo de la complejidadquecaracterizala señalizaciónintracelularbasada
en nucleótidoscíclicos(LeeetaL, 1994).
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LAS CELIJLAS CROMAFINES DE LA MEDULA ADRENAL

Las células cromafines de la médula adrenal son responsablesde la síntesis, el
almacenamientoy la secreciónde catecolaminasal torrente sanguíneodurante la

estimulación del sistema nervioso simpático. Debido a que liberan las hormonas
adrenalinay noradrenalinadirectamentea la sangre, estascélulas son normalmente
objeto de estudiode la Endocrinología.No obstante,por sus similitudescon neuronas
adrenérgicas,tambiénseestudiandesdeel puntode vistade las Neurociencias.

La médula adrenalconstituyela parteinterna de la glándulaadrenal. Aunquedesde
principios de este siglo se conocela capacidadde la médula adrenal de secretar

sustanciasque influyen notablementeen el resto del organismo, quizás el primer
estudioseriafue realizadopor Feldberget aL en 1934 (Feldberget aL, 1934). Estos
autores describieron que las células cromafines están inervadas por terminales
nerviososcolinérgicosy que la acetilcolina liberadapor estosnervios es el estímulo
primario de la liberación de adrenalinay noradrenalinapor la médula adrenal.En los
años 60, Couplandet aL llevaron a cabo la primera descripciónexhaustivade las
característicasmorfológicas(y tambiénbioquímicas)de la médulaadrenal(Cauplaudet
aL, 1964; Coupland,1965). En 1967, Douglaset aL retomaronlos trabajosdel grupo

de Feldbergy, en el primer estudiorealizadoen célulasadrenalesaisladas,describieron
la importancia de las propiedadeselectrofisiológicasde las células en la repuesta
secretora(Douglaset aL, 1 967a; 1 967b). Con el transcursode los años,a medidaque

los métodosde aislamiento,purificación y mantenimientoen cultivo de las célulasse
fueron perfeccionando,las propiedadesmás importantesde las células se fUeron
tambiénconociendo(Livett cf al., 1979;Kilpatrick cf al., 1980; Livett, 1984; Wilson,
1987; Moro et aL, 1990). Duranteestosaños,el cultivo de célulascromafinesseha
convertido en un modelo experimentalmuy útil que ha contribuido enormementeal
conocimiento de las basesiónicas y molecularesde la secreción de hormonasy
neurotransmisores.

La médulaadrenalcomotejido neurosecretor

La glándula adrenal es un órgano atipico. Está formado por 2 regiones bien

diferenciadas,una región interna, la médula adrenal, responsablede la respuesta
simpáticadeliberaciónde catecolaminas;y unaregiónexterna,la cortezaadrenal,cuya
fUnción esla secreciónde hormonasesteroidicasal torrentesanguíneo.

Ambos tejidos, corten y médula, tienen un origen embriológico completamente
distinto. Mientrasla cortezaprocededel mesodermoque cubrela cavidadcelómica,
cerca del sitio de origen de las crestasgenitales,las célulasprogenitorasdel tejido
cromafin de la médula adrenalmigran, durante el desarrolloembrionario, desde la
crestaneuraldel ectodermohastala parteinternade la glándula adrenalen desarrollo.

Resultasorprendenteque dostejidoscon funcionestotalmentediferentesse asocientan
estrechamente para formar una única glándula endocrina. Un proceso
extraordinariamentereguladobasadomuy probablementeen señalesquímicaspermite
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que estos2 tejidossereconozcany respondana estereconocimientocreciendojuntos

en la glándula adrenal. No cabeduda que la producciónde corticosteronapor las
células corticalessuministraun entornoquímico favorablepara el desarrollode las
célulascromafines(Hildebrand,1974).

La crestaneural constituyeun grupo de célulasde desarrollotransitorioque surgende
la región dorsaldeltuboneuraly querápidamentemigrany se dispersanen diferentes

rutaspara darnerviossimpáticospostganglionareso célulascromafinesde la médula
adrenal, así como células de Schwanne incluso melanocitos.Este linaje de células
recibeel nombrede linea simpatoadrenal.Ciertosfactoreshumoralesque estascélulas
encuentrandurantesumigracióndeterminande maneraespecíficael destino final de su

fenotipo. Los glucocorticoidesproducidospor la corteza adrenalresultanesenciales
parala consecuciónde dos efectos;1) la prevenciónde la diferenciaciónde las células
cromaflnesen neuronassimpáticaspostganglionares;y 2) la expresión en un alto
porcentaje de células de la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa(PNMT),
responsablede la transformaciónde noradrenalinaen adrenalina(Unsicker, 1993).

Precursor línea
simpatoadrenal

CC

Figura 9-L Desarrollo de la línea
celular sinipatoadrenal derivada de
la cresta neural. Determinados
factoreshumorales como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF).
factorde crecimientonervioso(NGF)
o los glucocorticoides (OC)
determinanel fenotipo definitivo dc
los precursoresno diferenciadosde la
¡inca simpatoadrenal.En presenciade
FOF o NGF, las célulasprecursoras
diferencian a neuronas simpáticas,
mientras que ¡os OC inducen la
expresión del fenotipo cromafin
(adaptado de Principies of neural
sc¡ence (1991), Kandel et al.,
ElsevierPublishingCo.)

Su origen embriológico comúnhaceque las neuronaspostganglionaresy las células
cromafinespresentennotablessimilitudes.Unade ellas, comúna la mayoría de células
nerviosas,esque tras la diferenciacióncelular pierdensu capacidadde multiplicarse.

No obstante,estudiosrealizadosen célulaspostnatalesen cultivo han demostradoque
en deterniinadasespecies(rata)y bajodeterminadascircunstancias(presenciade factor
de crecimiento nervioso y ausencia de glucocorticoides), las células cromatines
experimentanprocesosde proliferación. Esteno es el caso de célulascromafinesde

tejido bovino adulto(Tischlerel aL, 1993).

FGF
NGF

Neurona
simpática

Células cromafines
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Duranteel períodofinal del desarrolloembrionario,terminalesnerviososde neuronas
preganglionaresalcanzanla médula y establecencontactossinápticoscon las células
cromafinescomo si de neuronaspostganglionaresadrenérgicassetratase.Dehecho,la

médula adrenal es un componenteadicional del sistema nervioso simpático. Con
frecuenciasehablade la médula adrenalcomo un ganglio simpáticomodificadoen el
que las célulaspostganglionaresno emiten axoneshacia los órganosdiana, sino que

viertenlosneurotransmisores(neurohormonas)directamenteal torrentesanguíneo.

La inervación de la médula adrenal essimilar a la de los ganglios simpáticos, aunque,
como se explicará posteriormente,ambos sistemaspueden fUncionar de forma
independiente.El hipotálamoesel principalcentroreguladorde la respuestasimpática,
en generalde la respuestadel sistemanerviosoautónomo.Esta estructuraíntegra la
información que recibe de estructuras superiores y produce un patrón de
funcionamientoparala respuestaautónoma.El hipotálamoproyectaa núcleosdeltallo
cerebral o de la médula espinal que actúan sobre los cuerpos de las neuronas
preganglionares.La mayoría de las fibras preganglionaresque inervan las células

cromafinesentranen la glándulapor el nervio esplácnicotorácico superior. Estudios

anatómicosrealizadosen tejido de rata indican que cadamédulaesinervadapor 500-
800 fibras preganglionares.Puesto que una médula adrenal de rata se estima que
contieneunas600.000 células, cadaneuronapreganglionardebecontrolaral menos
750 célulascromafinesen lo que sehavenidoa llamar una “unidad secretora”(Marley
y Prout, 1965;Tomlinson y Coupland,1990).

Los terminalesde las neuronaspreganglionaresde los ganglios simpáticosy de la
médula adrenal son colinérgicosy tras una estimulaciónliberan acetilcolina en sus
respectivashendiduras sinápticas. Esta liberación de acetilcolina es el estimulo
fisiológico queinducela secreciónde catecolaminas.El papelbiológico de la liberación
de catecolaminasa partir de la médula adrenaly de neuronassimpáticasen situaciones
de emergenciadel organismoesincuestionable.Las catecolaminastienen un efecto
estimuladorsobreel corazón;producenvenoconstrícción,dilataciónde los vasosdel

músculoesquelético,inmovilización del intestino, relajacióndel músculobronquiolar,
dilataciónde las pupilas, pioerección,así como movilización del glucógenoy de los
ácidosgrasosdel higado,entreotrasfUnciones.Todasellascontribuyena lo que se ha
denominadoreaccionesde “lucha o huida” mediadaspor el componentesimpáticodel

sistemanerviosoautónomo(Guyton, 1988).

Diferentestipos de situacionesde emergenciapueden dar lugar a respuestasde
liberación de catecolaminas.Según seha descritoen animalesy también en sujetos
experimentaleshumanos,el estrésemocionalproduceuna estimulacióngeneral del
componentesimpáticoquesehapodido estudiarmediante,por ejemplo,la excreción
de catecolaminas.Otrosestímulosson el frío o calor extremos,la asfixia o la anoxia,
situacionesde acidosiso alcalosis metabólicaso de hipotensión,hipoglucemia,etc
(Lewis, 1975).



50 NO:GMPcencélulascromafinesbovinas

Enla mayorpartede loscasos,las catecolaminassonliberadaspor la médulaadrenalal
mismo tiempo quelos diversosórganosson estimuladosdirectamentepor los nervios
simpáticos. La diferencia principal radica en que las catecolaminas plasmáticas
permanecenmás tiempo en el torrente sanguineoy, por tanto, su efecto tiene una

mayor duración.Así pues,los órganosreciben dos estimulacionessimultáneas;una
directaa travésdelos nervios,y otra,indirecta,por las hormonasliberadasa la sangre.
No obstante,los dos sistemasparecentenertambiénmecanismosde controlseparados
de tal maneraque puedenactuarindependientemente.Varios autoreshandescritoque

el patrón de activación dependede la naturalezadel estímulo. Por ejemplo, una
hemorragiacausauna importantedescargaadrenal,mientrasque la estimulacióndel
nerviosimpáticorenalno sólono seincrementasino quedisminuye(Volimer, 1996).

Los dos medios de estimulación, nervios simpáticos y médula adrenal, se
complementany puedenllegar a sustituirsemutuamente.La destrucciónde las vias
simpáticasdirectasno suprime la excitación de los órganosdiana puesto que existe
liberación dc adrenalina y noradrenalina a partir de la médula adrenal. En forma
análoga,la pérdidatotal de las dos médulasadrenalesno sueletenerun gran efecto
porquelas vias directaspuedencubrir la mayorpartede las necesidades.Otro hecho

importantea tener en cuenta es que sólo una pequeñaproporción de células del
organismoestáninervadaspor fibras simpáticaspor lo quela liberaciónde adrenalinay

noradrenalinaa partir de la médulaadrenalpermiteuna estimulaciónindirectade estas
célulasno inervadasdirectamente(Guyton, 1988).

Característicasde lascélulascromafines

En la glándulaintacta,las células cromafinesseencuentranorgamzadasen pequeños
grupos separadosentre si por numerososvasos sanguíneos,fibras nerviosas y
elementosde tejido conectivo.Aunquemayoritarias,las célulascromafinesno son e]
único tipo celular de la médula adrenal. Esta contieneademáscuerposneuronales
(células ganglionares),células de soporte (de Schwannpara fibras nerviosasy las
llamadas sustentacularesrodeando células cromafines), así como fibroblastos,
mastocitos,linfocitos; todo ésto sin contarlas célulasendotelialesde los vasoso las
propias fibras nerviosaspreganglionares(Coupland, 1965; Kobayashiy Coupland,

1993).

En términosgenerales,la morfologíade las célulascromafineseshomogénea,conuna

aparienciapoligonal. Los orgánulossubcelularesque contienenson comunesal resto
de las célulasexceptounasvesículasespecializadasen almacenarlas catecolaminasque

sehandenominadogránuloscromafines.Nonnalmenteel núcleoestádesplazadohacia
un poío de la célula mientrasque el poío opuestocontienela mayorparte de estas
vesículas.

Las células cromafinesson heterogéneaspor naturaleza.Erflnko fue el primero en
demostrarque las catecolaminas,adrenalinay noradrenalina,estáncontenidasen

diferentestipos celularesdentro de la médulaadrenal(Erlinko, 1952; 1955). Así, las
células cromafinespuedenser adrenérgicascuando producen,almacenany secretan
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adrenalina; o noradrenérgicas,cuandoes la noradrenalinala catecolaminaque las

caracteriza.La diferenciafbndamentalentre ambostipos celulareses la presenciao
ausencia de la enzima feniletanolamina-N-metil transferasa (PINMT). No obstante,
existen diferencias adicionales en cuanto, por ejemplo, al tamaño, células
noradrenérgicasson más pequeñas;o al númeroo tipo de receptorespresentesen
ambosgruposcelulares(Vollmer, 1996).

Duranteelperiodoperinatal,la noradrenalinaes la aminapredominanteen las células
cromafinesen desarrollo. La influencia cortical determina que un porcentaje de células
se diferencie al fenotipo adrenérgicomientras que otras retienen la capacidadde
sintetizar noradrenalinacomo producto final en la sintesis de catecolaminas.Los
glucocorticoidescontrolan la transcripcióny la sintesisproteicade la enzimaPNMT.
En esteprocesoresultande capital importancia las característicasde la circulación
adrenal.En la médulaadrenalintacta,las célulasadrenérgicasy noradrenérgicasno se

distribuyenhomogéneamentesino que existenagrupacionesbiendefinidasde célulasde
un tipo u otro. Estehechose ha correlacionadocon el aportede altasconcentraciones
de glucocorticoidesa áreasricasen célulasadrenérgicasmerceda unaconexióndirecta
basadaen las arteriasmedulares(para más detalles sobrela circulación adrenal,ver
secciónMaterialesy Métodos:Obtenciónde célulasadrenomedulares)(Einer-Janseny

Carter,1995).

La circulación adrenal, debido a sus propiedades,mereceríaun capítulo entero en
cualquierdescripciónde la glándulaadrenal.A sufUnción de aportede lashormonas
esteroidicasdesdela cortezaa la médula,habríaque añadir el importantepapel que
juegadurantela respuestasecretorade la glándula.En primerlugar, la glándula adrenal
recibealtosnivelesde flujo sanguíneocomparadocon otrosórganosde similar tamaño;
y, por otro lado, el Bujo a la médula se incrementaextraordinariamentedurante la

estimulación nerviosa contribuyendo este efecto a una rápida difUsión de las
catecolaminaspor todoel organismo(Vinsonet aL, 1985).

Se ha descritola existenciade un control neuraldiferenteparalas célulasadrenérgicas

y noradrenérgicas.Aplicando electrodosen el hipotálamopara estimularla secreción
de catecolaminas, Folkow y von Euler describieron que la rallo

adrenalina/noradrenalinavaría dependiendo de la posición de los electrodos en
diferentesáreashipotalámicas,resultadoque sugiereuna diferente inervaciónde las
células adrenérgicasy noradrenérgicas(Folkow y von Euler, 1954). Adrenalina y
noradrenalinatienen efectossistémicosdiferentesdebidoa la existenciade receptores

adrenérgicoscon distintas afinidades para una u otra amina. Fisiológicamente,
diferentesestímulospromuevenuna secrecióndiferencialde adrenalinay noradrenalina.
Por ejemplo, la hipoglucemia produce una liberación masiva de adrenalina, mientras
quesituacionesde frío extremoresultanen unaportemayorde noradrenalina.Además,
como se ha comentadoanteriormente,las células adrenérgicasy noradrenérgicas

presentandiferentes receptorespara sustanciasque estimulan la médula por vía
sanguínea.Ejemplosde estetipo son la angiotensinaII y la histamina,que estimulan

preferentementelas célulasadrenérgicas(NúñezetaL, 1995;Voilmer, 1996).
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Una célula cromafin puedecontener 30.000 gránulos cromafines. Estas vesículas
especializadasson relativamentefáciles de aislar y purificar del resto de orgánulos

subcelularesy constituyen,por tanto,unapreparaciónbiológicadegranutilidadparala
realización de estudios bioquímicos. Bajo microscopia electrónica, los gránulos
cromafinesposeenuna alta densidadelectrónicadebido al depósitode metalespesados
durantela preparaciónde las muestraspara estetipo de análisis. Desdelos primeros
estudios se pudo constatar la existencia de 2 tipos de gránulos: en las células
adrenérgicaslos gránulostienenuna densidadelectrónicabajao moderada,mientras
que los gránulosde las célulasnoradrenérgicastienenuna alta densidadelectrónica.
Los gránuloscromafinessonresponsablesde la denominadareaccióncromafinica(con

sales de cromo) que ha dado nombre a las células (Grynszpan-Winograd,1975;
Wiukler y Carmichael,1982).

La composición química de los gránulos cromafinesse conocebastantebien. Sus
constituyentesprincipales son las catecolaminas,nucléotidoscomo ATP, ADP o
diadenosinapolifosfatos, proteínasy péptidos, lípidos, calcio, etc. (Winlder, 1976;
Miras-Portugalet aL, 1994). En particular,la concentraciónde catecolaminasy ATP

es extraordinariamentealta (0.6 M y 0.15 M, respectivamente).Con objeto de
mantenerla osmolaridadintragranularestable(~ 0.3 M), no cabeduda debeexistir
algún tipo de interacción entre ambasmoléculas, aunqueel mecanismomolecular
exacto de dicha interacción no se conocetodavia. El gránulo cromafin contiene
diferentespéptidos: sustanciaP, péptido intestinal vasoactivo<VIP), somatostatina,
encefalina,péptidosnatriuréticos,etc. Además,el gránulo contieneproteínastanto
solublescomode membrana.Entrelas proteínassolublesdestacala alta concentración
de unasproteínasdenominadascromograninas;asícomola presenciaen forma soluble,
y por tanto, secretable,de una de las enzimas encargadasde la síntesis de

catecolanjinas:la dopamina 8-hidroxilasa. Entre las proteínasde membrana son
importanteslos transportadoresde catecolaminasy nucleótidos, una ATPasa que
bombeaprotonesal interior del gránulo y que aporta la energíanecesariapara el

transportedecatecolaminasy ATP, ademásde una formade membranade dopamina
Il-hidroxilasa,entreotras(Winkler y Carmichael,1982; Henry et al., 1994; (lualix et
aL, 1996).

La extraordinariamentealta concentraciónde catecolaminasen el interior del gránulo

cromafin esel resultadode una síntesismuy efectiva en estascélulas. La síntesisde
catecolaminasconstituyeuna compleja secuenciade reaccionesquímicas catalizadas
por diferentes enzimas que se inicia en el aminoácido tirosina y termina en la

producciónde noradrenalinay adrenalina(Figura 10).

La primeraetapaescatalizadapor la enzimatirosinahidroxilasa(TH, EC 1.14.16.2)y
constituyela etapalimitante de la ruta biosintética.La TH esuna monooxigenasade
fUnción mixta que emplea tirosina, oxígeno moleculary tetrahidrobiopterinacomo

sustratospara dar,mediantela adición de un grupohidroxilo a la posiciónmcta de la
tirosina, 3 ,4-dibidroxi-L-fenilalanina(L-DOPA), dihidrobiopterinay WO. La enzimase
encuentrasolublecomoun homotetrámerode subunidadesde 60-61 kDa en el citosol
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de las células que sintetizancatecolaminas(neuronassimpáticas,neuronasdel locus
coeruleus,célulascromafines,etc.)(Kumery Vrana, 1996).

La siguienteetapaenzimáticaestá catalizadapor la enzimaL-DOPA descarboxilasa

(DDC, EC 4.1.1.28).Estaproteínaesuna enzimadependientede piridoxal fosfatoque
cataliza la eliminación del grupo carboxilo de la L-DOPA para formar dopamina.
PresentaunabajaKm y unaalta Vmax parasu sustrato,de tal maneraquela L-DOPA
endógenaes convertida muy eficientementeen dopamina. La DDC descarboxila
diferentes aminoácidos aromáticos por

aromáticodescarboxilasa(AAADC).
lo que también se denomina aminoácido
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Figura tUL Biosíntesisde catecolaminas.
Las catecolaminasse sintetizan mediante
una compleja secuencia de reacciones
enzimáticasLa pnmeraetapaes catalizada
por la enzima tirosma hidroxilasa (TH) y
resultaen la formaciónde L-DOPA a partir
del aminoácido precursor tirosina. La
transformaciónde L-DOPA en dopaminaes
catalizada por la enzima L-DOPA
descarboxilasa(UDC). La siguiente etapa
implica la adición de un grupo hidroxilo al
carbono¡3 de la cadenalateral de dopamina
paradarnoradrenalinay es catalizadapor la
dopaniina ¡3-hidroxilasa (UBE?). En las
células cromafinesadrenérgicas,la cadena
de reaccionesenzimáticas termina con la
nietilación de la noradrenalina para dar
adrenalinaen una reaccióncatalizadapor la
kniletanolamina N-metil transferasa
(PNMT). Merece la pena destacarque la
reacción catalizadapor la DBH tienelugar
en el interior de las vesículasde secreción,
mientras que el resto de las reacciones
enzimáticasocurren en el citosol de las
células.Estehechoimplica, en primerJugar,
que la dopaminadebe ser transportadaal
interior de los gránulos para su
transfonnación en noradrenalina, y, en
segundo lugar, que la noradrenalina,en
células adrenérgicas,debe ser transportada
al citosol dondesetransfbrmaen adrenalina
quese reintroducedenuevoen elgránulode
secreción (adaptado de Basic
Neurochemistty(1989), Siegel etal, Rayen
Press.).

La dopammaB-hidroxilasa (DBH, EC 1. 14.17.1) esotra monooxigenasade fUnción
mixta que empleael 02 molecularpara añadirun grupohidroxilo al carbono13 de la
cadenalateralde la dopaminaproduciendonoradrenalina.La enzimautiliza ascorbato

S-adenosilmetlonlna PNMT
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como dadorde electronesdurantela reacción.Como seha comentadoanteriormente,
la enzimase concentraen losgránulosde secreciónen los cualesse localizatantoen la

ftacciónsolublecomo en laparticulada.

En las célulascromafinesadrenérgicas,la enzimafeniletanolamina-N-metiltransferasa
(PNMT, EC 2.1.1.28) cataliza la transferenciade un grupo metilo desde la 5-

adenosilmetioninahasta el nitrógeno de la noradrenalinaproduciendo la anima

secundariaadrenalina.El control principal de estaenzimasebasaen laregulaciónde su
transcripción génica por glucocorticoides.Este resultado es compatible con la
identificación deun elementode respuestaa glucocorticoides(GRE) en la secuencia
promotora/reguladoradel gende PNMT (Evingereta!, 1992).

La regulacióndeestacomplejasecuenciade reaccionesenzimáticasrecaeen la primera
de las eiiziinasde la ruta, la TE Desdeel punto de vista cinético,la TH tieneuna Km

para la tirosina en el rangomicromolar.Debido a quela concentraciónde tirosina en
los tejidos catecolaminérgicoses relativamente alta, la enzima se encuentra
prácticamentesaturadaen condicionesfisiológicas.Estehechosugierela existenciade
mecanismosreguladoresdistintos a la disponibilidadde sustratoque determinanla
actividadde estaenzima.Dehecho,la TH esreguladapor múltiplesmecanismosque
implican desde inhibición “feedback” y modificación covalente hasta regulación
transcripcionale inclusotransiacional(Kumer y Vrana, 1996).

Cualquier catecolamina(noradrenalina,adrenalina,dopaminao L-DOPA) escapazde
unirsea la TH en el sitio activo e inhibir la actividadde la enzima Estainteracciónes
reversibley permite que la enzimafuncione como un sensorde las concentraciones
localesde catecolamninas.(Ribeiroel aL, 1992)

Otro mecanismo de regulación a corto plazo es la modificación covalente por

fosforilación de la proteína(Zigmondeta!, 1989).La TH esfosforiladain vitro por, al
menos,7 proteínasquinasasdiferentes.La mayoríade estosprocesosde fosforilación

estánasociadoscon incrementosen la actividad en.zimática.Se ha demostradoque la
eim.zima essustratode la proteínaquinasaA (PKA); la proteínaquinasadependientede
Ca2~/calmodulinade tipo fl (CaM PKII); la proteínaquinasaC (PKC); la proteína

quinasadependientedeGMPc(PKG); laproteínaquinasadependientedel ciclo celular
(cdc2/cyclinA); las proteínasquinasasasociadasa microtúbulos,también conocidas

comoproteínasquinasasactivadaspor mitógenos(MAP quinasas)y proteínasquinasas
reguladaspor señalesextracelulares(ERKs); y las proteínasquinasasactivadaspor

MAP quinasas(MAPKAP quinasas)(Edelmanel a!, 1981; Vu]liet el aL, 1985;
Roskoskiel aL, 1987;HallelaL, 1992;HaycockelaL, 1992; Sutherlandeta!, 1993).

Los sitios de fosforilación deTH han sido identificadose incluyen Ser8,Ser’9, Ser3’ y

Set0 de la secuencia aminoacídica (Haycock, 1990). Se ha postulado que la
fosforilaciónde la enzimaproduceunareducciónde la Km parasusustratopteridinay
un incrementode la constantede inhibición (Ki) paralas catecolaminasen su modo de
regulación “feedback”. El resultado de estos cambios cinéticos es que la enzima

fosforilada utiliza más eficientementeel cosustratoy es menos susceptiblea la
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inhibición por retroalimentación.Debido a la capacidadde este mecanismode
respondera señalesextracelulares,la regulación de la enzimapor fosforilación es
probablementeel sistema mediante el cual se regula la actividad catalítica en

condicionesfisiológicas.No obstante,convieneteneren cuentaqueparaalgunasde las
quinasasmencionadastodavíano se ha demostradouna fosforilación de TH ¡ti vivo

(Haycock,1993; Kumer y Vrana, 1996).

Los mecanismosa largo plazo se basan principalmenteen la regulación de las

concentracionesdemRNA dela enzimaTU. Desdeelpunto devista fisiológico, seha
descrito que el frío prolongado induce la TH en células cromafinesde la médula
adrenal. La acetilcolina liberada a partir de las fibras preganglionaresparece estar
implicada en esteefecto. En el promotor del gen de TH se han identificado varios
elementosde respuestaa señalesextracelularesque podrian ser responsablesde esta
regulación(Cravisoeta!, 1995).

La importanciade la 11-1, en general,de las catecolaminas,seponede manifiestocon
todasucrudezaen los experimentosrealizadosporZhouel aL Estosautores,mediante
inactivacióndelgen de TH en una cepade ratones,observaronque los ratonesTH (-1-)
no eranviablesy morían a los 10-15 dias de gestación.Estosresultadosdemuestran

que la TH (y tambiénla DBH, segúnotro estudiorecientecon idéntico resultado)son
absolutamenteesencialesparala vida (ThomaselaL, 1995;Zhoueta!, 1995).

Propiedadeselectrofisiológicasde las célulascromarmes

Desdelasprimerasinvestigacionesparecióevidenteque la acetilcolinamodificabade
algúnmodo las propiedadeseléctricasde la membranade las células cromafinesy esta
modificación inducia la liberaciónde catecolaniinas.Los primerosestudiosdecisivos

fUeron realizadosporDouglasel aL Estosautoresdemostraronen los años60 que, en
primer lugar, los iones calcio teníanbastanteque decir en el procesosecretor;y en
segundolugar, que la acetilcolinadespolarizala membranade las célulascromafines
como paso esencialpara la secreciónde catecolaminas(Douglasy Rubín, 1961;

Douglas el a!, 1967a; 1967b). Diez añosdespuésde los trabajos del grupo de
Douglas,dos laboratorios,de forma independiente,registraronpotencialesde acción
en célulascromafinesdespolarizadascon acetilcolinao conuna soluciónde alto Kt, un
fenómeno que hasta entoncesparecíaexclusivo de neuronas(Biales el aL, 1976;
Brandtel aL, 1976).En estudiosposterioresse observóque la frecuenciade descarga
de los potencialesde accióninducidospor acetilcolinacorrelacionababastantebien con
la respuestasecretorade las células(Kidokoro y Ritchie, 1980). Con el advenimiento

en los años 80 de la tecnologíadel “patch-clamp” se ha podido llegar a un
conocimientonotable de los procesosiónicos implicadosen la excitabilidad de las

célulascromafines(Hamilleta!, 1981).

Como resultadode los estudiosde “patch-clamp”sehan descritoen célulascromafines
hasta15 canalesiónicosdiferentes.En mayoro menorgrado,estoscanalescontribuyen

a las propiedadeseléctricasde las células tanto en repo~ocomo tras estimulación
mediantediferentessecretagogos(Artalejo, 1995).
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El potencialdemembranade las célulascroniafinesenrepososeha estimadoqueesde

-50 mV (dependiendodel estudiovaria de -50 a -80 mV) (Fenwick el aL, 1982a;
Artalejo, 1995; Calvo el aL, 1995). Como en cualquierneurona,estepotencial de
membranaesuna consecuenciadirecta de la acción electrogénicade la ATPasade

Na~/K~, que acumulaK~ en el interior de la célula al mismo tiempo que excluyeNa~;
asícomo deun flujo de K~ a travésde canalesabiertosen reposo.

Las célulascromafinessoneléctricamenteexcitables.Lospotencialesde acciónque se
puedenregistraren estascélulasmuestranlascaracterísticastípicasde los descritosen
axonesneuronales(Hodgkin y Huxley, 1952;Biales el aL, 1976; Brandtel aL, 1976).
Fisiológicamente,la despolarizaciónde las célulastiene lugar cuandola acetilcolina

interaccionacon receptoresespecíficospara este neurotransmisorpresentesen la
membranade las célulascromafines.Desdeel punto de vista experimental,las células

se puedendespolarizartambiéncon solucionesde alto K~ (KCI en el rango10-15hasta
100 mM o superiores)o con veratridina,entreotros métodos.Cadauna de estas
estrategiassuponela participación en mayor o menor grado de diferentescanales
iónicos de la membrana:receptor/canalnicotínico de acetilcolina, canalesde Na~,
canalesde Ca2~y canalesde K~.

Receptoresnicotinicosdeacelilcolina

Los receptorescolinérgicosse clasifican en nicotínicos(cuandoson específicamente
activados por el alcaloide del tabaco, nicotina) o muscarínicos(activados por
muscarina, un compuestoextraído a partir del hongo Amanuta muscarfr4. Los
receptoresnicotinicosson ionotrópicos,esdecir, responsablesde respuestassinápticas

rápidas;mientrasque los muscarinicosson metabotrópicosy su acciónbiológicapasa
poruna ruta máso menoslarga de señalizaciónintracelular(pararevisión generalver

Nicholls, 1994).

El receptornicotínico de acetilcolinaese] miembro mejor conocido de estafamilia,

principalmentedebido a que ha podido ser aislado a partir del órganoeléctrico de
pecesdel géneroTorpedoy se ha estudiadoestructuralmentemediantemicroscopia

electrónica de cristales del receptor/canalreconstituido (Mitra et aL, 1989). La
proteína esun pentámerocompuestopor cuatro subunidadesdiferentes(a

233y3) que
conformanun cilindro alrededorde un poro centralhidrofóbicocuyaaperturaseactiva

porunióndel ligandoa la subunidada. Existendistintasformasde las subunidadesa y
13, hechoque determinael diferentecomportamientode los receptoresnicotínicosde

tipo musculary neuronal.A estaúltima clasepertenecenlos receptoresnicotinicos
encontradosen lascélulascromafines(Criadoel aL, 1992).

Entre las característicasmásimportantesde estoscanalesactivadospor acetilcolina
destacasu capacidadde permeartanto ionesNa~ como Ca

2~(Nooneyel al?, 1992).No
obstante,en condicionesfisiológicas,el Ca2~sólo contribuyeen un 2.5 % a la corriente

quefluyeporel canal(Zhouy Neher,1993).

Otra importantepropiedaddelcanalesla desensibilizaciónen presenciacontinuadadel

agonista,especialmentea altasconcentraciones(Callewaertel aL, 1991). Merecela
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penadestacarquediferentespéptidos,como sustanciaP, somatostatinao neuropéptido
Y, modulan negativamentelas corrientesnicotínicasmedianteun incrementode la

velocidadde desensibilización.En un contextofisiológico, esteprocesopuedetenersu
importanciapuestoque estospéptidosson,o bien cosecretadoscon las catecolaminas
por las células, o biense puedenliberar a partir de las fibras nerviosaspreganglionares
(Artalejo, 1995).

Canalesde Na~ activadospor voltaje

La conductanciade Na~ dependientede voltaje en células cromafineses debida a
canalessimilares a los descritosoriginalmentepor Hodgkin y Huxley en e] axón
gigantedel calamar(Hodgkin y Huxley, 1952;Fenwickel al?, 1982b).Desdeelpunto
de vista fisiológico, estoscanalesamplifican la despolarizacióniniciada mediantela

activacióndel receptor/canalnicotínico. Sin embargo,estaamplificaciónsólo fUnciona
cuandoseusanbajasconcentracionesde acetilcolina,como se ha podido demostrar
medianteestudiosde sensibilidadde la secreciónde catecolaminasa tetrodotoxina,una
toxina que bloquea específicamente estos canales. Cuando se usan altas
concentracionesde acetilcolina, la despolarización mediada por los receptores
nicotinicos es suficiente para activar los canalesde Ca2~ y también para inducir
inactivaciónde los canalesde Na~ (Kidokoroy Ritcliie, 1980).

Canalesde Ca2~ dependientesdevoltaje

La activación de canalesde Ca2~ dependientesde voltaje es el modo más eficaz de
estimular la entrada de calcio e iniciar la secreción de catecolaminasen células
cromafines

La primeracaracterizaciónde los canalesde Ca2~responsablesde los flujos de esteión

quetienenlugar durantepotencialesde acción serealizó en célulascromafinesbovinas
en una cita que se ha convertido en un clásico en el campode la electrofisiología
(Fenwick eta!, 1982b).Aunque en estetrabajopionerono semencionabala posible

existencia de múltiples tipos de canalesde Ca2~, prácticamentetodos los trabajos
posterioreshanpuestode manifiesto la diversidad(y también la complejidad)de los

canalesde Ca2~ en células cromafines (Rosarioel al?, 1989; Bossu el aL, 1991;
Artalejo el aL, 1991; Albillos el aL, 1993; López el aL, 1994; Artalejo el aL, 1994;
Albillos eta!, 1996b).

Medianteel empleocombinadode técnicaselectrofisiológicasy diferentesherramientas

farmacológicas,sehan descritoen célulascromafinesbovinas(las mejor estudiadasen
esteaspecto)al menos4 tipos de canalesde Ca2~ voltaje-dependientes:L, N, P y Q.
Cadauno de estostipos secaracterizapor el bloqueomás o menosespecíficopor

determinadoscompuestos(o familiasde compuestos)de la corrienteiónica quefluye a
travésde ellos(para revisionesver Speddingy Paoletti, 1992; Dunlap el aL, 1995).
Así, por ejemplo, las dihidropiridinas,medianteinteracciónespecíficacon los canales

de tipo L, puedenseragonistaso antagonistasde estoscanalesde calcio (Fleckenstein,
1983; Schrammel aL, 1983). Las toxinasprocedentesde caracolesmarinosdel género
Conus son bloqueantesde los canales N, co-conotoxina-GVIA, o canales Q, a>-
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conotoxina-MVIIC (Olivera et aL, 1994). Por otro lado, la toxina procedentedel

veneno de la aralia Agenelops¡saperta, m-agatoxina-IVA, se comporta como
bloqueantede los canalesdetipo P (Mintz eta!, 1992).Aunqueestastoxinashan sido

muy útiles para dilucidar los diferentestipos de canalesde Ca2~, debido a que la
especificidad de cada bloqueantepor un determinadotipo de canal es relativa y
dependiendode la concentracióna la que se empleenpuedenafectarmásde un tipo de
canal;en la práctica,estosexperimentosresultande diflci] interpretación(Lópezel aL,
1993; Fernándezetal.,1995;GranjaetaL,1995).

Como característicasglobales,todosestoscanalespertenecenal grupo denominado
canales activados por alto voltaje. Además, en mayor o menor grado, todos
experimentaninactivación de la corriente durante una despolarizaciónsostenida
(Artalejo, 1995).

Comoseexplicaráposteriormente,dadoel papelcrucial queestoscanalesdesempeñan
en la respuestasecretora, sobre ellos recaen gran parte de los mecanismos
modulatoriosde la secreciónde catecolaminasmediadospor diferentesrutas de 20

mensajeros.

Canalesde K* dependientesdevoltaje

Los canalesde K~ participan en la regulacióntanto del potencial de membranaen
reposo como de los potencialesde acción, por lo que se puedeafirmar que, en
términosgenerales,controlan la excitabilidadde las células. Para llevar a caboestas

funcionesexisten múltiples tipos de canalesde K~, muchos de los cualesse han
identificado en células cromafines. Entre ellos destacan ciertos canales con

característicasde rectificación retrasadacuya finalidad seria la repolarizaciónde la
membranatras un potencialde acción. Tambiénexistendiferentestipos de canalesde

K~ activados por Ca2t. Estos canales se activan cuando la [Ca2t]i alcanza un
determinadoumbraly sufUnción esproducirun efectohiperpolarizante.

Mediante la modulación de conductanciasde K~, determinadasseñaleshormonales

puedenregularla amplitud y la duraciónde los potencialesde acción. Esteproceso

implica en lamayorpartede loscasosla participacióndeproteínasG (Artalejo, 1995).

Respuestade lascélulascromañuesa compuestossecretagogos

Las característicasde los canalesiónicos implicados en los potencialesde acción

determinansu grado de participaciónen la despolarizacióninducidapor acetilcolina,
alto Kt o veratridina.

Respuestaa acetilcolina

Tras aplicación de acetilcolina, las célulascromafinesdisparanpotencialesde acción
que implican la participacióncoordinadade todos los canalesiónicosmencionados

anteriormente.

La secuenciadeprocesosseinicia con la interacciónde la acetilcolinacon el receptor

nicotinico. Esta interaccióninducela aperturadel canaliónico asociadoy, por tanto,
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produceuna despolarizaciónque, a su vez, adivalos canalesde Na~ y Ca24. Tanto el
receptornicotínico,mediantedesensibilización;comolos canalesactivadosporvoltaje,

medianteinactivación,secierranrápidamentey la célula se repolarizacon participación

de conductanciasde K~, preparándoseparaunaposteriorseñal.Determinadasbombas
de Ca2~ de la membranaplasmáticay del retículoendoplásmicoson las encargadasde
reducir la [Ca2~]ia los niveles basales.En presenciacontinuadadel agonistaeste
procesotardaen completarsey normalmentela [Ca2~]ipermanecelargo tiempo en un
estadocasi estacionarioporencimadel valor basal.

La acetilcolinatambiénactiva receptoresmetabotrópicosde tipo muscarinico.Estos
receptoresestán asociadosa una elevacióntransitoria de la [Ca2li medianteuna

liberación dependientede LP
3 de calcio almacenadoen reservorios intracelulares,

elevación que en algunos casos es suficiente para promover secreción de
catecolaminas.La contribución al proceso secretor de receptores colinérgicos
nicotinicosy muscarinicosesaltamentevariableentrelas diferentesespeciesanimales.
Asi, mientras en la médula adrenal de pollo el componentemuscarinico es el
protagonistade la secreciónestimuladapor acetilcolina,las célulascromafinesbovinas
no experimentansecreciónmedianteaplicación de agonistasmuscarínicos.En otras
especies,como en gato, rata, perro o cobaya,el comportamientoesmixto y ambos
componentesparticipan en la respuestasecretorafisiológica (Ledbettery Kirsbner,
1975;Knight y Baker, 1986;BaflestaetaL, 1989).

En algunasespeciesseha descritoquela activaciónde receptoresmuscarinicosinduce
respuestassecretorasa travésde mecanismosadicionalesque implican, por ejemplo,

proteínasG (Artalejo, 1995).

Aunque es ampliamenteaceptadoque la acetilcolina es el neurotransmisorde la

sinapsis esplácnico-cromafln,determinadosestudioshan demostradoque existe un
claro componenteno colmérgico, sobretodo a bajas frecuenciasde estimulación
(Malhotra y Wakade, 1987). Dicho componentese asocia con la liberación de
determinadospéptidosa partir de las fibras preganglionares.Entrelos péptidosque

podríandesempeñarestafUnción biológicaestánel péptido intestinalvasoactivo(VIP)
y el péptidoactivadorde la adenilatociclasapituitaria (PACAP), aunqueel mecanismo
precisopor el que promuevenla liberación de catecolaminasno se conocetodavia

(Wakadeeta!, 1991;Watanabeel al., 1995).

Respuestaa altocloruropotásico

Puestoqueel potencialde membranaen reposoestágobernadoporla conductanciaal
K~, la membranacelular seconiportacomoun electrodode K~ y despolarizacuandose

eleva la [Kl extracelular.La despolarizaciónsostenidaque seproduceactiva de modo
directo los canalesactivadosporvoltaje, los cualesrápidamenteseinactivana pesarde

quela membranacontinuedespolarizadalargotiempo.

Mediante esta estrategia experimental los canales de Ca
24 son activados

independientementede procesosque pudieranafectarlos potencialesde acción (por
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ejemplo, conductanciasde K~), por lo que dicha estrategiaresulta muy útil para
estudiarposiblesmodulacionesde los canalesde Ca2~voltaje-dependientes.

Diferentesinvestigadoreshan observadoque, a pesarde la rápidainactivaciónde los
canalesde Ca2~,la [Ca2~]ipermaneceelevadadurantetodoel tiempo quelas célulasse

incubancon KCl. Estehechosugiereque los procesosde extrusiónde Ca2~ al medio
extracelular o su secuestro en almacenesintracelulares pudieran ser también
dependientesdevoltaje, de tal maneraqueno fUncionaseno no fUesendel todo activos
hastala repolarizaciónde la membrana(Calvoel aL, 1995).

Respuestaa veraIndia

Los canalesde Na~ dependientesde voltaje experimentanprocesosde activación
espontáneaqueen condicionesfisiológicasno inducenpotencialesde acción.La rápida
inactivaciónde estoscanalessepuedeinhibir con veratridina.Estecompuestopermite

que en cuestiónde segundosseacumuleun númeroconsiderablede canalesde Na~
abiertos lo que se traduce en una despolarizaciónde la membrana.La veratridina
produce una despolarización lenta y sostenida de las células cromafines que
normalmentese asociacon oscilacionesde la [Ca2~]i(López el aL, 1995). Como

estrategiaexperimentalresulta un modo alternativo de activar los canalesde Ca2~
dependientesde voltaje.

Acoplamientoestímulo-secreción

Las neuronas motoras que inervan el tejido muscular estriado liberan el
neurotransmisoracetilcolinaen la unión neuromuscular.La acetilcolina despolarizala
célula muscularproduciendoun incremento en la [Ca2~]ique se traduce en una

contracciónmuscular.Este proceso,en términosglobales,se denominóacoplamiento
estimulo-contracción(Katz, 1961). Por analogía, Douglas y Rubín en 1961
denominaron acoplamiento estimulo-secreciónal proceso de estimulación por
acetilcolina de las células cromafinesy posterior exocitosis del contenido de los

gránulos(Douglasy Rubin, 1961).

Tras el transportede vesículashastalas inmediacionesde la membranaplasmática,el
procesode exocitosisconstituyela fUsión de ambasmembranasy el vertido de los

componentesintravesicularesal medio extracelular.Cualquier célula del organismo
presentael tipo de exocitosisdenominadaconstitutiva,unafUsión continuade vesículas

cuyo objetivo es el transportede membranay de proteínasde membranadesdeel
aparato de Golgi hasta la propia membranaplasmática. La acción biológica de

determinadascélulas (neuronas,célulasneurosecretoras,célulasendocrinas)requiere
procesosde exocitosisde vesículasespecializadasbajo estímulosespecíficos.Estetipo
de exocitosisrecibeel nombrede exocitosisregulada.Una diferenciaimportanteentre

ambosmecanismoses que la exocitosisreguladatiene un requerimientoabsolutode
incremento en la [Ca2~]i, utilizando esencialmenteel mismo mecanismo que la
secreción constitutiva pero con componentesreguladoresadicionales(Burgoyne y

Morgan,1993).
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La exocitosis regulada implica la secreción del contenido de diferentestipos de
vesículas.Lasterminalesnerviosasde la unión neuromuscularo de las sinapsisrápidas
del sistemanerviosocentralcontienenvesículaspequeñasde núcleo de bajadensidad

bajo microscopia electrónica (Landis el aL, 1988). Las neuronas que liberan
neuropéptidos,las células cromafinesy otrascélulas endocrinasposeenvesículasde
mayortamañoy cuyo núcleopresentauna alta densidadelectrónica(Burgoyne, 1991;
Thomas-Reetzy De Camilli, 1994; Engiscb y Noxxycky, 1996). En las sinapsisdel
primer grupo, la liberaciónde neurotransmisoresocurrecon una escalade tiempo de

100 ps, período en el que secompletatanto la entradade Ca24 como la fusión de
vesículascon la membranay liberaciónde su contenido.Por el contrario,la exocitosis
en célulasneuroendocrinasesmuchomáslenta (50 ms-1 s). Estehechosugiereque el
mecanismoa travésdel cualseproducela exocitosisen ambostipos de célulasno tiene

necesanamenteque serel mismo. De hecho,los estudiosrealizadosa nivel molecular
muestranque, aunquecompartenmuchascaracterísticas,ciertasproteínasencontradas
en las sinapsisrápidasno sehanidentificado en las célulasneuroendocrinas(Burgoyne

yMorgan, 1993).

Hoy dia seconocenmuchasde las proteínasimplicadasen el procesode exocitosisen
sinapsis rápidas. Estas incluyen proteínas asociadascon interacciones vesícula-
citoesqueleto(CaM PKII, sinapsina1, F-actina),proteínasimplicadasen el transportey
posicionamientode las vesiculasen la membrana(rab3,proteínade fusión sensiblea
etilmaleimida (NSF)/proteínassolublesde interaccióncon NSF (SNAPs), sintaxinas,

sinaptotagmina,sinaptobrevina,neurexinas)y proteínasimplicadascon el procesode
fusión (sinaptofisina)(pararevisiónverNicholls, 1994;Sudhof 1995).El hechode que
estasvesículassinápticassean tan pequeñas,y, por tanto, su contenido proteico

bastantelimitado; ha permitido su caracterizacióncasi completa,aunqueobviamente

quedamuchocamino que recorrer,especialmenteen lo referentea su función. Por el
contrario, la enormecantidadde proteínaspresentesen los gránuloscromafines,así
como la ausenciade estructurasde membranaespecializadas(zonas activas), han

dificultado la identificación de proteínasimplicadas en la exocitosis en células
cromafines.No obstante,algunasde las proteínasmencionadasanteriormentetambién
se han encontrado en células cromafines: sinaptotagmina,rab3, NSF/SNAPs o
sinaptobrevina(Burgoyneel al., 1993; Hohne-Zellet al?, 1994; Morgany Burgoyne,
1995).

El empleo de células cromafines permeabilizadascon digitonina ha permitido la
obtención de información muy valiosa en cuanto a la identificación de proteínas

implicadasen la exocitosis (Dunn y HoIz, 1983). En estapreparaciónde células,la
digítoninaproduceporosen la membranaa travésde los cualessepuedereintroducir
Ca24, y, portanto, simular el procesoexocitótico.Porestosporostambiénpermean(o
se reintroducenexperimentalmente)diferentesproteínascitoplásmicas.La relación

existenteentrela pérdida(o la reintroduccián)de determinadasproteínasy la extensión
de la exocitosisha hechoposibleidentificar y estudiardeterminadoscomponentesdel
proceso(Sarafianel al., 1987).Entreéstosdestacala anexinaII, unaproteínaqueune
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Ca2~ y fosfolipidoscon capacidadde agregargránuloscromafines¡ti vitro en presencia
de Ca2~ (Chasserot-Golazet al?, 1996).Otrasson las proteínasExol y Exo2, que se
asociancon efectosestimuladoresde la exocitosisdependientede Ca2~ (Morgan y
Burgoyne, 1992). Este campo de investigaciónestáen constanteexpansión,y, con

bastantefrecuencia,sedescubrennuevosaspectosdel procesosecretor.

La alta rapidez de respuestade las sinapsis del sistema nervioso central se basa

principalmenteen la existencia en las llamadas zonas activas de algún tipo de
interacciónentrelos canalesde Ca2~ dependientesde voltaje y una seriede vesículas

listasparasersecretadasenla zonasubplasmalemal(Pumplinel al?, 1981; LImas el al?,
1992). La entradamasivade Ca2~ duranteun potencialde acción a travésde estos
canalesincrementaconsiderablementey de forma muy rápidala [Ca2~]ien el entorno
de estasvesículas.Seha estimadoquela [Ca2~]ipróxima a los canalespodria serde
hasta 100 ¡xM. Aunqueno seconocecon certezala identidaddel sensorde Ca2~ que
inicia el procesoexocitótico, sí se conoceque tieneuna afinidad parael calcio de 10-
100 pM(AugustineyNeher,1992;LlinasetaL, 1992;EngischyNowycky, 1996).

En células cromafinesla existenciade zonasactivas de exocitosisha sido siempre
objeto de controversia.Recientementeseha descritomediantesofisticadastécnicasde
imagenque existeuna colocalizaciónmuy fiable de los sitios de entradade Ca2~ y de
los lugaresde la membranaen los queocurre secreción;si bien esteresultadosólo se
observacon estímulos de -~corta duración. Cuando las células son despolarizadas
duranteperíodosmayoresde 100 ms, los sitios de exocitosisy de [Ca2~]ielevadase
observanen todo el perímetrode la membranade las célulascromafines(Robinsonet

aL, 1995). Por otro lado, resulta obligatorio comentarque en células cromafinesel
principal estimuloparala secreciónesun incrementoen la [Ca2~]idebido a la entrada
desdeel medio extracelular. Aunque existen sustanciascapacesde movilizar calcio
almacenadoen reservoriosintracelulares(histamina,ATP, etc.),sueficaciaa la horade
promover secrecióndependeenormementede su capacidadde estimular al mismo
tiempo rutas de entradade calcio desde el medio extracelular(Cheek el aL, 1989;
Burgoyne,1991). Estosresultadossugierenque, aunqueno tan estrechacomo en las
sinapsisrápidas,en célulascromafinesexisteuna asociaciónentrelos gránuloslistos

parasersecretadosy los canalesde Ca2~dependientesde voltaje.Un acoplamientomás
eficaz con determinadossubtipos de canalesde Ca2~ explicadatambién el diferente

comportamientoinhibidor delosbloqueantesde canalesde Ca2~ (Artalejo el aL, 1994;
López eta!, 1994).

Otra posibleexplicación a la diferentecapacidadde respuestade las sinapsisrápidasy
las célulascromafinessurgió originalmentede los estudiosde microscopiaelectrónica.

En las uniones neuromusculares o en las sinapsis del sistema nervioso central es
frecuente observar la existencia de un numero de vesículas que interaccionan
fisicamentecon la membranaplasmática y que estarían listas para ser secretadas
(LandisetaL, 1988).Por el contrario,en las célulasneurosecretoras,aunquetambién

existeun “pool’ devesículaslistasparasu liberación,estasvesiculasno interaccionan
fisicamente con la membranaplasmáticasino que estánseparadasde ella por (e
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inmersasen) una compleja red de citoesqueleto.Tras la activación de las células
cromafinesy la elevaciónde la [Ca2ii seha observadouna desorganizaciónde la red

de actina (Cheeky Burgoyne, 1986; Burgoyneet al., 1989b; Vitale a al., 1995).
Parecemuy plausible que el acceso de los gránulos secretoresa la membrana
plasmáticaestérestringidoporestaestructuradelcitoesqueletosubplasmalemal,si bien

se ha descrito que su desorganizaciónno es suficiente para que exista exocitosis
(Burgoyneel a!, 1989b).

Estos resultadosindican que deben existir múltiples etapascinéticasen el proceso

exocitótico que den cuenta del transportede vesículasy de su interacción con la
membrana. La aplicación de la tecnología del “patch-clamp’ ha posibilitado un
profundoestudiocinéticode estasetapas.Estatécnicapermiteuna estimaciónreal de
los procesosexocitóticosde vesículasindividualesmediantemedidasde capacitancia

de la membrana(iNeher y Marty, 1982). La exocitosisha podido resolverseen, al
menos,2 etapas:unaetaparápida,independientede ATP, que implica la liberaciónde
vesículaslistaspara sersecretadas;y una etapalenta, que requiereATP y essensiblea
la temperatura,cuya finalidad es la translocaciónde gránulosdesdeun “poní’ de
reservahastalas cercaniasdel lugar exocitótico (Burgoyne, 1991; Nehery Zucker,
1993;ParsonselaL, 1995).

Rutas de 20 mensajerosen células cromafines

Multitud de trabajosde investigaciónhan demostradoque las células cromafines
poseenreceptorespara una gran cantidad de agenteshormonales.Estas sustancias

constituyenuna larga lista compuestapor, entre otras, histamina,ATP, adenosina,
GABA, diferentespéptidos,endotelina,dopamina(pararevisiónver Burgoyne, 1991).
La interacciónde estoscompuestoscon susreceptorespresentesen la membranade las

célulascromafinesmodulala respuestasecretorafisiológica a travésde diferentesrutas
de 20 mensajeros.Ademásde los efectosmoduladoresmediadospor estapléyadede
receptores,la propiaseñalcolinérgicapromotorade la respuestade secreciónseasocia
tambiéncon la activaciónde rutasde señalizaciónintracelular (PKC, AMPc, GMIPc,
etc.),cuyafinalidadesla regulaciónde la propiasecreciónmediante,por ejemplo,una
síntesismásactiva decatecolaminasu otrosmecamsmos.

ProteinasG

Las proteínasligantes de nucleótidosde guanina (proteínasG) constituyen una
complejafamilia deproteínasde membranaque sirven de nexo parala comunicación
entrereceptoresy sistemasefectores(los cuales,a suvez,puedensertambiénsistemas
de transducciónde señales).Los miembrosde estafamilia, medianteinteracciones
proteína-proteína,trausducenla señal biológica desde receptorespara diferentes

sustanciashastaenzimascomo la adenilatociclasa, la fosfolipasaC, o incluso hasta
canalesiónicosen lamembrana(pararevisióngeneralver Nicholis, 1994).

En célulascromafines,las proteínasG son responsablesdel elementoreguladormejor
conocido, y posiblementemás importante, de la secreción de catecolaminas: la
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autoinhibición de la secreciónpor los productossecretados(Doupnik y Pun, 1994;
Albillos elaL, 1996a;Curriey Fox, 1996).

En el campo de investigación de las proteínas G, una de las herramientas
farmncológicasmáspoderosases la toxina pertúsica(PTx), extraídade la bacteria

Bordetella perIussis. Esta toxina bacteriana cataliza específicamenteuna ADP-
ribosilación de las isoformasCa0 y Ca1 de proteínasG, lo que se traduce en una

inactivación permanentede su actividad biológica. La preincubaciónde las células
cromafinescon la PTx produceun dramáticoefecto estimuladorsobrela secreciónde

catecolaminas(Blocklehurst y Pollard, 1988; Ceñael al., 1991). Aunque diferentes
gruposde investigaciónhan dedicadoimportantesesfuerzosa estacuestión,no existe
un consensopleno sobre el mecanismomolecularimplicado en este incuestionable

efectode la PTx.

La opinión másgeneralizadaesque la toxina desacoplaun efecto inhibitorio directo
sobre canales de Ca

2~ dependientesde voltaje mediado por la activación de
autorreceptoresparaproductossecretadospor las células cromafines(Albillos el al?,
1996a;Currie y Fox, 1996). Entrelos diferentesproductossecretadoscon capacidad

de activar este mecanismodestacanlos péptidos opiáceosy, sobretodo, el ATP.
Merecela penarecordarque la concentraciónintragranularde ATP estáen el rango

molar y, por tanto, durantela respuestasecretora,el medio extracelularquerodealas
célulasdebeconteneruna concentraciónde ATP suficienteparaactivar los receptores

purinérgicosacopladosa proteínasG.

Por otro lado, como posibleexplicación al efecto estimuladorde la tóxina pertúsica,
otrosautoreshan sugeridola participaciónde conductanciasde K~. En cl contexto de
este mecanismo,la actividad tánica de canalesde K~ reguladospor proteínasG

controlaríala secreciónde catecolaminasmedianteun incrementoen la velocidadde
repolarizacióny, por tanto,unadisminuciónde la entradade Ca2~a las células(Cannon

eta!, 1994;WalshelaL, 1996).

Las proteínas G participan no sólo en procesosmodulatorios sino también en

mecanismosde iniciación de la respuestasecretora.Así, en células cromafinesde
cobaya,las proteínasG estánimplicadasen la activación de canalescatiónicospor
agentesmuscarínicos.Dichoscanalescatiónicoscontribuyena la despolarizaciónde la
membranaen estascélulas,en las cualesexisteun claro componentemuscarínicoen la
secreción(Inone e linanaga,1995).

Calcio

Además del importantepapel de los iones Ca2~ en el proceso de exocitosis, los

incrementosen la [Ca2ii inducidostantoporcompuestossecretagogoscomo mediante
la liberación de calcio almacenadoen el retículo endoplásmicoactivan directamente

rutasde señalizaciónintracelular. Entreestossistemasdestacanlas señalesmediadas
por la proteína quinasa C (PKC) y por la proteína ligante de calcio, cahnodulina

(Burgoyne,1991).
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En célulascromafinessehan descritodiferentesefectosde la activaciónde PKC sobre
la respuestasecretora.En primerlugar, la PKC estáimplicadaen la dinámicade la red

de citoesqueletopresenteen la zona cortical de las células cromafines.Así, se ha
descritoque losésteresde forbol, análogosestructuralesdel diacilglicerol, el activador
fisiológico de la PKC; inducendesorganizaciónde los filamentosde actina,un proceso
que facilita la exocitosis(Granty Aunis, 1990; Vitale el aL, 1992). Por otro lado, en
estudiosrecientesutilizandotécnicaselectrofisiológicas,<MIlis el a! han descritoquela
PKC estimula la secreciónde catecolaminasmedianteun aumentodel número de

vesículaslistasparasersecretadas;a pesarde que, segúnestosautores,la activaciónde
la PKC inhibe las corrientesde Ca2~a travésde canalesdependientesde voltaje(Gillis
el aL, 1996). En célulasintactas,Senaet aL han descritoque la respuestasecretora
estágobernadapor el efecto inhibidor de PKC sobre los canalesde Ca2~ voltaje-
dependientes,de tal maneraque estosautoresno observaronun efecto estimulador
sino unainhibición de la secreciónestimuladadespuésde preincubacióncon ésteresde

forbol (Senael al?, 1995).

Un incrementoen la [Ca2~]itambiénactivala proteínacalmodulina.El complejo activo
Ca2~/calmodulinaesresponsablede la activaciónde numerosasenzimas,entrelas que
destacanlas quinasasdependientesde Ca2~/cahnodulina(CaM Pl(s). La isoformaCaM
PKII esla quinasadependientede Ca2~predominanteen neuronas,en las que da cuenta
de un 1 % de la proteínatotal del cerebro(Hansony Schulman,1992). Esta isoforma
ha sido tambiéndetectadaen célulascromafinesbovinas(YanagiharaelaL, 1994).

Entre los sustratosfosforiladospor CaM PKII en células cromafinesesta la enzima
tirosinahidroxilasa(Haycock, 1990). Puestoque la fosforilación de TH seasociacon
un incrementode la síntesis de catecolaminasy la CaM PKII se activa durantela
estimulacióncolinérgicade las células,la fosforilación de TH porCaM PKII podríaser
un importantemecanismode regulación¡ti vivode la síntesisde catecolaminas.En este
puntomerecela penacomentarquela TH de célulascromafinestambiénsefosforila ¡ti

vitro porPKC, porlo queestaenzimaclaveen el metabolismode las catecolaminases
sustratode diferentesquinasasque se activan durantela estimulaciónde las células

(Haycock,1993; Kumery Vrana, 1996).

Por otro lado, medianteestudiosllevadosa cabo en células permeabilizadas,se ha
descrito que la calmodulina podria estar implicada en el proceso exocitótico. La
calmodulinaescapazde interaccionarcon gránuloscromafines,aunqueel papelexacto

de estainteracciónno estáclaro (Baderel al?, 1985; Okabeeta!, 1992).

Nucleátidoscíclicos

En célulascromafines,las rutasde 20 mensajerosbasadasen nucleótidoscíclicos son
quizás las peor conocidas.En ocasiones,este desconocimientoresulta, no de la
ausencia de estudios, sino de la existencia de resultadoscontradictorios en la

Bibliografia.

Se ha descrito que los niveles intracelularesde AMiPc se incrementande manera

transitoriadespuésde un estimulo secretor.Estehecho seha explicadomediantela
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activación de una adenilato ciclasa sensible a Ca2~/CaM, una enzima que se ha
identificadoen célulascromafinesbovinas(LeDonney Coifee, 1980; Andersonel a!,
1992).Los efectosdel AMIPc estánmediadospor fosforilación de sustratosproteicos
por laproteínaquinasadependientede AMPc (PICA). Dehecho,en célulascromafines
bovinas,la PICA fosforila la enzimaTH y, por tanto, sesumaal efectoestimuladorde
la síntesisde catecolaminas(Haycock,1993).

Respectoal efectodel AMPc sobrela respuestasecretorasehandescritotanto efectos

inhibitorios comoestimulatorios(Peach,1972;Gutmany Boonyaviroj, 1979; Bakerel
aL, 1985; Chern eta!, 1988; Parramónel aL, 1995). Entre los efectosestimulatorios
merecela penadestacarlos trabajosde los gruposde Monta y Artalejo. Morita el al?
describieronun incrementode la secreciónde catecolaminaspor el 8-bromo-AMIPc,un

análogopermeablede AMPc, y la forskolina,un activadorde la adenilatociclasa.Estos
autoresexplicaronesteresultadomedianteuna inhibición por PICA de la ATPasade
Na~/K~ de la membrana.Unareducciónde la actividadde estaenzimaresultaríaenuna

acumulaciónintracelularde N~ y, por tanto, en una despolarización(Monta el a!,
1991).

Porotro lado, Artalejo el aL encontraronquelas corrientesde calcio de tipo L están
reguladaspor un complejo mecanismoque denominaron“facilitación”. Según estos
autores,cuandolas célulasson sometidasa prepulsosdespolarizanteso a agentesque

incrementanlos nivelesdeAMPc; canalesde calcio dependientesde voltajede tipo L,
hasta ese momento inactivos, son activados y participan notablementeen una
potenciaciónde la secreción.Unafosforilación de canalesde tipo L por PICA señael

mecanismoresponsablede la facilitación observadacon agentesque incrementanel
AMIPc intracelular(Artalejo el al?, 1994).No obstante,merecela penapuntualizarque
la existenciade estemecanismoregulatoniode “fadilitación” es actualmenteobjeto de

controversia. Una regulaciónpor fosforilación de canalesde Ca2~ también ha sido
sugeridapor Mateoel aL Estos autoresdemostraronque la activaciónde fosfatasas

intracelularesconducea unareducciónde la entradade Ca2~asociadaa la estimulación
de las células, aunqueel subtipo exactode canal de Ca2~ no fue estudiado(Mateoel

aL, 1995)

Respectoal GMIPc, los primeros datos acercade la existenciade una ruta de 20

mensajerosbasadaen el GMPc en célulascromafinesfueron aportadosporAunis el al.
en 1978. Estos autoresdetectaronuna actividad enziniáticade guanilatocicíasa en
fraccionessolubles y particuladasde médula adrenalbovina (Aunis el al?, 1978).
Posteriormente, empleando células cromafines bovinas, otros investigadores

describieron que secretagogoscomo acetilcolina, a través de la activación de
receptoresmuscarínicos,erancapacesde incrementarlos nivelesde GMPc intracelular
(Schneideret aL, 1979; Lemafre el aL, 1981; Deromeel aL, 1981; Nakaki et aL,
1988). Porotro lado,en glándulasadrenalesde perro, Dohi eta! describieronnotables

aumentosen los nivelesde GMPcpor compuestoscomo azida sádica,hidroxilamina,

nitrito sádicoe inclusoóxido nítrico gas(Dohi el cxl., 1983).
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La existenciaen célulascromafinesde receptoresparapeptidosnatriuréticosacoplados

a una actividadguanilatociclasaintracelularsehapuestode manifiestoen numerosos
trabajosde investigación.Merecela penadestacarquelas célulascromafinesproducen,
almacenany liberanlos 3 miembrosde la familia de péptidosnatriuréticos:ANP, BM>
y CNP (Ong et aL, 1987; Prussy Zamir, 1987; Okazakiel aL, 1989; Nguyenet a!,
1990; Babinskiela!, 1992; 1995;Niina elaL, 1996).

Respectoala enzimaNOS,Palacioseta! describieronla existenciade unaproducción
endógenade NO en preparacionescitosólicasde glándula adrenal bovina. Estos
autoresdemostrarontambiénque el NO endógenoera capazde activar una guanilato

ciclasasolublepresenteen estapreparaciónbiológica(Palacioset al?, 1989).

En cuanto a la localización exacta de la enzima NOS en células cromafines, los
primeros estudiosbistoquimicosno detectaronla enzima en estascélulas, aunque

fueron capacesde encontrarlaen neuronasy fibras nerviosasde la glándulaadrenal
(Bredt el a!, 1990; Dawsonel al?, 1991;Afework el aL, 1992; Marley el a!, 1995).

Por el contrario,otrosestudiosdetectaronla enzimaNOS tanto en neuronascomo en
célulascromafinesdentro de la médulaadrenal(Dun eta!, 1993; Heymeta!, 1994).
Como sepuedededucira partirde estosresultados,no existeun consensoclaro acerca

de la presenciade la enzimaNOS en las célulascromafines.

Tampocoestámuy claro cuál esel efecto del NO/GMPcsobrela respuestasecretora
de las células. Mientrasuna serie de investigacioneshan mostradola existenciade
efectosinhibitorios (Deromeel a!, 1981; Torresel aL, 1994; Babinskiel aL. 1995),
otros han descrito un efecto dual, estimulatorio a bajas dosis de secretagogoe

inhibitorio a altas(O’Sullivan y Burgoyne,1990; Oset-Gasqueel a!, 1994); e incluso
otros no han encontradoningún efectodel GMPc sobrela secreciónde catecolaminas

(Moro eta!, 1993; Marley ela!, 1995).En cualquierade loscasos,no seha estudiado
el mecanismoexactoa travésdel cual el NO/GMPcpodría ejercerestosefectos.Esta
ruta de 2~ mensajerosconstituye quizás el menos conocido de los sistemas de
señalizaciónintracelularpresentesen célulascromafines.
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Durante los últimos años, la ruta de señalizaciónintracelular del NOIGMiPc ha

acaparadoun enormeinterés científico, de tal manera que se ha llegado a un
conocimientoimportantedel papelde estesistemaen numerososprocesosbiológicos.
No obstante, la función que el NO desempeñaen el complejo proceso de la
neurotransmisiónes todavía una asignaturapendiente, básicamentedebido a la
dificultad experimentalque planteael estudio de los mecanismosneuronalesa nivel
molecular.Las célulascromafinesde la médulaadrenalbovina constituyenun modelo

experimentalmuy adecuadopara estudiar la modulación de la neurosecreciónpor
sistemasde segundosmensajeros.Estascélulas son relativamentefáciles de obtener

comounapoblaciónhomogéneay sepuedenmanteneren cultivo con objeto de realizar
cualquiertipo de estudio bioquímico. Varios gruposde investigaciónhan dedicado
tiempoy esfuerzoa estudiarel papel del NO/GMIPc en el procesosecretorcromafin.
Sin embargo,la existenciade resultadoscontradictorios,porun lado,y la ausenciade
un estudioprofimdo del mecanismomolecularimplicado, por otro, no han pennitido
hastael momentoobtenerunaideaclaraacercade la funciónde la ya NO/GMPcen el
procesode la neurosecreción.El presentetrabajode investigaciónse fijó los siguientes

objetivos:

1) Identificar en células cromafinesbovinas en cultivo los elementosde señalización
intracelular del sistema NO/GMIPc: óxido nítrico sintasa, guanilato ciclasas y
proteínaquinasadependientede GMPc.

2) Estudiar la regulación de los niveles intracelularesde GMIPc por compuestos
secretagogosy por activadoresdirectos de las isofornias de guanilato ciclasa
solubley paniculada:donadoresde NO (SNP) y el péptidonatriuréticode tipo C,
respectivamente.Estudiarel efectode determinadosinhibidoresde la NOS y de la
GCS sobrelos nivelesdel nucleótido cíclico.

3) Estudiar la posible modulación por GMPc de la secreción de catecolaminas
mediantediferentesaproximacionesexperimentales:a) activaciónde las isoformas

de guanilato ciclasa soluble y paniculadapor SNP y CNP, respectivamente;b)
inhibición de la hidrólisis de (iMPc por zaprinast; c) empleo de análogos

permeablesde GMPc. Analizarla participaciónde la proteínaquinasadependiente
de GMPc en estaposiblemodulaciónde la secreciónde catecolaminasen células
cromafinesbovinasen cultivo.

4) Analizarel mecanismomolecularimplicado en la posiblemodulaciónpor GMPc de
la respuestasecretora.Estudiar el efecto de la activación de esta ruta de 20
mensajerossobrela [Ca2~]iy sobrela actividadde canalesde Ca24 dependientesde

voltaje.
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1.MATERIALES

Productos

Los materialesutilizadosenestetrabajode investigaciónfueronde las siguientescasas

comerciales.

Los plásticosde cultivo utilizadosfueron: botellasde 75 cm2 deFALCON, multiplacas
de 24 pocillos (2 cm2/podillo) de COSTAR y cámarasportaobjetospara cultivos
(MicroslidesChambers,10 cm2/cániara)deNUNC.

Comoanticuerpossehanutilizado:

Primarios:

-anti-NOS1 policlonal deconejo(No.6761-9)generadode acuerdoal métododescrito
por Schmidt el aL (1992a) en el laboratorio del ProfesorUlrich Fórstennanndel
Departamentode Farmacologíade la Universidad JohannesGutenberg, Mainz
(Alemania).

-anti-NOSII monoclonalde ratónde TRANSDUCTIONLABORATORIES.

-anti-NOSIII (H32) monoclonalderatón de ABBOTT LABORATORIES.

-anti-GC5 subunidada y 13, anticuerpospoliclonalesde conejogeneradosfrente a las
subunidadesa (GCpep8)y f3 (GCpep3)de GCS en el laboratoriode la Dra. Doris
Koesling del Departamentode Farmacologíade la Universidad Libre de Berlin
(Alemania)deacuerdoal métododescritoporGuthnianneta). (1992).

-anti-TH monoclonalesde ratónde CHEMICONo SIGMA

-anti-PNMT policlonal de conejodeDIANOVA.

-anti-PKGsubunidadesla y 113 policlonal de conejode CALBIOCHEM.

Secundarios:

-anti-IgGFITC, anti-IgGdecabrao de ratónconjugadoa isotiocianatode fluoresceína
(FJTC)deVECTORLABORATORJTESo de SIGMA.

-anti-IgGCy3,anti-IgGdeconejoconjugadoaindocarbocianina(Cy3)deUlANOVA.

-anti-IgG TRITC, anti-IgGdeconejoconjugadoa isotiocianatodetetrametilrodamina

(TRITC) deSIGMA.

-anti-IgGHRP,aMi IgGdeconejoconjugadoa peroxidasa(HRP)de AMERSHAM.

-anti-IgGderatóngeneradoen cabray ligado aagarosade SIGMA.

-anti-IgGdeconejoo caballobiotiniladosdeVECTORLABORATORJES

Controlesnegativos:

-sueronormaldeconejodeSIGMA o de VECTORLABORATORIES.
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-IgO no antigénicade ratóndeSIGMA o deVECTORLABORATORIES.

Los oligonucleátidosiniciadores especificospara NOS 1 bovina utilizados para

amplificación en reacción en cadena de la polimerasa fueron obtenidos en el
Departamentode Farmacologíade la Universidad JohannesGutenbergde Mainz
(Alemania)deacuerdoal métododescritoporBredt el al. (199la).

Los isótopos [y-32P]-ATP, [32P]-ortofosfato,L-[2,3,4,5-3H]-arginina, o productos
relacionadoscon isótoposcomo los kits para radioinmunoensayode GMPc y AMIPc

basadosen 3H, las películasfotográficasHyperfilni-l3max(18x24 cm)y los casetespara
autorradiografia (18x24 cm), así como el complejo de peroxidasabiotinilada-
streptavidina, los reactivos para ECL (Enhanced ChemoluminiscenceWestern
blotting), las membranasde nitrocelulosaparainmunotransferenciaHybond ECL y las
películasHyperfilm-ECL fueron de AMERSHAM. Las membranasCentricon-30para
concentrarproteínasfueron de AMICON. El colágenoaisladode placentabovina fue

de BIOCHROM. El análogopermeablede GMPc, 8-p-clorofeniltioguanosina3’:5’-
monofosforotioatocíclico, isómero Rp (Rp-8-pCPT-GMiPcS)fue de BIOLOG. La
resmade intercambiojónicoDowex 50W-X8, ¡3-mercaptoetanol,dodecilsulfatosódico
(SDS), gelesde 10 % (p/v) acrilamidapreparadospara el sistema mii-Protein II

fueronde BIO-RAD. Tambiénfue deestacorupaflíael reactivode ensayodeproteínas
basadoen la detecciónespectrofotométricadel complejo proteína-Azulde Coomasie
Brillante G-250 (Bradford, J976). La colagenasa(EC.3.4.24.3) de Clostr¡d¡unz
histolyticum,HEPES, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, los análogospermeablesde

GMPc 8-bromo-GMPc(8Br-GMPc) y dibutiril-GMPc (db-GMPc), así como el de
AMPc dibutiril AMPc (db-AMPc), fueron de BOEITIIUNGER MANNHEIM. La

proteína quinasadependientede GMPc (PKG, EC 2.7.1.37, isoforma la bovina,
recombinante),el péptido inhibidor de proteínaquinasaA 1P

20-amido,los inhibidores
de proteínasquinasasN-[2-(metilamino)etil]-5-isoquinolinesulfonaniida(11-8) y N-[2-

((p-bromocinamil) amino)etil]-5-isoquinolinesulfonamida (11-89), calmidazolium,
ionomicina y forskolina de Coleusforskohlñfueronde CALBIOCHEM. El medio de
cultivo Dulbeccosmodifled Eagle’smedium(DMEM) y el suerobovino fetal normalo
inactivado por calor fueron de GIIBCO. Los antibióticos penicilina/streptromicina,

kanamicinay anfotericinafueron de ICN. Las solucionesde reveladory fijador GBX
para autorradiograflasfueron de KODAK. El reactivo transcriptasa reversa
SuperScriptfue de LEE TECHNOLOGIES. El azul Tripán, ácido tricloroacético,
ninhidrina, ácido ascórbico,ácidoperclóricoy el detergenteTriton X- 100 fueron de
MERCK. Las sondas fluorescentes Fura-2/AM y bisoxonol [Bis-(l ,3-dibutiril-

barbiturato)trimetinooxonol] fueron de MOLECULAR PROBES. Los patrones
coloreados(rango 4-250 kDa) para electroforesisfueron de NOVEX. El péptido
sustrato de la proteína quinasa dependientede GMPc (RKRSR.ALE) y el péptido
natriuréticode tipo C fueronde PENINSULA. Las toxinasespecíficasde canalesde

calcio dependientes de voltaje co-agatoxina IVA y m-conotoxina GVIA fueron de
PEPTIDE INSTITUTE, aunque algún lote adicional de ésta última toxina fue

adquiridode SIGMA. La soluciónde Percoil, los oligonucleótídosiniciadores(random
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priniers) pd(N)6 y el tampón de reacción para Taq polimerasa fueron de
PHARMACIA. Los soportesde celulosapara cromatografiaen capafina fueron de
POLYGRAM. El inhibidor de la fosfodiesterasade GMiPc, zaprinast(M&B 22,948)

tite generosamentedonadopor Rhóne-PoulencRorer Pharmaceuticals(Dagenham,
Essex,Inglaterra).Laurografinaempleadaen los gradientesdedensidadparapurificar
célulascromafinesfue de SCHERJNG.Los gasesCO2,N2 y He,asícomo el N2 liquido
fue de la compaflia SEO. La albúmina de suerobovino, el detergenteTween-20,(±)
BayK 8644, rojo neutro, citosina arabinofliranósido,fluorodeoxiuridina,3-isobutil-l-
metilxantina (IBMX), los ácidos etilendiamino tetracético (EDTA) y
etilenbis(oxietilenonitrilo) tetracético(EGTA), el inhibidor de la enzimaNOS NG~

nitro-L-arginina-metil éster(L-NAME), L-arginina,L-citrulina, ATP, los inhibidores
y histona 2W rgenteNo

de proteasasleupeptina pepstatina,AMPc, la F el dete nidet P40,
azul de bromofenol, glicocola, adrenalina,noradrenalina,metabisulfito sódico, 3,4-
dihidroxibenzilamina (DHBA), ácido octanosulfónico, 4,6’-diamidino-2-fenilindol

(DAPI), gelatina-glicerol, neomicina, toxina pertúsica de Bordete/la pertussis,
histamina, nitroprusiato sódico (SNP), muscarina, veratridina, l,1-dimetil-4-fenil
píperazinio (DMIPP), acetilcolina, nifedípina, las tabletas de sustrato DAR para

peroxidasa:3,3’-diaminobencidinay los reactivosde gradoácidoribonucleico(RNA)
isoticianatode guanidinio, fenol, cloroformoy n-lauroilsarcosinafueronde SIGMA. El
inhibidor especifico de la guanilato ciclasa soluble lH-[l,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-l-ona(ODQ) tite de TOCRIS-COOKSON.La resina de intercambio

iónico DEAE-celulosay los filtros GF/C fueron de WHÁTMAN. El rotulador de
preparacioneshistológicas(Pap-Pen)tite de ZYMED. Otrosreactivosy materialesde

carñctergeneralno indicadosen estaextensalista freron de gradoanalitico.

Instrumental general

A continuaciónsedetallaunalista de aparatosde caráctergeneralquesehanempleado
en la realizaciónde estetrabajode investigación.

Paralas centrifligacionesseemplearonlas siguientescentrífugas:

Centrífugade mesade bajavelocidadOmnillige 2.0 RS Heraeuspara la obtencióny
lavadode célulascromafinesbovinas.

Para la purificación de células cromafinesen gradientesde densidadse empleó una

centrífugapreparativarefrigeradaSorvailRC-5C.

En la mayoría de los experimentosse usaronmicrofligas paratubos Eppendorfde
Beckman,Sigmao Denverlnstruments.

Todaslas tareasrealizadasbajo atmósferaésteril seefectuaroncon campanasde flujo

laminarvertical GelairemodelosTwin 30 y TC 48 de Flow. Los cultivos celularesse
mantuvieronen un incubadorHeraeustermostatizadoa 370(2y con flujo controladode
CO2alS%.
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Los materialesde cultivo seesterilizaronmedianteautoclavesAutotester-Gde Selecta
(alta capacidad)o Certoclav(baja capacidad).Los mediosde cultivo seesterilizaron

por filtración empleandounabombaperistálticaMillipore y membranasAcrocapde 0.2

hm detamañodeporo(GelinanSciences).

Para la perfusión de las glándulas adrenalesbovinas se emplearon 2 bombas

peristálticasLKB de Pliarmacia con 3 canalescada una permitiendola perfusión
simultáneade 6 glándulas.

Parael contajede célulasse utilizó un microscopio óptico Leitz IIM-Lux3. Para la
observaciónde los cultivos celularesse dispusode un microscopio de contrastede
fasesWiovert. Los estudiosde inmunofluorescenciaseanalizaroncon un microscopio
invertidoNikon Diaphot-TMIDusandounalámparade mercuriotambiénde Nikon. Las

micrografias se realizaronen el mismo microscopioal que se le acopló una cámara
Nikon HFX-DX.

Las suspensionescelularessesonicaronen un sonicadorUltrasonicBraunLabsonic.

La radiactividadprocedentede los emisores<1 3H y 321> secuantificóen contadoresde

centelleoliquido BeckmanLS 3801 y LS 6000 IC.

Las medidasde determinaciónde proteínasse realizaronen un espectrofotómetro
PharmaciaLKB-Ultrospec LII. Para la determinacionfluorimétrica de catecolaminas,

calcio libre citosólico y potencial de membranase empleó un espectrofluorímetro
Perkin EhuerLS 50 B controladopor ordenadory con baño termostatizadomodelo

Frigomix U.

Las determinacionespor HPLC se realizaron con un sistema alimentado con una

bomba Spectra Physics SP 8800 con inyector manual Rheodyne. La detección
electroquímicaserealizó con un detectorMetrohm 641 VA acopladoa un integrador

modeloChromjetdeSpectraPhysics.

La electroforesisen geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizaron

empleandoel sistemamim-Protein II de Bio-Rad alimentadocon una fluente modelo
200/2.0tambiendeBio-Rad Parasecarlos gelesseempleóun secadormodelo 543 de
Bio-R.ad al que se suniinistróvacío con una bombade aceiteEdwardsVP 100. Los
experimentosde inniunotransferenciase realizaronempleandoel sistemaznini-Trans
Blot de Bio-Rad. El análisiscuantitativode los autorradiogramasserealizó empleando

un densitómetro Molecular Dynamics empleando el programa hnageQuant
pertenecienteal Instituto de Bioquímica (C.S.LC.)-Facultad de Farmacia de la

UniversidadComplutensede Madrid.

Para las incubacionesque requirieron condiciones controladasde temperaturase

emplearonplacascalentadorasPlactronic y bañosTectron ó Unitronic 320 R de
Selectay calentadoren multibloquedeLab-Line.

Cuandosenecesitóaspirarmediosseemplearonbombasde vacíoMillipore o Eyela.
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Parala preparaciónde disolucionesseemplearonbalanzasdeprecisiónAND ER-60 A
y granatarioAND FX2000, así como pHmetros Crison 2001 y Metrohni 654. Las

solucioneso suspensionesse agitaron con agitadoresmagnéticosAgimatic-S de
Selecta,orbitalesLuckham 802 o para tubos Heidolph Reac2000. El aguade alta

calidadempleadaparalapreparaciónde las solucionesseobtuvode un aparatoMilli-Q
Water Purification Systemde Millipore. Para la limpieza de todo tipo de material se
empleóaguaobtenidade unaparatoMill-Ro Plustambiénde Millipore. Unamáquina
ScotsmanAY 10 produjo el hielo picado utilizado en muchosde los experimentos.

Como cámarafría se emplearonfrigoríficos de Liebherr. Para congelarseutilizaron
congeladoresLiebherra-200C y Revcoa -800C.

Las disolucionessepipetearonempleandopipetasautomáticasGilson. En el áreade
cultivos seemplearonpipetasde aspiraciónPipetboyAcu de IntegraBiosciences.Para
medidas de precisión de pequeñosvolúmenes(1-10 pl) se emplearonjeringas
Hamilton.
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2.METODOS

Obtención de célulasadrenomedulares

Las células cromafinesseobtuvierona partir de glándulasadrenalesbovinasmediante
perfusión con colagenasa(EC.3.4.24.3)y posterior purificación en gradiente de
densidadsegúnel métododescritopor Miras-Portugalet aL (1985)y modificadopor

Wilson (1987).

Las glándulasadrenalesbovinasprocedíande animalessacrificadospara el consumo
humanoen el mataderoy seextrajeronde dichosanimalesunos20-30minutosdespués

de su muerte. Las glándulassetrasladaronhastael laboratorioen un medio salino a
40(2 (soluciónlavado,ver composiciónenla siguientetabla).

Solución de lavado
(SolucióndeLockeparala obtencióny aislamientode

células)

NaCí 154.0 mM
KCI 5.6 mM
NaHCO3 3.6 mM
Glucosa 5.6 mM
HEPES 5.0 mM
pH 7.4
Penicilina 50.0 UI/mí
Streptomicina 30.0 ~i~inl

Solución de lavado+ albúmina
Solucióndelavadoconteniendo:

Albúmina 2.Sg/l

Solución para perfusión con colagenasa
Soluciónde lavado+ albúminaconteniendo:

Colagenasa 330 01/1

Unavez en el laboratorioy aproximadamente45 mml hora despuésde la muertedel

animal, las glándulasse limpiaron del excesode grasay tejido conjuntivo que las
rodeabay secanularona travésdel orificio de la venamedularcentralparasuposterior

perfusión.

Las característicaspeculiares de la circulación adrenal posibilitan una adecuada

perfusiónde la médulaadrenala travésde la venamedularcentral. La anatomíade los

80
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vasossanguíneosadrenalesestá basadaen arteriasadrenalesque forman un plexo

subcapsu.lara partir del cual 2 tipos de estrechosvasosse originan. Por un lado, las
arteriascorticalesdrenanla corteza,y, por otro, arteriasmedulares,más largasen
longitud, cruzanla cortensin ramificacionesy alcanzanla méduladirectamente.Los
capilarescorticalesprocedentesde las arteriascorticalesforman un plexo venosoque
drenatambién en la médula.Portanto, la médularecibesangrearterialprocedentede

las arteriasmedularesy sangrevenosaprocedentede la corteza.Dentro de la médula,
los capilaresmedularesconvergenen la vena medularcentral que, por tanto, recibe
todala sangrequeentraen la glándula(Vinson et aL, 1985).Estavenamedularcentral
abandonala glándulapor un ancho orificio fácilmente canulablepara la perfusión,
pudiendoconsiderarseéstade carácterretrógrado,puestoqueva de venasa arterias.

Parafavorecerel flujo de las diferentessolucionesa travésde la glándula,seefectuaron
ademáspequeñoscorteslongitudinalesen la superficieexternade las glándulasa nivel
de cápsulay corteza.

Pormedio de unajeringa y con objeto de eliminar la mayorcantidadposible de sangre
retenidaen losvasos,se introdujerona travésde la cánulavariosmililitros de solución
de lavado.Esta soluciónde lavadocarecede iones Ca2ty Mg2~ con el fin de evitar la
coagulaciónde la sangreen los vasos,y ademáslabilizar las unionescelularesa través

de desmosomas.

Seguidamente,las glándulasseperfiudieron en un baño termostatizadoa 370(2 bajo
atmósferaésteril, en primerlugar, con 200-300ml de solución de lavadomedianteel

uso de unabombaperistálticade flujo 1.5-2ml/mm porglándula.La segundaperfusión
se realizó con otros 200-300ml de la misma solución de lavado a la que se añadió
albúminade suerobovino paradar una concentraciónfinal de 2.5 g de albúmina/litro.
El objeto de añadiralbúmina esprotegeren lo posiblea las célulasfrentea proteasas
queseliberande los tejidosdurantela perfusión.

Porúltimo, las glándulasseperfimdieronen circuito cerradocon 200 ml de soluciónde
lavadoconteniendocolagenasa(330 U/litro). Debido a que la colagenasacomercial
que se utilizó esen realidadunapreparacióncrudaobtenidade la bacteriaClostr¡dium
hístolyticumquecontieneademásde colagenasa(estrictamenteclostridiopeptidasaA),
otrasproteasas,lipasas,etc.; aestasolucióndeperfusiónseleañadiótambiénalbúmina
de suerobovino con objeto de minimizar el daño celular producidopor estasotras

enzimas.

El tiempo de digestión con colagenasafue de 1 hora aproximadamente.Ya que la
matriz extracelularde la médula adrenales mucho más sensibleque la corten a la
acciónde la colagenasa,transcurridoeseperiodo la cortezapermeneceintacta y, sin
embargo,la médula adrenalsedigiere y presentaun aspectoreblandecido,pudiendo

desprendersefacilmentede la corteza.Paraextraerla médula,las glándulasseabrieron
longitudinalmentey, con la ayudade un bisturí, las médulasserasparonparaobtener
una papilla que conteníatrozos de tejido sin digerir, matriz extracelulardigerida y

célulasadrenomedulares.
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A continuación,estapapilla sepasóa travésde una malla de nylon de 250 ~m de
diámetrode porolavándosecon soluciónde lavado.La soluciónobtenidase centrifugó
en una centrífugade mesaHeraeusde bajavelocidada lOOxg durante10 mm a 200(2.

El sobrenadanteresultante se desechóy el sedimento conteniendolas células se

resuspendióen soluciónde lavado,sepasóporuna mallade nylon, estavez de 82 ~±m
de diámetrode poro, y secentrifugó de nuevo en las mismascondicionesque la vez

anterior.El sedimentoresultanteconteníalas célulasadrenomedularestotales.

Purificación de células cromafines mediante gradientes discontinuos de
urografina

2 diferentestécnicasse han usadopara purificar células cromalinesa partir de la
suspensióninicial: 1)centrifugaciónisopícnicaen gradientede densidad,y 2) sembrado
diferencial(Livett, 1984).

El primermétodoesquizásel másutilizado paraobtenerpoblacionespurasa partirde
mezclascomplejasde diferentestiposde células. Se basaen el hechode que diferentes
tipos celulares presentandiferentes densidadesde flotación, de tal manera que

centrifugadasen gradientes de naturaleza continua o discontinua equilibran en
diferentesregionesa lo largodel tubo del gradiente.

Para la separaciónde células cromafinesdel resto de células que contaminanla

suspensióninicial ~rincipalmenteendoteliales,eritrocitos,rara vez corticales,además
de debrisy otros fragmentossubeelulares)sehan empleado3 diferentesmediospara
creargradientesde densidad:1) albúmina de suerobovino, 2) Percoll, 3) urografina

(Lemaireeta/.,1983;Kilpatricketal., 1980;Roley PerIman,1980).

En experimentospreliminares,el uso de gradientesdiscontinuosde urogratinaresultó

serel métodoqueofreció unamayorpurezaen cromafines.Por estarazón,se usóeste
tipo de gradienteen prácticamentetodoslos cultivos.

Urografina es el nombre comercial de una mezcla de amidotrizoato sódico y
meglumina(10:66) (p/p) que seusacomo medio de contrasteparala urografia y la
angiografia.La solución comercial es del 76 % (p/v) en urografina y el gradiente
discontinuoconstade 2 fases,15 y 7.5 % (ver esquema).Las célulasadrenomedulares
totalesse resuspendieronen la fasede urografinaal 15 % y sobreella sedepositóla

fase al 7.5 %. El gradientese centrifugó a 7700xg durante20 mm a 200C en una
centrífugaSorvailrotor SS-34.

Tras la centrifugación,las células cromafinesequilibran en la interfase entre las 2
bandas de urografina, mientras que endotelialesy eritrocitos aparecencomo un
precipitado en el fondo del tubo. En raras ocasiones,una difusa banda de células
corticalesaparecióenlo alto del tubo.
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II
(corticales)

urografina 7.5% 7760xg _

-. croinafines

..~.n urografinal5% 260c T
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-c KQ eritrodtos,
endoteliales

Figura 1111.Gradiente de Urografina. Esteesquemamuestrael aspectoinicial
y final del gradientedeurografinautilizadoparapurificarcélulascromafines.

La bandade células cromafines se recogió y las células se lavaronvariasveces(al

menos2) con sol6ción de lavadomediantecentiifbgacionesa baja velocidadpara
eliminarla urografina.Trasla última centrifUgaciónlas célulasseresuspendieronen 5-
10 ml de mediode cultivo Dulbecco’smodified Eagle’smedium(ver composiciónen la

tablaque seincluye).

Cuandolas preparacionesde célulascromafinesobtenidasno resultabande la pureza
exigida para los experimentos(cromafines>85-90 %, ver capitulo siguiente), la

purificaciónapartirdegradientesdiscontinuosdeurografinasecombinócon la técnica
de sembradodiferencial paraintentar en lo posible aumentarel grado de purezadel
cultivo (Unsickery Múller, 1981).Estatécnicaexplotalas diferenciasen las afinidades
quelos diferentestiposde célulasquecomponenel cultivo tienenpor las superficiesde
plásticode las placasde cultivo. Lascélulascromafines,comocélulasneuralesqueson,

tienenunabajaafinidadparaadherirsea los plásticosdecultivo, necesitando,o bienun
tiempo considerableparafijarse al sustrato,o alternativamente,la ayudade superficies
tratadas con colágeno. Sin embargo, las células que contaminan el cultivo,
mayoritariamentecélulasendoteliales,presentangranafinidadporel plásticoporlo que
requierenuntiempomuchomáscortoparaadherirse.
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Medio de Cultivo Dulbecco’sModified EsgleMedium (BMEM)

Componente mg/I

SalesInorgánicas

CaCI1(anhidro)
Fe(NO3)~9l%O
KCl

200.00
0.10

400.00
MgSO4(anhidro)
NaCí

97.67
6400.00

Na}L~PO¿H~~O 125.00

Otros componentes

D-Glucosa 1000.00
Rojo Fenol
Piruvatosódico

15.00
110.00

Aminoácidos

L-Arginin HCl
L-Cistina2HCl

84.00
62.57

L-Glutamina 584.00
Glicocola 30.00
L-Histidina HCFH2O
L-Isoleucina

42.00
105.00

L-Leucina 105.00
L-Lisina HCI 146.00
L-Metionina 30.00
L-Fenilalanina 66.00
L-Serina 42.00
L-Treonina 95.00
L-Triptófano
L-Tirosina Na2
L-Valina

16.00
104.18
94.00

Vitaminas

D-pantotenatoCa
Clorurode colina

4.00
4.00

Acido Fólico 4.00
i-lnositol 7.20
Nicotinamida 4.00
Piridoxal11(21 4.00
Riboflavina 0.40
TiaminaHCl 4.00
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Por esta razón, cuando las células cromafines fueron purificadas por sembrado

diferencial, se resuspendierona una densidadde 106 cel/ml en medio de DMEM
conteniendo10 % (y/y) de suerobovino fetal. A continuación30 ml de esasuspensión
celularsesembraronenbotellasde cultivo de 75 cm2 de superficiey semantuvieronen
una estufh de cultivo a 370C duranteal menos2 horas.Tras eseperíodolas células
endotelialestuvierontiemposuficienteparaadherirseal sustrato,y, por el contrario,las

células cromafines,permanecieronflotando en el medio. Este medio enriquecidoen
células cromalinesseretiró y las células se centrifugarona baja velocidady fueron
resuspendidasen mediofrescoDMEM (5-10ml).

Estimación del número de células.Integridad y pureza del cultivo

La estimacióndel númerode células,así como de supurezaen cromafinesserealizó
mediantecontajede las mismasen una cámarade Neubaner.Paraestadeterminación

sólo secontaronlas célulasvivas, esdecir, aquellasque excluyeronel coloranteAzul
Tripán. Estecolorantesepreparóa unaconcentracióndel 0.5 % (plv) en unasolución
tamponadae isosmótica(138 mM NaCI, 48.5 mM KI%P0

4 pH 7.2) segúnKeith y
Eliot (1979). Una alicuota diluida de células cromafinesresuspendidasen medio
DMEM semezclócon soluciónde colorante.Por otro lado, otraalicuotase diluyó con
el coloranteRojo Neutroqueen estecultivo específicamentetiñe las célulascromafines
de acuerdoa Stuart et aL (1974) y Role y PerIman(1980). Segúnestosautores,el
colorantesecomportacomouna basedébil y se acumulapreferentementeen el entorno

acídicode losgránuloscromafines.El colorantesepreparóen condicionesisosmóticas
a unaconcentraciónde 0.3 mg/ml en NaCí al 0.9 % (p/v).

Ambasmezclas(célulasen Azul Tripány célulasen Rojo Neutro)fuerontransferidasa
la cámaray seprocedióa su contaje.El númerode células/camposetransformóen
células/mlde acuerdoa la relaciónquetiene el cuentaenvolumende la cámara:

N
0 células/ml= N0 célulascontadasx l0~ x dilución

En todaslas preparacionesefectuadaspara estetrabajode investigaciónla viabilidad
estimada,es decir, el porcentajede células que excluyeron el colorantevital Azul
Tripán,fue superioral 95 %.

En cuanto a la pureza del cultivo, ésta se estimó como el porcentajede células
cromafinesrespectodel total. Se considerócélula cromafin aquella que mostró un

intenso color rojo frenteal coloranteespecifico.Este criterio de purezatambién se
confirmó mediante ininunocitoquimicacon anticuerposfrente a la enzima tirosma

bidroxilasa,de tal maneraque el% de célulaspositivasparatirosinabidroxilasaresultó
equivalenteal % de célulasteñidascon rojo neutro.Generalmentelapurezadel cultivo
fue >95% en cromafines.Como ya seha comentadoen el capítuloanterior, cuandola
pureza del cultivo fue menor de un 85-90 %, las células fueron posteriormente

purificadasporsembradodiferencial.
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Mantenimiento en cultivo

Parael mantenimientoen cultivo de las célulascromafines,asícomoparalos procesos

de obtencióny purificaciónsemantuvieroncondicionesde estrictaesterilidadbajouna
campanade flujo laminarvertical. Todo el materialutilizado (vidrio o instrumentaldel

tipo tijeras,pinzas,mallasde nylon, puntasde pipeta,etc.) seesterilizóen autoclave.El
material de plástico (tubos de centrífuga,pipetas, superficies de cultivo, etc) se
adquirió esterilizado mediante irradiación. Los medios de cultivo y disoluciones

empleadosfueron esterilizadosmediantefiltración a travésde membranasAcrocapde
0.2 pm de tamañodeporo empleandouna bombaperistálticaMiflipore. Parareforzar
las condicionesde esterilÁdad, los mediosde lavado y perfusiónsesuplementaroncon
antibióticos(penicilina 50 lJlIml y streptomicina50 gxg/nxl).

Las célulascromafinesresuspendidasen medio de DMIEM sediluyerona la densidad
adecuadacon medioDMIEM conteniendo:

El suero aportaal medio principalmentefactoresde adhesiónal sustratonecesarios
parauna adecuadafijación al plástico de las placasde cultivo. Aunquemuchosgrupos

de investigaciónque trabajan con células cromafinesprefierenutilizar suerobovino
fetal no inactivado,en experimentospreliminareslas células sembradascon suero
inactivadodemostraronuna mayor respuestasecretoraque célulasdel mismo cultivo
en medio con suero bovino fetal sin inactivar. Por otra parte, los antibióticos

empleadosabarcaronun amplio espectroparaevitar en lo posiblela contaminaciónpor
bacteriasy hongos. No obstante,en determinadasépocasdel año (principalmente

otoño y primavera), ocasionalmentelos cultivos presentaronproblemas de
contaminaciónporun tipo delevadurasin identificar.

Aunquelos cultivosutilizadosfueronprácticamentepurosen cromafines,unapequeña
contaminación(<5 %) en células endotelialespuede llegar a convenirseen un
problemadebido a que estascélulastienen una alta capacidadde multiplicación. Las
células cromafines,por el contrario, son célulasde cultivo primario que no sufren

divisiones.Paraevitar que con el pasodel tiempo en cultivo las célulascontaminantes
se conviertan en células mayoritarias se añadieron los antimitóticos FDU y
citosinarabinofiuiranósido.El empleodel sueroinactivadofrentea sueronormaltambién
dificultó la proliferaciónde célulasendotelialesdebidoa la destrucciónen el procesode

inactivaciónde factoresesencialesparala división de dichascélulas.

Suerobovino fetal inactivadoporcalor 10 % (y/y)

Penicilina 100 UI/ml
Streptomicina 100 ~ug/ml
Kananncma 100 pg/ml
Anifotericina 2.5 ~ug/ml
Citosinearabinofuranósido 10 pM
Fluorodeoxiuridina(FDU) 10 pM
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Las células se sembrarona densidadvariable entre O.5-1x106 cel/ml en placasde
cultivo de diferenteformatodependiendodel tipo de experimentoa realizar.Debido a

que estascélulasse adhierenmal al plástico, el procesode adhesiónse facilitó con el
tratamientocon colágenode las placasde cultivo. El colágenoconstituyeel principal
componentede la matriz extracelularal cual las células se adhieren. El colágeno
utilizado fue adquirido de la compañíaBiochrom y procedía de placentabovina,
presentándoseen una solución de 0. 1 % (p/v) de colágeno soluble en ácido. El
tratamientoconsistióen cubrir los pocillos de las placasde cultivo con 1 mi] 10 cm2 de

área de cultivo con una mezcla colñgeno-DMEM (1:1). Las placasde cultivo se
incubarondurante¼hora y despuésselavaroncon DMEM. Inmediatamentedespués
las célulascromafinesfueronsembradas.

Las células semantuvieronen una estufii a 370(2 en 95 % aire/ 5 % (202. En estas
condiciones,las células estuvieronperfectamenteadheridasal plástico de las placas
despuésde 24 horas.Debido a quelas célulasmantenidasdurantelargotiempopueden
sufrir transformacionesque las alejandel fenotipo que muestranen el órganointacto,
preferimosusarlas célulasparala experimentaciónno inÉs allá del50 día de cultivo. Ya
que sehademostradoque el suerocontienefactoresquepuedenafectarsistemasde 20

mensajeroscelulares,el medio de cultivo secambió 24 horasantesdel experimentopor

un medio queno conteníasuerocon objeto de inininñzar lasposiblesinfluenciasdel
sueroen dichossistemas.

Mantenimiento en suspensión

Aunqueparala mayorpartede experimentosefectuadosresultó idóneomantenerlas
célulasen cultivo adheridasa superficiesde plástico,en otros experimentosseprefirió
mantenerlasen suspensión.Con estefin las célulasseresuspendierona una densidadde
106/ml en DMEM conteniendosueroinactivadoy antibióticospero sin antimitóticos,y
semantuvierona 40(2 hastael experimento.En estasituación,sin adhesióna sustratoy
a baja temperatura,los procesosde proliferación de las células contaminantesse
encuentran totalmente frenados. Las células cromafines así mantenidas son
perfectamenteviableshasta el 20 dia despuésdel aislamientopresentandoidénticas
respuestasde secrecióno calcio intracelular que células mantenidasen placasde

cultivo a 370(2

Figura 2-HL (página siguiente) Esquemageneral del proceso de
obtencióny purificaciónde célulascromafinesbovinas.
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Obtención de ácido ribonucleico total a partfr de célulascromafinesbovinas

Parala obtenciónde ácido ribonucleicototal(RNA total) se siguió el métododescrito
porChomczynskiy Saccbi(1987)basadoen la extraccióncon tampónisotiocianatode
guanidinio (011(2). Estetampóncontiene4 M 611(2,0.5 % (p/v) sarcosil(sal sádica
de n-lauroilsarcosina),0.7 % (y/y) ¡3-mercaptoetanol,25 mM citrato sódicopH 7.0.
Un sedimentode aproximadamente100x106células se solubilizó con 5 ml de tampón
(ITC. En las drásticascondicionesde desnaturalizaciónproteicasuministradaspor
estetampón,el RNA celular estotalmenteestablefrente a digestiónpor ribonucleasas
quepudieranliberarseen el procesode extracción.No obstante,el restodelprocesode
obtención,así como los ensayosposterioresse realizaronen condicioneslibres de
ribonucleasas:material ésteril medianteautoclavadoy solucionespreparadasen agua
tratadacondietilpirocarbonato(DEPC).

A continuaciónseañadieron500 itl de 2 M acetatosódicoy 5 ml de fenol saturadode
agua.La soluciónse agitó y se añadió 1 ml de cloroformo. Despuésde una breve
agitaciónaparecióunprecipitadode ácidodesoxirribonucleico(DNA) y proteínas.

La solución se centrifugó a SOOOxg durante 20 mm en una centrífugaHeraeus

refrigeradaa 40C. Trasla centrifugación,la fitse acuosaconteníael RNA mientrasque
la fase orgánica presentabalos lípidos disueltos. En la interfase se acumuló el
precipitadode DNA y proteínas.La fase acuosase trasvasóa un tubo limpio y se
añadióun volumenequivalentede isopropanol.La soluciónseagitó y sedejóreposara

-200C durante1 horacon objeto de permitir la precipitacióndelRNA.

El RNA precipitadoserecuperócon una etapade centrifugacióny se lavó con 500 g.d

de tampón GITC transfiriéndosea tubosEppendorfa los cualesseañadióde nuevoun
volumenequivalentede isopropanolparaprecipitarel RNA a-20~C durante1 hora.

La suspensiónsevolvió a centrifugar,al precipitadoseañadió 1 ml de etano]al 80 %
(y/y) y se volvió a centrifugarrepitiéndoseestaoperaciónotras3 veces.Finalmente,el
sedimentosedejóescurriry seredisoMócon agitaciónsuaveen 30 gí deaguatratada
con DEPC.

Para cuantificar el RNA obtenido, se monitorizó su absorbanciaa 260 nm. La
concentraciónde RNA total secalculó teniendoen cuentaque un valor de densidad
óptica 0D

260=l correspondea 40 í.tg/m] de RNA. Para estimar la pureza de la
preparaciónse midió tambiénla absorbanciaa 280 y a 320 nm. Si elRNA no contiene
proteínas,la 01)260debeseralta, la 0D280 aproximadamentela mitad que a 260 nm, y
prácticamentenulaa 320 nm.

El rendimientodel procesode extracciónfue de aproximadamente1 ~igde RNA por
lx 106 células,con unapresenciacasinulade proteínas.
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Deteccióndel RNA mensajerode NOS 1 mediantetranscripción reversa acoplada
a reacción en cadena de la polimerasa(RT-PCR)

Para la detecciónde NOS 1, 2 ~tg dc RNA total fUeron apareadoscon 40 ng de
oligonucleótidosiniciadores(randomprimerspd(N)6) y transcritosen modo reverso
con transcriptasareversa(SuperScript)siguiendolas instruccionesdel suministrador.
El DNA complementariogeneradopor TR que codifica para NOS 1 bovina fue
amplificado usando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Los
oligonucleótidos fUeron 5’-GGCAACAGCGGCAATTTG-3’ (sentido) y 5’-
TGGACTCAGATCTAAGGCGUTTG-3’ (antisentido) correspondientes a las
posiciones4221-4238y 4657-4679del DNA complementariode la NOS 1 humana
(Bredt et al, 1991b). La PCR se realizó en 100 gil de tampón de reacciónTaq
poijinerasaconteniendo0.25 mM dNTPs, 50 pmo] de oligonucleótidosiniciadores,2

unidadesde DNA poliinerasatermoestableaislada de la bacteriatermófila Thermus
aquaticusy productosde RT. Despuésde unaetapade desnaturalizacióninicial a 95

0C

durante5 mm, serealizaron40 ciclosde 1 min a 950(2, 1 miii a 600C y 3 mm a 720(2
seguidode una etapafinal de extensiónde 10 mm a 720C. Los productosde PCRse
separaronen gelesde agarosade 15 g/litro en tampónTris borato¡EDTAconteniendo
0.5 ~g/ml de bromuro de etidio para su visualización. Un control positivo del

experimentose realizóempleandoRNA de cerebelode rata.

Estudios inmunocitoquimiios

Los estudiosininunocitoquimicosse efectuaronmediante 2 diferentestécnicasde
deteccióndel marcaje especifico dependiendo del tipo de anticuerpo secundario
empleadoen el ensayo: 1) detecciónimnunofluorescentesi el anticuerpo20 estaba
ligado a una sondafluorescente,ó 2) detecciónmedianteperoxidasacuandoseusó un

anticuerpo20biotinilado.

Paralos estudiosinmunocitoquimicoslas célulascromafinesbovinasse sembraronen

pocillos de cámarasportaobjetosde vidrio para cultivos (Microslides Chambersde
Nunc) a una densidadde 3x106/l0 cm2 de superficie! 4 ml de medio de cultivo. Una
vez que las célulasestuvieronbien adheridasa la superficiede cultivo (1-2 días), se

fijaron con una mezcla de acetona:metanol(1:1) a 40(2 durante 2 minutos. Los
portaobjetossedejaronsecaral airey seconservarona -20~C.

Para la deteccióninmunocitoquimicade los diferentesantígenosestudiadosen este
trabajo de investigación,las célulasseatemperaronal aire y sepreincubaronen jarras

de bistoquimicadurante2 períodosde 10 miii en medio salino tamponadocon fosfato

PBS(composiciónen la tablaqueseincluye).

Paralos estudiosde inmunofluorescencia,los portaobjetosse preincubarondurante1

hora con medioPBS+ 4 % (p/v) lechedeslipidizadaen polvo como agentebloqueante.
A continuación,sobre las monocapasse dibujaron unos anillos con un rotulador

especial para preparacioneshistológicas efectuándoselas incubaciones con los
anticuerposen pequeñosvoluinenessobre las células del interior de esos anillos.
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Usualmente,la incubación con el anticuerpoprimario se efectuó a 40(2 durante
aproximadamente15 horas.El excesode anticuerposelavó dosvecescon PBS + 4 %

leche deslipidizadaen polvo durante10 minutos. La incubación con los anticuerpos
secundariosligados a sondasfluorescentesde rodamina o fluoresceínase efectuó
durante1 hora y media a 4O(2~ El excesode anticuerpo20 se lavó también con 2
lavadosde 10 minutoscon PBS + 4 % lechedeslipidizada en polvo. A continuación,
las monocapasse incubarondurante15 min a temperaturaambientecon el compuesto

fluorescente marcador del DNA 4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a una
concentraciónde 1 1tM en medioPBS con objeto de visualizarfÉcilmentelos núcleos
celulares.

Composición del medio PBS

NaCí 8.00 g/l
KCl 0.20g/l
Na2HPO4 1.44g/l
KI%P04 0.24 gIl
pH 7.4

Cuandoserealizaronestudiosde doble marcaje,éstosse hicieron de forma separada,
de tal maneraqueprimeroserealizaronlas incubacionescon los anticuerpos1” y 20 de
un antigeno, y, a continuación, las correspondientesal 20 antígeno para después
finalizar con la incubacióncon DAPI.

En los estudiosde detecciónporperoxidasael protocolo fUe ligeramentedistinto y

consistió en un lavado inicial de 10 mm en PBS y, a continuación,las peroxidasas
endógenasfUeronbloqueadasmedianteincubacióndurante30 mm con una solución
recientementepreparadade 40 % (y/y) metanol,0.6 % (y/y) 11202 en medio PBS.
Posteriomente,las biotinas endógenasfUerontambiénbloqueadasusandoel kit avidin
D/biotin blocking siguiendolasinstruccionesdelfhbricante.Despuésde un períodode

incubación de 10 mm en PBS + 4 % leche deslipidizadaen polvo, las células se
incubarondurante30 mm en una solución 1:10 de sueronormalde la especiea partir
de la cual se obtuvo el anticuerpo secundario.A continuación, las monocapasse
incubaronduranteaproximadamente15 horasa 4

0C con el anticuerpoprimario. El
excesode anticuerposelavó 2 vecescon PBS + 4 % lechedeslipidizadaen polvo

durante 10 min. El paso siguiente fUe la incubación con el anticuerposecundario
biotinilado y las monocapasse lavaron de nuevo para eliminar el excesode dicho

anticuerposecundario.Despuéslas células fUeron expuestasal complejo peroxidasa
biotinilada-streptavidina(1:100 en PBS) durante20 mm. La reaccióncromógenase
desarrollócon 3,3’-diaminobencidina(tabletasde sustratoperoxidasaDAB) y después
lascélulasselavaronconaguadestilada.

Tanto los portaobjetosde imnunofluorescenciacomo los de detecciónporperoxidasa

fUeron montadoscon gelatina/gliceroly cubiertoscon cubreobjetos.Posteriormente,
para el estudiode inmunofluorescencialas célulassevisualizaroncon un microscopio
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invertido Nikon Diaphot-TMD usandocomofUente una lámparade mercuriotambién

de Nikon. Los portaobjetosparael estudiocon peroxidasasevisualizaronen contraste
de fase.Las fotograflasserealizaroncon una cámaraNikon HFX-DX.

Para los controlesnegativosde estos experimentosse siguió idéntico protocolo
exceptoque la incubaciónconanticuerpoprimario seefectuócon un sueronormal(ó

un anticuerpoIgG no antigénico)del mismo huéspedy a la misma concentraciónde
inununoglobulina reactiva que el anticuerpo específico que se usó para los
experimentos.Estoscontrolesnegativosdieron cuentadel marcajeinespecíficode los

sistemasdedeteccion.

Determinación de los niveles intracelulares de nucleótidoscíclicos GMPc y AMPc

Los niveles intracelularesde nucleótidoscíclicos se determinaronmediantesendos
radioinmunoensayosbasadosen la competiciónentreel GMPc/AMPc procedentede

extractos desproteinizadosde células cromafines y una cantidad fija de PHI-
(iMPe/AMIPeen suunión aunaproteínaquereconoceespecíficamentecadaunode los
nucleótidos.Parael GMPc, estaproteínaesun anticuerpogeneradoen conejosfrente
al antígeno GMPc ligado a albúmina. En el caso del A.MPc, estaproteína es la
subunidad reguladora de la proteína quinasa A extraída de músculo bovino.
Transcurridoun períodode incubaciónen el que se alcanzael equilibrio, mediante
técnicassencillasesposible separarel nucleátidolibre del que está específicamente
ligado a la proteína.Cuanto mayorcantidadde radiactividadpermanezcaunida a la
proteína,signÁticaráque en el extractode partidahabíamenosnucleótidoque compite.
Comparandocon una serie de tubos en los que se añadiócantidadesconocidasde

(iMPe 6 AMPc patrón se puedeconocercon exactitud la cantidadde nucícótido
cíclico en e] extractocelular(Harpery Brooker, 1975).

Para estadeterminación,las células cromafinesse sembraronen multiplacasde 24
pocillos a una densidadde lO6cel/pocillo en 1 ml de medio de cultivo. 24 horasantes

del experimentose cambió el medio a las células por mio sin suero. El día del
experimento,se lesretiró el medio DMEM y selavaronlos pocillos 1 vezcon 500 pl
desolucióndeLocke:

SolucióndeLocke

Nací 140.0mM
K(2l 4.4 mM
(2a(21

2 2.5 mM
MgSO4 1.2 mM
KH2PO4 1.2 mM
NaHCO3 4.0 mM
Glucosa 5.6 mM
HEPES 10.0mM
pH 7.4
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A continuaciónsepreincubarondurante30 minutoscon el mismomedio.Dependiendo

del experimentoparticular, estemedio de preincubaciónconteníadiferentesagentes
cuyo efecto sequeríaestudiar.En algunasocasiones,en la preincubacióny también

durante el periodo de estimulación, al medio se añadió 3-isobutil- l-metilxantina
(IBMIX) a unaconcentraciónfinal de 0.5 mM con objeto de inhibir las fosfodiesterasas
y de esta manera aumentar la sensibilidad del ensayo. Durante el período de
estimulaciónlas células seincubaroncon los agentescuyo efecto sobrelos niveles

intracelularesde GMPc/AMPc se queria evaluar. Para terminar el periodo de
estimulaciónse aspiró el sobrenadante,se añadierona cadapocillo 300 pl de una
solución de ácidotricloroacético(TCA) al 6 % (p/v) y las células se rasparon.Esta
solución ácida precipita las proteínasy tras una centrifugación en MicrofUga, el
sobrenadanteconstituyeel extractodesproteinizado.Para evitar la precipitaciónde la
proteínade unión a GMIPc/AMIPc, estosextractosácidosseneutralizaronañadiendo
gotaa gotauna soluciónde 3 M KOlA, 1.5 M trietanolaminahidrocloruro(ThAI> hasta
quela mezclaalcanzóel pH neutrosegúnpapelindicador.

Ambosradioini¡nunoensayos(GMIPc/AMPc) serealizaronen un volumenfinal de 200
pí, queconteníalos siguientesvolúmenesde las diferentessoluciones(en pl):

RIA-GMPc ¡7H1-GMPc Tampón Patron Extracto Blanco Anticuerpo
NoGMPc 50 100 - - - 50

Patrones 50 - 100 - - 50

Blanco 50 - - - 100 50
Extracto 50 - - 100 - j 50

RIA-AMPc [3H]-AMPc Tampón Patrón Extracto Proteínade unión
NoAMPc 50 50 - - 100
Patrones 50 - 50 - 100
Blanco 50 150 - -

Extracto 50 - - 50 100

El blancode los ensayosconsistió,parael GMPc, en un tubo que en lugarde extracto
conteníauna proteínaque desplazabacompletamenteal GMIPc del anticuerpo.En el
casodel AMPc, al tubo blancono sele añadióproteínade unión. Unavezalcanzadoel
equilibrio, para separarel nucleótidoligado a proteinadel que se encuentralibre, para

el ensayode GMPcseprecipitó el anticuerpocon una soluciónde S0
4(NH4)2al 60 %

(p/vj). Tras una centrifugación en Microfliga el precipitadocondeneel [
3H]-GMPc

ligado al anticuerpo.Parael AMPc, a cadatubo se añadieron100 gí de una suspensión

de carbónactivo (charcoal).Estasuspensiónsólo escapazde unir el nucleótidolibre,

por tanto, tras una centrifugaciónen Microlhga, la radiactividaden el sobrenadante
refleja el valor de] [3HjJ-AMPcligado a la proteína de unión. La radiactividad se

detenninóen cuentasporminuto (cpm) con un contadorde centelleoliquido.

93
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El GMPc/AMPc contenido en los extractosse determinópor interpolaciónen rectas
construidastras linealización de curvas de calibrado obtenidascon los tubos “No

GMIPc!No AMPc” y los de lospatrones(conteniendode 03-8 pmol de GMPc ó 1-16
pmol de AMPc/tubo). En estasrectasserepresentanpmol de nucleótidocíclico/tubo
frentea Co/Cx siendoCo la radiactividaden cpmunida al anticuerpoo a la proteínade
unión en ausenciade (iMPe ó AMIPc no marcadoy Cx, el valor de radiactividadunida

al anticuerpoparacadaextractoproblema.
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Figura 3-RL. Calibración de las medidas de nudeátidoscíclicos. Ejemplos de rectas
de calibrado para ¡os ensayos de nucteótidos cíclicos QMPc y AMPc mediante
radioininunoensayo.

Tantolapreparaciónde los extractoscelularescomola incubacióncon el anticuerpoo

la proteínade unión serealizarona 40(2 en hielo paraevitar tanto la degradaciónde]
nucleótido cíclico como la desnaturalizacióntérmica de ambasproteínas.Además el
tampónen el quesellevó a cabocl radioimnunoensayoconteníaEDTA como quelante
de cationes divalentes (2a2~ y Mg2~ que son esencialespara la actividad de
fosfodiesterasasresidualesquepudieranhaberresistidoelprocesode extracción.

Ambos ensayos,tal como se realizaron,presentaronuna alta especificidadpara los
nucleótidoscíclicos ademásdeuna sensibilidadadecuadaparalas cantidadesde dichos
nucleótidospresentesen células cromafines. Aparte, estos métodos presentaron
ventajascon respectoa otros comoporejemplo,determinaciónporRPLC, en términos
derapidezy capacidaddeprocesarunnúmeromuy alto demuestras.

Determinación de actividad óxido nítrico sintasa

La actividadenzimática de óxido nítrico sintasa(NOS) se determmómidiendo la
conversiónde [3H]-arginunaen [3H]-citrulinade acuerdoal métododescritoporBredt
y Snyder(1990)adaptadoa célulasintactas.

RIA—GMF’c RIA—AMPe

0 2 4
GMPc Ipmel/tuboj
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Para estadeterminación,las células cromatinesse sembraronen multiplacasde 24
pocillos a una densidadde 1 O6cel/pocillo/ml. El día previo al experimentoel medio
DMEM queincluíasuerosecambióporuno sin suero.Parael experimento,las células
selavaron2 vecescon soluciónde Lockey sepreincubarondurante1 horaa 370C con
dicha soluciónen presenciao ausenciade 1 mM N0-nitro-L-arginuna-metil-ester(L-

NAME). Estamoléculaesun inhibidor específicode la actividadNOS. Esto significa
quede la conversión[3Hjj-argininaa [311]-citrulina,sólo aquellaque seasensiblea este
inhibidor puedeser consideradaprocedentede una enzimaNOS. En los últimos 20
minutos de preincubaciónse añadierona cadapocillo 200 pl de una solución de 5

jiCi/ml de L-[2.3,4,5-311]-arginina con objeto de marcarel “pool” intracelular de
arginina. A continuaciónlas células fueron estimuladascon los agentescuyo efecto
sobre la actividadNOS se quería estudiar. Tras este período de estimulación, el
sobrenadantede las células seaspiró y los pocillos se lavaron 2 vecescon 1 ml de
soluciónde Locke conteniendo1 mM L-citrulina. Una alta concentraciónde citrulina
en el medio extracelularhaceque el flujo

H
2N

Nli2~

H— N

H2N
O

HO

L-arginina

pI= 11.14

Figura 4-ITT.
isoeléctricosde
y citrulina.

H2N

u

H2N
O

HO

L-citrulina

pI= 5.92

Estructuras y puntos
los aminoácidos arginina

de cationesdebido a sus restosde ácido

de citrulina seadel exterior al interior de la

célula, por tanto, el propósito de añadir
citrulina a estasoluciónde lavado fue el

de evitar que la citrulina que se formó a
partir de la argininamarcadasalieseIbera
de la célula.

Inmediatamentedespuésdel lavado se
añadierona cadapocillo 300 pl de TCA
al 6 %. Las células se rasparony la

suspensiónse transfirió a tubos que
fueron centrifugadosen Microfbga. Los
sobrenadantes se neutralizaron con
soluciónKOlA/TEA y alícuotasde 200 ixl
fUeron mezcladascon 1 ml de resinade
intercambio iónico Dowex 50W. Esta
resina se preparó en forma sódica
comportándosecomo un intercambiador

suWónico (R-S03-). Puestoque la arginina
presentacarganetapositivaal pH en el que seequiibróla resma(20 mM I{EPES, 5

mlvi EDTA pH 6.0)y, porel contrario, la citrulina estápróximaacarganetacero,sólo
la argininaseretuvoenel lechode laresma.

Paraconfirmar que la resmautilizada reteníala arginina de maneraefectiva,patrones
de arginina,citrulina y mezclasde ambosa los queseles aplicó idénticoprotocoloque
a los extractoscelularesfueron analizadosmediantecromatografiaen capafina sobre
soportesde celulosacon una fuse móvil de butanol:acético:lA20(65:15:20) (y/y/y).
Estetipo de cromatografiacombinadacon el reveladode lasplacascon ninhidrinapara
visualizarlos aminoácidosdemostróque la resmaestabareteniendotoda la arginina,

mientrasquela citrulinano presentóningunaafinidadporel lechocromatográfico.



96 NO:GMPcencélulascromafinesbovinas

El experimentocontinnó con la centrifugación de la mezcla extracto-resinaen
Microfiuga para precipitar esta última. La radiactividad de una alicuota del
sobrenadanteconteniendosolamentecitrulina sedeterminóen un contadorde centelleo

liquido. Paranormalizar los resultadosde pocillo a pocillo, una alícuota de cada
extractoneutralizadoque representóla radiactividadtotal incorporadapor las células
también se analizó con el contador.La actividadNOS se expresócomo cantidadde

PUI-citrulina transformadaa partir de [3H]-argininay se asignóun valor de 100 % al
resultadoprocedentede los pocillos que fueron incubadosen estadobasaly sin L-

NAME.

Detección de la proteína quinasa dependiente de GMPc mediante

ininunotrausferencia

La proteína quinasa dependientede GMPc fue detectadamediante técnicas de

inmunotransferenciaempleandoun anticuerpocomercial(Calbiochem)generadofrente
a un péptidosintético de la región (2-terminal de la PKG 1. Estaregión se encuentra
tanto en la isoforma itt como en la ig por lo que dicho anticuerpo reconoce

específicamenteambasformasde la enzima(KeilbachetaL, 1992).

Para la preparaciónde las muestrascelulares, 25x106 células se homogeneizaron
mediantesonicación(Ultrasonie Ceil Disructor de Braun Labsonie)en 500 ~¡lde
tampón ¡50 mM Na(2l., 4 mM EDTA, 0.5 mM PMSF tamponadocon 20 mM Tris a

pH 7.4. (2on objeto de enriquecerel extracto celular en contenido soluble, el
homogenadose centrifugó a l3000xg durante 10 minutos a 40(2, recogiéndoseel
sobrenadante.Despuésde determinarla concentraciónde proteínas,tresvolúmenesde
extractocelular se mezclaroncon un volumen de una solución4 vecesconcentradadel
tampónde muestrasde electroforesis(concentracionesfinales: 10 % (y/y) glicerol, 5 %
(y/y) B-mercaptoetanol,3 % (p/v) dodedilsulfatosódico(SUS), 0.005 % (p/v) azul de
bromofenol,62.5 mM Tris-lACí pH 6.8). Con objeto de desnaturalizarlas proteínas,las
muestrassesometierona 1000(2durante5 minutosen un calentadoren multibloque.

El extractocelular se analizó medianteelectroforesisen gelesde poliacrilamida en

presencia de dodecilsulfato sóclico (Laemmli, 1970). Las muestrasproteicas se
aplicaron en pocillos de geles de 10 % (p/v) de acrilamida en un sistema de
electroforesismini-Protein II (Bio-Rad) y la electroforesisse desarrolló a 40C en
tampón0.1 % SUS, 200 mM glicocola,25 mM Tris PH 8.3, durante55 minutosa un
voltaje constantede 200 V. Uno de los pocillos del gel sereservóparauna mezclade

patronesproteicoscoloreadosdepesomolecularconocido.

Trasel procesoelectroforético,los gelesseequilibrarondurante10 minutosen tampón

de transferencia(glicocola 192 mM, metanol20 % (y/y), Tris 25 mM pH 8.3) y se
transfirieron a una membranade nitrocelulosa (equilibrada en e] mismo tampón)

durante2 horas(40(2) a una intensidadde 300 mA empleandoel sistemamini-Trans
Blot (Bio-Rad). Finalizadala transferencia,la membranase incubó durante 1 hora a
temperaturaambientecon tampónPBS conteniendo0.1 % (y/y) Tweén-20y 5 % leche
deslipidizada en polvo empleandoun agitador orbital. A continuación se incubé
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duranteaproximadamente15 horasa 40(2 con el anticuerpoprimario (anti-PKGItt y
1f3, 1:300) en tampónPBS + Tween-20+ leche.El excesode anticuerposelavó con el
mismotampóny, a continuación,se realizó la incubacióncon el anticuerposecundario
ligado a peroxidasa(anti-IgGHRP de conejo,1:1000).Estaincubaciónsellevó a cabo
durante1 hora a temperaturaambienteen el mismo tampón. El excesode anticuerpo

secundariose lavó con tampón PBS + Tween-20y la membranasereveló mediante
ECL (EnhancedChemiluminiscenceWestemblotting) siguiendolas instruccionesdel
suministrador(Aniersham).

Como controles positivos del experimento se utilizaron extractos citosólicos de
cerebelode ratay preparacionesde PKGla (Calbiochem).

La densidadde marcajeinniunorreactivose analizó con un DensitómetroMolecular

DynamicsempleandoelprogramalinageQuant.

Determinaciónde actividadde proteínaquinasadependientedeGMPc (1>1(G)

2 diferentestipos de ensayose utilizaron para determinaractividadesenzimáticasde
proteína quinasa dependientede GMPc, ambos basadosen la fosforilación de un
sustratoexógenoen presenciade [y-32P]-ATP.En el primerode losmétodosseutilizó

unapreparaciónparcialmentepurificadade la enzimaprocedentede la ftacción soluble
de células cromafines.El objeto de estetipo de ensayo tite poner de manifiesto la
presenciade la enzimaen estosextractossolubles.El segundode los métodosse
realizó con extractossolublessin posteriorpurificación procedentesde células que
fueron sometidasa tratamientosespecíficosy que para la determinaciónde PKG se
congelaronrápidamenteen N

2 liquido con objeto de preservarla actividadPKG en el
mismo estadode activaciónen el queseencontrabaen las célulasintactas.

Parala purificaciónparcial de PKG a partir de células cromafinesbovinassesiguió el
procedimientodescrito por Comwell y Lincoln (1989). Células cromafinesbovinas
mantenidasen suspensiónse lavaronpor centrifugación4 vecescon 5 ml de una

soluciónconteniendo135 mM NaCí, 5 mM KCl, 1 mM Mg%, 10 mM glucosa,0.025
% (p/v) albúmina de suerobovino, tamponadacon 20 mM HEPESa pH 7.4. Tras la
última centrifugación las células se resuspendieronen tampón de homogeneización
compuesto de 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, 15 mM B-mercaptoetanol,50 pg/ml
leupeptina,100 ~tM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) tamponadocon 20 mM

fosfato potásicoa plA 6.8. La homogeneizaciónse realizó en un sonicadorUltrasonic
CeIl Disructor (Braun Labsonic) ajustado a fuerza 4 durante 5 segundos. El

homogenadosecentrifugóa lOOOOxg durante30 mm a 40(2 y se obtuvo una fracción

solubley una fracciónpaniculada.El sedimentosedesechóy el sobrenadantesediluyó
10 vecesen tampónde homogeneizaciónsin NaCí (tampónPEM) y se aplicó a una
columnade 2 ml (1x3 cm)de DEAE-celulosapreviamenteequilibradaen el tampón.La
columnase lavó con 2.5 volúmenesde tampónPEM conteniendo0.1 mM AMPc con

objeto de eliminar el GMPc unido a la enzima PKG. Despuésde estetratamientola
columna se lavó de nuevo con 5 volúmenesde tampón [‘EM. La primera elución se
realizó con tampónPEM con 50 mM NaCí. Estasoluciónelimina prácticamentetoda
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la PKA detipo 1 retenidaen la columnay queconstituyela principal interferenciaen e]
ensayode fosforilación. La 2” elución se realizó con tampón PEM con 150 mM NaCí

con objeto de eluir la PKG. Las proteínasque eluyeron en esta 2~ elución se
concentraronpor centrifugación en un Centricon-30 a un volumen de 2 ml.
Posteriormente,seanalizóla concentraciónde proteínay estosextractosseutilizaron
despuésparael ensayodePKG.

El ensayode PKG serealizó en un volumen de 100 ~xlde una solución de 75 mM
acetatomagnésicotamponadacon 20 mM Tris-lACI aplA 7.5 conteniendocomodador

de fosfito 30 ~tM [y-32P]-ATP(200-300cpm/pmol) y como aceptoren la reacción
catalizadapor la enzimaPKG, lO pg de Histona F

2b. El efecto de diferentesagentes
sobrela actividad de PKG se estudióen presenciay ausenciade 2 gM SBr-GMPc
como activador de la quinasa.Las reaccionesde fosforilación se dispararoncon la
adición de la enzimasemipurificada(20 gg de proteina)y se incubó durante5 mm a
3QO(2~ La reaccionsetermmocon la adición de 2 ml de TCA al 5 % conteniendo10
mM H3P04y 2 mM ATP a 4

0C. La mezclasefiltró sobrefiltros WhatmanGF/C a los
que las proteínasprecipitadasseunieron. Estosfiltros fueron extensivamentelavados

con 5 ml/filtro de la anterior solución con objeto de eliminar la marca radiactivano
asociadaa proteinas,despuésse secarony su radiactividadtite determinadaen un

contadorde centelleoliquido.

Parala detenninaciónde PKG de acuerdoal 20 método se utilizaron tambiéncélulas

mantenidasen suspensión.Alícuotas de 5x106 de células sometidasa tratamientos
específicosdependiendodel experimentopanicular,secentrifugaron;el sobrenadante
se aspiró y el sedimentocelular se congeló inmediatamentepor inmersión en
liquido. Parael ensayode fosforilaciónestossedimentosse descongelaronpor adición
de unasoluciónde 200 ~uldc 1 mM EDTA, 15 mM B-tnercaptoetanol,lOO >.uM PMSF,
10 ~iM leupeptina tamponadacon 10 mlvi fosfato potásico a pH 6.8, y se

homogeneizaronpor sonicación.A continuación,estoshomogenadosse centrifugaron
para obtenerla fracción soluble conteniendola actividad de PKG. Se determinó la

cantidad de proteína en estos extractossolublesy alícuotasde 30 ití (60-70 ~ug
proteína)seutilizaron en el ensayode PKG. Estese realizó en las mismascondiciones
que pata el primer método con las excepcionessiguientes. Debido a que en estos
extractossin purificar estabapresentela PKA que podíainterferir en el ensayopor la
similitud en secuenciasdefosforilación entrePKA y PKG, la actividadde quinasaA se

inhibió añadiendoal medio de reacción el péptido inhibidor de dicha proteína IP
20-

amido a 50 nM concentraciónfinal. Como sustrato de la PKG se utilizó el
heptapéptidoRKRSRAE, mucho mejor sustratopara PKG que para PKA, a una

concentraciónde 10 pg/tubo. Parapararla reacciónuna alicuotade 50 pl sedepositó
sobreporcionescuadradas(2,5 cm x 2,5 cm) de papelWhatmanPSl (intercambiador

catiónico).Los filtros selavaronextensivamentecon 75 mM ácidofosfórico (4 veces
con 10 ml/filtro).
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La actividad de quinasa se expresó como pmol de 32P incorporado al sustrato por
minuto, paraelprimermétodo;o comoporcentajede actividadcomparadacon el valor

de unascélulasincubadasen condicionesbasalesen el casodel 20 método.

Inmunoprecipitación de tfrosina hidroxilasa

Para estudiar el grado de fosforilación de la enzima tirosina hidroxilasa (TlA,
EC.l.14.16.2) de células cromafines bovinas, se utilizó la técnica de marcaje
metabólicode las proteínascon [32P]~ortofosfhtoy análisispor inmunoprecipitaciónde
la radiactividad asociadaa tirosina hidroxilasa medianteelectroforesisy posterior
autorradiografla.

Para estosexperimentos,las células cromafines se sembraronen multiplacasde 24
pocillos a unadensidadde 106/pocillo/ml. Los pocillos selavaroncon 1 ml de solución
de Locke sin fosfato y despuéssepreincubaroncon 500 ~xIde esa misma solución
durante 1 hora. A continuación, las células se incubarondurante 1 hora con 0. 1

mCiipocillo de [32P]-ortofosfatoen soluciónde Locke sin fosfato (volumenfinal 200
pl). Laspreincubacionesespecificasparacadaexperimentoparticularse efectuaronen
esteperiodoy consistieronen añadirel agentea estudiarsu efecto en un volumen
concentradocon objetode no variarapreciablementeelvolumen final.

Trasestaincubación,las célulasse lavaron2 vecescon 1 ml de soluciónde Locke sin
fosfatoy seañadierondespués300 ¡1 de tampónde lisis a 40(2 conteniendodetergente
e inhibidoresde proteasasy de fosfatasas(ver composiciónen la siguientetabla).

Tampón de lisis

NonidetP40
Albúmina de suerobovino
Tris-HCí

1 % (y/y)
1 mg/ml

20 mM
pH 7.5

Inhibidores inespecificos
EGTA 4 mM

EDTA 10 mM
Inhibidores de fosfatasas
NaF 50 mM

Na
3VO4 lmM

Inhibidores de proteasas
PMSF
Leupeptina
Pepstatina

100 hg/ml
2 pg/ml
1 gxg/ml

Las células se rasparonen el tampón de lisis y se centrifugaron en Microfliga a

lOOOOxgdurante15 mm a 40(2• El sobrenadanteserecogióy con objetode disminuirla

unión inespecificaal anticuerposecundarioutilizado parala inmunoprecipitación,estos
sobrenadantesseincubarondurante 1 hora a 40(2 con dicho anticuerpo(anti-IgG de
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ratón generadoen cabray ligado a agarosa)a una dilución de 1:18. Posteriormente
estosextractossecentrifugaronen Microfliga a 200xg durante1 mm paraprecipitarel
anticuerpoligado a agarosay el sobrenadantese recogió para la incubacióncon el

anticuerpoprimario.

El sobrenadanteseseparóen alícuotasde 60-100 ití dependiendodel experimento y
dichasalicuotasse llevarona un volumenfinal de 200 pl al queseañadióel anticuerpo
primario (anticuerpomonoclonalfrentea tirosinabidroxilasageneradoen ratón)a una
dilución de 1:100. El control negativode estosexperimentosserealizó añadiendoa
tubos controlesIgG de ratón no antigénicaa la misma concentraciónque la anti-TH
presenteen los otrostubos. Estaincubaciónse realizó a 40(2 duranteaproximadamente
15 horas.

Despuésde eseperiodode incubaciónseañadióanti-IgGde ratóngeneradoen cabray

ligado a agarosapara una dilución final de 1:18 y seincubédurante1 hora a 40(2~

Posteriormentelos tubosse centrifUgaron,el sobrenadanteseaspiróy e] sedimentode
agarosaselavó 5 vecescon 1 ml de tampónde lisis pero sin inhibidoresni albúmina.
Finalmenteel sedimentosesolubilizó en 30 pl de tampón 10 % (y/y) glicerol, 5 %
(y/y) B-mercaptoetanol,3 % (p/v) dodecilsulfatosódico(SDS), 0.005 % (p/v) azul de
bromofenol,62.5 mM Tris-lACI plA 6.8. Con objetode desnaturalizarlasproteínaslos
tubos se sometierona 950(2 durante5 minutos en un calentadoren multibloque y
despuésse centrifugaronen Microfliga.

Los sobrenadantesfUeronanalizadosmedianteelecíroforesisen gelesdepoliacrilamida
en presenciade dodecilsulfatosódico (Laemmli, 1970). Las muestras(25 pl) se

aplicaronen pociflos de gelesde 10 % ív/v)deanñlamidadel sistemade electroforesis

mini-ProteinII (Bio-Rad)y la electroforesissedesauollóa 40(2 en tampón0. 1 % SUS,
200 mM glicocola, 25 mM Tris pH 8.3, manteniendoun voltaje constantede 200 V.
Uno de los pocillos del gel se reservó para una mezcla de patronesproteicos
coloreadosde pesomolecularconocido.La electroforesisse detuvocuandola banda
azuldebromofenolllegó al final del gel. Posteriormentelos gelesfUeronsecadosenun

secadorde gelesBio-Radmodelo 543.

La fosforilación de los geles se determinó mediante autorradiografla directa en
películasfotográficasHyperfllm-¡3maxde Ainershamexpuestasen el interior decasetes
paraautorradiografiade Amersham.La exposiciónduró entre4-6 diasdespuésde los
cualeslas películasfueron reveladasmanualmenteporinmersióndurante5 minutosen
solucionesdereveladory fijador.

En los autorradiogramasprocedentesde extractos incubadoscon anti-TH como
anticuerpoprimario tite perfectamentevisible una banda marcada(sólo ligeramente

marcadaen aquellostubos incubadoscon IgG normalde ratón) de pesomolecular
áOkDa, equivalenteal de la TH purificada (Kumer y Vrana, 1996). La densidadde
marcajeradiactivoseanalizóconun DensitómetroMolecular Dynamicsempleandoel
programalinageQuanty los resultadosse expresaroncomo porcentajede fosforilación

asignándoseun valor 100 % a célulasno estimuladaso preincubadascon agentes.
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Determinación de secreciónde catecolaminasde células cromafines

Paraestetipo de experimentos,lascélulasse sembraronen multiplacasde24 pocillos a
unadensidadde 0.5 ó 1x106 cel/pocillo/ml de mediode cultivo.

Para la determinaciónde catecolaminas,2 tipos de técnicasse han empleado: 1)
detección fluorométrica y 2) detección electroquímica. Aunque ambas técnicas

permitenel análisisdiferencialde adrenalina(A) y noradrenalina(NA), las dos aminas
mayoritariasliberadasporcélulascromafines,seutilizó la detecciónfluorométricapara
analizarlas catecolaminastotales(A±NA)y la detecciónelectroquímicaparael análisis
especificode cadauna de ellas. No obstante,en experimentospuntualesseutilizó la

detecciónelectroquímicaparadeterminarlas catecolaminastotales.

Adrenalina y noradrenalinason moléculascon propiedadesde óxido-reducciónque
puedendetectarsegraciasa estecomportamientoquímico. Las 2 técnicasusadasen
estetrabajode investigaciónexplotanestascaracteristicasredox.

El métodofluorométricose basaen la oxidaciónde las catecolaminasa sus derivados

fluorescentestrihidroxí indólicos(lutinas)(Elworthy, 1986).Estaoxidacióntienelugar
en presenciade oxidantescomo ferricianuroy las catecolaminasllevan rápidamentea
cabouna ciclación dandolugar a las formasadrenocromo.Estasformasadrenocromo
o noradrenocromo,tras el tratamientocon una basefuertese isomerizany forman 1-
metil-3,5,6-trihidroxi indol (adrenolutina)ó 3,5,6-trihidroxi indol (noradrenolutina),

respectivamente.

HO OH
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Las lutinas fluorescentesson compuestosmuy inestablesque rápidamentepodrían
oxidarsedandolugara derivadosno fluorescentes.La adición de ácidoascórbicojunto
con la base fuerte estabiliza la fluorescencia alargando la vida de las lutinas
fluorescentes.El protocoloexperimentala describirtieneen cuentaestascaracterísticas
reactivas.

Para esteexperimento,las células se lavaron 2 vecescon solución de Locke y se
preincubarondurante30 mm en esa misma solución. Dependiendodel experimento

panicularlas célulasfueronpreincubadascon determinadosagentesprevio al periodo
de estimulación.La estimulaciónse realizó en un volumen final de 200 pl de solución
de Locke conteniendoel compuestoa estudiarsu efecto sobrela secreción.Tras el

periodode estimulaciónel medio extracelularconteniendolas catecolaminasliberadas
setransfirió a tubosEppendorfpreenfliadosa40(2 y sobrelas célulasseañadieron300

gí de 10 % (y/y) ácido acético. Las células se rasparon en esa solución y se
centrifUgaron en Microflhga obteniéndose un sobrenadante que contenia las

catecolaminasno liberadaspor las células. Las medidasse realizaronen cubetaspara
fluorescenciaque contenían100 pl de medio extracelularó 10 pl del sobrenadante
procedentede las catecolaminasno liberadas(en estecasoseigualó a un volumen de
100 pl con soluciónde Locke).A lascubetasseañadieron50 pl de tampónfosfato (6
gM (2uSO4, 0.2 M Nal%P04pH 7.0). La oxidación se disparó añadiendo50 pl de
oxidante2 mM K3Fe(CN)6y la reacciónsedetuvoa los 5 minutosexactoscon 500 pl
de una solución conteniendo 1 N KOlA y 8 mg/ml ascorbato. Las cubetassedejaron
reposaral menos5 min y se midió la fluorescenciade las mismas excitandoa una
longitud de ondade 410 mn, registrándosela emisióna 520 mm

900

750

2 600
4”
u
~ 450
u
4~
~ 300
=
Ii-

150

o
0 1 2 3

Adrenalina mmcl!

Figura 6-IB. Ejemplo de recta de calibrado para la
determinación de catecolaminas mediante el método
fluoroniétrico.
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Paraconocerla cantidadde catecolaniinaspresentestanto en el medio extracelular
como la quepermanecióen el interior de las célulastras el periodode estimulación,las
medidasobtenidasse compararonconvaloresobtenidosparauna seriede cubetascon
cantidadescrecientesde adrenalinapatróna las que se sometió a idénticoprotocolo

quea las muestrascelulares.Paraestefin seconstruyóunarectade calibradode rango

0.5-5nniol de adrenalina.Comopuedeverseen el ejemplode rectapatrón,dentrode
ese rango se cumplió una perfectalinealidady las catecolaminasen las muestrasse
determinaronpor interpolaciónen dicharecta.

Como se ha comentadoanteriormente,estemétodo también permite el análisis de
mezclasde adrenalinay noradrenalina.Esto es posible ya que ambasmoléculasse
oxidan en diferentesrangosde pH dandocompuestosfluorescentescon ligeramente
diferentesespectrosde emisión. En las condicionesen que seusó en estetrabajo de
investigación,estatécnicapermitela medidapreferencialde adrenalina.Estehechose

escogió así debido a que la amina mayoritaria en células cromafinesbovinases la
adrenalina.Sin embargo,cuandosequisieronanalizarde maneraespecíficacadauna de
las catecolaminas,se usó el 20 método: cromatografialiquida de alta presión (HPLC)
acopladaa detecciónelectroquímica.

Paralasmedidasrealizadasmedianteestesegundométodo,el protocoloexperimental
hastael periodo de estimulaciónde las células fUe el mismo que para el método
fluorimétrico. El resto del experimentoconsistió en mezclaruna alicuota del medio
extracelularconteniendolas catecolaminassecretadascon una solución acidica de
perclórico/metabisulflto/EDTApara dar una concentraciónfinal de 0.2 N lAC104, 0.5

mM metabisúlfitosódicoy 0.45 niM EDTA. Así mismo, las célulasserasparonen 300

pl de esa misma solución. A diferencia del método fluorométrico en el que las
determinacionesdebieronhacerseinmediatamentedespuésde la obtención de las
muestrascelularescon objeto de evitar la oxidación espontáneade las aminas, las
muestrasen solución ácida de perclórico/metabisulflto/EDTAson establesbastante
tiempo. Posteriormente,tanto las muestrasprocedentesdel medio extracelularcomo
las de los pocillos, se centrifugarony los sobrenadantesfueron diluidos teniendoen
cuenta la sensibilidad del detector electroquímico con la misma solución ácida
conteniendo3,4-dihidroxibenzilamina(DHBA) como estándarinterno (usualmente
dilución 1:2 paralascatecolaminassecretadasy 1:20 paralascatecolaminastotales).

Estasmuestras(10 ~±l/inyección)fueron posteriormenteanalizadaspor HIPL(2 en táse
reversaen un sistemaalimentadopor una bombaSpectraPhysicsSP 8800 trabajando
en modo isocráticocon una fÉe móvil de 25 mM ácido cítrico, 25 mM Na2HPO3,5

pM EDTA, 0.12 mM ácido octanosulfónico,pH 3.4 ajustadocon fosfórico; a una
velocidadde flujo de 1.2 milmin. La faseestacionariafUe una columnaL(2-18-DB (15
cm x 4.6 mm, 5-pm) de Supelco,especialmentepreparadapara separarcompuestos
orgánicosbásicos.El efluente de la columna se monitorizópor oxidación sobreun
ánodo de grafito de un detectorelectroquímicoMetrohm 641 VA ajustado a un

potencialde +0.8 V y a una sensibilidadde 50 nA. La oxidaciónde las catecolaminas
generóunacorrientemedibley proporcionala la concentraciónde las mismas.La señal
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seenvió a un integradormodelo Chromjet de SpectraPhysicsque analizó los picos

comounidadesdeárea.Un ejemplode cromatogramase muestraen la siguientefigura
junto conlas estructurasde las 3 aminas.

HO CH2NII2
A-

SN

HO

DHBA
3,4-dihidroxibenzilamina

HO CHOH-CH,-NH-R
A-

Rif, Noradrenalina
HO

R:CH,, Adrenalina

u i ¡ ¡ u i

Tiempo de Retendón(3 minldivisíón)

Figura 7-11111. Aañlisis diferencial de catecolaminas por RPLC acoplada a
detección electroquímica. Ejemplo de cromatograma procedente de células
cromafines mostrando los picos de adrenalina y noradrenalina junto con el
estándarinternodihidroxibenzilamina.Lasestructurasde las 3 aminas también se
muestran

Lasunidadesde áreade lospicos de A y NA setransformaronen ng comparandocon

lasunidadesde áreadel estándarinternode DHBA asumiendoque los 3 compuestos
(A, NA y DlABA) producencorrientesequivalentes/ng de amina

En experimentospuntuales la suma de A+NA se analizó mediante detección

electroquímica.En este caso, los sobrenadantesobtenidosdespuésdel período de
estimulaciónse analizaroncon un sistemasimilar al descritoanteriormentepero en

ausenciade columnade separación.Portanto, la corrientegeneradaen el electrodo
procedíade la mezclaA+NA. Esta corrientesetransformóen nniol de catecolaminas
porcomparacióncon inyeccionesde adrenalinapatrón.

La secreciónde catecolaminas(tanto paraA, NA ó la suma de ambas)se expreso

como porcentaje de catecolaminasliberadas respecto del total de las mismas,
considerándoseel total la sumade las liberadasal medio y las quepennanecieronen las

células. Estaforma de expresarlos resultadospermitió la normalizaciónde cultivo a

A

BRIBA

NA
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cultivo ya que,mientrasla cantidadde catecolaminaspresentesen las célulaspresento

una cierta variabilidad, no ocurrió lo mismo con el porcentajede secrecióncon un
estímuloy un tiempodeterminados(ver capítuloResultados).

Determinación de la concentraciónde calcio citosólico

La determinaciónde la concentraciónde calcio libre citosólico [(2a2~]ise realizó

empleandoFura-2como indicador fluorescente(Grynkiewiczel al., 1985; Castroel
al., 1992).

Este indicador fluorescentepertenecea una familia de compuestoscuya estructura

tiene comobasela moléculade EGTA a la cual se han añadidodiferentesgrupos
cromóforos. La intensidad de fluorescenciadel Fura-2 aumenta a medida que el
compuestoliga Ca2~al mismotiempo queel espectrode excitaciónsedesplazaal azul,
cambiandola longitudde ondadel máximode~370 nni a unos340 nm.
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Figura 8-IB. Espectro de excitación de Fura-2 en presencia de
diferentes concentraciones de calcio libre. Adaptado de
“lAandbook of fluorescent probos and researchchemicals” R.P.
Haugland,MolecularProbes,1992.

Para monitorizar la [Ca2~]i,la sondadebeacumularseen el interior de la célula. Como

se apreciaen su estructura,el Fura-2estácargadonegativamentelo que impide a la
moléculaatravesarla membranaplasmática.Parasolventaresteproblema,seemplean

derivados éster acetoximetio del Fura-2 (Fura-2/AM). Estos derivados son
liposolublesy atraviesant7acilmentela membranaplasmática.Unavez en el interior de
la célula, los enlaceséster son hidrolizadospor esterasasintracelularesliberando el
Fura-2 activo, que permaneceatrapadoen el interior debidoa sus cargasnegativaslo

quefacilita suacumulaciónintracelular(Tsien, 1981).

300 350 400
Longitud de onda (nm)
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Los experimentosserealizaronconcélulascromafinesmantenidasen suspensióna 40(2

Las células se atemperarona 370(2 y se lavaron 2 vecespor centrifugacióna baja
velocidadcon soluciónde Locke. Posteriormentelas células seresuspendieronen el

mismomedio conteniendo1 mg/ml de albúminade suerobovino y 2.5 HM Fura-2¡AM

y seincubaronen estemedio durante30 mm a 370(2~ A continuaciónlas célulasfueron
lavadaspor centrifugaciónpara eliminar la sondaextracelulare incubadasen solución
Lockehastael experimento.Cuandolas célulassepreincubaroncon agentesa estudiar
su efecto sobrela [Ca2~]i,dichaspreincubacionesse realizaronduranteesteperiodo.
En estoscasos,células control sepreincubaronpor el mismo espaciode tiempo con
solución de Locke. Despuésse volvieron a lavar por centrifugación y fueron
resuspendidasen medio fresco (1.5 mk 106 ccl) y transferidasa cubetaspara la
determinaciónfluorométrica.
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Figura 9-RL Estructuras de EGTA y Fura-2.

La fluorescenciacelular debida al Fura-2 se analizó de manera continua con un

espectrofluorlinetro Perkin-Ehner LS-SOR dotado de agitación continua y
termostatizacióna 370(2 La sonda fluorescente se excitó a 340 mn y se registró la
emisión a 510 mu. El ensayoconsistióen registrarduranteaproximadamente1-2 mm el
nivel de fluorescenciabasaly, a continuación,añadirlos diferentesagentesa estudiar

su efecto sobrela [Ca
2~]i.Estosagentesse añadierona la cubetamediantejeringas

Hamilton a partir de solucionesal menos 100 vecesconcentradascon objeto de evitar
variacionesconsiderablesen el volumen de la cubeta.Al término de cadaexperimento

individual,las célulasselisaron con 0.4 % (y/y) Triton X-l00 a fin de saturarel Fura-2
con el calcio extracelular,obteniéndosela señalmáxima(Emax),y posteriormentese

añadióEGTA 7.5 mM en un medio alcalinizadocon Tris paraquelarel Ca»y obtener
así la señalmínima(Fmin).
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Figura 10-IB. Calibración de la señal fluorescentede Fura-2 en ICafli.
A) Registro de fluorescenciacruda mostrando las diferentes adiciones
efectuadas.E) El mismo registro que en A despuésde efectuar la
calibración.

La concentraciónde(2a2~ citosólicofue calculadaapartirdelvalor de fluorescencia(F)

segúnla siguienteecuación,asunnendoun valor de constantede disociación(Kd) para
el complejoCa2~-Fura-2de 224 nM: (Grynkiewiczet al., 1985):

[a2ji= Kd(F-Fmin

)

Determinacióndel potencialdemembrana

Los cambiosen el potencialde membranase estudiaroncon la sondafluorescente
bisoxonol(Kitayamaet aL, 1990).Aunquela mayorpartede los estudiosdel potencial
de membrana se han realizado empleando microelectrodos, el uso de sondas
indicadorasdel potencialde membranaesun método eficaz que evita la necesidadde
poner a punto técnicaselectrofisiológicas.Además,la eficacia de estassondasse ha
puesto de manifiestoen preparacionesen las que los microelectrodosno se pueden

emplear,como,porejemplo,orgánulossubcelulareso célulasmuypequeñas.

La sondabisoxonolesun anión lipofilico que permealibrementela membranay cuya
distribución a ambos lados de la membrana dependedel potencial. Cuando la
membranase despolarizapermiteel pasode una mayorcantidadde sondaa su través.

En el interior de las células la sonda se une a proteínasintracelularesy aumenta
considerablementesu fluorescencia.Este es un procesorelativamentelento y, por

t
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tanto, los resultadosque se puedenobtenersólo son un reflejo cualitativo de las
vanacionesdelpotencialdemembrana.

Para estetipo de experimentoslas células se mantuvieron en suspensióna 4X.
Después se atemperarona 370C y se lavaron 2 veces por centrifugación. A
continuaciónfueronpreincubadasen soluciónde Locke en presenciao ausenciade los

diferentesagentesa estudiarsuefectosobreel potencialde membrana.Posteriormente
se resuspendieronen medio fresco(1.5 ml= 2x106 cel) y fuerontransferidasa cubetas

parala determinaciónfluorométrica.

Como en el ensayo de Fura-2 la fluorescenciaseregistró de maneracontinua en un

espectrofluorímetroPerkin-Elmerdotadode agitacióny termostatizacióna 37O(2~ Las
longitudes de onda de excitación y de emisión fueron 485 nin y 515 nm,
respectivamente.El ensayoconsistióen registrarduranteaproximadamente1-2 mm la
autofluorescenciade las células. A continuaciónse añadió la sondabisoxonol para
obteneruna concentraciónfinal de 200 nM. La adición de la sondaprodujo un
mcrementoconsiderablede la fluorescenciaquerequirió irnos3-5 mm paramantenerse
estable.Unavezestabilizadoseañadieronlos diferentesagentes.

Aunqueesposiblecalibrarla señalfluorescenteen unidadesdevoltajeañadiendoa las
células diferentesconcentracionesde K(2l y calculandoel potencialde acuerdoa la

ecuaciónde Nernst,los resultadosque semuestranen estetrabajode investigaciónse
expresaroncomovaloresde fluorescencianormalizados(F/Fo) que son muy útiles en
ténninosde comparaciónentrediferentesregistros.Paraestanormalización,el registro
completo se divide por el valor de fluorescenciaprevio a la adición del agente
despolarizante.
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Figura 11-IB. Determinacióndel potencialde membrana.A) Registro
de fluorescenciacruda que muestralas adiciones de la sonda y del
despolarizante. B) El mismo registro que en A después de la
nonTializaclon.
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Análisis dc datos

Los resultadospresentadosen estetrabajode investigacióncoaespondena un mínimo
de tres experimentosrealizadosen duplicado o triplicado y obtenidosa partir de, al
menos, dospreparacionesdistintas de células. Los valoresindicadosen el texto o
presentadosen los gráficosrepresentane] valor medio + la desviaciónestándarde la

muestradevaloresexperimentales.

Las calibracionesde los experimentosde iFura-2y lasnormalizacionesdel potencialde
membrana serealizaron con el programaGraji cal diseñadopor el Dr. EnriqueCastro.

Las comparacionesentrepares de valoresmediosse realizaronpor medio de una
pruebat de Student.Lascurvasconcentración-respuestaparaobtenervaloresde EC50
ó 1C50 seajustarona un modelo sigmoidalde la forma logaritmo de la concentración
frente a la respuesta.Cuandose estudióen detallela caída exponencialde la [Ca

2fli
hastael nivel basaldespuésde un pico, estarecuperaciónseajustó a una ecuación
monoexponencialde 10 orden y los valores de tu2 se calcularona partir de esta
ecuación. Tanto para estos ajustes como para la propia realización de los gráficos
presentadosen estetrabajo se utilizó el programa Figure Processorque emplea el
ajustadorde ecuacionesParameterFitter (Biosoft).
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1. LAS CÉLULAS CROMAFINIES BOVINAS EN CULTIVO: UN MODELO

NEUROSECRETOR

El procesodeobtencióny purificación

Exceptuandola zonade la venamedularcentraly susvasostributariosasociados,los

cualescontienencélulas musculareslisas y otros elementosde tejido conectivo; la
médula adrenalestáformadapor un parénquimaendocrinoque contienelas células
cromafinesy un estromacaracterizadoporuna red capilarformadacasiexclusivamente

por tejido endotelialfenestrado.La mitad de la poblacióncelular de la médulaadrenal
estáconstituidasegúnestimacionespor célulasno cromafines.Entre éstasestánlas
células ganglionares,fibras nerviosas,fibroblastosy célulasendoteliales,siendo estas
últimasel tipo celularno cromafinmayoritario(Kobayashiy Coupland,1993).Poresta
razón, cualquierprocesode obtencióny purificación de célulascromafinestiene que
teneren cuentaestasconsideraciones.

Lascaracterísticasdel procesode obtencióny purificaciónutilizado en estetrabajode
investigacióntienen comoobjeto obtenerpreparacionesde célulascromafinescon una

alta purezay, al mismotiempo,con un rendimientoóptimo.

En primer lugar, la perfusión de las glándulasen sentido retrógradopermite que la

acción primaria de la colagenasautilizada para digerir el tejido tenga lugar en la
médula. Manejandocon cuidadoel tiempo de perfusión con dicha enzima esposible
conseguirla digestiónparcial de la médula(que pasaa serunapapilla viscosa)y dejar
completamenteintactala corteza.Estehechoresulta clave para asegurarun cultivo
libre de célulascorticales.Con los lotes de colagenasausadosel tiempo óptimo fue

aproximadamentede 1 hora.

En segundolugar y debido a que sólo la mitad de las célulasobtenidasa partir de la
méduladigerida son cromañnes,esesencialla elecciónde un método de purificación

adecuado.Aunquemuchosinvestigadoresquetrabajancon célulascromafinesbovinas
prefierenusarun gradientede Percoilen la etapade purificación,parala realizaciónde

estetrabajo seha usadoun gradientede urografina.En repetidosexperimentoseste
tipo degradientesehamostradomuchomás eficazparala purificación de las células.
Estegradientepresentala ventajaadicionalde que la franja del gradienteque contiene
las célulascromafinesesmuchomásnitida que en el gradientede Percoil, y además,a
diferenciade éste,estáprácticamentelibre de fragmentossubcelularesy agregadosde

colágeno.Puedeconsiderarse,portanto, unmétodomáslimpio.
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LÁMINA 1

Figura 1-TV. Cultivo de célulascromafinesbovinas.Micrografias
realizadasbajocontrastede fasesde célulasprocedentesdel mismo
cultivo antes(A) y después(B) de incubacióncon el coloranterojo
neutro. La magnificaciónes de unas 200 veces.En 13 las escasas
célulasno teñidasrepresentancélulasendoteliales.

Figura2-TV. Célulascroinafinesadrenérgicasy noradrenérgicas.
Estudiosde inmunofluorescenciade doble marcajede TH y PNMT
en un cultivo de células cromafines bovinas fijadas en
acetona/metanol(ver Métodos).A) Células en contrastede fasesson
indistinguiblesentérminos dela aminaque contienen.13) Las células
positivasfrentea anti-TI-l soncatecolaminérgicas.(C) TH- y PNMT-
positivas son adrenérgicasmientras que aquellaspositivas frente a
TH pero negativasfrente a PNMT son noradrenérgicas(la flecha
indica la posicióndeuna de ellas). La magnificaciónes de unas300
veces.La fluorescenciaen 13 y C semuestraenforma invertida.En A
es posible ver “células” no marcadas con 11-1, éstas pueden
representaro bien células endoteliales, o bien artefactos de la
preparación/fijación.
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En cuanto al rendimiento,con el método empleadose obtuvieron unos 22 + 10
millones de células/glándula(valor mínimo 6 y máximo 49, en millonesde células)con
unapurezaen croinafines>95% en la inmensamayoríadelos cultivos. La médulade

una glándula adrenal bovina puede contener según autoresaproximadamente500
millones de célulascroinafines(Phillips, 1982), lo que suponeun rendimientomenor
del 5 %. De éstosededucefácilmenteque el tejido bovino esespecialmenteindicado
parala obtenciónde estascélulasya que, a pesarde estebajo rendimiento,esposible

obtenerel alto númerode célulasque usualmenteserequiereparaefectuarestudios
bioquímicos.

Composicióndel cultivo

La figura 1 muestracélulascromafinesen cultivo fotografiadas72 horasdespuésdel
sembradode las unsmas. Bajo contraste de fases,estascélulaspresentanciertas

característicasinequivocascomo son su forma redondeadacon un halo brillante y su
tendenciaa agregarseentresi en gruposde hastavariasdecenasde células(Fig. lA).

Muchosautoreshandescritoque conel tiempo en cultivo estascélulastiendenaemitir
prolongacionesen forma de neuritas(Unsicker et al., 1980). Debido a que en este

trabajolas célulasno seusaronmásallá del 5~ día en cultivo, estascélulasno presentan
estossignosde diferenciación,segúnsemuestraclaramenteen las fotograflas.

La figura lB muestracélulas del mismo cultivo pero despuésde una tinción con el
coloranterojo neutro.Aunqueestecoloranteno esespecíficode célulascromafines,la

tinción con rojo neutro puedeutilizarse como criterio de purezaya que no tiñe las
célulascontaminantes(endoteliales).

Estudiosmorfológicos indican que las catecolaminasadrenalinay noradrenalinase
almacenanen distintascélulasen la médulaadrenal(Hillarp y Hókfelt, 1953; Eranko,
1955).La diferenciaprincipal entrecélulasadrenérgicasy noradrenérgicasradicaen la
presencia o ausencia de la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa(PNMT),
responsablede la metilación de la noradirenalinaa adrenalina;no obstante,cienos
estudiosapuntana que existenotras característicasdiferencialesentre ambostipos
celulares(Núñezet aL, 1995).

Las células adrenérgicasy noradrenérgicasno puedendistinguirse bajo contrastede
fases,pero sí son distinguiblesmediantedeteccióninmunofluorescentede las enzimas

tirosina bidroxilasa (Tl-l) y PNMT según se muestra en la figura 2. El marcaje
especifico con anticuerposfrente a TH (Fig. 2B) marca aquellas células que son
cromafines,mientrasque el anticuerpoanti-PNMT (Fig. 2C) solamentelas que son

adrenérgicas.

Estos estudios de ininunofluorescenciaTH/PNMT permiten una estimación del
porcentajede células adrenérgicas/noradrenérgicaspor contaje de las mismas.Este
porcentajetambiénpuedeobtenersemediantedetenninaciónporHPLC de la cantidad

de adrenalinay noradrenalinacontenidaen las células. Como puedeapreciarseen la
figura 3, existeunabuenacorrelaciónentrelos porcentajesde célulasadrenérgicas(A)
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y noradrenérgicas (NA) estimados mediante inniunocitoquímica y mediante
determinaciónporHPLC. Aunquela proporciónde célulasA/NA presentavariaciones

de cultivo a cultivo, la poblaciónadrenérgicaconstituyenormalmentealrededorde un
80-85% de las células.

Figura 3-1V. Células adrenérgicas y
90 - noradrenérgicasen el cultivo de cromafines.

Estimación del porcentaje mediante estudios- inniunocitoquimicos y por determinación de
catecolaminaspor BLPLC. El panel Inmunomuestra

~ 60 el porcentaje de células adrenérgicas (A) y

2 noradrenérgicas(NA) estimadomediantecontaje de
las células en estudiosinniunocitoquinucosde doble

— — marcaje--TI=iJPNMT--segunse descnbeeaHFigw2xEl

Mi U panelHPLC muestrael contenidoporcentualde cada
15 MM Ma amina (A: adrenalinay NA: noradrenalina)estimado

•• medianteseparaciónpor HPLC acopladaa detección

o E.U U.U electroquímica según se describeen la sección de
A MA A MA Métodos
Inmuno HPLC

Entreespeciesexistetambiénunagrandiversidadenlosnivelesrelativosde célulasA y
NA. Así, por ejemplo,en el cerdolas células adrenérgicasconstituyenun 30 % del
total (Kong et aL, 1989), en el gato el valor aumentabastaun 50 % y en la glándula
bovina intacta se ha descrito un valor de aproximadamenteun 65 % (Moro et aL,
1991), que difiere considerablementedel valor obtenido para células en cultivo.
Aunque, como se ha comentadoanteriormente,existe una relativa variabilidad de
cultivo a cultivo quepodría explicarestadiscrepancia;no esdescartablequeel método
de purificación utilizado resulte en un enriquecimento del cultivo en células

adrenérgicas.

Actividad fisiológica delascélulascromafinesen cultivo

Con objeto de validar el cultivo de célulascromafinescomo modelo neurosecretores

necesariollevar a cabo un estudiodetalladode los parámetroscaracterísticosde la
respuestasecretora.

Como parámetrosrepresentativosde la neurosecreciónse midieron la liberación de
catecolaminasy tambiénlasvariacionesen la [Ca2~]iy en el potencialde membranaen

respuestaal secretagogofisiológico acetilcolina (Ach) y al agentedespolarizante

cloruropotásico(KCI).

La figura 4 muestrael efectosobreestostresparámetrosde la estimulaciónde células
cromatinescon Ach, KCl y basalen función del tiempo. Ambasmoléculasproducen
incrementosmuy significativos(comparandocon célulasen estadobasal)tanto de las
catecolaminasliberadasal mediocomo dela [Ct]i y del potencialde membrana.
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Estosefectosmediadospor Ach y KCl son dependientesde la dosisempleadapara
estimularlas célulassegúnsemuestraen la figura 5. Los valoresde EC50 para Ach
fueron 30.98±2.48 ~tMpara secreciónde catecolaminas,14.69±0.90 kIM para el
incrementodelcalcio citosólicoy 7.39±1.20 itM parael potencialde membrana(Fig.
SA). Con KC1 como secretagogolos valoresestimadosa partir de la figura 5B fueron
25 mM parasecreciónde catecolaminas,12 mM paracalcioy 18 mM parapotencialde

membrana.

Segúnse muestraen la figura 4, los tresparámetrospresentandiferentescinéticasque

dependentanto de la propia respuestade las células como del método de medida
empleado.Ambos secretagogosproducenuna despolarizaciónque puededetectarse
midiendola variación en la fluorescenciade la sondabisoxonol.No obstante,debidoa
la lenta distribuciónde la sondaen respuestaa la despolarización,la fluorescenciano
refleja fielmenteen el tiempolasvariacionesen elpotencialdemembrana.

Comopuedeapreciarseen estasmedidas,Ach produceuna respuestade potencialmás
pequeñaqueKCl. Esto esdebidoal mecanismopor el cualambasmoléculasinducenla
despolarizaciónde las células. Mediantemedidasde “patch-clamp”seha demostrado
queAch produceuna rápidadespolarizaciónseguidade una descargade potencialesde
acción. En una población de células ésto significa que en un momento dado habrá
simultáneamentecélulas despolarizadasy polarizadas,es decir, en promedio la
variaciónen elpotencialde membranaesmenorque si todasestuviesendespolarizadas.

Por el contrario, KCI produceuna despolarizaciónpermanenteque, por tanto, se
refleja en un valor mayor de fluorescenciaprocedentede la sondabisoxonol (Douglas
e/aL, 1967a;1967b;Bialese aL, 1976).

Las medidasde [Ca
2fli y de catecolaminasliberadasal medio extracelularpermiten

obteneruna estimaciónmás fiel en el tiempo de estosparámetrosaunquetambién
presentanlimitacionestécnicas.Así, durantela respuestasecretorael citosol de las

célulasno presentauna [Ca2ji homogéneasino que existenzonasen las que el calcio
citosólico aumentaconsiderablemente(las zonaspróximasa los canalesde calcio) y

otras zonasen las que el incrementoes menor o no se produce(Burgoyneet aL,
1989a). La determinaciónmediantela sondafijra-2, tal y como seha usadoen este
trabajo,no discrimina entreestaszonasy sólo permiteobteneruna [Ca2~]ique esun
promedio de toda la célula. A pesar de estaslimitaciones, el estudio del calcio
citosólicomediantefiura-2 esuna técnicamuy utilizada que,bien empleada,ofreceuna
estimaciónmuy verazde las variacionesde la [Ca2ji que experimentanlas células.
Bajo estascondicionesexperimentalesla [Ca2~]ibasalestimadaen células cromafines
esde aproximadamente100 nM. Ach produceuna respuestade calcio en forma de un

pico transitorio inicial hastaunvalor cercanoa 1 ~iMy despuésla [Ca2~]idisminuye

hastaun valor de meseta.KCI 30 mM presentae] mismo patrónde respuestapero el
pico transitorioesmuchomenosagudoy el valor de mesetaal que tiendela [Ca2ii es
másalto que cuandoseestimulacon Ach.
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Figura 4-1V. Respuestasde secreción de catecolaminás, calcio citosólico y
potencial de membranaa los secretagogosacetilcolina y doruro potasico.
Células cromafinesbovinas en cultivo frieron incubadascon acetilcolina 50 jtM
(panel A, secreción;panel 13, calcio; panel C, potencial) ó KCI 30 mM (D,
secreción;E, calcio, F, potencial)y se midieron ¡os citadosparámetrosen función
del tiemposegúnsedescribeen la secciónMétodos.
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Figura 5-1V. Dosis-dependenciade las respuestasde secreción de
catecolanninas, calcio citosólico y potencial de membrana a los
secretagogosacetilcolina y cloruro potásico. Células cromafines
bovinasen cultivo frieron incubadascon diferentesdosisde acetilcolina
(A) o de KCI (13) y los parámetrosde secreciónde catecolaminas
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Un millón de células cromafinesbovinas en cultivo contienenen promedio 130.65 +

5.68 mnol de catecolaminas.Cuandolas células se estimulancon Ach y KCI, estos
secretagogosproducenuna acumulacióndecatecolaminasen el medioextracehilarque
sigueuna cinética lineal hastaaproximadamente2-5 minutos para ir ralentizándose

posteriormente.A los 5 minutosde incubacióncon acetilcolina las célulasliberan al
medio un 15 % de sus catecolaminastotales. Aunque Acb no produce la
despolarizaciónsostenidaque produce KCI, merece la pena destacarque ambas

moléculasproducensimilaresincrementosen la concentraciónde calcio citosólico e
incluso Ach producemayor secreción.Tal y coma se ha comentadoen el capitulo de
Introducción,estehechopodríaindicar quela entradade calcio inducidaporAch está

acopladamáseficientementeal procesosecretor.

Teniendo en cuenta todos estos resultados,para la mayoría de los experimentos
realizadosen estetrabajode investigaciónse eligieronconcentracionesde Ach y KCI

de 50 pM y 30 mM, respectivamente,las cualespuedenser consideradascondiciones
elevadasde estimulación.Por otro lado, en algunosexperimentos,se usaroncomo

estímulos más suaves concentracionesde Acb y KCI de 20 ~.tMy 15 mM,
respectivamente.

En lo que serefiere a secrecióndecatecolaminas,seeligió un tiempo de estimulación
de dosminutos, ya que si bien las catecolaminasacumuladasen el medio extracelular
no alcanzabansu valor máximo, seconseguíaminimizar de estamaneralas posibles

influenciasde otrosfenómenosdistintosalprocesosecretoTcomola recaptaciónde las
catecolaminas,el transportede vesículasa la membranao el posible efecto de los
productossecretadossobrela propia secreciónactuando,segúnseha descrito,a través

de autorreceptoresinhibitorios (Doupniky Pun, 1993).

De igual manera,para cuantificar las medidasde calcio intracelular semidieron las
variacionesen la [Ca2~]idesdeel nivel basalhasta el pico transitorio ya que este
incrementoen la [Ca2~jirefleja de maneramásprecisala entradade calcio asociadaal

procesosecretor.

Como conclusión, a partir de estos resultadosse puedeafirmar que las células
cromafinesbovinasen cultivo constituyenun buenmodelo experimentalparaestudiar
la posible modulación del fenómenode la neurosecreciónpor rutas de segundos

mensajeroscomoel óxidonitrico/GMPc.
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2. PRESENCIA DE LA RUTA NO:GMPc EN CELULAS CROMAFIINES
BOVINAS

Caracterización inmunocitoquimica de óxido nítrico sintasa (NOS) y guanilato
ciclasasoluble (GCS)

La purificaciónde las diferentesisoenzímasde NOS (Bredt el aL, 1990), asícomo de

las subunidadesde (1<25 (Guthmann el aL, 1992) ha permitido el desanollode
anticuerposque sondegranutilidad para estudiarla distribuciónde las enzimasde la
ruta en los diferentestejidos.

Las figuras6 y 7 muestranel resultadode los estudiosinimunocitoquindcosque se han
llevado a cabo para detectarla presenciade estasenzimas en células cromafines

bovinas.Fig. 6A muestrauna significativa inniunorreactividadespecíficapara NOS 1.
Ningún marcajeespecifico se observó cuando el anticuerpo frente a NOS 1 fue
sustituido por sueropreimnuneo de animalesno inmunizados(Fig. 618). Según se
muestraen la figura 7, idénticoresultadose obtuvoconanticuerposespecíficosfrentea
las subunidadesa y ~3de (3<25 (Fig. 7A, subunidada; 7B,.subunidadj3; 7C, suero
control). En experimentosllevadosa cabo en las mismascondicionesexperimentales
empleandoanticuerposespecíficosfrente a NOS II y NOS III no se detectó la
presenciade ningunade estasisoformasen célulascromafinescomo indica el hechode
que un patrón similar se obtuvo cuando las células fueron incubadascon los
anticuerposespecíficosy consuerocontrol(resultadosno mostrados).

Alrededor del 90 % de las células cromafines muestran una marcada
inmunoi-reactividadNOS 1. De igual manera, ambas subunidadesde (3<25 fueron

detectadasen la prácticatotalidadde las células.

Colocalización de NOS 1 y GCS con las enzimasde síntesisde catecolaminasTH
y PNMT

El hecho de que prácticamente todas las células cromafines muestren
inmunorreactividadespecíficade NOS 1 y (3<25 pareceindicar que estaruta de 20
mensajerosestápresenteen el tejido cromafin.Paraconfirmaresteresultadoy además
estudiarunaposiblelocalizaciónespecíficao mayoritariade NOS 1 y (3CSen algunade
las dospoblacionesde célulascromafines(adrenérgicasy noradrenérgicas),sehicieron
estudios de ininunofluorescenciade doble marcaje con los siguientes pares de
anticuerpos:TH/NOS 1 (Fig. 8A,B), PNMT/NOS 1 (8C,D) y TH/GCS (9E,F),
PNMT/GCS(9G,H).

Este estudiorevela que las enzimasNOS 1 y (1<25 colocalizanmayoritariamentecon

TH y PNMT indicando que, primero, ambos antígenos están inequívocamente
presentes en células cromatines; y segundo, que la ruta NO:GCS no está
preferentementelocalizadaen algunade las poblacionesde célulascromafinesbovinas

sino que,porel contrario,existeen ambostipos celulares.
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LAMINA II

Figura 6-1V. Tinción inmunocitoquímica de células cromafines
bovinas en cultivo con un anticuerpo biotinilado anti-NOS 1
(A). Cuando el anticuerpoprimario fue reemplazadopor suero
preinmunede conejo no se observó marcajeespecifico (E). La
magnificaciónesdeunas400veces.

Figura 7-TV. Tinción inmunocitoquimica de células croniafines
bovinas en cultivo usando anticuerpos biotinilados específicos
frente a las subunidades a (A) y [3(B) de guanilato ciclasa
soluble. En (C) el anticuerpo primado fue sustituido por suero de
conejono inmunizado.La magnificaciónesdeunas400veces.
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LÁMINA IB

Figura 8-1V. Inmunofluorescencia de doble marcaje de células
cromafinesbovinas en cultivo con anticuerpos específicosfrente a
NOS 1, TE y PNMT. A) Células cromafines marcadascon anti-TH
conjugado a FITC. B) Las mismas células marcadas con un
anticuerpo conjugado a Cy3 frente a NOS 1. Las flechas indican
células positivas para TH pero negativas para NOS 1. C) Células
cromafines marcadas con anti-PNMT conjugado a FITC. D) Las
mismas células marcadascon un anticuerpo conjugado a Cy3
especificofrentea NOS1. Las flechasindicancélulaspositivasfrente
a NOS 1 pero negativaso ligeramentemarcadasfrentea PNMT. La
fluorescenciasemuestraen ferinainvertida. La magnificaciónes de
unas300 veces.

Figura 9-1V. lumunotlnorescencia de doble marcaje de células
cromafinesbovinas en cultivo con anticuerpos específicosfrente a
GCS (subunidad [3),TU y PNMT. A) Células cromafines marcadas
con anti—TH conjugadoa FITC. B) Las mismas célulasmarcadas con
un anticuerpoconjugadoa Cy3 frente a CICS. Las flechas indican
células positivas para ‘FR pero negativaspara 0(75. C) Células
cromafinesmarcadascon anti-PNMT conjugadoa FITC. D) Las
nusmas células marcadas con un anticuerpo conjugado a Cy3
especifico frente a 0<25. La fluorescenciase muestra en forma
invertida. La magnificaciónes 750 vecespara(7 y D, y 300 veces
para A y B.
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Caracterización del RNA mensajerodeNOS 1 en células cromafinesbovinas

Actualmente,tanto los genesque codificanparalas isoformasde NOS como los de
(3<25 estándonadosy seconoceexactamentesu secuencianucleotidica(Bredt el aL,
1991b; Koesling et aL, 1988, 1990; Nakaneel aL, 1988, 1990). Este hecho ha
permitidola aplicaciónde técnicasdedetecciónde mensajerosespecíficosen extractos

de tejidos paraestudiarla distribuciónde estasenzimasen los diferentestejidos. En
estetrabajoseutilizó la técnicade transcripciónreversaacopladaa reacciónen cadena
de la polimerasa(RT-PCR) paradetectarel RNA mensajerode NOS 1 enRNA total

extraídoa partir decélulascromafinesbovinas.

pares
debases

1.018

517 aj

- 396 ~

344 ;fl~*

M 1 2 3

Figura 10-1V. RT-I>CR de DNA complementario de células cromafines
bovinas usando oligonucleátidos iniciadores específicospara NOS 1.
RNA total obtenidoa partir de células cromafinesbovinas y a partir de
cerebelo (control positivo) fue transcritaen modo reverso y el DNA
complementariousadocomo molde paraPCR. El fragmentoDNA-NOS 1
(detmnafio 460 paresde bases)fue amplificadoa partir de cerebelode rata
(2) y a partir de células cromafines (3). En ausencia de DNA
complementario,no se observó producto de amplificación (1). M:
marcadoresdepesomolecularconocido.

La figura 10 muestrauna electroforesisen gel de agarosade los productos de
amplificación obtenidosa partir del RNA de células cromafinesbovinas y, como
controlpositivo, de cerebelode rata. Un fragmentodel tamañoesperadoparael DNA
de NOS 1 (460 paresdebases)fue amplificadoa partir de cerebelode ratay de células

cromafinesbovinas, indicandoestehechola presenciade NOS 1 en estascélulasno
sólo anivel deproteínasino tambiénanivel de RNA.
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Caracterizaciónbioquímica de NOS: Producción de óxido nítrico

Los estudiosinmunocitoquilmicosrealizadosponen de manifiesto la presenciade la
enzimaNOS 1 en célulascromafinesbovinas, sin embargo,estetipo de estudiosno
ofreceningunainformación acercadelgrado de activaciónde la enzima en las células
ni de suregulación.Estetipo de informaciónsólo puedeobtenersea partir de estudios

bioquímicosen los quesedeterminedirectao indirectamentela actividadenziniáticade
óxidonítrico sintasa.

En la bibliografiasehan descritodistintastécnicasparavalorarla producciónde óxido
nítrico generadoa partir de fuentesbiológicas.La mayorpartede estosmétodosestán

basadosen las propiedadesde óxido-reducciónde la moléculay han demostradosu
eficaciaen la monitorizaciónde laproducciónde NO a partirde enzimasinducibles,las
cualesproducengrandescantidadesde óxido nítrico. Sin embargo,las mucho más
modestascantidadesgeneradasa partir de isoformasconstitutivasson másdificiles de

detectar.El métodomássensibleparavaloraractividadenzimáticaNOS estábasadoen
la formaciónde L-citru.lina a partir del precursorradiactivamentemarcadoL-arginina
en la reacciónenzimáticacatalizadapor la NOS (Bredt y Snyder,1990).

Aunqueestemétodofue inicialmentedescritoparavaloraractividadNOS en extractos

de célulaso tejidos,o incluso en preparacionesmáso menospurificadasde la enzima,

la técnicaesigualmenteaplicablea célulasintactas.En célulasfúncionalmenteactivas
la participaciónde otrasrutas enziniáticasdistintasa NOS puededar cuentade una

transformacióninespecificade L-arginina en L-citrulina, como ocurre,por ejemplo,en
célulashepáticasy macrófagosa travésde la enzima arginasaen el ciclo de la urea, o

incluso conversiónde arginina a otros productosque con la técnica empleadano
puedenserdistinguidosde L-citrulina. Por estarazón,es muy importanteconocerde
maneraefectivaelporcentajede L-citrulina realmenteproducidaapartir de una enzima
NOS. Así, se emplean inhibidores específicosde la enzima NOS con objeto de

discriminar la L-citrulina marcadaprocedentede NOS de aquellaproducidapor otras
vias.

Parala determinaciónde la actividadNOS, las célulascromafinesse preincubaroncon
[3H]-L’-argininadurante 20 minutos para marcar el “pooí” intracelular de este

aminoácido. La figura 11 muestra la acumulación intracelular de ~H]-L-citruJina a
partir de la [3H]-L-argininaincorporadaen las células.

Puestoque las isoformasconstitutivasde NOS son Ca2~/calmodulinadependientes,se
estudió el efecto sobre la acumulación de citrulina marcada del secretagogo
acetilcolina,el cual incrementaconsiderablementela [Ca2~]i.Según semuestraen la

citadafigura, existeuna clara acumulacióndependientedel tiempo de estimulacióncon
Ach. Esta acumulación alcanzaun valor máximo del 150 % del basal entre 2-5
minutos. Cuando el experimentoserealizó preincubandolas células con 1 mM N0-
nitro-L-arginina-metil-ester(L-NAIVLE), una concentraciónsuficienteparabloquearla

actividadNOS (ver resultadoscapitulo siguiente), se observóquela acumulaciónde
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4..

citrulina se redujo considerablemente(hastaun 40 % del basal) y el incremento

producidoporacetilcolinaseabolió totalmente.

Estos resultadosdemuestranmedianteuna aproximaciónbioquímica que las células
cromafines bovinas poseenuna actividad enzimática NOS de tipo constitutivo,
estimuladapor Ca2~/calmodu]ina, resultado que concuerdaperfectamentecon la

caracterizaciónrealizadapormétodosininunológicoy de expresiónde RNA. Además
estosresultadosindican que estaactividadNOS no sólo se activatras estimulaciónde
las células con Ach, sino que también es enzimíticamenteactiva en condiciones
basales.
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Figura11-TV. Efectode Ach 100 íM sobrela acumulaciónde Ij~HJ-citrulina a
partir de 1371-mrginina. Las células se preincubaron en presencia(círculos
abiertos)o ausencia(circulos cerrados)de L-NAME 1 mM y la acumulaciónde
citrulina marcadaa partirde argininasedetenninósegúnsedescribeen Materiales
y M&odos. En condicionesbasales(tiempo ceroy en ausenciade L-NAME), la
conversiónen [3H]-c¡trulínafue del 3.7 ±1.5 % de la [3H]-argininaincorporada.
*p< 0.05, flp< 0.01 y “4””p< 0.001 indican diferenciassignificativas cuandose
comparacon el basal. +p< 0 01 y ++p< 0 001 indican inhibición significativa
cuandosecomparacon tos correspondientesvaloresde tiempo en ausenciade L-
NAME.

Ya que en estetrabajode investigaciónno sedeternnnóla concentraciónintracelular
de L-arginina, la acumulación de L-citrulina no se puede expresar en términos
cuantitativos como cantidad total de L-citrulina producida (y, por tanto,

estequiométricamentede óxidonítrico). Paranormalizar,dichaacumulaciónseexpresó

comoporcentajerespectodel basal(tiempocero).

** *
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Caracterización bioquímica de GCS: Producción de GMPc

El principal receptorintracelulardel óxido nítrico en la mayoría de los tejidos es la

guanilato ciclasa soluble. Esta enzima es una hemoproteina que aumenta
considerablementesuactividadcuandoel NO interaccionaconel grupohemo (Gerzer
el al, 1981), de tal maneraque una producciónde NO se correlacionaen la mayor
partede los casoscon un aumentoen losnivelesintracelularesde GMPc.

Del mismo modo que las medidasde actividadenzimáticade NOS coincidencon los
estudiosrealizadosmediantetécnicasinnunocitoquilmicasen demostrarla presenciade
una enzima NOS constitutiva, es previsible que la deterrniinación de los niveles

intracelularesde GMPc tambiénconfirmela presenciade una guanilatociclasasoluble
en célulascromafinesbovinas.
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Figura 12-TV. Formación de GMPc estimulada por acetilcolina en células
croniafinesbovinas. A) Estudio en función del tiempo de la producciónde GMPc
estimuladapor Ach 50 pM. B) Curva concentración-respuestaparala producciónde
GMPc inducidapor unaestimulaciónde 1 minuto con Ach. Las célulassepreincubaron
durante30 mm cori 0.5 mM IBMX a 370C. Después,las célulasfueron incubadascon
Ach en presenciadeJBMX. El GMPc acumuladoen las célulasse determinómediante
radioinmunoensayosegúnsedescribeenla secciónMétodos.

Segúnsemuestraen la figura 12A., célulascromafinesbovinaspreincubadasdurante30
minutoscon 0.5 mM 3-isobutil-l-metilxantina(IBMX) contienen1.840 ±0.107pmol

GMiPc/lO6cel.La citadafigura muestratambiénqueAch incrementa(2.5 veces)de un
modo tiempo-dependientelos nivelesintracelularesde GMIPc. Esteincrementoesde

naturalezatransitoriaalcanzándoseun pico a los dosminutosde estimulaciónconAch,
despuésde los cualeslos nivelesretomanlentamenteal valor del basal.El efecto de
Ach es dependientede la dosis,obteniéndosea partir del panelti de la figura 12 un

valor de EC
50 de 61.05 ± 5.24 ~.tM.Estos resultadosindican que una enzima que

6
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sintetizaGMPc estápresenteen célulascroniafines.Estaenzimapodría corresponder
con unaguanilatociclasasoluble.

Para confirmar de maneraefectiva que el incremento en los niveles de (IMIPc se
producepor un acoplamientofuncional de NOS y GCS, se estudió el efecto del
inhibidor especificode NOS, L~NAME, sobrela producciónde GMPc estimuladapor

Ach.

R2N H2N> NNO2 #NNOZ
H— N ____

111N 112N
O o

HO H3CO

L.NNA L.NAME

L~NG~nitrorginina L-N
0-nitroargininamcdl ester

Figura 13-TV. Estructuras de L-N0-nitroarginina (L-NNA) y
L-N0-nitroarginina mcdl ester(L-NAME).

La figura 14 muestraque la preineubacióncon L-NAME inhibe de un modo
dependientede la dosisel incrementoen el GMPc intracelularinducidopor Ach. Con
los resultadosde la mencionadafigura se obtuvo un valor de 1C

50 de 231.86 + 55.95

!±Mpara dicho efecto inhibitorio. Aunqueestevalor de 1C50 es sensiblementemayor
que el descrito para inhibición de NOS por estecompuestoen otras preparaciones

celulares(Stuehret al., 1991b), convieneteneren cuentael mecanismode inhibición
de esteanálogode L-arginina.

Demaneraestricta,L-NAME esel derivadoestermetiladode L’.N
0-nitroarginina(Ir

NNA), uno de los mis potentesinhibidoresde la enzimaNOS (estructurasen Figura
13) (Moncadaet al., 1991). L-NNA presentaproblemascuandosetrabajaen ensayos
celularesya que permeacon dificultad al interior de la célula. L-NAME, por el
contrario,esmáslipofihico, y, lo queesmásimportante,en el interior de la célula es
hidrolizado por esterasasa L-NNA, que es el metabolito activo en inhibir NOS
(Southanetal., 1993,PfeifferetaL, 1996).
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Figura 14-TV. Efecto de la preincubación con L-NAME sobre
la producción de GMPc estimulada por acetilcolina. Las células
se preincubaroncon diferentesconcentracionesde L-NAME en
presenciade 0.5 mM ~EM1Xdurante30 mm a 370C. Despuésde la
preincubaciónse incubarondurante1 mm con Ach 100 pM en
presenciade IIBMX periodo tras el cual el GMPc se determinó.
Los valores se presentancomo porcentajede la respuestade
acetilcolina en ausencia de preincubacióncon el análogo de
argmina.El valor de 100 % equivalea un incrementode 2.06 ±
0.1 pmol/lO6celsobreel nivel basal.

Puestoqueno seconoceel grado de hidrólisis a L-NNA en los diferentestejidos, es
muy dificil compararparámetrosde inhibición obtenidoscon L-NAMIE en diferentes
preparacionescelulares, Además conviene tener en cuenta que la inhibición es

competitiva frente a L-arginina, por tanto, la concentraciónintracelular de este
aminoácido(usualmenteentre 100-800

1.tM en la mayoría de los tejidos) afecta de
maneranotableal gradode inhibición (Fórstermannetal., 1994).

Otra seriede resultadosque indican que existeun acoplamientofuncional de NOS y
(3<25 semuestraen la figura 15. Dicha figura muestraque el incrementoen los niveles
de GMYc intracelularestimuladopor Acb seinhibe completamentecuandolas células
sepreincubanconun antagonistade calinodulina,calmidazolium(30 ¡xM CMZ) y con

el inhibidor específico de guanilato ciclasa soluble, lH-[l,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-l-ona(10pM ODQ).

El histograma de la figura 15 junto con los resultadosobtenidoscon L~-NAME
confirman la presenciade una actividad (3<25 y ademásindican que el acoplamiento

propuestoentreNOS y (1<25 existey esactivo en célulascromafinesbovinas.

e
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figura 15-TV. Participación de calmodulina y
100 guanilato ciclasasoluble en la señal de GMPc

mediada por acetilcolina. Las células se
.E 80 - preincubaronen presenciade IBMX durante30
oo mm con el antagonista de calmodulina,

60 - calmidazolium (CMZ, 30 M), o con el
E,

inhibidor especifico de guanilato ciclasa
2 40 - soluble, 1H-[1,2,4]oxadiazolo [4,3-a]
O quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 pM). Despuésdel
4>~ 20 período de preincubación las células se

estimularondurante1 mm con Ach 100 ~tMy
O el GMPc sedaerminósegúnse describeen la

secciónMétodos.

C CMZ 000

Efecto de secretagogossobrelos nivelesintracelulares de GMPc

La actividad NOS de células cromafines bovinas es activada mediante
Ca2~/calmodu]inaporel incrementode la [Ca2~]isuministradopor Ach. Con objetode
confirmarqueexisteun requerimientoabsolutode calcioparala activaciónde NOS, y,

por tanto, de (1<25, seestudióel efectode Ach y de otros compuestossecretagogos
que aumentanla [Ca2~]imediantemecanismosdistintos a Ach. Para estudiaresta
posible correlaciónentre el NO/GMIPc y la [Ca2~]i,las determinacionesde GMPc
intracelularsecombinaroncon medidasde los incrementosen la [Ca2~jiestimulados
por los siguientes secretagogos:acetilcolina en presencia y ausencia de calcio
extracelular;el agonistanicotínico, 1,l-dimetil-4-fenil piperazinio(DMIPP); el agonista
muscarinico, muscarina;cloruro potásico; el ionóforo de calcio, ionomicina; y el

activadorde canalesde Nt, veratridina.

Acetilcolina en presencia de calcio extracelular activa receptores colinérgicos
nicotínicosy muscarinicos.Ya que los primerosestánacopladosa entradade calcio a
travésdel receptor-canalnicotínico y los últñnosestánacopladosa movilización de

calcio del retículo endoplásmico,en ausenciade calcio en el medio extracelular,
acetilcolina sólo actúa a través de receptoresmuscarinicos.DMIPP y muscarina se
usaronpara estudiarcon mayorprofundidadla fannacologiadel efecto de Ach. Una
alta concentraciónde KCI en el medio extracelularactiva directamentelos canalesde
Ca2~ dependientesde voltaje, mientrasqueveratridina,al activar los canalesde Na~,
producedespolarizacióny, por tanto, tambiénactivación de los canalesde Ca2~. El
ionóforo de calcio seempleó comoun medio de incrementarde manerainespecíficala

[Ca2~]i.
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Figura - ~ jofor,,Tiempo (2 min/divl16-TV. Efecto de diferentes secretagogossobre el GMPc intracelular y
sobre la concentración de calcio citosólico libre. Los estimulosempleadosfueron
acetilcolina 100 ¡uy! (Achf en presencia y ausenciade calcio extracelular,el agonista
nicotínico, 1,1-dimetil-4-fenilpíperazimo50 ¡uM (DMPP); el agonistamuscannico,
muscanna100 ¡uM (Mus); cloruro potásico50 mM (KCI); el ionóforo de caldo,
ionomicina 10 ¡uM (lonom); y el activadorde canalesde Na~, veratridina30 pM
(Ver). Los niveles de GMPc y la [Ca2fl,se determinaronsegún se describeen
Materialesy Métodos.En los resultadosde GMPc, ~< 0.001 indicauna diferencia
significativaconrespectoa ¡a respuestacontro!, NS significano significativo.

Como sepuedever en la figura 16, sólo aquelloscompuestosque incrementande una

maneranotable la [Ca2~]i son capacesde producir aumentossignificativos en los
nivelesde (3’MPc intracelular.Cuandoseutilizó muscarina,veratridinao acetilcolinaen
ausenciade calcio externo;condicionesexperimentalesque producenincrementonulo
o muypequeñodela (Ca2~]i, no seobservóvariaciónen el GMIPc intracelular.

Respectoa la farmacologíade la respuestacolinérgica, es claro a partir de estos
resultadosexperimentalesque la respuestaNO/GMPc de Ach se produce por
activaciónde receptoresnicotinicos.Aunqueseha descritoque las células cromafines
bovinasposeenambostipos de receptores,nicotinicosy muscarinicos(Livett el a!,

1979; Mizobea aL, 1979); en estascondicionesexperimentalesla señalde calcio
producidapor activación del componentemuscarinicoestan pequeña(prácticamente
nula) que no activa la Ca2~¡cahnodulinay, por tanto, no inicia una respuesta

NOS:GCS.

Por otro lado, puesto que KCI incrementala [Ca2ji en la misma extensiónque la

activaciónde receptoresnicotinicos,resultaobvio el hechode que también seacapaz

1
NSNS

*
*



Resultadosy Discusión 139

de incrementarel GMPc intracelularen tanto en cuanto el único requisito para la
activación de estaseñalesel incrementoen el calcio citosólico. Este mecanismoes

confirmado de manera más firme con los resultadosobtenidos con veratridina e
ionomicina. Veratridina,aunqueproduceun pequeñoincrementoen la [Ca2~]i,parece
no ser suficiente para activar NOS:G<2S. Por el contrario, ionomicina, capazde

aumentargrandementela [Ca2~Ji,y cuyo efecto es totalmente independientede
receptoresy canalesiónicos,produceun incrementosignificativo de GMPc.

Activación independientedeCa»de los nivelesdeGMPc intracelular:Efecto del

donadorde NO, nitroprusiatosódico<SN?), y del péptidonatriuréticode tipo C
(CM>)

El conjunto de los resultadosanterioresdemuestrauna estrechacorrelaciónentre la
señalde calcio intracelulary los nivelesde GMIPc. Sin embargo,existenotrasformas
de activar la ruta del GMPc que no pasanpor un incrementoen la [Ca2~]i.Estos
mecanismosimplican una activacióndirectade las guanilatociclasaspresentesen las

célulascromafines.

La guanilatociclasasolublepuedeactivarseporóxido nitrico quepuedeprovenirde la
propia célula o de células vecinas. El NO provenientede células vecinaspuede
produciren las célulasobjeto de estudioincrementosde GMPcquesonindependientes

de calcio. Para la experimentación,se puedenusarcomo fuentesde NO exógeno
compuestosdonadoresde NO (ver secciónIntroducción).Estasmoléculasmimetizan

el efecto del NO producidofisiológicamentede un modoparacrino a partir de células
vecinas.Por estarazón, constituyenuna importanteherramientafarmacológicaen el

estudiode los efectosdel óxido nitrico. Para esteestudioseusó el nitroprusiatosódico
([(CN)

5Fe
2~]NO, abreviadoSN]>), un complejonitro-ferrosoque es metabólicamente

transformadoen los tejidos liberandoNO (BatesetaL, 1991).Merecelapenadestacar
que aunquela cantidadde NO liberadoa partir de SN]> no se conocecon exactitud

puestoquepuedevariaren función del tejido que se estudia,al menos,de acuerdoa la
bibliografia, sepuededecir que el SNP esun donadorde NO de baja actividadsi se
compara con otros compuestosdonadorescomo espermina-NO ó S-iútroso-N-
acetilpenicilamina(SNAP)(Brunnereta!, 1995).Portanto, SNPmimetizade manera
másfisiológicael NO exógenoproducidoa partir de una NOS de tipo constitutivo,la

cualproducemodestascantidadesde NO.

Por otro lado, aunquea lo largo de los anteriorescapítulos de esta sección de
Resultadosse ha reiterado que las células poseenuna actividad guanilato ciclasa

soluble, las células cromafinesbovinaspodrían tener tambiénuna guanilatociclasa
particulada.Estasisoformas, presentesen la mayoría de los tejidos, tienen dominios

transmembranacon un sitio catalítico de síntesisde GMPc en el lado intracelular,que
aumentaconsiderablementesu actividad enzimáticacuando determinadospéptidos

(péptidosnatriuréticos)interaccionancon un sitio de unión en el lado extracelular

(Chinkersetal., 1989).
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Se ha descritoen células cromafinesbovinas la existenciadel péptidonatriurético de
tipo C. Dicho péptido se acuniulaen el interiorde los gránulosde secrecióny se libera
al medio extracelulardurantela respuestasecretora(Babinskiel al., 1992). Por esta
razón, en este trabajo de investigación se estudió la capacidadde este péptido
natriuréticoparaaumentarlosnivelesde GMPc en las propiascélulascromafines.
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Figura 17-TV. Efecto de Nitroprusiato sádico (SNP) y Péptido Natriurético de tipo
C (CNP) sobre los niveles de GMPc intracelular. Los paneles(A) y (B) muestran el
efecto tiempo-dependientedela incubaciónde célulascromafinesbovinascon SN? 100

o CNP 100 nM, respectivamente.Las curvas concentración-respuestapara este
efecto sobreel GMPc se muestranen los paneles(C) y (U) para SN]> y CNP,
respectivamente.Los experimentosse realizaronen célulaspreincubadascon IBMIX 0.5
miM durante30 mm

La figura 17 muestrael efectode SNP y CM> sobreel GMPc intracelular.Como se

aprecia,ambasmoléculasproducengrandesincrementos(18 y 9 vecespara SNP y
CNP, respectivamente)de caráctertiempo-dependientesen los niveles de GMPc.

Además, segúnse muestraen la citada figura, el efecto de ambos activadoresde

guanilatociclasasesdependientede la dosis(EC50 de 18.13 + 2.99 pM paraSN]>, y
25.63+ 5.96 nM paraCNP,medidosa 15 mm).
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Efecto de SN? y CNP en ausenciade IBMX. Evaluación de un posible efecto

sobrelos nivelesde AMPe

De acuerdoa los anterioresresultados,SNP y CNP puedenresultarde gran utilidad
paraestudiaruna posible modulaciónpor GMPc de la respuestasecretoraen células
cromafinesbovinas.Sin embargo,las medidasde GMPc serealizaronen presenciadel

inhibidor inespecifico de fosfodiesterasasde nucleótidos cíclicos, IBMX, y la
incubacióncon esteinhibidor puedeindirectamenteproducirincrementosno deseados
en losnivelesde AMPc. Portanto,esmuyimportantedetenninarsi amboscompuestos

son también capacesde incrementarlos niveles de GMiPc en ausenciade cualquier
inhibidor de fosfodiesterasas.
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Figura 18-131. Producción de GMPc inducida por SNP y CNT> en
presenciay ausenciade IIBMX. El efectotiempo-dependientede SN?
100 MM (A) y CNT> 100 nM (B) se estudió sobre la acumulación de
GMPc en células preincubadasen presencia(círculos cerrados) o
ausencia(círculos abiertos)de IIBMJX 0.5 mM durante30 mm. Trasel
periodode incubacióncon SN?o CNP, el GMPc acumuladoen las
célulasseensayésegúnse describeen la secciónMétodos.

Segúnsemuestraen la figura 18, en ausenciade preincubacióncon IBMX, SNP y
CNT> tambiénproducenincrementosen el GMPc intracelular; aunque,obviamente,
estos incrementosson muchomenoresque cuando las células sepreincubancon el

inhibidor.
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Por otro lado, seha descrito en algunos sistemascelularesque incrementosen los
nivelesde GMPcseacompañandevariacionesen el AMiPc intracelular.Estaacciónse
produce a travésde fosfodiesterasasde tipo II (estimuladapor GMPc) y tipo III

(inhibida por GMPc), cuya actividad enzinnitica depende de la concentración
intracelularde GMPc (ver secciónIntroducción)(LeTronget al., 1990; Sonnenburget

aL, 1991; Meacci et al., 1991). Para estudiarla posibilidad de que un mecanismode
estetipo tuvieralugaren células cromafinesbovinas,semidieronlos nivelesde AMIPc
despuésde la incubaciónde las célulascon SN]> y CNI~>. El posibleefecto de estos
compuestosseestudióno sólo sobrelos nivelesbasalesde AMPc sino tambiénsobre
los incrementosde AMPc producidos despuésde incubación con forskolina, un
activador de la adenilato ciclasa.Estos resultadosse resumenen la tabla 1 (página
siguiente).

Comopuedeverse,SM> y CNT> no producenningúnefectosobrelos nivelesde AMPc
tantoen condicionesbasalescomodespuésde activaciónporforskolina.

Los resultadosque se muestranen estecapítulo son doblementeimportantespuesto

que demuestranque, en primer lugar, SN]> y CNT> producenincrementossignificativos
de los nivelesintracelularesde GMPc en ausenciadel inhibidor de fosfodiesterasas,
IBMIX; y segundo,que no modifican en absoluto los niveles de AMPc. Estos
resultados,por tanto, indican que ambos compuestospueden ser usadosen este
modelo experimentalen ausenciade [BMX con la seguridadde que cualquierefecto

observadono esatribuibleal AMIPc sino que debeestarmediadopor GMIPc.

Estudio comparativo de la producción de GMPc por NO endógenoy exógeno

La guanilato ciclasasoluble de células cromafinesbovinassepuedeactivarpor NO
exógenoo por aquelproducido endógenamentemedianteNOS. La carenciade un
inhibidor especifico de la enzima GCS ha dificultado durante mucho tiempo los
estudiossobreestaproteína.Recientemente,seha identificado un potentey selectivo
inhibidor de la guanilato ciclasa sensible a NO, IH-[l,2,4]oxadiazolo[4,3-

a]quinoxaline-l-ona (ODQ) (Garthwaite et a!, 1995). Este compuesto se ha
convertido en una herramientafarmacológicamuy útil para investigarla contribución
de la enzima GCS en efectosmediadospor NO:GMPc. No obstante,debido a que
ODQ ha sido recientementedesarrolladoy la informaciónde que sedisponesobresu

comportamientoinhibidor esaún escasa(Garthwaiteet aL, 1995;Brunneret al., 1995,

1996; Moro er aL, 1996), esnecesariollevar a caboun estudiodetalladode la dosis
requeridaparainhibir la (MSS en el modelo de la célulacromafinbovina.
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Figura 19-TV. Efecto de OI)Q sobrelos niveles de GMPc
intracelular de células cromafines bovinas. Las células se
preincubarondurante30 mm con diferentesconcentracionesde
1H-[1 ,2,4]oxadiazolo [4,3-alquinoxaline-1-ona (ODQ) en
presenciadeIIBMX 0.5 mM y los nivelesde GMPc intracelularen
condicionesbasales(círculosabiertos)o estimuladospor SN? 100
i.tM (círculos cerrados) determinadossegún se describe en
Métodos.

La figura 19 muestrael efectode la preincubaciónde las célulascon diferentesdosisde

ODQ (desde10 niM hasta 100 pM) sobrela producciónde GMPc basaly estimulada
por SN? 100 hM. En la figura seobservaun claroefectoinhibitorio deODQ sobrelos
nivelesintracelularesde GMIPc, obteniéndosea partir de los experimentoscon SNP un
valor de IC~ de 0.31 + 0.09 pM. Parael restode experimentosen los que seempleó

ODQcomoinhibidor especificode (MSS, seescogióuna concentraciónde 10 MM para
bloquearlaproducciónde (IMPc a partir de estaenzima.

UtilizandoL-NAME 1 mM y ODQ 10 1.íM para determinarla contribuciónde NOS y
(XiS, serealizó un estudio comparativode la producciónde GMPc mediadapor las
diferentesvías a travésde las cualesesposibleincrementarlos niveles del nucleótido

cíclico en célulascromafinesbovinas.Para esteestudioseusaron,en concentraciones

supramáximas(o casisupranúximas),Ach (100 pM), como activadorfisiológico de la
ruta endógena;y SN?(100 MM), comofuentede NO exógeno.Además,paraevaluar

un posibleefecto inespecíficode L-NAME y ODQ, scestudióla producciónde GMPc
mediadapor CM> 100 nM en presenciade estos inhibidores. Estos resultadosse
muestranen el bistogramade la figura 20.
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Figura 20-TV. Comparación de la producción de GMPc
estimulada por acetilcolina, SN? y ClIP. Efecto de L-NAME
y ODQ. Los nivelesde GMPcintracelularen condicionesbasales
o tras estimulacióncon acetilcolina (Ach), nitroprusiatosádico
(SN?)o péptidonatriuréticodetipo C (CN?)sedeterminaronen
células preincubadas con IBM?X conteniendo N0-nitro-L-
arg¡nina-nietd-ester(L-NAME, 1 niM 1 fi, barrasnegras)o 11-1-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxaline-1 -ona (ODQ, 10 pM 30
ruin, barrasgrises)o en condicionescontrol (barrasabiertas).Los
asteriscosmdicaninhibición significativa(t< 0.01, ‘~p< 0.001)
de la producción de CiMPc respecto de los correspondientes
controles. Paramayor claridad, el eje y se muestradividido en
dostramos.

Varias conclusionespuedenobtenersea partir de los resultadosde la figura 20. En
primer lugar, L-NAME y ODQ disminuyen el contenido de GMPc en condiciones

basales.Estehechoindica que NOS y (XiS contribuyenactivamentea los niveles de
GMPc en células en reposo. Por otro lado, como ya se ha mostradoen éste y
anteriorescapítulos de esta sección de Resultados,ODQ lite capaz de inhibir la
producciónde GMPc estimuladapor ACh y SM>, confirmandola participaciónde la

enzimaGCS. Sin embargo,L-NAME sólo pudo inhibir la producciónestimuladapor
Att y no la de SN]>, discriminando,por tanto, el NO producidopor la enzimaNOS
endógenay el generadoa partirdel donadorexógeno.Además,como era de esperar,
L-NAME y ODQ se mostraronincapacesde inhibir laproducciónde GMPc estimulada

por CNT>. Estehechoconfirmala especificidadde los inhibidoresempleados.

basal Ach SN!’ eN!’
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Otrosdosaspectosde la figura 20 resultaninteresantesy planteancuestionesa estudiar

en detalle.Primero,tanto SNP como Ach ejercensu efectopor activación de la GCS.
Sin embargo,a concentracionessupramáximas,SNP produceun considerablemente

mayor incrementoen los nivelesde GMPc queAch. Por otro lado, cuandolas células

sepreincubancon L-NAA4IE y ODQ, Ach no sólo no fue capazde aumentarel GMPc
sino que los niveles resultan más bajos que en células en condiciones basales
preincubadasconestosinhibidores(reducciónsignificativa:p< 0.05).

La diferenciamásnotableentre la estimulacióncon Ach y aquellacon SNP esque la
primera conilevaun incrementoen la [Ca2~]imientrasque SNP no produceningún

efectosobreel calcio citosólico (ver másadelanteen estasecciónde Resultados).Se
ha descritoen la bibliografia que en algunostejidos, entreellos la glándulaadrenalde
rata,la acumulaciónde GMPc es atenuadaa medida que la concentraciónde calcio
libre aumenta(Olson et aL, 1976; Palacioset aL, 1989). Aunquealgunos autores

propusieronque esteefecto podríaestarmediadopor una inhibición por Ca2~ de la
guanilato ciclasa soluble (Knowles et aL, 1989; Garthwaite, 1991; Southam y
Garthwaite,1991),sehademostradoposteriormenteque la actividaddeestaenzimaes
insensiblea calcio (Mayery Bóhnie, 1989; Mayer et al, 1989,1990).El mecanismoa

travésdel cual el Ca2’- ejercesu efecto es por activación de una fosfodiesterasade
nucleótidoscíclicosestimuladaporCa2’-/cahnodulina(tipo 1). Estaactividadenzimática
presentacaracteristicasmuy peculiares,como son, insensibilidad a IBMX incluso a

concentracionesde 1 mM (superioresa las que se han usado en este trabajo de
investigación) y una pronunciada selectividad para GMIPc frente a AiMIPc a

concentracionesde sustratoentre2 y 10 MM (Mayeretal., 1992).

Aún teniendoen cuentaque ACh puedaproducir un menor efecto sobreel GMIPc
intracelular debido a que la activación de (MSS es transitoria, mientras que SNP
produceuna liberación continua y prolongadade NO; es muy plausible que una
fosfodiesterasaCa2~/CaM-dependienteseala responsabledel menor efecto de Ach y

tambiénde la disminuciónde los nivelesde GMPc que seobservacuandolas células
preincubadasconODQ ó NAME seestimulancon Ach.

Portodasestasconsideraciones,merecela penaestudiaren profundidadla posibilidad

de que en células cromatinesbovinasexista una regulaciónde la señalde (iMPc a
través de activación por Ca2~/calmodulinade una fosfodiesterasade nucleátidos

cíclicos.
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Regulaciónpor calcio de la señalde GMPc

Paraestudiarestaposibleregulaciánpor Ca2’-, las célulascromafinesse estimularon
con los activadoresde guanilato ciclasas, SM> y CNT>, en condicionescontrol o
incubandolascélulascon el innóforode calcio,ionomicina.
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Figura 21-TV. Efecto de iononiicina sobre la producción de GMPc inducida
por SNP y CNT>. Las células se preincubaron30 ruin con IIBMIX 0.5 mM y
despuésfueron estimuladasdurantediferentesperíodosde tiempo con SN!’ 100
MM (A) o CN? 100 nM (B) en presencia(circulos abiertos)o ausencia(circulos
cerrados)de ¡onomicína10 MM. La ionomicinase añadiósimultáneamentecon el
estimulo. Cuando el jonóforo se añadió duranteel períodode preincubación,la
inhibición fue mayor quecuandose añadiósimultáneamenteal estímulo,hastaun
55-60 % comparadocon un 30-40 % en las condicionesmostradasen la figura
(resultadosno mostrados).

Según se muestra en la figura 21, en células cromafinesbovinas en cultivo existe
tambiénel mecanismode regulaciónnegativade la señalde GMPc quepreviamentese

ha descritoen otros tejidos. Los resultadosde estafigura permiten una conclusión
adicional. Si SNIP y CNT> actúana travésde diferentesisoenzimasde OC que no se
regulanpor calcio, y si la regulaciónpor calcio se observacon ambos activadores,
entoncesel mecanismono puedeestarmediadopor inhibición de guanilatociclasasino

quepodríadebersea unamayorhidrólisisde GMPc.
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Figura 22-TV. Papel clavede los iones calcio y de calmodulina en la reducción
por ionomnicina de la producción de GMPc estimulada por SNP o CM>. Las
células se preincubaron durante 30 mm con IBMX 0.5 mM. El efecto del
antagonistade calmodulina, calmídazolium (CMZ) se estudió añadiendoeste
compuestolosúltimos 10 n¡in depreincubaciónconIBMN a unaconcentraciónde
30 ~tM.Despuésdela preincubaciónlas célulasse estimularoncon SN? 100 pM
o CNP 100 nM durante1 miii en presenciao ausenciade jononneina10 »M
(Ionom) Los experimentosen ausenciade calcio se reatizaronen un medio que
conteniaunamezclade Ca2~/EGTAcalculadaparadar unaconcentraciónfinal de
[Ca2’-jide 100 nM.

El histogramadela figura 22 ofrecemásdatosacercade laposibleparticipacióndeuna

fosfodiesterasaestimuladapor Ca2t/cahnodulinaen el fenómenode regulaciónpor

calcio de la señalde GMIPc. La figura muestraque cuandola incubaciónserealizacon
lonomicina en ausenciade calcio extracelular(con EGTA añadido),no se observael

efecto inhibitorio. Estehechoconllnna el papel clave que los ionescalcio juegan en
estemecamsmo.Por otro lado, si la iononncmase añadea células preincubadascon
calnúdazo]ium,un antagonistade la calmodulina,tambiénse reviertela inhibición. Este
resultadodemuestrala participaciónde la calmodulina,y, por tanto, de algunade las
proteínasreguladasporcalniodulina,una de lascualesesla fosfodiesterasade tipo 1.

Como conclusión, estos resultadosdemuestranque las células cromafinesbovinas
poseenuna ruta de segundosmensajerosbasadaen las enzimasNOSy GCS. Dicha

ruta es activa en condiciones basales y se estimula por secretagogoscomo
acetilcolinamedianteun incrementode la [Ca2ji. La GCS de célulascromafines

bovinasessensibleal NO exógenoprocedentede donadoresde NO como SNP.Las
célulasposeentambiénunaguanilatociclasaparticuladaqueseactivapor elpéptido
natriurético de tipo (7. Los niveles de GMPc intracelular están estrechamente

basal
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reguladospor las enzimasde sintesis,guanilato ciclasassolubley de membrana;y
por las enzimasdedegradación,una de las cualespodríaserunafosfodiesterasatipo

1, estimuladapor Ca2*/calmodulina.
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3. PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE GMPC EN CELUL4LS
CROMAFINES BOVINAS

Caracterización inmunológica de proteína quinasa dependiente de GMPc en
células cromafinesbovinas

Los efectoscelularesdel GMPc estánmediadospor diferentesproteínasreceptoras

encargadasde transducir la señal química en una acción biológica. La más
caracterizadade estas proteinas receptorases la proteína quinasa dependientede

GMPc (PKG) (Butt et aL, 1993). En células de mamífero se han descrito2 tipos de
PKG: tipo 1, que esrelativamenteabundanteen tejidos como músculoliso, cerebeloy

plaquetas;y tipo II, con una distribuciónmás limitada y que selocaliza en el epitelio
intestinaly cerebro(Walter, 1981; KeilbachetaL, 1992;Jarchauet aL, 1994).

En cuanto a la distribución subcelular de estasisoenzimas,la isoforma de tipo II esuna
enzimaasociadaa membranas,mientrasque la tipo 1, aunqueestacuestiónes aún
objeto de discusión,puedeconsiderarseuna proteínasoluble(De Jonge,1981; Butt et
aL, 1993;MacMillan-CrowyLincoln, 1994).

Las característicasbioquímicasde la PKG 1 se han estudiadocon mayorprofundidad.

Sehan descrito2 isoformasde PKG 1 (la y IP), productosde un “splicing” alternativo
en el extremo N-terminal. Ambas isoenzinmsson homodimerosde subunidadesde

aproximadamente76 kDade pesomolecular.La isoenzimatipo la estácompuestapor
670 aminoácidos,mientrasque la forma 1j3 presentaunacadenapolipeptídicade 684

aminoácidos,compartiendoambasuna amplia región de la molécula en el extremo C-

terminal. La PKG U ha sido donaday su secuenciaprimariapredice unaproteínade

761 aminoácidosconunamasamolecularde 87 kDa (Francisy Corbin, 1994a).

Los estudiosde distribución tisular llevadosa cabohastael momentohan detectado
mediantetécnicasinniunológicasla isoformade tipo 1 en extractossolublesde glándula

adrenalde rata(Walter, 1981).Porel contrario,la isoformade tipo II no ha podido ser
encontradaen tejido adrenal(Jarchaueta!, 1994).

Con estosantecedentes,uno de los objetivosde estetrabajo lite investigarla presencia
de la enzimaen célulascromafines.Ya que la isoformadetectadaen tejido adrenalde
ratafue la solublede tipo 1, aprovechandola disponibilidadde un anticuerpocomercial

frentea PKG la y 113, en estetrabajode investigaciónse estudióla posiblepresenciade
la enzimaen extractosobtenidosa partir de célulascromafinesbovinas.

Mediante la utilización del mencionado anticuerpo y utilizando técnicas de

inmunotransferencia,el presentetrabajo de investigacióndemuestrala existenciade
mmimorreactrvidadespecíficade PKG 1 en célulascromafinesbovinas(Fig. 23). Como
controlespositivos de este experimentose han empleadoextractoscitosólicos de
cerebelode rata (4.1 pg) y preparacionesde PKG la recombinante(0.1-2 ng de
proteína).En lospocillos cargadoscon PKGla sepudo detectaruna sólabandade 83

kDade pesomoleculary de ininunorreactividadproporcionala la cantidadde proteína

empleada.Por otro lado, en el pocillo correspondienteal extracto de cerebelo se
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obtuvieron2 bandasinmunorreactivas;unamayoritaria,de pesomolecularcoincidente
con el de la PKG Jarecombinante,y otra minoritaria de menor pesomolecular(71
kDa). En el extractoprocedentede células cromafines(55 gg) sólo se detectóuna
única bandainniunorreactivade peso molecular71 kDa, que coincide con el de la

bandaminoritariadel extractocerebelar.

—60 kDa

PKG purificada Cb Cf

Figura 23-TV. Deteccióninmunológica de proteína quinasa dependiente de
GMPc en células crainafines bovinas mediante inniunotransferencia. La
presenciade la proteínaen extractos obtenidos a partir de células cromafines
bovinas (Cf, 55 ~.¡gde proteína)seha estudiadomediantela utilización de un
anticuerpoespecífico frente a PKG 1 según se describeen la sección de
Métodos.Comocontrolespositivosdel experimentosehanutilizado cantidades
crecientesde PKG la purificada(0.1; 0.25; 0.5; 1 y 2 ng de PKG la) y un
extracto de cerebelo de rata (4.1 jxg de proteína). La inmunorreactividad
obtenidaen las callescorrespondientesa la PKCI la purificadaha servidopara
cuantificar la cantidadde proteínapresenteen los extractosde cerebeloy de
célulascromafinesbovinas.

Puestoque el anticuerpoempleadoreconoceambas¡soformas, la existenciaen el
extractode cerebelode ratade dosbandasinmunorreactivas(de pesosmoleculares83
y 71 kDa)podríasugerirla presenciaenestetejido de las dos isoformasdePKQ 1 (a y
13). Sin embargo,segúnse ha descrito, el cerebelode ratano contienePKG 113, y
además, según se muestra en la mencionadafigura, la banda adicional que
putativamentepodriacorrespondera estaformatiene un menorpesomolecularquela
PKG Ja,cuandoesjustamentelo contrario lo que sehadescritoen todos los tejidos
estudiados(Keilbachetal., 1992;Francisy Cotín, 1994a).La naturalezade la banda
de menorpesomolecular,la única detectadaen células cromafinesbovinas,es una
incógnita. Dicha bandaproteicapodría correspondercon una nuevavariante de la
isoforma1 dePKG.

Medianteun radioinmunoensayoespecíficoparala PKG 1, Walter describióen 1981
que el cerebelo contieneaproximadamente12 veces más quinasa que la glándula
adrenal(Walter, 1981). Utilizando la PKG la purificada como patrón(0.1-2 ng), y
asumiendoel mismo comportamientoinmunorreactivoparalas dosbandasdetectadas
en el presentetrabajo de investigación,los resultadosde la figura 23 presentanuna
cierta similitud con las observacionesdeWalter en tanto en cuantoel tejido cerebelar

— - ~, — — — — e
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poseeuna mayor cantidad de la enzuna Según esta figura, el extracto cerebelar
contiene1.46 gg de PKG 1 pormg de proteína,mientrasquelasmuestrasprocedentes

de células cromafinesposeen0.054 ¡tg por mg de proteína(aproximadamente27
veces).No obstante,convieneteneren cuenta que estosexperimentosse realizaron
utilizando diferentestécnicasexperimentalesa las empleadasen el trabajode Walter.

Actividad enzimítica de proteína quinina dependientede GMPc en células

cromafinesbovinas

Puestoque la isoformadetectadaen célulascromafinesfue la solublede tipo 1, con
objeto de obtenerinformaciónacercade la regulaciónde la enzima,en estetrabajode

investigación se estudió la actividad enzimáticade PKG en extractos solubles de
célulascromafinesbovinasen cultivo empleandouna técnicade fosforilación de un
sustratoexógenoen presenciadeATP radiactivamentemarcado.

- Figura 24-1V. Actividad de proteína quinasa
dependiente de GMPc en células cromafines1 bovinas. La fosforilación de histona F2b en

? 40 - .1.. ausencia(barras negras) o presencia(barras
E blancas)de 8Br-GMPc fue detenninada en
o
E extractos solubles de células cromafines
a 30 -

bovinas, La reacción de fosforilación fue
iniciada al añadir 20 ~tg de proteínas del

o
s 20 - extracto conteniendo PKG parcialmente

purificada. Paraestudiarel efecto inhibitorio

los extractosfueron preincubadosdurante lOniin a 300C con 1-1-8 1 gM, H-89 100iÉ~ ~á1~__ Rp-SpCPT-OMPcS 50 }aM antesdel ensayode— _______ fbsforilación.control H—8 H—M Ap

32

La figura 24 muestra la actividad de PKG expresadacomo P incorporado a histona
F2b (pmollmin)enextractosincubadosen presenciao ausenciade 813r-GMPc 100 ~iM

en diferentes condicionesexperimentales.Este análogo de GMPc resistentea la
hidrólisis por fosfodiesterasases, segúnse ha descrito, capazde activar la PKG

(Rapoportet aL, 1982). La figura muestraque en condicionescontrol, SBr-GMPc
produceun aumentosustancialde la incorporaciónde marcaradiactiva al sustratode

PKG, indicando estehechola presenciaen el extractode una proteínaquinasacon
característicasde PKG.

PKG cataliza la fosforilación de algunossustratosque tambiénson fosforilados por
proteínaquinasadependientede AMPc (PICA). Esto esdebido a que existeuna gran

similitud en las secuenciasde fosforilación para ambasquinasas(Lincoln y Corbin,
1977).Aunquela PKA eseliminada del extractoen el procesode seflúpurilicaciónde



Resultadosy Discusión 153

PKG, con objeto de discriminarentre PICA y PKG, se emplearonademásdiferentes
inhibidores de quinasas. Los inhibidores de quinasas del tipo
isoquinolinesulfonilamidas, entre ellos N- [2-(metilamino)eti]-5-
isoquinolinesulfonamida (H-8) y N-[2-((p-broniocinamil) amino)etil]-5-
isoquinolinesulfonamida(H-89), presentandiferentes afinidadespara las distintas
proteínasquinasas.Así, H-8 presentavaloresmuy similaresde ‘Q~ paraPICA y PKG
(1.2 1iM y 0.48 pM para PICA y PKG, respectivamente),mientras H-89 presenta
diferenciasdeun orderde magnituden suafinidadporambasquinasas(48nM y 0.48
pM paraPKA y PKG, respectivamente)(Hidakaetal., 1984;Chijiwa eta!, 1990).

H-8 1 pM pusode manifiestola participaciónde una(o ambas)de estasquinasasen la
fosforilación observadacon 8Br-GMPc. Por otro lado, 11-89 fracasó en inhibir la
incorporaciónde fosfatoradiactivoal péptidosustrato.Esteresultadoindica que PICA
no estáimplicada en el efecto, y, por tanto, por eliminación, debeestarmediadopor
PKG.

La figura 24 tambiénmuestralos resultadosobtenidoscon un inhibidor de PKG de
distinta naturalezaque H-8 ó H-89, el análogodc GMIPc, (Rp)-8-(p-clorofeniltio)

guanosina3’-5’-ciclico monofosforotioato(Rp-8-pCPT-GMPcS)(Butt et al., 1994).
Este análogo, usado a una concentraciónde 50 pM, lime capaz dc inhibir la
fosforilación estimuladapor 8Br-GMPc. Estosresultadosconfirman la presenciaen el
extractoobtenidoa partir de célulascromafinesde unaproteínaquinasadependientede
GMPc.
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Figura 25-1V. Efectotiempo-dependientede SN?y CNP sobrela actividadde PKG
de células cromalines bovinas. Las células fueron preincubadas durante los tiempos
indicadoscon SN? 100 pM (A) o CNP 100 nM (B), y despuésla actividad de PKG se
midió medianteun ensayodefosforilaciónsegúnsedescribeen la secciánMétodos.PKG
es expresadacomo porcentajede la actividad basal: 100 % correspondea 441.19±
89.43unidades/mgde proteina (1 unidad se definecomo la actividadenzimáticacapaz
deincorporar1 pmol/niin de tbsfatoenel heptapéptidosustratoa 30

0C).
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Con objeto de obtenerinformación adicional acercade la regulaciónde PKG en

condicionesfisiológicas, el ensayoenziniático lite adaptadopara medir actividad de
PKG en célulascromafinesintactasincubadascon SNP y CNP.

SNP 100 ~¡M(Fig. 25A) y CNP 100 niM (Fig. 2511) produjeronincrementostiempo-

dependientesen la actividadde PKG(150 % y 125 % sobreel basalpara SNP y CNP,
respectivamente).

Estos resultadosdemuestranque en célulascromafinesbovinasen cultivo existeuna
actividadenzimáticade proteínaquinasadependientede GMIPc que seactiva cuando
los nivelesdelnucícótido cíclico se incrementanpor estimulacióncon los activadores
de guanilatociclasa,SM> y CNP.

Fosforilaciónde tirosina hidroxilasapor proteínaquinasadependientedeGMPe

encélulascromafinesbovinasen cultivo

En la bibliografia se han descrito algunos sustratos que son fosforilados
específicamentepor PKG (revisadopor Lincoln, 1995). Sin embargo,debido a que

PICA y PKG reconocensimilares secuenciasde fosforilación, en la práctica, estos
supuestossustratosespecíficosdePKG lo sontambiénde PICA. Aunquela distribución
subeelular(y tambiéntisular) de ambasquinasasintroducevariablesmuy importantesa

teneren cuenta cuandose estudiansustratosde estasquinasas,a priori, cualquier
sustratodePKA puedepotencialmentesersustratode PICO.

Un conocidosustratode PICA que es, al misma tiempo, una proteínaclave para la
actividad fisiológica de las células cromalines,es la tirosina hidroxilasa (TH). Esta
enzimacataliza la hidroxilación de tirosina a L-DOPA en lo que constituyela etapa

limitanteen la síntesisdecatecolaminas(Levittetal., 1965).

La fosforilación de TH setraduceen un incrementode la actividad catalitica de la
enzima,portanto, la regulaciónpor fosforilaciónesun procesomuy importante(Johet
aL, 1978).La enzimaessusceptiblede fosforilación en diferentesresiduosde serbiade
su secuencia,y, al parecer,cadasitio de fosforilación esreguladopor una ruta de 20
mensajeros(Haycock, 1993; Kumer y Vrana, 1996>. PICA fosforila Set0 en 11-1 de
célulascromafinesbovinas(Haycock, 1990). Debido al reconocimientode secuencias
similaresde fosforilación, PKGpodriatambiénfosforilar eseresiduode serna.

En la bibliografia seha descritoqueen célulascromatinesy también en célulasPCI2,

los sistemasde 2” mensajerosbasadosen AMPc y <JMPcproducenmcrenxentosen la
actividadenziniáticade 11-1 (Roskoskiy Roskoski, 1987).Además,seha demostrado

que TEl purificadaa partir de célulasPCI2 esfosforilada in vitro porPKO (Roskoski
et al., 1987). Por tanto, merecela penainvestigar si la ruta del GMPc escapazde
incrementarel estadode fosforilación de TH en célulascromafinesintactas.
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TABLA III

Tratamiento Contenido de Catecolaminas % del control

timol/Itt células

Control 130.65±5.68 100

SN?P 100pM 169.37±10.10 130

CNP 100 nM 168.42±6.74 129

Para la determinaciónde catecolaminas,las célulassepreincubarondurante1 hora con SN?
100 FIN! O CNP 100 nM o en condicionescontrol. Después,el contenidototal de catecolaminas
sedeterminósegúnsedescribeen Métodos.

La tabla U muestraque en las condicionesexperimentalesen las que sellevó a cabo
este trabajo de investigación, los activadoresde guanilato ciclasas SNP y CNP
producenincrementossignificativosdel contenidototal de catecolaininas.Aunque en

estosexperimentosno se midió directamentela actividad enziniáticade TEl en las
células,debidoa quela reaccióncatalizadapor TEl esla etapalimitante en la síntesisde

catecolaminas,lasmedidasdel contenidototal constituyenun bueníndice del gradode
activacióndela rutade síntesisy, por tanto,muyposiblemente,dela actividadTH.

Para estudiarel grado de fosforilación de TI-l, las células cromafinesbovinas se
preincubarondurante1 horacon ortofosfatoradiactivosegúnse describeen la sección
de Métodos. Duranteesteperiodode preincubación.e] ortofosfatoestransportadoa]
interior de la célulae incorporadoen ATP intracelular,el cualesen parteutilizado para
fosforilarproteínas.De éstas,una de las que másfosfato radiactivoincorporaesla TH
debido a que esuna proteínarelativamenteabundanteen estascélulasy que además
presentamúltiplessitios de fosforilaciónen susecuencia(Haycock, 1993).

Utilizando electroforesisen gelesde poliacrilamida en presenciade dodecilsulfato

sódico(SDS-PAGE)y autorradiografia,muchosgruposde investigaciónhanestudiado
la fosforilación de TI] y demostrado,primero, que es una proteína fosforilada en

condicionesbasalesy, segundo,queestegradode fosforilación estáconsiderablemente
aumentadocuandolas células son estimuladascon secretagogoscomo Ach y KCl
(Haycock et al., 1982; Niggli el aL, 1984; Cutierrez el aL, 1988). El análisis

densitométricodeestosexperimentospermiteestudiarde maneracuantitativael grado

de fosforilación de las diferentesproteínas,por lo que esta técnica resulta muy
adecuadaparaestetipo de investigaciones.No obstante,complejosestudiosrealizados

utilizando SDS-PAGEen dos dimensionesy autorradiografia,han descritohasta500
polipéptidosfosforiladosen célulascromafinesbovinas(Gutierrezet al., 1988),y este
hecho dificulta sobremanerael estudio cuantitativo del grado de fosforilación de
proteínasindividuales.Porestarazón,en estetrabajo de investigación,serealizó una
purificaciónpreviade la TEl medianteinmunoprecipitacióncon anticuerposespecíficos
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anti-TH y despuésse estudiósu fosforilaciónpor SDS-PAGEy autorradiografia.Con

estavariaciónde la técnicase puedenobtenerautorradiograniasque contienensólo la
bandaproteicade interésy, portanto,al disminuirel marcajede fondodel gel permiten
una cuantificación mucho más sensible a pequeñasvariacionesen el grado de
fosforilación dela proteínaobjetode estudio.

Figura 26-1V. Efecto de forskolina y acetileolina
sobre la fosforilacién de tirosina hidroxilasa.

— 200 Células se preincubaron durante 1 hora con

H 180 ortofosfatoradiactivo. El etkto deforskolina (Forsk)
L y acetilcolina (Ach) se estudió añadiendo estos160 ~i compuestosduranteel períodode preincubaciáncon

¶40 ~ ortofostbto(30minconfbrskolinalogMo2nnncon
acetilcolina100 gM). El gradode fosfbrilaciónde TEl

-4
- 120 T @roteína de 60 kDa) se deterniinó mediante

inmunoprecipitaciáncon anticuerposespecíficosanti-
TEl y posteriorSDS-PAOE y autorradiografiasegún
sedescribeen Métodos.Cuandoel anticuerpoanti-TH
&e omitido no se obtuvo marcaje radiactivo
significativo tal y como semuestraen la última calle

— 60 KDa del autorradiograma.El gradode fosforilación de TI]
y tambiénla potenciaciónporactivadoresfije vanable
de cultivo a cultivo. La figura muestrael resultadode
un experimento individual de 3 realizados con
diferentescultivosperoconidénticosresultados

La figura 26 comparala fosforilación de TH en condicionesbasalesy despuésde

incubación de las células con forskolina 10 pM o Ach 100 gM. Como puede
apreciarse,forskolina y Ach producenincrementosnotablesdel gradode fosforilación

deTH.

La acetilcolinasehadescritoqueproducefosforilación de TI] en múltiples sitios por
activación de diferentes rutas de segundosmensajeros,entre ellas la quinasa
Ca2~/calmodulina-dependientetipo II, las quinasasMAP2 y PICA. Por el contrario,
forskolina, a travésde activación de adenilato ciclasa e incrementoen el AMPc
intracelular,producefosforilaciónúnicamentemediadaporPKA. (Haycock,1993).

Los activadoresde guanilato ciclasas,SNP y CNIP, producentambién incrementos
significativos de la fosforilación de TEl (Fig. 27). Esteefecto estiempo-dependiente
alcanzándoseun máximoalos 15 minutosde incubacióncon amboscompuestos.

u •-0 •‘ ~

.2 ~<LA.



ResultadosyDiscusión 157

u
.0

r
1-

-5‘u
u>o

LL

180 SNP

180

140

lic

100

0 30

CNP

lO 20 0 10 20 30

Tiempo <mm) Tiempo <mm>

60 KDa —

— 9 6 16 30 6 16 30
SNP CNP

Figura 27-1V. Efecto tiempo-dependiente de SN? y CNt sobre el grado de
fosforilación de TE. Célulascroniafinespreincubadas1 horacon ortofi,shtoradiactivo
se incubarondurantela preincubacióncon el ortotbsfttocon SNP 100 gM o CN?P 100
nM durantelos tiemposindicados.El gradodeksfbrilaciónde TU se determinásegúnse
describeen Métodos. Cuando el anticuerpoanti-TH fue omitido no se obtuvo marcaje
radiactivosignificativo (primeracalle). La figura muestrael resultadode un experimento
individual de 3 realizadoscon diferentescultivosy con idénticosresultados.
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Figura 28-1V. Dosis-dependenciade SM> y CM> sobrela fosforilación de TE. Efecto
de los inhibidores ODQ y Rp-SpCPT-GMPcS.Célulascromafines preincubadas 1 hora
con ortotbsfatoradiactivoseincubarondurantelos últimos 15 miii depreincubaciáncon
la marcaradiactivacon diferentesconcentracionesde SN?o CNP.El efectodel inhibidor
de OC, ODQ; y del inhibidor dePKG, Rp-SpCPT-GMI>cS,seestudiósobreel efectode
SN? 100 ~iM y CM’ 100 nM, añadiendo los inhibidores durante el periodo de
preincubaciáncon ortofosthto.El grado de fosforilación de TH se detenninósegúnse
describeen Métodos. Cuando el anticuerpoanti-TH fue omitido no se obtuvomarcaje
radiactivosignificativo (primeracallede cadapanel).La figuramuestrael resultadode un
experimentoindividualde 3 realizadoscondiferentescultivosy con idénticosresultadas.
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La figura 28 muestraque el efectode SM> y CNT> (medido a 15 mm) esdependientede
la dosis.El máximo efectoseobtuvo con concentracionesde SM> de 10-100pM o de

CNT> de 10-100nM. Estafigurademuestratambiénqueel efectode SNP estámediado
por la activación de la guanilato ciclasasoluble ya que serevienecon el inhibidor
especificode GCS, ODQ. La reversiónobservadadel efecto de ambosactivadoresde
OC por e] inhibidor dePKG, Rp-8-pCPT-OMPcS,indicaquePICO estáimplicadaen la

fosforilaciónde TEl inducidaporSNP y CNT>.
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Figura 29-1V. Efecto de SN? o CNP y forskolina sobre el grado de
fosforilación de TH en célulascroinalines bovinas. Las células sepreincubaron
durante1 horacon ortofosfhtoradiactivoenpresenciade SNP 100 .tM, CNP 100
nM (15 miii), tbrskoluna 10 ~xM(30mm) o con mezclasde estoscompuestos.El
grado de fosíbrilación de TH se detennunó segúnsedescribe en Métodos. Cuando
el anticuerpoanti-TH fue omitido no se obtuvo marcaje radiactivo significativo

(primeracalle). La figura muestrael resultadode un experimentoindividual de 3
realizadoscondiferentescultivos y conidónticosresultados.

Cuando las célulasse incubaronsimultáneamentecon SNP ó CNP y con forskolina,el

grado de fosforilación alcanzadoflie similar al que se obtuvo cuandolas células se
incubaronúnicamentecon forskolina (Fig. 29). La falta de aditividadde estosefectos

sugiereque la activación de PKG con SNP y CNP resulta en fosforilación en los
mismosresiduossusceptiblesde fosforilaciónporPICA.

Los resultados de este trabajo de investigación demuestran la existenciade
inmunorreactivídadespec~lcade proteínaquinasadependientede GMPc tipo 1 en

célulascromafinesbovinas.Los estudiosenzimáticosllevadosa cabo confirman la
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presenciade una actividadenzimáticacon característicasde PKG en estascélulas.
Los activadores de guanilato ciclasa soluble y particulada, SNP y CNP,
respectivamente,producenincrementossign~cativosen la actividad enzimática,de
PKG. Ambosactivadores,a través de esta quinasa, producen un aumentode la
fosforilación de tirosina hídroxilasa, la enzima clave en la ruta de síntesisde
catecolaminas. Forskolina, actuando vía AJVIPc/PKA, produce también notables
incrementosen elgradodefosforilación.Sin embargo,cuandolas célulasse incuban
de manera simultánea con SNP o CNP y forskolina no se obtiene una mayor
fosforilación que únicamente con forskolino. Este resultado sugiere que la
fosforilaciónvía GMPc/PKGtiene lugar en los mismosresiduosquePKA escapazde
fosforílar. La fosforilación de tirosina hidroxilasa mediadapor PKG podría ser
responsabledel aumentosustancialdel contenido total de catecolaminasque se
observacuandolar célulassepreineubanconSNPo CNP.
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4. MODULACION DE LA SECRECION DE CATECOLAMINAS POR
NO:GMPc

Efecto de los activadores de guanilato ciclases,nitroprusiato sádico (SNP) y
péptido natriurético de tipo C (CNP) sobre la secreciónde catecolmn¡inas y el
calcio libre citosólico

Las células cromatinesbovinas en cultivo liberan un 9.83 ± 0.10 % de sus
catecolaminastotalescuando seestimulandurante2 minutoscon acetilcolina50 pM.
En condicionesbasales,es decir, en ausenciade secretagogosduranteel periodo de

estimulación,las célulasacumulanun 1.67 + 0.05 % de sus catecolaminastotalesen el
medioextracelular.

Cuandolas célulascronialinessepreincubarondurantediferentesperiodosde tiempo
con SNP 100 pM o CNT> 100 nM se observóuna inhibición tiempo-dependientede la
secreciónde catecolaminasestimuladaporAch 50 gM. Por el contrario,la secreción
basalno se vió afectada(Fig. 30). SNP y CNP produjeronuna inhibición que se
desarrollólentamenteen el tiempo, siendoprácticamentenula con preincubacionesde
3-15 minutosy alcanzandoun valor máximo de aproximadamenteun 30 % a los 45
minutosde preincubaciónconestoscompuestos.
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FIgura 30-1V. Efecto inhibitorio de SN?y CM> sobre la secreción de catecolaminas
estimuiadapor acetilcolina pero no sobre la secreciónbasaLEstudio en función de]
tiempo del efecto inhibitorio de SN? 100 iM (circulos cerrados)o CNT> 100 nM
(círculosabiertos)sobrela secreciónde catecolaminasestimuladapor acetilcolina50

o basal.Las célulassepreincubarondurantediferentesperíodosdetiempocon SN?
o CM’ y despuésla secreciónde catecolaminasse determinósegún se describeen
Métodos.Los valoresde secreciónestimuladaquesemuestranfueronobtenidosdespués
de la substracciónde la liberaciónbasal.En amboscasosla secreciónse expresacomo
porcentajedel contenido total de catecolammasParamostrar con más claridad los
efectossobresecreciónestimuladay basal,el ejey estádividido en 2 secciones.
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Parala realizaciónde estosestudioslas catecolaminasse determinaronmedianteun

métodofluorimétrico que, en las condicionesexperimentalesen las quesellevó a cabo
estetrabajo,permiteuna cuantificaciónde la secreciónen términosde catecolaminas
totales, no pudiendo discriminar entre las aminas adrenalinay noradrenalina.No

obstante,pudiera ocurrir que SNP y CNP afectasensolamentea una de las dos
poblaciones celulares productoras de estas aminas, células adrenérgicas y
noradrenérgicas.Con objeto de investigarestaposibilidad, la secreciónestimuladapor
Acb 50 pM se determinótambién medianteseparaciónde las aminaspor HPLC y
posterioranálisismediantedetecciónelectroquinnca.

La figura 31 muestraunareducciónenporcentajesmuy similares(aproximadamenteun
30 %) tanto de la secreciónde adrenalinacomo la de noradrenalinadespuésde la
preincubaciónde las célulascon SN?y CNP.
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Figura 31-1V. Efecto inhibitorio de SM> y CXI> sobre la secreción de
adrenalina y noradrenalina en células cromafines bovinas. Las células se
preincubaron durante 45 minutos con SN? 100 pM, CNT> 100 nM o control.
Trasla preincubación,las célulasseestimularoncon Ach 50 1iM y la cantidad
de adrenalinay noradrenalinaliberadaal medio extracelulardurante2 minutos
sedeterminómediante1-IPLC segúnsedescribeen la secciónMétodos.

Puestoque SNP y CNP tienen en común su capacidadpara incrementarde manera

notable los niveles intracelularesde GMPc en células cromafinesbovinas, estos
resultadossugierenque el GMPc ejerce una modulaciónnegativade la secreciónde

catecolaminasy que esta modulación parece estar presente tanto en células

adrenérgicascomoennoradrenérgicas.

La inhibición por SN? y CNP de la secreciónde catecolaminasno esexclusiva de la
estimulaciónde las célulaspor aceticolina,sino que, segúnsemuestraen la figura 32,

tambiénse observacuandola estimulaciónseefectuócon KCI 30 miM.
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Figura 32-tV. Efectoinhibitorio de SNP y CNIP sobre la
secreciónestimuladapor KO 30 mM. Las células se

~ 2 preincubarondurante45 minutos con SN? 100 iNl, CNT>
4> 100 nM o control. Despuésdel períodode preincubación,

1 - las célulasse estimularoncon KCI 30 mM y la secreción
de catecolaminasse determinó según se describeen la<12

seccióndeMétodos.o-
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El principal estímulo fisiológico para la exocitosis en células cromafines es un
incrementoen la [Ca2~]i.Aunquea travésde diferentesmecanismos,los secretagogos
empleadosen estetrabajode investigación,Ach y KC1, producengrandesincrementos
en la [Ca2~]i.La estimulacióncon estoscompuestosaumentarápidamentela [Ca2fii
hastaun pico inicial queresultade la entradamasivade ionescalcio a travésde canales
voltaje-dependientes.Según se ha descritoen la bibliografia, estaentradarápida de
calcio al interior de la célula esta acopladade maneramuy efectiva al fenómeno
secretor(Burgoyne, 1991). Por tanto, merecela penaestudiaren profimdidad si la
modulaciónnegativade la secreciónestimuladade catecolaminasque seobservacon
SNP y CNT> se acompañatambién de una reducción en el incrementoen la [Ca2~jji
producidaporlos secretagogosempleados.

Se estudió,en primer lugar, silos activadoresde guanilatociclasasproducíanpor sí
mismosun efectosobrela [Ca2~]ibasal.El segundoregistro de lospanelesA y C de la
figura 33 muestraquela [Ca2~]ibasalno sevio afectadacuandolas célulassetrataron
con SM> 100 pM o CM> 100 nM. Sin embargo,de formaparalelaa lo que se observa
con la secreciónde catecolaminas,ambos compuestosinhibieron el incrementode
calcio (medidocomo altura delpico inicial) estimuladoporAch 50 vM o KCl 30 mM
(Fig. 33). Esteefecto inhibitorio alcanzóun máximo de aproximadamente40-50 %

despuésde unapreincubacióncon SNP o CNT> de 45-60minutos.

La recuperacióndel [Ca2~]itrasel pico transitoriosigueuna cinéticaexponencialque
se analizó en detalle en células estimuladascon Ach 50 pM y KCI 30 mM en
condicionescontrol y tratadascon SNP o CNT>. El valor de t

112 para la fase de
recuperaciónen célulasestimuladascon Ach en condicionescontrol flie de 14.50 +

1.11 segundos,y de 14.71 + 0.44 y 14.72 + 0.82 cuandolas célulassepreincubaron
con SNIP y CM>, respectivamente.En el caso de KCI, el control fue de 52.08 + 4.24
segundos,y de 52.19 + 4.97 y 5 1.71 ±2.80 despuésde la preincubacióncon SN?y
CM>, respectivamente.Estosresultadosindican que la inhibición por SM> y CNT> sólo

afectó al rápidopico inicial y no afectó en absolutoal mucho máslento procesode
recuperaciónde la [Ca

2t]i, que dependede sistemasintracelularesde tamponamiento

del calcio (bombade Ca2~,intercambiadorNa~-Ca2~,etc.).
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(A, registrosrepresentativos,E, estudioen funcióndel tiempo)o acetilcolina50

1iM (C, registros representativos,D, estudio en función del tiempo) se
determinaronsegúnsedescribeen Métodos.
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FIgura 34-1V. Dosis-dependenciade los efectosinhibitorios de SMI> y CMI>
sobre la secreción de catecolaminasy el incremento de calcio citosólico
estimulados por acetilcolina. Las células se preincubaron con diferentes
concentracionesde SN? (A) o CNP (B) y la secreciónde catecolaminas
(círculos cenados)y el incrementode calcio citosólico (círculos abiertos)
estimuladospor Ach 50 iulvl fuerondeterminadossegúnse describeen Métodos.
Porcomparación,los efectosdosis-dependientede SN?y CNT> sobrelos niveles
deGMPc intracelulartambiénsemuestran(cuadrados).
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Confirmación del papel del GMPc en la modulación de la secreción de
catecolanúnasy el calciocitosólico por SM’ y CNt’

Una seriede experimentosserealizaroncon objeto de confirmarel papeldel GMIPc en

la modulaciónpor SN?y CNP de la secreciónde catecolaminas,así como obtener
informaciónadicionalsobreel mecanismode acción.

En primer lugar, seestudióla dependenciade la dosisde SN?o CNT> necesariapara
producir inhibición de la secreción de catecolaminasy del incremento del calcio

intracelular asociado al proceso secretor, La figura 34 ilustra este estudio. Por
comparación,en estafigura semuestratambiénel efectodosis-dependientede SN?y
CNt> sobrelosnivelesde GMPc(valoresobtenidosa partirdela figura 17). A partir de
la figura 34 se calcularonlos valoresde 1C50 para la inhibición de la secreciónde
catecolaminasy del incrementode la [Ca

2ii siendo2.40±1.06 ~¡My 6.94 + 2.41 ~iM

paraSN?en secrecióny calcio, respectivamente;19.00±5.76 nM y 11.01 ±2.11nM
para CNt> en secreción y calcio, respectivamente.Dichos valores correlacionan

bastantebiencon el valor deEC
50paralaproducciónde GMIPc (18.13+ 2.99 jM para

SN?y 25.63 + 5.96 nM paraCM>), indicando estehechoque la modulación de la

secrecióny el calcio citosólicopodríaestarmediadaporel GMPc producidopor SN?
y CM>.

Porotro lado, seestudióel efectode ODQ, inhibidor de la guanilatociclasasoluble,y

de Rp-SpCPT-GMPcS,inhibidor de la proteínaquinasadependientede GMLPc, sobrela
modulaciónporGMIPc de la respuestasecretora.

La figura 35 muestraque ODQ 10 1aM túe capazde revertir el efecto inhibitorio de
SN?sobrela secreciónde catecolaminasy el calcio citosólico,mientrasque no afecté
en absolutoa la inhibición producidapor CM>. Estehechoconfirma el requerimiento

de la producciónde GMPc a travésde guanilatociclasasolubleparaqueseobserveel
efecto inhibitorio de SN?. Por otro lado, el inhibidor de la PKG revirtió el efecto
inhibitorio producidoporSM> y CM>. Parala reversiónde la inhibición producidapor
CM> sobrela secreciónde catecolaminasestimuladapor Ach se obtuvo un valor de

1C50 de 4.34 ± 1.87 piM (figura 36). Estevaloresrelativamentecomparableal descrito

para la inhibición de PKG purificada por esteanálogode GMPc (Xi de 0.5 pM),
especialmenteteniendoen cuentaque la inhibición esde tipo competitivo (Butt el al.,
1994) y el valor de 1C50 de la figura 35 se obtuvo a partir de células croniafines
tratadas con CM> 100 nM, el cualproducegrandesincrementosen la concentraciónde
GMTPc intracelular. Estos resultadossugierenla participación de la quinasa en la
modulaciónnegativade la función secretorade célulascromafinesbovinaspor la ruta

del GMIPc.
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Figura 35-1V. Efectos del inhibidor de la enzima guanilato ciclasa
soluble, ODQ; y del inhibidor de la proteína quinasa dependendientede
GMI>c, Rp4-pCI>’T-GMI>cS, sobre la inhibición por SMI> y CMI> de la
secreciónde catecolaminasy el incrementode calcio citosólico. Las
células sepreincubarondurante45 minutos con SN? 100 pM, CNT> 100
nM o control; en ausencia(barrasblancas)o presenciade ODQ 10 i~M
(barrasnegras)o Rp-8-pCPT-GMIPcS25 gM (barras grises). Despuésde
la preincubación,la secreciónde catecolanimas(A) y el incrementode
calcio citosólico (B) estimuladospor acetilcolina 50 ~±Mse determinaron
segúnsedescribeen Métodos.

s
c

o
u
e
u
4>
-c
o
4-

c
4>
E
4>
1-.u
c

9- B
e
4-o

•<
ci
c

‘o
u
o’
1-
u
4>
ca

8-

7-

6-

5:

a az zch ()

ODO



168 NO:GMPcencélulascromafinesbovinas

100

o
80

o

.0
~ 80
c
o
4-~
4>
w
M 20

o
0 0.1 1 10 100

(Rp—BpCPT—GMPcSI 1pM>

FIgura 36-1V. Reversión concenfración-dependiente del efecto
inhibitorio de CM’ sobrela secreciónde catecolaminaspor Rp-SpCPT-
GMPcS. Las células cromafinesse preincubarondurante5 minutos con

diferentes concentraciones de Rp-8pCPT-CIMPcS antes de una
preincubación de 45 minutos con CNT> 100 nM conteniendoel análogode
GMPc a su correspondienteconcentración.Las células se estimularoncon
Ach 50 >tM y la secreciónde catecolaminassedeterminósegúnsedescribe
en la secciónMétodos.Un efecto inhibitorio de 43.57±1.63 % sobrela
secrecióndecatecolaminasfUe normalizadoa 100 %.

Con objeto de investigar en profUndidad el desarrollode los acontecimientosque se

observaroncuandocélulascromafinesbovinasseincubaroncon SNP y CNP, la figura
37 muestrael estudioen función deltiempo de la producciónde GMIPc, la activación
de PKG y la aparición de la inhibición en la secreciónde catecolaminasy del

incrementode calcio citosólico.Dichosvaloresseobtuvierona partirde las figuras 17,
25, 30 y 33; y semuestranjuntosen estafigura parafacilitar la comparación.

Segúnsemuestraen la citadafigura, la producciónde (JrMPc y la activaciónde PKG
ocurrenprimero y precedena los efectosinhibitorios sobresecrecióny calcio, los
cualestienenlugarcon similaresperíodosde preincubacióncon SM> o CNP. El orden

de los acontecimientosque seobservórefuerzala posibilidad de que la producciónde
GMPcy posterioractivaciónde PKG seanresponsablesde la reducciónen la secreción
de catecolaminasy en el calcio citosólico. No obstante,es muy plausibleque etapas
intermediasadicionalesentre la activación de la PKG y la aparición de los efectos

inhibitorios ocurrany den cuentadel desfaseque existeentre estos fenómenos.Por
otro lado, estedesfaseno significa que el (MIPc intracelulartengaque estarelevado
durantetodo esetiempo para que se observeun efecto inhibitorio por SNPy CNT>.
Unapreincubaciónde 5 minutoscon SN?y CNT> seguidade un períododc 55 minutos
en ausenciade cualquieractivadorde guanilatociclasa,períodoen el cual los niveles
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de GMPcretomana los valoresbasales,fUe suficienteparaproducirunainhibición de
la respuestasecretoramedida inmediatamentedespuésdel periodo de recuperación
(experimentosnomostrados).Estosresultadossugierenqueparala consecuciónde los

efectosinhibitorios sólo se requierenintervaloscortos de activaciónpor agentesque
elevan el (iMPe intracelular. El incremento transitorio del GMI>c desencadena
procesos intracelularesque conducena unainhibicióntardíade la respuestasecretora.
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Figura 37-1V. Estudio en función del tiempo del efectode SNPy CNP sohre
los niveles intracelulares de GMPc, la actividad de proteína quinasa
dependiente de GMI>c y la secreciónde catecolaminasy el incremento de
calcio citosólico estimulados por acetilcolina. Las células se incubaronlos
tiemposindicadasconSNP100 gM (A) o CM> 100aM(B) y la producciónde
OMPc (círculos cerrados),la actividad de PRO (cuadradoscerrados), la
secreciónde catecolaminas(cuadradosabiertos)y el incremento de calcio
citosólico (círculos abiertos)se determinaronsegúnse describeen Métodos.
Los efectossobresecrecióndecatecolaminase incrementode calcio citosólico
se muestrancomoporcentajede inhibición. Los valoresquese muestranen esta
figura se obtuvieronapartirdelas figuras 17, 25, 30 y 33.
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Todosestosexperimentosconfirmanque el efecto inhibitorio de SNP y CNP sobrela
secreción de catecolaminasy el incremento en la [Ca2~ji estimuladospor los
secretagogosacetilcolinay KCI estámediadopor el GMPcproducidoa partir de las
isoforinasde guanilatociclasa.Estosresultadostambiénsugierenla participaciónde la

PICOen la modulaciónporGMPc de la fimción secretoraen célulascromafinesbovinas

en cultivo.

Modulación de la respuestasecretorapor inhibición de la degradaciónde OMIe

Las fosfodiesterasasde nucleótidoscíclicos catalizanla hidrólisis de los nucleótidos

3,5-cíclicosa los correspondientesnucleósidos5-monofosfatosenlo queconstituyeel
único mecanismo conocido de degradación de nucleótidos cíclicos en células
eucarióticas (Beavo y Reifsnyder, 1990). Inhibidores de fosfodiesterasasque
selectivamenteincrementanlos nivelesde GMPc o de AMPc puedenser,por tanto,
importantesherramientasfarmacológicasparala investigaciónen nucleótidoscíclicos,

Los inhibidores que convencionalmenteseusanpara aumentarla sensibilidadde los
ensayosde GMPc o AMIPc (por ejemplo, II3MX) no son válidos puesto que
inespecificamenteincrementanlos nivelesde ambosnucleótidoscíclicosmedianteuna
acciónsobrelasdiferentesisoformas.

Zaprinast (2-o-propoxi-fenil-8-azapurin-6-ona),compuesto sintetizado en 1975 y
ensayadoclinicamentecomo tratamientopara mejorar procesosasmáticos,presenta
una afinidad, al menos,dosórdenesde magnitudmayorpara inhibir la fosfodiesterasa
específicade GMIPc (tipo V) queparainhibir las restantesfosfodiesterasas,segúnse ha
descrito para preparacionesenzimáticasaisladasde aorta humana(Merkel, 1993;

Miyahara el aL, 1995; Coste y Grondin, 1995). Estascaracterísticasde inhibición
hacende zaprinastun inhibidor selectivode la fosfodiesterasaespecíficade GMPc y,
portanto, puedeemplearsecon el propósito de incrementarselectivamentelos niveles
de estenucleótido.

Los valoresde 1C
50 de zaprinastparala inhibición de la fosfodiesterasade tipo y en

diferentes tejidosvariandesde0.5 hasta30-40~±M,aunqueen algunossehan descrito
valores>100 1.tM (Merkel, 1993).Estavariabilidaden el comportamientoinhibitorio de
zaprinasthacenecesarioun estudiodetalladode los parámetrosde inhibición de la

hidrólisisde (iMPc en el tejido en cuestión,en estecasolas célulascromafinesbovinas
en cultivo. Estosparámetrosse estudiaroncomolas dosisnecesariasparaaumentarlos

nivelesbasalesde GMIPc intracelulardespuésde una preincubaciónde 30 minutoscon
diferentesconcentracionesdezaprinast.

El panelA de la figura 38 muestrael efecto dosis-dependientede zaprinastsobrelos
niveles de GMIPc intracelular. Como se aprecia en esta figura, concentracionesde

zaprinast> 10 pM incrementansignificativamentelos niveles de GMPc, pudiendose
estimarunavalor de EC50de28.44±3.93 ~zMparaesteefecto.
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Figura 38-TV. Efecto de zaprinast, inhibidor de la fosfodiesterasa
específicade GMI>c (tipo V), sobrelos niveles de GMFc intracelular y la
secreciónde catecolaniinasy el incremento de calcio citosólico estimulados
por acefilcolina. A) Estudio del efecto dependiente de la dosis de zaprinast
sobrelos niveles intracelularesde OMPc de célulascromafinespreincubadas
durante 30 minutos con diferentes concentraciones de este compuesto.B)
Histograma que muestra el efecto de una preincubaciónde 30 minutos con

zaprinast 100 ~±Msobre la secreción de catecolaminas estimulada por

acetilcolina 50 pM. C) Registros representativosdel efecto de una
preincubaciónde 30 minutos con zaprinast 100 ¡.tM sobreel incrementode
calcio citosólicoestimuladopor acetilcolina50 pM.

La figura 38 (panelesB y C) muestran que la preincubación de las célulascon zaprinast
100 1xM produjouna inhibición de la secreciónde catecolaminasy del incrementodel
calcio citosólico estimuladospor Ach 50 pM. Aunque el zaprinastno consiguió

aumentarlosnivelesintracelularesde GMPchastaunavalor mayordel dobledelbasal,
estos resultadosmuestranque la modulaciónnegativa de la función secretorapor
GMPcsepuedeinducirno sólo activandola rutade síntesissino tambiéninhibiendo los
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Mecanismo de acción del GMI’c: Estudio del efecto del análogo permeable de
GMI’c, 8-bromo-GMIc

Parael estudiodel papelqueel GMiPc puedajugaren diferentesaccionesbiológicasha
sido de gran ayuda el empleo de análogosde GMiPc (Miller el aL, 1973). Estos
análogos, en el interior de la célula, mimetizan las accionesdel GMIPc mediante

interaccióncon los sistemasreceptoresdel nucleótidocíclico,de modo queen estetipo
deexperimentoslos incrementosen losnivelesde “GMPc intracelular” seconsiguende

maneratotalmenteindependientede la activaciónde las isoformasde guanilatociclasa
u otroselementosquepudieranparticiparen la producciónendógenade OMIPc.

Sin teneren cuentaimportantesconsideraciones,estetipo de ensayospodríanllevarse
a cabo simplementeincubandolas células con OMITe. Sin embargo,el nucleátido
cíclico naturalesrelativamentepocopermeablea travésde las membranasbiológicas
por lo que dificilmente podríaaccedera los elementosintracelularesde respuestaal

GMPc (quinasas,canales,etc.).A estohabríaque añadirqueel GMPc esrápidamente
hidrolizado por fosfodiesterasas,haciendo estos ensayosinviables en la práctica

(Zimmermaneta!, 1985).

La Química de Síntesis ha permitido el desarrollo de análogosde (3MPc con
sustituciones en diversas posiciones de la molécula que han aumentado
considerablementela permeabilidadde estos compuestosa través de membranas
biológicas y su resistenciaa hidrólisis por fosfodiesterasas,así como dotadoa estos
análogosde propiedadesselectivasftentea proteínasespecíficasqueinteraccionancon
GMPc. Como ejemplo,el análogoRp-8pCPT-GMPcS,un derivadode <iiMPc empleado

en otros experimentos de estetrabajode investigación es, como consecuencia de estas
sustituciones, un excelente inhibidor de la proteína quinasa dependientede OMIPe

(Miller eta!, 1973; Zimmermanel aL, 1985;Corbin el aL, 1986; Sekharel aL, 1992;

Butt elaL, 1994).
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Figura 39-TV. Estructuras del GMPc y análogosempleados,SBr-GMFc y Rp-
SpCPT-GMI>cS. Como se aprecia en las estructuras, 8Br-OMPc es similar al
GMPc conla diferenciade que el hidrógenode la posición 8 de la nucleobaseseha
sustituido por bromo. En el casodel análogoRp-SpCPT-GMPcS,el hidrógeno dela
posición 8 se ha reemplazado por el grupo lipofilico p-clorofenil-tio, y además uno

detos 2 oxígenos que no participan en trinar el ciclo es sustituido por azufre.
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El 8-bromo-GMPc(8Br-GMIPc) esun análogode GMPc en el que el hidrógenode la
posición 8 de la nucleobaseseha reemplazadoporbromo. Estamodificaciónresultaen
un mcrementode la lipofilicidad de la molécula(2.5 vecesmásque GMPc) y de su
afinidad por la proteína quinasadependientede GMPc (tipo la), haciendode este
compuestoun excelente activador de esta enzima. 8Br-OMPc no es totalmente
resistentea la hidrólisispor fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicos,pero esdegradado
mucho más lentamenteque el nucleótido cíclico natural (estructurasen Fig. 39)
(Rapoportetat, 1982;Corbinetat,1986;Wolfeetat, 1989).

Para estetrabajo de investigaciónse escogió8Br-GMPc con objeto de investigarel
mecanismoa travésdel cual GMIPc modula la secreciónde catecolaminasen células
cromafinesbovinas.
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Figura 40-1V. Efecto de la preincubación con SBr-GMPc sobrela secreciónde
catecolaminas en células cromafines bovinas. Las células fueron preincubadas
durante los tiempos indicados en ausencia (control) o presencia de SBr-GMPc 100
~‘M. Despuésde la preincubaciónla secreción de catecolaminas basal (A) o
estimulada por acetilcolina 50 pM se daenninósegúnse describeen la sección
Métodos. ~“~p< 0.001, **p < 0.05 indican diferenciassignificativasrespectodel
valor control -

La figura 40 muestrael efecto de la preincubacióncon 8Br-GMPc 100 gM sobrela
secrecióndecatecolaminasen condicionesbasaleso despuésde la estimulaciónde las
célulascon Ach 50 gM durante2 minutos. Los resultadosmuestranque, de forma

similar al efecto observado con SM> y CNP, el análogo de GMPc produjo una
reducción tiempo-dependientede la secreciónde catecolaminasestimuladapor Acb
(hastaaproximadamenteun 30 %). Sin embargo,en contrastecon los resultados

obtenidoscon SNIP y CNP, cuando las células se trataronagudamente(adición del

6-
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análogo 1-2 minutos antes que la acetilcolina) con 8Br-GMPc se produjo un
incremento significativo de la secreción basalde catecolaminas, Por otro lado, si SBr-
GMiPc se adininistraen fomiade unapreincubaciónde 30 minutosla secreciónbasalse

redujorespectodel control.
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Figura 41-TV. Efecto de la preincubación con SBr-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-GMIPc 100 ~.tM.
Tras el periodo de preincubación las células se estimularon con Ach 50 ~tMy la [Ca2~]i
se determiné según se describe en la sección Métodos. El panel A muestra registros
representativos mostrando estos resultados, mientras que el panel E muestra la magnitud
de los incrementos de calcio. **p <0.001 indica unadiferenciasignificativa respectodel
valor control.

Según se muestra en la figura 41, este comportamientose reflejó también en las
medidasde [Ca2~]i.8Br-GMPc 100 pM produjo una inhibición que se desarrolló
lentamenteen el tiempohastaun valor de aproximadamente30 % a los 30 minutosde

incubación.Además,de formasimilar al efectosobrela secreción,el tratamientoagudo
con 8Br-GMPc produjo un incrementopequeño,pero significativo de la [Ca2~]i.
Cuandoel calcio extracelulartite tamponadoa aproxunadamente100 nM con una
mezclade Ca2t’EGTA, 8Br-GMIPc tite capazde incrementarla [Ca2ji (resultadosno
mostrados).Este efecto podría dar cuentade la pequeña secreción que se observa

cuandoel análogoseañadiódirectamentea las células.Debido a que, en pnmerlugar,

se requiere un cierto tiempo para que se alcancenconcentracionesintracelulares
efectivasde este compuesto,y, en segundolugar, a que estos efectosno fueron
observadoscuandose utilizaron los activadoresde guanilatociclasas;SNP y CNP;

estos efectos no pueden ser atribuidos a mecanismos intracelularesmediadospor
GMPc y no fueroninvestigadosconmayorprofundidad.

o o o
L. — (E,

o



C 8—Br C 3—Br

Resultadosy Discusión 175

El efecto inhibitorio sobrela secreciónde catecolanijuasy el calcio citosólico también
seobservócuandolas célulasseestimularoncon KCI 30 mM (Fig. 42).

La figura 43 muestrael efectode una preincubaciónde 30 minutoscon SBr-GMPc 100
gM sobreel potencialde membranamedido con la sondafluorescentebisoxonol.La
figura muestraclaramenteque el análogode GMiPcno produjo ningúnefecto sobrela
despolarizacióninducidaporacetilcolinao cloruropotásico.
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Figura 42-1V. Efecto de SBr-GMPc sobre la secreción de
catecolaininasy el incremento de calcio citosólico estimulados
por KO 36 mM. Las célulassepreincubaron durante 30 minutos
con 8Br-GMPc 100 pM (8-Br) o control (C) y, a continuación, la
secreciónde catecolaminas(A) y el incremento de calcio citosólico
(B) estimulados por KCI 30 mM se determinaron según se
describe en la sección Métodos.

Todosestosresultadospermitenproponerun posiblemecanismode acción. El hecho

de que la inhibición de la secreción de catecolaminasy el calcio citosólico sea
observableestimulandolas célulascon acetilcolinay tambiéncon KO, indica que la

acción inhibitoria tiene lugar, o bien sobreel receptor-canalnicotínico o bien sobre
canalesde Ca2~-voltajedependientes,o sobreambos.Los experimentosde potencialde
membranaresultan clavespara proponer con mayor detalle un posible modo de

actuacióndel GMIPc. La despolarizacióninducidaporACh y KCl no se modificócon la
preincubacióncon el nucleótido cíclico. Este resultadodescartala participación del
receptor-canalnicotínicoen el mecanismode acción,asícomo un posibleefectosobre
canalesde K~ que pudieranmodularla excitabilidadde la membranay, por tanto, la

despolarizacióny la consiguiente exocitosis. Estos resultadossugieren que el
mecanismode accióna travésdel cualel GMPc ejercesu efectoseproducemediante

inhibición de la entradade calcio a travésde canalesde Ca2~-voltajedependientes.
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Figura 43-TV. Efecto de mm preincubadón con SBr-GMPc sobre las
respuestasde potencial de membrana de células cromafines estimuladas
con aceti]colina o cloruro potásico. Las células sepreincubaron durante 30
minutos con SEr-OMPe 100 pM o control. A continuación,la fluorescencia
de la sondade potencial bisoxonol se midió en respuestaa los agentes
despolarizantesacetilcolina(Ach 50 jiM) o cloruro potásico(KCI 30 mM)
según se ha descrito en la sección de Métodos.

Estudio del tipo de canal de calcio voltaje-dependiente responsable del efecto
inhibitorio mediado por GMPc

Como seha explicado en detalle en la sección de Introducción, las células cromaflnes
bovinasposeenal menos4 tipos de canalesde Ca24voltaje-dependientes:L, N, P y Q.
Cada uno de estostipos se caracterizapor el bloqueomás o menosespecíficopor
determinadoscompuestos; dibidropiridinas para los canales de tipo L; toxinas
derivadasde caracolesmarinos del género Conus, co-conotoxina-GVIA para los
canalesN y «-conotoxina-MVIIC para los canalesQ; o la toxina del venenode la

araliaAgenelopsisaperta,m-agatoxina-lV~paralos canalesde tipo P.

El propósitode los experimentos que se muestran en este capítulo fue el de investigar

el tipo de canalde Ca24voltaje-dependienteimplicado en la modulaciónpor GMPc de
la respuestasecretora.Debido a las limitacionesquetiene el empleode bloqueantesde
canales, se realizó una caracterización somera que permitió la discriminación en

términos de sensibilidada dibidropiridinas.
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Figura 44-1V. Efecto de diferentes hloqueantesde canales de Ca2~sobre
el incremento de caldo estimulado por KO 30 mM. Registros
representativos (A) e histograma(E) 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

1iM, neomicina0.2 mM o ambos. C) Histograma que
muestra el efecto de una preincubación de 30 minutos con to-conotoxma-
OVIA o w-agatoxina-tVA1 FtM sobreel incrementode calcio inducido por
KCI 30 mM.

La figura 44 muestrael grado de inhibición obtenido con diferentesbloqueantesde
canalesde Ca

2~ del incrementoen la [Ca2~]iestimuladopor KCl 30 mM. En los
panelesA (registros)y B (histograma)de la mencionadafigura seusaronnifedipina 10

1tM, neomicina0.2 mM o mezclasde ambos.La nifedipina, una diliidropiridina que se
comportacomoantagonistade canalesde tipo L, fue capazde inhibir el incrementode
calciocitosólico en un porcentajepróximo al 30 % respectodel control.Aunqueno ha

sido muy empleadocon estefin, el antibiótico neomicinaesun buenbloqueantede la
entradade calcio insensible a dihidropiridinas, segúnha sido descrito en células
cromafines bovinas (Duarte et aL, 1993). Este resultadofue confirmado con los
experimentosde la figura 44. Neomicina0.2 mM produjouna inhibición de la entrada

de calcio estimuladapor KCI de aproximadamenteun 25 % respectodel control.

f
KCI
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Cuando las células se preincubansimultáneamentecon nifedipina y neomicina la
inhibición alcanzóaproximadamenteun 50 %, que corresponde a la suma de los

efectos obtenidos de forma separadacon ambos compuestos.Estos resultados

demuestranque ambosbloqueantesinteraccionancon diferentestipos de canalesde
calcio.

El panelC dela figura 44 muestratambiénel efectode las toxinas~rn-conotoxina-GVIA

y «-agatoxina-IVA,ambasa una concentración de 1 ¡iM. La preincubación con os
conotoxina-GVIA(procedentede 2 diferenteslotes comerciales)no produjo ningún
efecto inhibitorio sobreel incrementode calcio estimuladopor KCI 30 mM. Aunque

corrientesde Ca2~ sensiblesa estatoxina han sido descritasen células cromafines
bovinas,los experimentosmostradosindican que, o bien las célulasno poseíancanales
de tipo N, o bien no fheron activos en las condicionesexperimentalesen las que se

llevó a cabo este trabajo de investigación(Hans et aL, 1090). Por otro lado, es
agatoxina-IVA produjo una inhibición de aproximadamenteun 30 % respectodel
control.Ya queestatoxina seusóa 1 g.tM, concentraciónsuficienteparainhibir canales
P y también canales Q, según se ha descrito, estos resultadosdemuestran la

participación de alguno (o ambos)de estostipos de canalesde Ca2~ (Hillyard et aL,
1992).

Los resultadosde la figura 44 demuestranla participaciónde canalessensibles(L) e
insensibles(P/Q, pero no N) a diliidropiridinas en el incrementode calcio estimulado
por KCI 30 mM en célulascromafinesbovinas.El efecto de una preincubaciónde las
células con SBr-GMPc 100 »M durante30 minutos se estudió sobrela entradade

calcio a travésdeestoscanales.
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Figura 45-1V. Participación de canales de tipo L en el efecto modulador de SBr-GMFc. A)
Efecto de la preincubación con 8Br-GMPc sobre el incremento de calcio estimulado por un
estimulo despolarizante suave (KCI 17.7 mM) y sobrela potenciaciónpor (±)Bay K 8644 1

F.IM. B) Efecto de SBr-GMPc sobre la inhibición por nifedipina del incremento de calcio
estimulado por KG 30 mM. Las células cromafines se preincubaron durante 30 minutos con
nifedipina 10 ~iIvl,SBr-GMPc 100 ÉIM o ambos antes de la despolarización con KCI.
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En primerlugarseestudióla participacióndecanalesdetipo L (fig. 45). Tal y comose

muestraen el panelB de la mencionadafigura, la incubaciónsimultáneade las células
con nifedipina 10 ~tMy 811r-GMPc 100 pM produjo unainhibición del incrementode
calcio estimulado por KCl que correspondió aproximadamentea la suma de las

inhibicionesqueamboscompuestosproducenpor separado.Esteresultadosugiereque
los canalesde calcio de tipo L no participan en la modulaciónpor GMPc de la
respuestasecretora. Para confirmar esteresultado se utilizó la dihidropiridina (+) BayK
8644 (1 ~tM), que se comporta como agonista de canalesde tipo L (García et aL

1984). Cuando este compuesta se añade a células estimuladas mediante
despolarizacionessuaves(por ejemplo, KCl 17.7 mM, panel A de la figura 45), se
produceuna considerablepotenciaciónde la entradade calcio a travésde canalesde
tipo L. Como se muestra en esta figura, el incremento de calcio producto de la
potenciacióncon (±)BayK 8644no se vió afectadocuandolas célulassepreincubaron
con 8Br-GMPc.
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Figura 46-TV. Modulación del componente resistente a dihidropiridinas de la
entrada de caldo por SBr-GMPc. EJ efectode SBr-GMPc sobrela entradade calcio
resistente a dihidropiridinas se estudió usando neomicina (A) o ú-agatoxina-IVA (E)
para bloquearestos canales. Las células cromafines se preincubarondurante 30
minutos con neomicina 0.2 mM, SBr-GMPc 100 iM o ambosparael panelA; o con
m-agatoxina-IVA 1 1tM, 8Br-GMPc 100 pMo ambos para el panel B.

Por otro lado,empleandoneomicinay w-agatoxina-IVA,se estudióla participaciónde

los canalessensiblesa estoscompuestosen el efectomoduladorde GMPc. La figura
46 muestraque la inhibición del incrementode calcio citosólico inducida por 8Br-

GMPc no pudo seraumentadacuandolas célulasfúeron incubadascon el análogode
GMPc y, al mismo tiempo, con neomicina(panelA) y o>agatoxina-IVA(panelB).

Estosresultadosindican quela accióninhibitoria inducidaporGMiPc tienelugar sobre
el mismo tipo de canales sensibles a neomicina y a &-agatoxina-IVA: canales
insensiblesa dihidropiridinas,detipo PIQ.
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La participaciónde la proteína quinasadependientede GMPc en la modulación de
canalesde calcio quedaclara a la vista de los resultadosde la figura 47. De forma

similar a lo observadocuando la actividad de PKG se midió en preparaciones
semipurificadasde la enzima procedentesde células cromafines, la inhibición del
incrementode calcio citosólicoque se observócon 8Br-GMIPc serevirtió cuandoen el
períodode preincubaciónseañadióa las célulasel inhibidor de proteínasquinasasA y

G, H-8 (1 ¡iM). Por el contrario,el inhibidor especifico de PKA, H-89 (100nM), no
consiguiórevertir el efectoinhibitorio de SBr-GMPc. Además,esteefectoesespecifico
de nucleótidoscíclicos de guanosina,y, por tanto, muy presumiblementemediadopor

activación de PKG, puesto que se pudo observarcon otro análogopermeablede
GMLPc, el dibutiril-GMYc (db-GMPc), pero no se observó con el derivado de

adenosina,dibutiril-AMiPc (db-AMIPc).

800 100

a

o 600- 75
t3
ti o
e O
~ 400- 50
o o
a-a
di
E
t 200- 25
ci
a

o o
o ~ ~ a a
o 1 1 1 ~03 03 03 )i. Q~

- -, .,
O £~ .n -~

— 4. <., ci
~

ci 1~ t•0

Figura 47-1V. Efecto de los inhibidores de quin.asas B-.8 y H-89 sobre la
inhibición por SBr-GMPc del incremento de calcio estimulado por
acetilcolina. Las células se preincubaron durante 30 minutos con 8Br-GMPc 100
iM en presenciadeH-8 1 jsM, H-89 LOO nM o en ausenciade cualquierade estos
inhibidores, y, a continuación,el incremento decalcio estimulado por acetilcolina

50 ~tMse midió segúnse describe en la secciónde Métodos. La figura también
muestrael efectode los derivadosdibutiril de AMPc y GMIPc sobreel incremento
de calcio estimulado por Ach 50 gM.

Seha descritoen algunostejidos laparticipaciónde proteínas(3 en la modulaciónde
canalesde cationesvía proteínaquinasadependientede GMPc (Merineyel al., 1994).

Para comprobaruna posible participaciónde proteínas(3 en la modulación de la
función secretorapor GMPc en el modelo experimentalde las células cromafines
bovinasen cultivo, las célulassepreincubarondurante24 horascon toxina pertúsica de
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Bordetella pertussis(PTx) 150 ng/ml. La incubación con toxina pertúsica desacopla
irreversiblementelas proteínas(1 de sus sistemasefectoresmedianteuna ADP-

ribosilación de subunidadesGa0 y Ga, (Bokoch fl aL, 1993). En este modelo
experimental, de acuerdo a la bibliografia, es bien conocido la existencia de una
modulaciónnegativade la respuestasecretorade carácterautocrinopor los propios
productosde secreción,principalmenteATP y péptidosopiáceos.Esta modulación

negativa se produce a través de autorreceptoresacopladosa proteínas G que
transducenla señalinhibitoria a canalesde Ca

2~voltaje-dependientes(Doupniky Ptm,
1994; Curriey Fox, 1996;Albillos el aL, 1996a). Según semuestraen la figura 48, en
las condicionesexperimentalesen las que sellevó a cabo estetrabajo experimental
existe una modulaciónnegativa de la exocitosis a través de proteínas(3 como

demuestrael hechode que existapotenciaciónde la secreciónen célulaspreincubadas
durante24 horascon PTx. El desacoplamientode estaruta inhibitoria produceuna

potenciaciónde la secreciónde catecolaminasmediantereversiónde la autoinhibición
producidapor la acumulaciónde nucleótidosy opiáceosen el medio extracelular
durante el cultivo. Sin embargo, el mecanismo inhibitorio basado en el GMPc
intracelular parece serindependientede la modulaciónmediadaporproteínas(3como

sugiere el resultado de que la inhibición por SNP y CNP se observó en células
preincubadascon PTx.
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Figura 4S-TV. Efecto de un pretratainiento de las células con tóxina
pertúsica sobre la inhibición por SN» y CN?P de la secreción de
catecolaminas estimulada por acetilcolina. Las células en cultivo se
trataron durante 24 horas con toxina pertúsica (PTx) 150 ng/ml. Después
del pretratamiento, las células se preincubaron durante 45 minutos con SM>

100 ~i3t CM’ 100 nM o control y, a continuación, la secreción de
catecolaminas estimulada por acetilcolina 50 ~íM se determinó según se
describe en la sección de M&odos.
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Aunqueotros posiblesmecanismosde acción que implicasen,por ejemplo, la propia
maquinariasecretora,no son descartables,los resultadosexperimentalesmostradosen
éstey en el anteriorcapítuloapuntanhacia la participaciónde canalesde Ca2~voltaje-
dependientesen la modulaciónnegativapor GMPc de la función secretoraen células

cromafines bovinas. Dichos canales podrían pertenecer al tipo insensibles a
dihidropiridinas,de tipo P/Q. En estemecanismo,dichos canales,o algunaproteína
reguladoraasociadaa ellos, seríansusceptiblesde fosforilación por proteínaquinasa

dependientede (iMPe, detal maneraque la actividadde los canalesdependiesede los
niveles intracelularesdel nucleótido cíclico. La actividad de canalesresistentesa
diliidropiridinas seregula,en la mayorpartede los casosdescritosen la bibliografia,
mediantemodulacióndirecta a travésde proteínas(3 (Brown y Birmbaumer, 1990;
Miller, 1990). Sin embargo,como semuestraen estosresultados,ésteno esel casoen
célulascromafinesbovinas.El mecanismoencontradoen célulascromafinesseparece

másal descritoen canalesde Ca» de tipo P expresadosen oocitosde Xenopus,en los

cuales la actividad iónica de dichoscanalesse regulapor la rutaAMPc/PKA (Fournier

eta,’?, 1993).

Modulación de la respuestasecretora por NO/GMPc: NO endógenofrente a NO
exógeno

En el órganointacto la liberaciónde catecolaminasa partir de células cronnfinesestá
fisiológicamentegobernadapor variacionesen la frecuencia de descargade los

terminalesde las neuronascolinérgicaspreganglionaresque hacen sinapsiscon las
células cromafines.Esta frecuenciade descarga,que es a su vez gobernadapor los
núcleos cerebralesque conectan con estasneuronas, determina la concentración
extracelularde acetilcolina y otras sustanciascotransmisoras(péptidos. etc.) que

inician y modulan, respectivamente,la secreciónde catecolanijuas(Mar]ey y Prout,
1965).

En condiciones fisiológicas, las células cromafines son estimuladaspor bajas
concentracionesde acetilcolina que son responsablesde una liberación tónica de

catecolaminasal torrentesanguíneo.Sólamenteen condicionesde stress,los terminales
de las neuronas colinérgicas liberan acetilcolina a pleno rendimiento haciendo que este

neurotransmisoralcancealtasconcentracionesen el medio extracelularde las sinapsis
de la médulaadrenal.Estasreacciones,conocidascomo respuestade “lucha o huida’t,
conducena un notableincrementode la concentraciónde catecolaminasen el torrente

sanguíneo(Marley y Prout, 1965).

Los experimentosmostradosen los anteriorescapítulosde estasecciónde resultados

fueron realizadoscon el propósitode investigarel papeldel GMPc comomoduladorde
la respuestasecretora.Con estefin seestudióel efectode activadoresde las diferentes

isoformas de guanilato ciclasa, de inhibidores de fosfodiesterasay de análogosde

GMIPc sobrela secreciónde catecolaminasy el calcio citosólico estimuladospor Ach
50 !IM o KCl 30 mM. Estas concentracionesde secretagogopuedenconsiderarse
condicioneselevadasde estimulación.No obstante,merecela penaestudiarcuál esel
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papel del GMPc en condiciones más suavesde estimulación,cuando las células se
estimulan,porejemplo,con acetilcolina20 jxM.

Por otro lado, segúnse ha descritoen el capitulo 2 de estasecciónde resultados,las
células cromafines bovinas en cultivo producen tónicamenteNO, y, por tanto,
acumulanGMiPc en condicionesbasales.Esta acumulaciónde GMIPc podríatambién
modularla respuestasecretora,por lo que tambiénesinteresantemvestigarqué papel
juegael NO endógenofrenteal NO exógenoproducidoa partir de un donadorcomo
SNP en la modulaciónde la secrecióninducidapor moderadasy altascondicionesde

estimulación(Ach 20 y 50 pM, respectivamente).La figura 49 ilustra esteestudio.

El protocolode la figura 49 consistióen determinarla secreciónde catecolaxuinasy el

mcremento de calcio citosólico estimuladospor Ach 20 y 50 1iM en células
preincubadasconL-NAJ~4E 1 mM (parainhibir la producciónendógenade NO), ODQ
10 pM (parainihibir la producciónde GMPc a partir de guanilatociclasasoluble),Rp-

SpCPT-OMPcS25 ~iM (para inhibir cualquierefecto mediado por proteína quinasa
dependientede GMPc), o control; en dos condicionesexperimentales:en ausenciade

NO exógeno(sin preincubacióncon SNP)y en presenciade NO exógenoproducidoa
partir de SN]>.

La figura 49 muestraque, en primer lugar y tal como se ha mostradoen anteriores
capítulosde estasecciónde resultados,SNP(NO exógeno)produjo unainhibición de
la secreciónde catecolaminasy del incrementode calcio citosólico estimuladospor
altasdosisdel secretagogoacetilcolina(Ach 50 pM) en un efectomediadoporGCS y
PKG, de acuerdo a los experimentos realizados en presencia de ODQ y Rp-SpCPT-
CiMPcS. En ausenciade NO exógeno,cuandolas célulaspuedenserinfluidas sólamente
porla produccióntónicade NO endógeno,los inhibidoresempleados(L-NAMIE, ODQ
y el análogode GMPc,Rp-8pCPT-GMPcS)no modifican la respuestasecretoracontrol.
Estehechoindica quelos nivelesbasalesde GMPc, que sonuna consecuenciade la

actividadtónica de NOS y GCS, no ejercenningún efecto moduladorde la respuesta
secretoraa dosisaltasde secretagogo.

Por el contrario, cuandopara estimular las células se usaron concentracionesde
acetilcolina de 20 pM, la preincubacióncon estos inhibidores desenniascaróuna
inhibición tónica de la secreciónde catecolaminasy el incrementode calcio citosólico
mediada por las enzimasNOS, GCS y PKG. El NO exógeno,esdecir, la preincubación
con el donadorde NO, sólo produjo inhibición de la respuestasecretoracuandoésta

fije potenciadamediantetratamientocon L-NAI%4iE 1 mM. Este efecto inhibitorio de
SN?serevirtió tambiéncon ODQ 1 pM y Rp-8pCPT-GMPcS25 jiM.

Este complejocomportamientosignifica que la modulaciónde la respuestasecretora

por GMiPcexistey esactiva en condicionesbasales,pero sólo se manifiestacuandolas
célulasrespondena bajoso moderadosestímulos. Cuandolas célulasson estimuladas
por dosis elevadasde secretagogo,no se observauna modulación por NO:GMPc
producidoendogénamentepero sí por aquelgeneradoa partir de donadoresde NO

comoelnitroprusiatosódico.
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A lavistade los resultadosobtenidosabajasdosisde Ach resulta claro que se produce

un mayorefectomodulatoriosobrela secreciónde catecolaniinasque sobreel calcio
citosólico. Una preincubacióncon L-NAMTE produjo una potenciaciónde un 55 % de
la secreción de catecolaminas,mientras que sólo produjo un aumento (aunque

significativo) de un 20 % en el incrementodel calcio citosólico. Este hechopodría
explicarsepor la distinta eficaciaen términosde producir secreciónde los diferentes
canalesde Ca2~implicadosen la exocitosis,segúnha sido sugeridopormuchosautores
(Lópezet aL, 1994; Artalejo et aL, 1994).Durantela respuestasecretoraa bajasdosis
de acetilcolina,al interior de la célula entracalcio a travésde canalesque no están
acopladosdemaneraefectivaala maquinariasecretora.Cuandoseaumentala dosisde
secretagogose activan canales de Ca2~ adicionalesacopladosmás eficazmenteal

procesosecretorque daríancuentade un incrementosustancialde la secreciónde
catecolaminas(notela diferenciaentrelos valoresde EC

50parasecrecióny calcio por
acetilcolina, resultados,capitulo 1). La reversiónde la inhibición tónica mediante

preincubacióncon L-NAME podría ser la consecuenciade la recuperaciónde la
actividad de un númeropequeflode canalesde Ca

2~ acopladosde maneraefectivaal
procesosecretor,los cualesdañancuentade la potenciaciónde la secreciónque se

observó.

Con objeto de investigarsi las dosisde NO, y, por tanto, de GMPc, jueganun papel
fundamentalen el comportamientodiferencialdela modulacióna bajasy altasdosisde
acetilcolina, se estudió en células preincubadascon L-NAME el efecto dosis-
dependientede SN? tanto sobre la inhibición de la potenciación por L-NAME
observadacon 20 ¡uM Ach, como sobrela inhibición observadacon Ach 50 pM. La
preincubaciónconL-NAME en este experimentoevító cualquierefectomediadopor
NO endógenoy, por tanto, los resultadosobtenidossólo podríanexplicarsemediante

un efectodel NO generadoa partir de SN».

La figura 50 muestraque son necesariasdiferentesdosis de SN]> paraproducir un
efecto inhibitorio de la respuestasecretoraestimuladapor Ach 20 iM que cuandose

utiliza Ach 50 jsM corno estimulo.La potenciaciónpor L-NAME observadacuandola
secreciónse estimulócon Ach 20 ¡uM fue inhibida por SN? con una1C

50 de 0.16 ±

0.02 pM. La secrecióninducidapor acetilcolína50 ¡uM seinhibió por el donadorde

NO con una IC,0 de 9.2 + 0.5 1iM. Esto significaquesenecesitanconcentracionesde
NO casi dosórdenesde magnitudmás bajasparaproducir la inhibicióntónica a bajas
dosisdesecretagogoque parala inhibición porNO exógenoque seobservaa 50 !d%4
acetilcolina. Las dosis de NO requeridaspara la inhibición tónica bien podrían
correspondercon la producciónbasaldeNO (y GMPc) a partir de célulascromafines

bovinas.
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Figura 50-1V. Efecto de SM> sobre la secreción de catecolaminas
estimulada por dos aferentes concentracionesde acetilcolina. Las células
se preincubaron durante60 minutos con L-NAME 1 mM. Los 45 minutos
finales de preincubación, las células se incubaron con variables
concentracionesde SNP. A continuación,se estimularoncon Ach 20 ¡uM
(círculos cerrados)o Ach SO 1.¡M (circulos abiertos). La inhibición de la
liberación de catecolaniinasseexpresacomo porcentajedel efectoinhibitorio
máximode SNP sobrela secreciónestunuiadapor acetilcolina(20 gM Ach:
37 % de inhibición; 50 ¡uM Ach: 30 % de inhibición de la secreciónde
catecolaminas).

Un modelo hipotético que explicaríaestecomportamientopodríaconsistiren un tipo

de canal de Ca
2~ cuyosparámetrosde dependenciade voltaje y de flujo de iones a

través del poro estuvieran regulados por OMPc. Este nucleótido cíclico,
presumiblementeatravésdeactivaciónde PKO y fosforilaciónporPICOdel canalo de
alguna proteína reguladoraasociadaa él, produciría un aumentodel umbral de

activacióndel canal (debajaso moderadasa altasdespolarizaciones)y una inhibición

de la corrientea travésdel mismo. Un mecanismode estetipo no seriamásque un
casoparticularde modulaciónalostéricade la afinidad deuna enzimapor su sustrato;
siendo la enzima, el propio canal, y el sustrato, el voltaje. Así, por ejemplo, un
mecanismodeestetipo recuerdala modulaciónde canalesde potasiodependientesde
calcio, cuya sensibilidada voltaje y a iones calcio puedeser modificadamediante
fosforilación por PKA (Ewald et aL, 1985; Reinhart et aL, 1991); o también la
modulación de canales de calcio neuronalespor neurotransmisorescomo la
noradrenalina,aunqueen estecasola modulaciónno pareceimplicar unafosforilación

del canal sino una participacióndirecta de proteinasO (Bean, 1989). De acuerdoal
modelopropuesto,elNO producidoendógenamenteseriasuficienteparaactivarla ruta
inhibitoria hastaun estadoen el que el canal, debidoal desplazamientodel umbralde

activación,seriaincapazde respondera bajasdosisde Ach; peroseríasuficientemente
activo parapermitirunarespuestamáximaa altasdosisde secretagogo.Un incremento

O
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mayordeNO/GMPc,como elproducidoa partir de un generadorexógenocomo SN?,
produciríapoco desplazamientoen el umbralde activación,pero si un considerable

efecto sobrela propiaactividad del canal, inhibiéndola. Un comportamientode este
tipo podría explicarse con la existencia de diferentes residuos susceptiblesde
fosforilación por PKGa diferentes estados de activación de la enzima.

Este hipotético modelo, de importantesimplicacionesfisiológicas, tal y como se
describiráen la discusióngeneral,secomplicaríamás, si cabe,por el hechode que el
mismo estímuloque inducesecrecióntambiénproduceun incrementoen la actividad

NOS/GCS;y, aúnmás,el propio estimuloactiva la rutade degradacióndel nucicótido
cíclico responsabledel efectomoduladorde la respuestasecretora.

Estos resultadosdemuestranque los activadoresde las isoformas de guanilato
ciclasa, nitroprusiato sádico y péptido natriurético de tipo C, producen una
inhibición de la secreciónde catecolaminasy del incremento de la [Ca2~]i
estimuladosporacetilcolinaSOpMo KCI 30 mMencélulascromafinesbovinas.Este
efecto inhibitorio es dependientede la dosis empleadade SNPy CNPy requirió

preincubacionescon estoscompuestosde 30-45minutos.

Amboscompuestosproduceninhibición tanto de la secrecióndeadrenalinacomode
la noradrenalina,~sugieriendoeste hecho que los elementosresponsablesde la
modulaciónestánpresentesen célulasadrenérgicasy noradrenérgicas.

Existeunabuenacorrelaciónentrelas dosisde SNPy CNP necesariasparaproducir
inhibición de la respuestasecretoray aquellas que producen incrementosen los
niveles de GMPc intracelular Este hecho,junto con la reversión de los efectos
inhibitorios del SNPpor el inhibidor de GCS, ODQ, y los de SNPy CNPpor el
inhibidor de PKG, Rp-SpCPT-GMPcS,sugierenque el GMPc a travésde PKG esel

responsablede la modulaciónobservada

Zaprinast, un inhibidorde lafosfodiesterasaespec(/icade GMPc (tipo y), incrementa
los niveles intracelulares de GMPc y es capaz de inhibir la secreción de
catecolaminasy el incrementode calcio citosólico. Este resultado confirma la
participación del GMPc en la modulaciónde la respuestasecretora de células

cromafinesbovinas.

El mecanismode acción del GMPc se investigóempleandoel análogopermeable
8Br-GMPc, un activadorde la PKG. 8Br-GMPcinhibe la secreciónde catecolaminas

y el incrementode calcio estimuladoporAch 50 ,uMyKCl 30 mMsin modWcarla
respuestade potencial de membrana inducida por estos secretagogos. Estos

resultadossugierenque elefectomoduladortienelugar medianteuna inhibición de la
entradadecalcio a travésdecanalesde Ca2~voltaje-dependientes.

Utilizando diferentes bloqueantesespec(ficosde los canales de Ca’~ descritos en
célulascromafinesbovinasse estudióel tipo de canal implicado en esteefecto. El
bloqueo de canales de tipo L con dihidropírídínasproduce una inhibición del
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incrementode calcio que esaumentadacuando las célulasse coincubancon 813r-

GMPc. Sin embargo, despuésde tratamiento de las células con neomicinay gro-
agatoxina-IVA, bloqueantesde canalesinsensiblesa dihidropiridinns, sepierde la

capacidadde8Br-GMPc de inhibir el incrementodecalda Esteresultadosugierela
participación de canales insensiblesa dihidropiridinas, de tipo P/Q en el efecto

moduladorde la respuestasecretorapor GMPc.

El NO exógenoproducidoapartir de SNPno modÉficóla secreciónde catecolaminas
cuando las célulasse estimularon con acetilcolina 20 pM Sin embargo, el NO

producidoendógenamenteejerceuna inhibición tónica de la secreciónen respuestaa
dosis bajas de acetilcolina, como se pone de man<fiesto cuando las células se
preincubancon L-NAME, ODQ y Rp-SpCPT-GMPcS.Diferentesdosis de NO son
requeridas para inhibir la secreción estimulada por bajas y altas dosis de
secretagogaEste comportamientodiferencial sugiere que la dosis de NO/GMPc
determinael modoen que el efecto inhibidor por esta ruta de 20 mensajerostiene
lugar.
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NOS y GCS en la médula adrenal

La enzima guanilato ciclasa, responsablede la síntesisenzmiátíca de GMIPc, se
describióporprimeravezen 1969(Hardmany Sutherland,1969;Ishikawaetal, 1969;
White y Aurbach, 1969). Estaenzima,queresultóseruna entidadproteicadiferentea
la adenilatociclasa,lite encontradatanto en fraccionessolublescomo en particuladas
de una amplia serie de tejidos (Kiinura y Murad, 1974). En trabajosposteriores,
durantela décadade los 70, muchosinvestigadoresdescribieronque determinadas

hormonaspodían elevar los niveles de GMPc en células intactas, pero no en
preparacionesde célulasrotas(Goldbergy Haddox,1977). Esteresultadosugeríaque
algúntipo de mensajeroquímico diflisible serequeríaparala activaciónde la enzima.
Aunquela sensibilidadde la guanilatociclasasolublea óxido nítrico seconocedesde

hace20 años, la significaciónbiológica de esteresultadono lite valoradahasta el
descubrimientoen los años 80 y los actuales90 del papel del NO como mensajero

biológico en multitud de procesosfisiológicos.

Esta sucesióncronológica, consistenteen el descubrimientoprevio de la guanilato
ciclasasolubley despuésdel papeldelNO y de las enzimasNOS en la activaciónde la
síntesis de GMPc, ha sido una constanteen la caracterizaciónde esta ruta de 2~
mensajerosen los diferentestejidos,incluida lamédulaadrenal.

Asi, en la médula adrenal,el primer trabajo de investigaciónen estecampo lite la
descripción de las característicasbioquímicasde la actividad enzimaticaguanilato
ciclasa en preparacionesde médula adrenal bovina (Aunis et aL, 1978). En esta
caracterización,la actividadguanilatociclasalite detectadaen las fraccionessolubley
particulada de extractos adrenomedulares.El diferente comportamiento de las
actividadesenzimáticasde GC procedentesde la fracción soluble y de la fracción
particuladafrentea fosfolipidoscomolisolecitinao Triton X-l00 permitióa los autores

de este trabajo sugerir que ambasactividadespodríancorrespondercon diferentes
entidadesproteicas.

Un año después,otro grupo de investigacióndescribióque suspensionesde células
cromafinesobtenidasa partir de glándulasadrenalesbovinasrespondíana secretagogos
con un incremento en los nivelesde GMPc intracelular(Schneideret aL, 1979).Esta
respuestade GMIPc se obtuvo cuandolas suspensionescelularesse estimularoncon

acetilcolina y fue mimetizadapor muscarinapero no por nicotina, sugiriendo la
participaciónde receptoresmuscarinicosen esteefecto(Lemaireet aL, 1981; Derome
et al., 1981).Aunquela conclusiónde estostrabajosdifiere de la que sepuedeextraer

de los resultadosdelpresentetrabajode investigaciónen relación al tipo de receptor
colinérgico implicado, según se discutirá posteriormente,estos autoresfueron los
primerosen describirla activaciónpor acetilcolinade la síntesisde (JMPc en células

cromafinesbovinas.

Por otro lado, Dohi et al. describieronen glándulasadrenalesde perro considerables

incrementosde laproduccióndeGMPcinducidosporcompuestoscomo azidasádica,
hidroxilamina,nitrito sódicoe incluso óxido nítrico gas(DoM etaL, 1983). Aunqueel
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significado fisiológico del óxido nitríco estabaaún por descubrir,todos estostrabajos

poniande manifiestomedianteaproximacionesbioquimicasla presenciaen la glándula
adrenalde unaactividadenzimáticaguanilatociclasasolublesensiblea óxidonítrico.

Cuandose empezóa conocerla función del NO y de la enzimaNOS, y la conexión
fisiológica entre el óxido nítrico y la guanilatociclasasoluble se hizo patente,varíos
trabajossepublicaronmostrandola localizaciónde NOS y suacoplamientofuncional
con la GCSen los diferentestejidos. La médulaadrenalno tite una excepción.

En 1989, Palacioset al. describierontanto la síntesisde NO a partir de L>-arginina
como la estimulación de la guanÁiato ciclasa soluble por NO en preparaciones
citosólicasobtenidasa partir de glñndulasadrenalesbovinas (Palacioset al, 1989).
Estetrabajointrodujo la idea de que los ionesCa2~ podíanjugar un papeldual en la

regulaciónde losnivelesde OMPc. El mecanismoa travésdel cual e] Ca2~ ejerceeste
papel dual se ha estudiadoen detalle en el presentetrabajo de investigación y se
discutiráposteriormente.

Otrostrabajosinvestigaronla localizaciónexactade la enzimaNOS en diversostejidos
neuralesde rataempleando,o bien anticuerposespecíficosfrentea la enzimaNOS, o
bien la tinción NADPH diaforasa,una tinción que correlacionaen la mayoría de los
tejidos con la enzimaNOS. Bredt el al. encontraroninmunorreactividadespecíficade
NOS en la médulaadrenal.Deacuerdoal patrónde marcajeencontrado,estosautores

propusieronquela enzimaNOS estabapresenteen la inervaciónsináptícade la células
cromafines (l3redt et aL, 1990). Combinando marcaje de NADPH diaforasa e
rnmunohistoquimicode NOS, Dawsonel aL confirmaron este patrón y propusieron
quela enzima estabapresenteen célulasganglionaresde la médulaadrenal (Dawsonel

al, 1991). Afework el al. también encontraroninmunorreactividadde NOS en las
fibras que inervanlas células cronuafines(Afework et aL, 1992). Más recientemente,

Marley el al detectaronnerviosNOS-positivosen la médulaadrenalbovina(Marley el

al, 1995).

Estaseriede trabajostienenen común el hechode que la enzimaNOS fue encontrada

en fibras nerviosas,pero no en células cromafines,dentro de la médula adrenal. Sin
embargo,otros investigadoresfueron capacesde detectarla enzima NOS en células
cromafines.

Así, Dun et al describeninurnunorreactividadespecíficade NOS no sólo en fibras
nerviosas sino tambiénen las células cromafinesde la médulaadrenalde rata (Dun el
al, 1993). Por otro lado, Oset-Gasqueel al detectaron tanto marcaje de NADPH
diaforasa en células cromafines bovinas como actividad enzimática de NOS en

extractosobtenidosa partir de estascélulas (Oset-Gasqueel aL, 1994).No todoslos
trabajos se circunscriben al modelo bovino o al de la rata,en la médulaadrenalhumana
también se ha descritoNOS (Heym el al, 1994). La NOS adrenal humana,según

describenestosautores,estápresenteen neuronasy tambiénen las célulascromafines.

A partir de estosresultados,es fácil deducir que la presenciade NOS en células
cromafines es una materia de debate.Los resultadospresentadosen estetrabajo de
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investigación demuestran inequívocamente que las células cronuafines poseen la enzima

NOS. A esta conclusión se ha llegado mediante 3 diferentes aproximaciones

experimentales.

Aunquealgunostrabajosprevioshan sido capacesde demostrarla existenciade una

actividad enzunatíca que convierte L-arginina en L-citruflna con características de NOS

(Palacios et aL, 1989; Moro et al, 1993;Oset-Gasqueet aL, 1994), la mayor parte de
estos estudios se llevaron a cabo usando como material biológico extractos obtenidos a

partir de médula adrenal. Estos experimentos no permiten conocer la localización

exacta de la enzima en el tejido, especialmente teniendo en cuenta que las células

cromafines, aunque mayoritarias, no son el único tipo celular de la médula adrenal.

Debido a que en el presente trabajo de investigación, se determinó la actividad NOSen

células cromafines bovinas intactas, estos resultados demuestran que estas células

poseenlaactividadenzímática.

La enzima NOSlite además detectada a nivel de proteína y a nivel de RNAmensajero

empleando técnicas innninocitoquímicas y de detección de RNA específico,

respectivamente. Estos experimentos no sólo ofrecen información acerca de la

localización 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 específicos

anti-NOS-I. Aunque esta isoforma ha sido detectada en algunos tejidos no neuronales,

por ejemplo, músculo esquelético, los resultados del presente trabajo de investigación

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 detección, etc.; el hecho de que algunos

investigadores no fueran capaces de detectar la enzima NOSen células cromafines,

pero si en su inervación, indica quizás que las neuronas presentan una alta expresión de

la proteína mientras que en las células cromafines la expresión pudiera mantenerse a un

nivel más bajo.

De acuerdo a la bibliografia consultada, el presente trabajo de investigación es el
primero en el que se describe la presencia de 6<25 en células cromafines a nivel de

proteína mediante el empleo de técnicas imnunocitoquimicas. Estos estudios
demuestran la presencia en células cromafines de las subunidades a y 8 de GCS

sensible a NO. Esta enzima, para ser activa, necesita estar como un heterodímero

formado por una subunidad a y otra 8. Estos resultados, por tanto, demuestran la

presencia de una enzima activa que podría dar cuenta de los incrementos en los niveles

de GMIPc intracelular inducidos por donadores de NO(descritos en el presente trabajo

y en otros: Dohi et aL, 1983; Palacios et aL, 1989; Moro et aL, 1993; Oset-Gasque et
al, 1994).
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Regulación de la señal NO:GMPc en célulascroniafines bovinas

La activación de la señal NO:GMPc en células cromatines se estudió en detalle

mediante medidas de la actividad NOS y detenninaciones de GMPc, y responde

perfectamente a las características de activación de una enzima constitutiva como

NOS-I: regulaciónde la actividadpor Ca2~a travésdecalmodulina.

Canal deCa»

KG voltaje-dependienteCa2~

~ lonomicina

$1
Ca2~

4,

L-arginina L-c¡tnuljna + NO

Esquema 1.- Mecanismo de activación de la ruta NO:GMPc por secretagogosen
células cromatines bovinas. La respuestasecretora 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 can receptores
colinérgicos nicotinicos disparando la entrada de cationes Na* y Ca2~ al interior de la
célula a través del receptor-canal.Esta entradamasivade iones a través del poro
despolariza la membrana permitiendo la apertura de canales de Ca2~ voltaje-
dependientes. El notable incremento en la [Cali que se produce por activación de estos
canales es suficiente para activar la calmodulina (CaM), que, a su vez, activa la NOS
asociada a ella. El óxido nítrico producido activa la GCSy el resultado final es un
incremento en los niveles de GMPcintracelular. Los otros secretagogos empleados
producen una señal de NO:GMPcmediante activación de alguna de las etapas de este
proceso Así, el agonista nicotínico DMPP, como la acetilcolina, es capaz de disparar el
proceso desde su fase inicial, la interacción con el receptor-canal nicotínico. Cloruro
potásico (KCI) actúa mediante despolarización directa de la membrana. Finalmente, el
ionóforo ionomicina introduce iones calcio al interior de la célula en un proceso
totalmente independiente de receptores o canales iónicos.

Receptor Na+,Ca2+ Despolarización
MWOtIJ,WO
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La acetilcolina, un secretagogo que eleva considerablemente la [Ca2~]i,produce un

aumento de la actividad NOS y de los niveles de GMPcintracelular. Empleando

acetilcolina, cloruro potásico, ionomicina y el agonista nicotínico, DMPP, este trabajo

de investigación demuestra la perfecta correlación entre el calcio intracelular y los
niveles de GMPc. Condiciones experimentales que no producen un aumento sustancial

en la [Ca2~]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 GMPcintracelular.

El modelo presentado en el esquema 1 muestra el mecanismo de activación de la vía

NO: GMPcen células cromafines bovinas por compuestos secretagogos o afines.

Derome el al. y Lxmaire el 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 activación de receptores muscarinicos y no

nicotínicos (Derome el aL, 1981; Lemaire el al, 1981). La razón para la discrepancia

existente entre estos resultados y los presentados en este trabajo de investigación se

desconoce, aunque podría explicarse por una sustitución de receptores muscarínicos

por nicotínicos durante el tiempo en cultivo, según se ha descrito (Nakaki el aL, 1988).

El aumento en la [Ca2fli estimulado por acetilcolina induce un incremento transitorio

de las actividadesNOS y <3CS en lo que seríael modo fisiológico de activación de la
señal NO:GMPc. Sin embargo, el calcio también juega un papel en el mecanismo de

inactivación de la ruta de 20 mensajeros. Este hecho se constató mediante la

observación de que concentracionesde calcio que activaban la enzima NOS
aparentemente inhibían la guanilato ciclasa soluble en cerebro (Olson el aL, 1976;
Knowles el aL, 1989) y también en glándulasadrenales(Palaciosel aL, 1989). Sin
embargo, una inhibición por Ca» de la guanilato ciclasa soluble purificada no pudo ser

demostrada, por lo que un mecanismo más sutil tenía que ser responsable de la

inactivación de la señal. Este mecanismo está basado en la activación por

calcio/calmodulina de una fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos (tipo 1) (Mayer y

Bóhme,1989; Mayeret aL, 1989,1990).

Esta actividad, según se ha descrito, presenta la peculiaridad de que es relativamente

insensible a LBMIX incluso a concentraciones de 1 mMy presenta una pronunciada

selectividad para hidrolizar GMPcversusAMPcen un rango de concentraciones entre

2 y 10 ~iM,es decir, podría perfectamente ser responsable del efecto observado (Mayer

elal, 1992, 1993).
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Despolarización

Aunque en el presente trabajo de investigación no se ha caracterizado la isoforma de

fosfodiesterasa de nucleátidos cíclicos implicada en el mecanismo de inactivación, los

resultados obtenidos refUerzan la hipótesis de que los iones calcio, vía calmodulina, son

capaces tanto de activar la enzima NOS, como de limitar la respuesta de GMPc

mediante la activación de una fosfodiesterasa, según el modelo que se muestraen el
esquema2.

Canal deCo,»
voltaje-dependienteCa2~

~1

re
Ca2~

4,

:;¿~~z 2ÁMecanismos de ~

activación e inactivación de la señal NO:GMI>c por
acetilcolina en células cromafines bovinas. Según se muestra en la figura 12 de la
sección de Resultados, cuando las células cromafinesse 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 torna a 2 minutos de incubación
con el secretagogo, y después los niveles retoman lentamente al valor basal. El esquema
que se muestra ilustra los procesos que desencadenan tanto la activación como la
inactivación de la señal de GMPc Como se ha mostrado en el esquema 1, la
acetilcolina, mediante un incremento en la [Ca2~]i,produce activación de calmodulina
que, a su vez activa ¡a NOS a sintetizar NO; esteNO produce activación de la 0<25
que finalmente sintetiza el UMPe. Simultáneamente a este sucesión de acontecimientos,
la calmodulina también es capaz de activar una fosfodiesterasa de nucleátidos cíclicos
(PDE) que es la responsable de la inactivación de la señal—-El -balance- entre la
capacidad de sintesis de OMPea partir de 0<25 y de hidrólisis por parte de la actividad
fosfodiesterasa determina las variaciones en el GMPc intracelular que se observan
cuandolascélulasseincubancanacetilcalina.

Na+,CaZ+

Receptor
nicotínico
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Dentro de un esquemageneral de comunicaciónentreneuronas,el NO actúa como

mensajero intra- e intercelular principalmente mediante la estimulación 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 señal sea o no autocrina, es decir,

que las células productoras de NO respondan o no a esta señal con una acumulación de
GMPc, depende en gran medida de la expresión de la isoforma de fosfodiesterasa

activablepor Ca2~/CaM.Una expresiónelevadade estafosfodiesterasaseñacapazde

abolir, o al menos limitar, como ocurre en células cromafines bovinas, la señal de

GMPccuando ésta se induce mediante activación en la propia célula de la enzima NOS
vía Ca2~/CaM.Cuandola señalde GMIPc se induce de manera independiente de calcio,
es decir, medianteNO exógeno o por activación de receptoresnatriuréticos, el
mecanismode inactivaciónno es activo y la célula acumula gandes cantidades del

nucleótido cíclico.

Péptidosnatriuréticosy susreceptoresen la médula adrenal

Numerosos estudioshan demostrado claramente que las células cromafinesproducen,

almacenan y liberan los tres miembros de la familia de péptidos natriuréticos: ANP,

BNP y CNP (Ong et aL, 1987; Prussy Zamir, 1987; Okazakiel aL, 1989; Nguyenel
aL, 1990; Babinski el aL, 1992). Sin embargo, no estátan claro el tipo de receptor/es
que responden a estos ligandos presentes en las células cromafines.

Empleando [1251]-ANPcomo ligando en estudios farmacológicos, Niina el al
demostraron, primero, que las células cromafines bovinas poseen sitios de unión

específicos para este ligando; y segundo, que la unión 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 el aL, 1996). Sin embargo, según se describe en este mismo trabajo,

CNIP produjo un considerable mayor efecto que ANPsobre los niveles intracelulares de

GMIPc. Sin dar ninguna explicación a esta aparente contradicción, estos autores

concluyeronque las célulasposeenreceptoresde tipo (liC-A (con actividadguanilato
ciclasaqueunenpreferentementeANP y BNP).

En estudios independientes, Babinski el aL también describieron considerables

mcrementos en el GMPcintracelular por CNPpero no por AM>. Mediante estos

experimentos de determinación de GMPcy una serie de experimentos fUncionales (que

serándiscutidosposteriormente),estosautoresconcluyeronque las célulascromafines

poseen dos tipos de receptorespara péptidos natriuréticos, receptores GC-B, con
actividad guanilato ciclasa que preferentemente unen CNPy responsables del efecto

sobreGMIPc; y receptoresdel tipo AiNIPC-receptor,no ligadosa guanilatociclasay
responsables, según estos autores, de un efecto modulador de la respuesta secretora

(Babinski etaL, 1995) Sin embargo, este último tipo de receptor, propuesto como sitio

de unión del ANP circulante para su posterior intenialización y degradación (‘clearance

receptor”),no ha sido detectadoen célulascromafinesde la médulaadrenalde primate
mediantetécnicasdehibridacióniii silu (Wilcox elaL, 1991).



198 NO:GMPcencélulascromafinesbovinas

A partir de todosestosresultadosexperimentalessededucequeno existeun consenso
en cuanto al tipo de receptor/es para péptidos natriuréticos presentes en las células

cromafines. £1 propósito del presente trabajo de investigación está lejos de resolver
esta incertidumbre que probablemente persistirá hasta que se lleve a cabo una

caracterización profUnda mediante técnicas de biología molecular. En este trabajo, el

péptido natriurético de tipo C se ha empleado con el fin de incrementar los niveles de

GMPc medianteun mecanismoindependientede la guanilato ciclasasoluble, y este

hecho, de acuerdo con la bibliografia consultada, está ampliamente probado y

aceptado. No obstante, el hecho de que CNPsea un producto de secreción de las

propias células cromaflnes y, según se ha descrito, también de células endoteliales

(Suga etaL, 1993; Vamada y Yokota, 1996), añade sentido fisiológico a estos estudios

en tanto en cuanto estos experimentos simulan situaciones que pueden tener lugar en el

árgano intacto.

Modulación de la respuestasecretora por NO:GMPc

Las células croniafines poseen receptores para una amplia variedad de compuestos
(Burgoyne, 1991). Este hecho las convierte, potencialmente, en células capaces de

responder fisiológicamente a gran cantidad de estímulos. Algunos de estos agentes

producen una respuesta secretora en ausencia del secretagogoclásico acetilcolina,por
ejemplo,ATP o histamina. Otros, en cambio, a través de rutas de 20 mensajeros más o

menos complejas, modulan la exocitosis estimulada por secretagogos.

Aunque diferentes autores han estudiado una posible modulación dc la respuesta

secretora por GMPc en células cromafines, la bibliografla consultada sólo aporta
resultados parciales o contradictorios, de tal manera que no existe un estudio detallado

del papel del GMPccomo modulador de la respuesta secretora. El presente trabajo de
investigaciónse planteó como objetivo principal la caracterizaciónde estaposible

modulación de la respuesta secretora.

Las observación más importante del estudio que se presenta aquí es la existencia de

una modulación negativa de la respuesta secretora mediada tanto por el GMPc

producido por activación de las isoformas de guanilato ciclasa, soluble y particulada,

presentes en las células cromafines, como mediante el empleo de análogos permeables

del nucleótido cíclico como 8Br- o dibutiril-GMPc. Este efecto inhibitorio, que se

desarrolla lentamente en el tiempo, se acompaña de una reducción del incremento de

calcio intracelular estimulado por secretagogos. Una activación de la proteínaquinasa
dependientede GMIPc pareceserel mecanismoa travésdel cualtiene lugar el efecto
inhibitorio. A estas conclusionesse ha llegado mediante el empleo de diferentes
herramientasfarmacológicastal 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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o
Esquema 3.- Modulación de la secreción de catecolaminás por la ruta del
NO:GM1>c. El esquema que se muestrailustra el mecanismopropuestopara la
modulación de la secreción de catecolaminas por NO:GMPcde acuerdo a los resultados
obtenidos. El péptido natriurético de tipo C (CNP) activa la guanilato ciclasa
paniculada. Por otro lado, el donador de NO, nitroprusiato sádico (SN?!>), así como el
NOproducidoa partirdeunaNOS endógena(no mostrado)activanla guanilatociclasa
soluble. La activación de sendasisoformas de guanilato ciclasa conduce a un
incrementoen los nivelesintracelularesde OMPc, quea su vez produce activación de la
proteína quinasa dependiente de GMPc(PRO). Esta quinasa, mediante tbsforilación
directa de un canal de calcio voltaje-dependiente o de alguna proteína reguladora
asociada, inhibe la actividad de dicho canal y, por tanto, reduce la respuesta secretora
acoplada a la actividad del canal iónico. Diferentes herramientas farmacológicas alteran
el efecto modulador ya que inciden en alguna de las etapas indicadas. Así, ODQ
revierte el efecto inhibitorio de SNP mediante inhibición de la guanilato ciclasa soluble.
El inhibidor de la tbsfodiesterasa específica de GMPc (PDE-GMPc), zaprinast,
produce por si mismo un efecto inhibitorio sobre la secreción ya que es capaz de
incrementar los niveles intracelulares de OMPc. Finalmente, los análogos permeables
de GMPc son capaces,o bien deproducir un efecto inhibitorio (8Br- a db-GMPc),o
bien de revertir el efecto de SM> o CM> (Rp-SpCPT-GMPcS),dependiendode que
seanagonistaso antagonistas,respectivamente,de la proteínaquinasadependientede
OMPe.

Los primeros estudiossobre el posible efecto del OMPc sobre la secreción de

catecolaxninasfUeronrealizadosporDeromeel al. en 1981.Estos autores, empleando

el análogode GMPc, dibutiril-GMPc, demostraronuna inhibición de la secreciónde
catecolaminas estimulada por nicotina en células cromafines bovinas (Derome el a!,
1981). Estos resultados experimentales son confirmados con los que se presentan en

GC canal
denUdo

GMPc ~

>WGMFj II

<4
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este trabajo de investigación. Sin embargo, sus autores no estudiaron con mayor

profUndidad el mecanismo a través del cual tenía lugar este efecto inhibitorio.

En 1990, O’Suflivan y Burgoyne estudiaron el efecto de SN?, AN? y el análogo de

GMPc, 8Br-GMPc, sobre la respuesta secretora de células croma¿fines. Estos autores
describen un efecto dual de estos compuestos. Cuando usaron bajas dosis de nicotina

como secretagogo, el GMPcprodujo un efecto activador sobre la secreción; mientras

que cuando estimularon las células con concentraciones altas de nicotina observaron un

pequeño efecto inhibitorio (O’Sullivan y Burgoyne, 1990). Estos investigadores no

encontraron ningún efecto sobre la secreción basal ni sobre el calcio basal o estimulado

porsecretagogos.Porotro lado, Osct-Gasqueel al, empleandoNO gas,describieron
una estimulación de la secreción basal y también un efecto dual sobre la secreción
inducida por nicotina, estimulatorio a bajas e inhibitorio a altas dosis de secretagogo

(Oset-Gasqueel aL, 1994).

La aparentecontradicciónde estosresultadoscon los presentadosen este trabajo
puede explicarse por las diferencias en las condiciones experimentales seleccionadas.

Ambos grupos de investigación añadieron el estimulo secretagogo, nicotina,

simultáneamentecon el análogo de GMPc, SN?, ANT!> o NO gas y midieron la

respuesta secretora que tuvo lugar durante 10 minutos de estimulación. Teniendo en

cuenta que la respuesta secretora mayoritaria ocurre en los primeros minutos de

estimulación con nicotina o acetilcolina, y que se necesita un tiempo para que se

produzca una señal significativa de GMIPc y posterior activación de PKG; es poco
probable que los efectos que estos grupos de investigación encontraron se puedan

atribuir al GMTPc. Por otro lado, aunque es una práctica relativamente común en
algunos laboratorios dedicados al estudio del papel biológico del NO, el empleo de

disoluciones gaseadas con NO para incubar las células es un asunto delicado. En

primer lugar, resulta difícil controlar de manera efectiva las concentraciones de NO

presentes en las disoluciones; y, en segundo lugar, la alta reactividad de la molécula

acorta considerablemente su vida media en solución y además la hace susceptible de

interaccionar con, por ejemplo, grupos sullhidrilo de proteínas modificando de manera

inespecifica su actividad biológica. Teniendo en cuenta estos factores, no es extraño

que la incubación aguda de las células con disoluciones gaseadas con NOproduzca un

efecto estimulador sobre la secreción basal de catecolaminas como describieron Oset-

Gasqueel al.

En 1995, Babinski el al. describieron un efecto inhibitorio por CNPde la secreción de

catecolaminas estimulada por nicotina pero no por cloruro potásico. Estos autores,

basándose en las concentraciones de CNT> necesarias para producir este efecto (más

bajasque las requeridaspara incrementarlos niveles de (¿IMIPe), concluyeronque

estaba mediado por el receptor de tipo ANPC-receptor, no acoplado a acumulación de

GMPcintracelular (“clearance receptor’) (Babinski el aL, 1995). Los resultados
presentados aquí, en contradicción con los realizados por Babinski el aL, muestran que

CNT> no produce ningún efecto inhibitorio a concentraciones más bajas que aquellas

capaces de incrementar los niveles de GMIPc intracelular. Resulta dificil encontrar
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algunaexplicaciónquepermitareconciliarambosresultados,especialmenteteniendoen
cuenta que en la médula adrenal bovina o de primate no se ha detectado la presencia de

receptores de tipo ANPC-receptor (Wilcox el aL, 1991; Niina el aL, 1996).

Otra seriede investigadoresestudiaronla contribuciónde la ruta delNO:GMPcen la
respuesta secretora de glándulas adrenales perfúndidas. Moro el a! investigaronel
efecto de una perfusión de glándulas adrenales bovinas con 1 mML-NAME sobre la

secreción de catecolaminasen condiciones basal o estimulada con agonistas
nicotínicos, muscarinicos, cloruro potásico, ionóforos de calcio o estimulación eléctrica

(Moro el aL, 1993).Por otro lado, Marley el al investigaron la posible existencia de

una modulaciónde la secreciónde catecolaminasinducidapor estimulacióneléctrica
del nervio esplácnico en glándulas pertbndidas con SN?, L-arginina e inhibidores de
NOS(Marley el aL, 1995). Ninguno de los dos grupos de investigación fUe capaz de

demostrar un efecto modulador de la exocitosis mediado por NO:GMIPc. De nuevo,
resulta difícil explicar la discrepancia entre estos resultados y los mostrados aquí. Es

posible que el modo en que los agentes empleados, generadores de NO o análogosde
L-arginina, se hicieron llegar a la médula adrenal, esto es, la perfusión de las glándulas

intactas, no permita que cantidades efectivas de estos compuestos alcancen la

superficie de las células cromafines. Otras posibles explicacionespasaríanpor la
existencia, o bien de mecanismos prioritarios de control de la exocitosis distintos a la
modulaciónporNO: GMPc; o bien al fUncionamientode mecanismoscompensatorios.
Aunque, por definición, trabajar con la glándula entera intacta supone hacerlo en

condicionesquasi fisiológicas;en ocasiones,debido a la multiplicidad de factoresque
puedenafectar al fenómenoque se estáestudiando,no esposible comparardichos

experimentos con estudios realizados en modelos más simples de células en cultivo.

Con estosprecedentespuedeparecer,aparentemente,queexisteabundantebibliografía

contradictoria.Sin embargo, trabajos realizados en tejidos afines a la médula adrenal

muestran lo contrario. Así, en células de feocromocitoma adrenal de rata (PCI2) se ha

descrito que el ANT> inhibe la liberación de noradrenalina estimulada por el agonista

colinérgico carbacol (Drewett eta!, 1988). En estas mismas células, SNP, a través de
una mecanismo mediado por GMPc, redujo la entrada de calcio inducida por

despolarización (Desolé et aL, 1994). Estos autores sugirieron que el NO
selectivamenteinhibe canales de Ca2~ dependientesde voltaje en células PC12.
Recientemente, Simard elaL han descritoqueunaproduccióntónica de NO/GMPces

responsablede una reducciónde la actividad de canalesde Ca2~ en células PC12
(Simard el aL, 1996). También, en estrecha relación con las células cromafines o las

células PC12, compuestos que incrementan el GMPc inhiben la liberación de

noradrenalinaen nervios simpáticos(Greenbergel aL, 1989). Por otro lado, en el
hipotálamode rata,la liberaciónde noradrenalinaestimuladapor KCI o angiotensina
tambiénseinhibe porANP y encortesde cerebro,la liberaciónde acetilcolinaseinhibe

por8Br-GMPc(Nordstromy Bartfai, 1981; Vattaeta!, 1993).

Volviendo a la célula croinafin, el trabajo de Tones el nl? mereceun comentario

especial. Estos autores describieron en 1994 la existencia de un mecanismo
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autoinhibitorio de la secreción de catecolaminas en células cromafines basado en la ruta

L-arginina/óxido nítrico/guanilato ciclasa (Torres el aL, 1994). Estos resultados

constituyeron el punto de partida de los experimentos presentados en este trabajo de

investigación, el cual se planteó como objetivo caracterizar en profundidad el

mecanismo a través del cual se producía la inhibición de la exocitosis. Empleando un

ingenioso diseño 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 secreción, estos autores observaron que el
proceso secretor no sólo estaba bajo un control autoinhibitorio mediado por la síntesis

endógena de NO:GMPc sino que un nivel adicional de inhibición podía obtenerse

cuando las células cromafines se perfundieron con medio expuesto a las células

endoteliales, las cuales aportan a este medio diversas sustancias, la mayoría de ellas con

propiedades vasoactivas, como prostacidlinas, endotelina y también NO.

Este tipo de experimentos plantea importantes consideraciones fisiológicas. Si, de

acuerdo a estos resultados, tanto el NOendógeno como el exógeno pueden jugar un

importante papel en la secreción 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 NOtanto en condiciones basales como después

de incubación con un estímulo secretor. En segundo lugar, en estrecha relación con los

resultados de Torres el al, las células endoteliales adrenomedulares producen y liberan

un amplia variedad de sustancias, entre ellas NO(Gosink y Forsberg, 1993). Merece la

penadestacarquela liberaciónde NO a partir de célulasendotelialesadrenomedulares
se estiniula con productos liberados a partir de las propias células cromafines, por

ejemplo, ATT>. Finalmente, de acuerdo con la bibliografia, los terminales nerviosas
también son una fuente importante de NO(Bredt el a!, 1990; Dawsonel aL, 1991;

Afework eta!, 1992; Dun el al., 1993; Marley el aL, 1995). Estas terminales inervan

tanto las células cromafines como los vasos sanguíneos indicando este hecho que el NO

puede jugar un doble papel; por un lado, modulador de la respuesta secretora, y por

otro, como neurotransmisor que media una respuesta vasodilatadora (Breslow el al?,
1993).

Con todos estos datos resulta difícil imaginar cómo fUnciona ¡ti vivoel mecanismode
regulación de la respuesta secretora por la ruta del NO:GMPc. No obstante, es posible

aventurarel modoen quela médulaadrenalpuederespondera estímulossecretoresde
una maneradependientedel NO producidoa partir de las posibles fuentes. El NO

endógeno, como se muestra en este trabajo, mantiene un tono inhibitorio cuando el

estimulo secretor es moderado o pequeño. Sin embargo, este tono inhibitorio

desaparece cuando el estímulo es grande, por ejemplo, en una situación de stress.

Cuando una fuerte estimulación neural produce la liberación de gran cantidad de

acetilcolina en la hendidura sináptica preganglionar-cromafin, el mecanismo

autoinhibitorio no es activo y se puedeproducir una secreción de catecolaniinas
mñxima, no sujeta a regulación. Bajo estas condiciones, el grado de secreción es
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controlado por el NO exógeno,es decir, por la estimulaciónde posibles “nervios
nitrérgicos” o de las células endoteliales vecmas.

Por otro lado, el NO:GMPcproduce un efecto adicional sobre la respuesta secretora

que no se puedeobviar. La activación de la proteínaquinasadependientede GMiPc
induce fosforilación de la tirosina hidroxilasa, la enzima clave en la síntesis de

catecolaminas. La fosforilación de TH aumenta la capacidad catalítica de la enzima y

conduce, por tanto, a una mayor acumulación de catecolaminas en las vesículas de

secreción. Esto significa que la señal de NO:GMIPc produce, además del efecto

inhibitorio sobrela secreción,un aumentodel contenidototal de catecolaminas;es
decir, mientras las células están bajo la influencia de la señal, no sólo se inhibe la

secreción sino que las células se preparan para una respuesta secretora futura mediante

una síntesismásactivadecatecolaminas.

Los resultados del presente trabajo de investigación demuestran la existencia en las

células cromafines bovinas en cultivo de una ruta de 20 mensajeros basada en
NO:GMPcque es responsable de un efecto modulador negativo sobre la secreción de

catecolaminas. No obstante, la aplicación de técnicas experimentales adicionales, tanto

desde el punto de vista bioquímico como desde el punto de vista fisiológico, como por

ejemplo, la caracterización molecular de las proteínas implicadas (canales, quinasas,

etc.), estudios electrofisiológicos, medidas de secreción in sitie, etc., será necesaria para

coniirinarde maneraefectivala participaciónde estosmecanismosen la regulaciónde
la secreción de catecolaminas en el órgano intacto.
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1) Las célulascromafinesbovinasen cultivo poseenunaruta de segundosmensajeros

basadaen las enzimasNOS y GCS.

Esta ruta es activa en condiciones basales y se estimula por secretagogos como

acetilcolina a través de un incremento de la [Ca2~]
1,activación de la NOSpor

Ca
2~/CaMy posterior activación de la GCSmediante el NOproducido.

La (MSS de células cromafines es también sensible al NO exógenoprocedentede
donadoresdeNO como SM>.

Las células poseen también una guanilato ciclasa particulada que se activa por el

péptidonatriuréticodetipo C.

El GMPc intracelularestáestrechamentereguladopor las enzimasde síntesis,OC
solubley de membrana;y por las enzimasde degradación,unade las cualespodría
serunafosfodiesterasade tipo 1, estimuladapor Ca2~/CaM.Los ionescalcio, por
tanto, a través de la CaM, juegan un papel dual en el metabolismo del GMPc:

estimulador, mediante activación de la NOS;e inhibidor: a travésde la estimulación
de unafosfodiesterasa.

2) Las células cromafines bovinas contienen proteína quinasa dependiente de GMIPc

tanto a nivel de proteína como a nivel de actividad enzimática.

Los activadores de OCsoluble y paniculada, SNP y CNP, producen incrementos

significativos en la actividad enzimática de PKG.

SNP y CNT>, a través de PKG, producen un aumento significativo del grado de

fosforilación de la tirosina hidroxilasa, la enzima clave en la ruta de síntesis de

catecolaminas.Dicho mecanismopodríaserresponsabledel aumentosustancialdel
contenidototal de catecolaminasque seobservacuandolas célulasse preincuban
conSNP o CNT>.

La fosforilación de TH mediada porGMPc/PKOparecetenerlugaren los mismos
residuosquelaproteínaquinasaA escapazde fosforilar.

3) La víadel NO/GMPcesresponsabledeunamodulaciónnegativadela secreciónde
catecolaminasen célulascromafinesbovinas.

SNP y CNP producenuna reducción dependientede la dosis y del tiempo de
incubación de la secreción de catecolaminasy del incremento de la [Ca2~]

1

estimuladospor Ach o KCI. Esteefecto inhibitorio sebasaen la producciónde
GMPcy posterior activación de la PKG.

Esta inhibición también puede conseguirse con el inhibidor de la fosfodiesterasa

específicade GMPc(tipo y), zaprinast.

El mecanismomolecularimplicadopareceserunareducciónde la entradadecalcio
atravésde canalesde Ca

2~dependientesde voltajedetipo P/Q.
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El NO producido por la NOS endógenainhibe tónicamentela secreciónde
catecolaminas.Este efecto sólo se observacuando se empleandosis bajas de
estimulación.
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