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BACKGROUND 

Nitric oxide (NO·) is an important signalling molecule involved in the regulation of 

diverse physiological and pathophysiological mechanisms {Aktan, 2004}, on the other 

hand, it is a free oxygen radical (NO·) and the excessive production of NO· by activated 

astrocytes (the most abundant glial cell type in the CNS {Zhai et al., 2004}) is a main 

pathway for neuronal damage in several pathological processes {Jana et al., 2005}. NO· 

toxicity has been implicated in neurodegenerative diseases and in ischemia-reperfusion 

excito-toxicity, it is also well documented in inflammation-related disease states 

{Aktan, 2004; Jana et al., 2005}. 

During inflammation, astrocytes are activated to become a major source of pro-

inflammatory mediators within the CNS {Bonnard et al., 2000}.  

The excessive, damage-provoking, NO· production by reactive astrocytes is generated 

by transcriptional activation of the iNOS gene (the inducible form of Nitric Oxide 

Synthase) by pro-inflammatory cytokines (IL-1β, γ-interferon, TNF-α) or bacterial LPS 

{Murphy et al., 1995; Aktan, 2004; Jana et al., 2005}. An optimal combination in 

primary astroglial cultures is γ-IFN together with IL-1β. These agents cause activation 

of the transcription factors STAT1 and NF-κB, respectively, and their translocation into 

the nucleus, where they bind to promoter response elements of the iNOS gene {Murphy, 

2000; Jana et al., 2005}. 

In relation with the participation of MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases) in the 

induction pathway, specially the SAPKs (Stress Activated Protein Kinases) p54 JNK 

and p38 MAPK. It has been recently described p38 MAPK as an essential kinase for the 

cytokines-induced expression of iNOS gene (IL-1 {Funakoshi et al., 2001}) in glial 

cells {Bhat et al., 2002}, additionally, several authors support an association between 

PI3-kinase and the IL-1 receptor {Schmidt et al., 2004}. 
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According to our previous results, this effect of ATP pre-treatment is mediated, in 

astrocytes, by blockade of p38 MAPK activation by pro-inflammatory cytokines, 

however, the mechanism of the purinergic interference remains unclear. 

A key transcription factor for this process is NF-κB (but not only, depending on the cell 

type, CREB, AP-1 or Oct transcription factors do participate in iNOS transcriptional 

regulation) {Da Silva et al., 1997; Nishiya et al., 2000; Marcus et al., 2003; Zhai et al., 

2004}. In fact, although several agents such as TGF-β can modulate the induction of 

iNOS expression by acting on iNOS mRNA stability {Vodovotz et al., 1993}, most 

transmitters regulate iNOS gene induction by interfering with NF-κB signalling: 

catecholamines or PGE2 can inhibit NF-κB transactivation of iNOS gene expression 

through a cAMP-dependent mechanism {Feinstein, 1998}, while pre-treatment with 

glutamate or ATP has been reported to interfere with NF-κB transactivatory function in 

both rat and human astrocytes {Murphy et al., 1995; Fenoglio et al., 1997; Liu y 

Neufeld, 2000}.  

This effect of ATP pre-treatment has been claimed to be mediated, in primary 

astrocytes, by blockade of NF-κB activation {Liu y Neufeld, 2000} or by reducing its 

DNA-binding activity {Lin y Murphy, 1997}, so the mechanism of the purinergic 

interference is far from evident. 

The canonical way to NF-κB activation requires its previous release from IκB (through 

IκB phosphorylation) in the cytoplasm {Aktan, 2004} but more recently it has been 

shown a basal shuttling state of NF-κB in mouse astrocytes {Zhai et al., 2004}. 

Additionally, that cytosolic phosphorylation of NF-κB itself can be an obligatory step 

for its transcriptional activity {Karin y Ben-Neriah, 2000; Schmitz et al., 2001; 

Chantome et al., 2004; Song et al., 2006}, so NF-κB participation is worthy to be 
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studied in the pro-inflammatory cytokines-induced expression of iNOS in rat primary 

astrocytes. 

The suppressive effect of ATP has been attributed to P2Y receptors but it is still poorly 

understood the mechanism by which the purinergic pre-treatment blocks the induction. 

Additionally, those studies which suggest this down-regulation did not consider the 

extracellular degradation of ATP into adenosine, which is very fast within the neural 

parenchyma. So, adenosine has been proposed to have any effect on iNOS-induction.  

 

OBJECTIVES 

- Determinate the intracellular pathway for iNOS induction by cytomix (the 

combination IL-1β + γ-IFN). 

- Identify the real effector as well as the receptor subtype and the intracellular 

pathway mediating the suppressive effect. 

 

METHODS 

Cell culture 

Primary glial cultures were prepared from cerebella of 6-day old rats as described 

previously {Jimenez et al., 1999}. Briefly, rats were killed by decapitation and the 

cerebellum removed immediately. After eliminating meninges, the tissue was chopped 

into small pieces and digested with trypsin (0.25 mg/ml) for 20 min at 37ºC in Ca2+- and 

Mg2+- free medium. The proteolysis was stopped with an excess of soybean trypsin 

inhibitor. The dissociated cells were plated in culture flasks (50,000 cells/cm2) in 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) containing 10% (v/v) fetal calf serum 

(FCS), 2 mM glutamine, 50 U/ml penicillin, and 50 µg/ml streptomycin. The cultures 
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were maintained at 37ºC in a humidified atmosphere of 5% CO2/95% air for 10-12 

days. 

Purification of type-1 astrocytes. 

Then the flasks were shaken at 250-300 rpm for 18 h at 37ºC in an orbital shaker to 

purify type 1 astrocytes. The supernatant was eliminated and the adherent cells, mainly 

type 1 astrocytes, were grown until confluency. The type 1 astrocytes, finally, were 

passed by trypsinization in Ca2+- and Mg2+- free PBS. The cells were seeded in DMEM 

plus 10% FCS and maintained as above until confluency, then the cells were seeded in 

24-well plates (nitrite measurement), FCS-covered glasses (immunocytochemistry) or 

p60 dishes (Western Blot analysis). 

Induction protocol and other treatments. 

We used the combination γ-IFN (50 UI/ml) + IL-1β (500 ng/ml) as cytomix offers the 

greatest expression of iNOS and nitrites accumulation in primary astrocyte cultures. 

Both, γ - interferon (human recombinant) and interleukin 1β (0.5 µg/ml) were from 

Roche. 

Cells were pre-treated for an hour with ATP {Laroche-Joubert et al., }, PI3-kinase 

inhibitor (SIGMA-ALDRICH), MAPK inhibitors (Calbiochem) SB203580, PD98059 or 

SP600125 at the indicated concentrations.  

The combined treatment was present for 24h (nitrite measurement) or 1h 

(immunotechniques). 

Nitrite measurement. 

In accord with previous studies {Aktan, 2004; Jana et al., 2005}, incubation of primary 

astrocyte cultures with a maximal dose of cytomix resulted in linear accumulation of 
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nitrites in the culture medium. Nitrites accumulation was detectable after 24h of 

incubation and it was similar to the accumulation observed after 48h of incubation.  

NOS activity was measured in triplicate by the accumulation of nitrites (NO2) in the 

culture medium (for 24h) using the Griess reaction by mixing 100 µl of astrocyte culture 

supernatant with 100 µl of Griess reagent (custom made reagents), as described {Privat 

et al., 1997}. OD was measured at 540 nm in a plate reader. 

Background NO2 levels amounted to 5-10 nM accumulated after 24h per 10-mm-

diameter well and were subtracted from sample values. 

Data are expressed as % of cytomix-elicited nitrites-accumulation. In some experiments, 

the nitrites accumulation was expressed as µM. 

The nitrite production from constitutive isoforms of NOS is negligible in the range 

studied, and do not change in this time-scale (days vs. min).  

Inmunotechniques (p65 and phospho-p65). 

Western Blot Analysis. 

Confluent astrocyte cultures in 56-mm dishes were scraped and pelleted in 200µl and 

resuspended in 1ml Loading Buffer, then they were harvested for 1h. 

Either 100 µg (iNOS or p38 MAPK) of total protein was separated in 12.5% SDS-

PAGE (12.5% Acrylamide/Bis 19:1, BIORAD), then transferred to PVDF membrane 

(BIORAD). The blots were blocked in TBS containing 10% skimmed milk and 0.1% 

Tween-20, and then incubated with antibodies to p38, total or phospho-specific, or 

iNOS at 1:1000 dilution in TBS-T. Following overnight incubation at 4 ºC, the blots 

were washed in TBS-T and then further incubated with secondary antibodies at 1:2500 

in 5% skimmed milk/TBS-T for 1h at RT.  

Antibody binding was revealed using Supersignal® {Lo  et al., } chemiluminiscence. 
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Immunocytochemistry. 

Cultured cells were fixed with 4% p-formaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) 

for 1h at room temperature (RT), washed with PBS and transferred into blocking 

solution (6% BSA plus 01% Triton Tx-100 in PBS) at RT for 1h. After that the samples 

were incubated overnight at 4ºC with primary antibodies, and, after 3 washes with PBS 

and 1h-incubation at 37ºC with secondary antibodies (indirect immunofluorescence), 

they were analyzed by a fluorescence confocal laser scanning microscopy. 

1stAb in both technics: 

- Rabbit anti-iNOS (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 

- Rabbit anti-p38 MAPK (Cell Signaling Technology). 

- Rabbit anti-phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (Cell Signaling Technology). 

2ndAb: 

- Cy3-conjugated Goat anti-rabbit IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

Inc.) for immunocytochemistry. 

- Horseradish peroxidase linked Donkey anti-rabbit IgG F(ab')2 fragment (Amersham 

Biosciences) for Western Blot. 

 

RESULTS 

THE INDUCTION PATHWAY. 

FTI-277, a selective Farnesyl-Transferase inhibitor, inhibits Ras processing but it does 

not inhibit geranylgeranylated-Rap1A function. As FTI-277 treatment suppressed iNOS 

induction, Ras participation was demonstrated to be essential in the induction by 

cytokines in cerebellar astrocytes. According to bibliography, mainly related to 

interleukin. 
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Ras has been described as activator of many different proteins such as PI3-kinase, and 

the three families of MAPKs. In order to elucidate the target protein of Ras in the 

pathway towards iNOS-gene induction, different experiments were designed. These 

experiments consisted of several studies focused on the possible participation of p38 

MAPK, ERK 1/2, JNK and/or PI3-kinase by pharmacological analysis involving their 

specific antagonists (SB203580, PD98059, SP600125, and LY-294002, respectively).  

PI3-kinase. 

In the added presence of LY-294002 (up to 20 µM), nitrites accumulation after 24h of 

incubation was similar as the cytomix-only-treated cells, suggesting that this kinase is 

not involved in cytomix-induced iNOS-expression in rat primary astrocytes. 

Effects of SB203580, PD98059 or SP600125 pre-treatment on NO· production. 

An initial screening was performed with 20 µM of drugs. When stimulated with 

cytomix, the results showed that pre-treatment with SB203580, PD98059 and SP600125 

had quite different effects on rat astrocyte iNOS. Whereas the p38 inhibitor potently 

inhibited iNOS and the subsequent nitrites accumulation, the JNK or MEK inhibitors 

had little or no effect. 

Dose-response studies were carried out to determine the suppressive effect of SB203580 

concluding that the inhibition of cytokines-induced iNOS expression by the p38 MAPK 

inhibitor was dose dependent, with 50% of maximal suppression occurring at ~ 10 µM 

SB203580. The maximal inhibition was obtained at 20 µM SB203580. 

These results indicate that p38 MAPK plays a specific and potent stimulatory role in 

cytomix-induced iNOS expression in rat astrocytes. 

Additionally, the activation of p38 by IL-1beta/gamma-IFN required ras function, since 

was blocked by a ras-farnesylation inhibitor (FTI-277 200nM).  
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Anisomycin over-roads FTI-277-suppression of p38 MAPK activation. 

Anisomycin is a specific permeable activator of MAPKs p38 and JNK. As anisomycin 

treatment prevented FTI-277 suppression of Ras-activation of p38MAPK, but not SB-

203580 suppression, it was confirmed that Ras was coupled to p38 MAPK pathway, in 

addition to the classical ERKs and that p38MAPK was located downstream p21Ras in 

the induction pathway. 

p38MAPK induced NF-kappaB phosphorylation but not translocation into the 

nucleus. 

SB203580 pre-treatment blocked p65 subunit phosphorylation at serine 536, whereas 

anisomycin induced per se Ser536 phosphorylation at this subunit. Thus, p65 (Ser536) 

is a target for p38 MAPK activity. However, the p38-phosphorylation of p65 elicited by 

anisomycin was not enough to activate NF-kappaB as it remained in the cytoplasm. So, 

the nuclear factor required a second activating step also provided by cytomix but p38-

independent. 

Taken together the previous results with the phosphorylation as an essential step in NF-

κB activation described in the bibliography {Karin y Ben-Neriah, 2000; Schmitz et al., 

2001; Chantome et al., 2004; Song et al., 2006}, it is important to study if p38 MAPK is 

a NF-κB upstream kinase in the cytomix-induced NF-κB activation in rat primary 

astrocytes.  

 

EFFECTS OF ATP PRE-TREATMENT ON NO· PRODUCTION. 

In this study we examined the effects of ATP pre-treatment on the induction of iNOS 

and the production of NO· in astroglial cells stimulated with IL-1β/γ-IFN to elucidate 

the intracellular effectors of exogenous ATP.  
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When cells were pre-incubated in a ATP-containing medium for one hour, nitrites 

accumulation didn’t occur. Thus, ATP was supposed to be a suppressive agent for iNOS 

induction. 

Effect of ATP on p38 MAPK phosphorylation/activation by cytokines. 

To establish the mechanism by which the suppression of cytomix-induced iNOS 

expression by ATP pre-treatment was mediated, control and ATP-pre-treated astrocytes 

were exposed to cytomix. After that, the samples were taken at different times and 

analysed by Western-Blot to quantify iNOS synthesis and p38 MAPK phosphorylation 

at Thr180/Tyr182. The results demonstrated that the suppressive effect is due to an ATP 

blockade of cytomix-induction pathway just at p38 activation level. 

ATP pre-treatment does not affect IκB degradation but it does affect cytokines-

induced NF-κB activation. 

Once our results demonstrated ATP blockade of p38 phosphorylation and been 

described previously the NF-κB activation by this MAPK {Wilms et al., 2003}, we 

tried to elucidate if NF-κB was an essential factor within the cytomix-elicited iNOS-

expression and, in this case, if ATP could alter NF-κB activation by cytomix-induced 

p38 MAPK. 

In both, control and ATP-pre-treated astrocytes, cytomix induced IκB degradation, thus 

suggesting that the suppressive effect of ATP is not due to a blockade of NF-κB 

translocation into the nucleus. Similar results were obtained when pre-treating the cells 

with SB203580, which suggests that NF-κB translocation into the nucleus is p38 MAPK 

independent. 

Taken together the previous results and considering the phosphorylation as an essential 

step in NF-κB activation described in the bibliography {Karin y Ben-Neriah, 2000; 
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Schmitz et al., 2001; Chantome et al., 2004; Song et al., 2006}, it was important to 

study if p38 MAPK was a NF-κB upstream kinase in the cytomix-induced NF-κB 

activation in rat primary astrocytes.  

According to that, we analyzed NF-κB translocation and subunit p65 phosphorylation at 

serine 536 by confocal laser scanning microscopy. Samples were taken from both, 

control and ATP- or SB203580- pre-treated, cytomix-induced astrocytes, and 

anisomycin-treated astrocytes. 

Anisomycin promoted p38 activation and p65 phosphorylation but not translocation, so 

there was no iNOS-expression. On the other hand, either ATP- or SB203580- pre-

treatments, both inhibiting cytomix-induced p38 MAPK activation, blocked NF-κB 

phosphorylation but not translocation, so there was no iNOS-expression. 

These results support our previous conclusion about NF-κB participation as an essential 

step in cytomix-induced iNOS-expression and it needs both, its translocation into the 

nucleus and its p65-subunit phosphorylation at serine 536.  

However, as we tested iNOS induction or suppression after 24 hours and been described 

a fast ATP-degradation in culture media. Experiments were designed to corroborate 

whether ATP was the suppressor agent or not, and in that case, to identify the real 

effector of ATP-elicited suppression.  

Extracellular degradation of ATP. 

The steady-state concentration of extracellular ATP in culture medium was extremely 

low after 24h incubation. Even if exogenous ATP was added. ATP in this range is 

usually ineffective in biochemical and pharmacological assays for P2Y and P2X 

receptors. 
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Extracellular ATP in culture medium was rapidly hydrolyzed by both serum esterases 

and by ecto-nucleotidases in cell membranes. In order to slow-down this process, the 

modulation of iNOS by ATP was tested in FCS-free medium. Even so, ATP was 

completely degraded in less than 3 hours. 

Both serum esterases and ecto-nucleotidases had comparable activity hydrolysing ATP 

so its persistence in medium was brief, so the purinergic was unable to modulate 

long-term induction of iNOS by cytokines, a process that takes several hours. 

As adenosine is generated from ATP it could be the real effector of ATP suppression. 

According to that, adenosine (Ado) did suppress the induction of iNOS 

Effects of adenosine pre-treatment on NO· production. 

Dose-response studies were carried out to determine the suppressive effect of adenosine 

concluding that the inhibition of cytokines-induced iNOS expression by the purinergic 

was dose dependent, with 50% of maximal suppression occurring at 6-8 µM. The 

maximal inhibition was obtained at 10 µM adenosine. These results indicated that 

adenosine reproduced the inhibitory effect of ATP. 

Additionally, ADA (adenosine deaminase) blocked the suppressive effect of both 

adenosine and ATP, and the non-hydrolizable analog of ATP, α,β-me-AMP, did not 

reproduce the down-regulatory effect. So, ATP transformation into adenosine was 

essential for its suppressive action. 

Taken together the previous results, adenosine generated from ATP-degradation, but not 

ATP, was the physiological signal that modulated the expression of iNOS, reducing its 

induction by pro-inflammatory cytokines.  
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Role of P2 ATP receptors. 

P2 antagonists suramin (300 microM), PPADS (25 microM) and Reactive Blue 2 (25 

mM) failed to block the suppressive effect, Thus suggesting that P2 receptors are not 

involved in this effect.  

Role of adenosine receptors.  

Once we had proposed adenosine as the real effector of ATP suppression and been 

observed that adenosine antagonists blocked the action (DPCPX, 8-CPT 1-10 µM). 

Experiments were conducted to identify the subtype of adenosine receptors involved in 

the suppressive signalling cascade from extracellular purinergics to intracellular 

suppression. In order to that, pharmacological studies including specific antagonists and 

agonists for the four known subtypes of adenosine receptors (A1, A2A, A2B, A3) were 

carried out. 

Experiments focused on elucidate A1 or A3 involvement on purinergic suppression of 

iNOS-induction does not suggest any participation of these subtypes as specific 

pharmacological antagonists failed to prevent adenosine suppression and agonists didn’t 

reproduce the suppressive effect. On the contrary, results suggest a participation of A2 

subtypes, mainly A2B, in the purinergic suppression as it was blocked by the specific 

antagonist and the agonist reproduced the adenosine effect. 

It has been described a general association between subtypes A1 and A3 with 

intracellular adenylate-cyclase (AC) inhibition as they are typically coupled to 

inhibitory G-proteins. On the contrary, both subtypes A2 are related to excitatory 

G-proteins which, in turn, activate intracellular AC thus elevating the [cAMP].  

As A2B receptors are typically related to AC activation, we tried to confirm the 

activation of intracellular AC as the signal-transductor from extracellular 
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ATP/adenosine to intracellular suppressive signal, according to that some experiments 

by adding forskoline (a specific activator of AC) or MDL-12,330A (specific inhibitor of 

AC) previously to cytomix induction were carried out. 

The results of these experiments are shown at figure.5, where it is clearly mimicked by 

forskoline the suppressive effect of ATP/adenosine pre-treatment on cytomix-induced 

iNOS-expression suggesting a participation of adenylate-cyclase, this idea is 

corroborated by the MDL-12,330A study, as it dramatically impedes purinergic 

suppression. So we could conclude that purinergic suppression of iNOS induction 

depends on AC activation, thus pointing to an elevation of intracellular [cAMP] as the 

intracellular effector of extracellular purinergic stimulus. 

Purinergics reduce NOS-2 induction by cytokines in a cAMP-dependent but PKA-

independent manner.  

Dibutyril cAMP (dbc-AMP), a permeable analog of cAMP, reproduces the effect 

observed with ATP or adenosine treatment on Cytokines induced iNOS expression. 

Thus, the pathways involved in the suppressive effect are both cAMP-dependent. 

However, the pharmacological inhibitors of PKA, KT-5720 or H-89, failed to prevent 

the inhibitory effect of ATP, adenosine or dbc-AMP on accumulation of nitrites.  

According to these results, PKA is not involved in this effect, suggesting the 

involvement of other cAMP target distinct from PKA. Epac/rap is a candidate. 

In addition to the previous conclusion, the cAMP analogue 6-Phe-cAMP (specific for 

PKA with little effect on Epac) didn’t reproduce the suppressive effect of ATP on iNOS 

induction while the cAMP analogue 8-pCPT-2’-O-me-cAMP (specific activator of Epac 

which does not activate protein kinase A) mimicked the purinergic suppression, thus 

targeting the small GTP-coupled proteins Epacs 1/2 as effectors of the suppressive 

effect. 
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Role of Ras & Rap in the p38 MAPK-mediated induction of  NOS-2 in astrocytes 

GGTI-286, a selective Geranyl-Geranyl-Transferase I inhibitor, inhibits the processing 

of Rap1A protein to the plasma membrane, without affecting Ras signalling. GGTI-286 

blocked the suppressive effect of purinergics. This effect of GGTI-286 in both 

Cytokines- and Cytokines/ATP- treated cells suggest the involvement of Rap in the 

ATP-evoked suppressive effect observed in primary astrocytes. 

Complementary, anisomycin over-roaded rap-suppression of p38 MAPK activation by 

ras. Thus, determining that Rap1A suppressed the induction by blocking the p38MAPK 

activation by p21Ras. 

These results supported our previous hypothesis that there is a balance between p21Ras 

and Rap1A, acting Rap1A as a p21Ras antagonist. And supports the idea that in rat 

primary astrocytes there is a delicate balance between ras and rap, controlling the 

activation of p38 MAPK and downstream NF-kappaB activation and iNOS induction 

during the process leading to reactive astrocytes. 

ATP/Ado does not affect IκB degradation but it does affect cytokines-induced NF-

κB activation. 

Once our results had demonstrated ATP/Ado blockade of p38 phosphorylation and been 

described previously the NF-κB activation by this MAPK {Wilms et al., 2003} we tried 

to elucidate if NF-κB is an essential factor within the cytomix-elicited iNOS-expression 

and if ATP pre-treatment could alter NF-κB activation by its cytomix-induced p38-

activation. 

In both control and ATP-pre-treated astrocytes, cytomix treatment induced IκB 

degradation suggesting that the suppressive effect of ATP/Ado is not due to a blockade 



  SUMMARY. 

 

XVII 

of NF-κB translocation into the nucleus, nor does the SB203580 pre-treatment, 

suggesting that NF-κB translocation into the nucleus is p38 MAPK independent. 

According to that, NF-κB translocation and subunit p65 phosphorylation at serine 536 

were analysed by confocal laser scanning microscopy. Samples consisted of cytomix-

induced control and ATP- or SB203580- pre-treated astrocytes, and anisomycin-treated 

(specific activator of p38 MAPK and JNK) cells. 

Anisomycin promoted p38 activation and p65 phosphorylation but not translocation, so 

there was no iNOS-expression. On the other hand, either ATP- or SB203580- pre-

treatments, both inhibiting cytomix-induced p38 MAPK activation, blocked NF-κB 

phosphorylation but not translocation, so there was no iNOS-expression. 

According to that, NF-κB participation is an essential step in cytomix-induced iNOS-

expression and it needs both its translocation into the nucleus and its p65-subunit 

phosphorylation at serine 536.  

 

DISCUSSION. 

As described previously for human astrocytes {Hua et al., 2002}, our results indicate 

that p38 MAPK plays a specific and potent stimulatory role in cytomix-induced iNOS 

expression in rat astrocytes as its specific inhibitor SB203580-pre-treatment suppresses 

cytomix-induction iNOS-expression in a dose-dependent manner with a maximal 

inhibition at 20 µM (Fig. 3). Additionally, the lack of effect on nitrites accumulation of 

pre-treatments with the specific inhibitors of JNK, ERK and PI3-kinase (SP600125, 

PD98059 and LY-294002, respectively) up to 20 µM, highlights p38 as the only MAPK 

involved in cytomix-induced iNOS-expression in rat primary astrocytes. 

To study the possible effect of ATP-pre-treatment on p38 MAPK activation as an 

essential kinase in the induction pathway we analysed by Western Blot p38 MAPK 



SUMMARY.   

 

XVIII 

phosphorylation at Thr180/Tyr182 as it is the target of cytokines phosphorylation 

{Raingeaud et al., 1995; Palsson et al., 2000} in samples taken after control and ATP-

pre-treated astrocytes were cytomix-induced. The results of this study clearly 

demonstrate that ATP-pre-treatment blocks dramatically p38 phosphorylation 

Thr180/Tyr182 and, thus p38 MAPK activation, by cytomix.  

Once we had identified p38 as target of the ATP suppression and being described in the 

bibliography the suppressive effect of ATP-pre-treatment on NF-κB participation at 

cytomix-induced iNOS-expression {Murphy et al., 1995; Fenoglio et al., 1997; Lin y 

Murphy, 1997; Liu y Neufeld, 2000} and, on the other hand, a p38 MAPK-dependent 

NF-κB-activation {Madrid et al., 2001; Zhao et al., 2001; Wilms et al., 2003}, our goal 

was to determine if there were any relation between p38 MAPK and NF-κB under our 

experimental conditions. 

NF-κB participation is an essential step in cytomix-induced iNOS-expression, and it 

needs both translocation into the nucleus and phosphorylation at, at least, subunit p65 

(serine 536).  

Our results demonstrate that NF-κB translocation into the nucleus is p38 MAPK 

independent as is not affected by its specific inhibitor SB203580 nor by its specific 

activator anisomycin, thus supporting the idea that the ATP/Ado suppressive effect on 

cytomix-induced iNOS-expression in rat primary astrocytes, although due to a p38 

MAPK blockade, does not affect NF-κB translocation into the nucleus. This conclusion 

is supported by the similar time-curse curves of Cytomix-induced IκB degradation, in 

which there were no differences between control and ATP-pre-treated astrocytes. 

In relation to the purinergic effect on NF-κB activity, ATP/Ado or SB203580 doesn’t 

block p65 activation but does p65 phosphorylation (at serine 536), thus suppressing 

iNOS-expression induction by cytokines. Complemmentary, the result obtained after 
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anisomycin treatment (p65 phosphorylation in a closely similar way to positive control) 

strongly supports our hypothesis about two different and independent processes, both 

essential for NF-κB participation on iNOS induction by cytokines. 

This ATP/Ado suppressive effect on NF-κB phosphorylation (but not on its release 

from IκB) strongly suggests that the previously observed ATP alteration of NF-κB 

transactivatory function in rat and human astrocytes {Murphy et al., 1995; Fenoglio et 

al., 1997; Liu y Neufeld, 2000} could be caused by ATP blockade of the cytokines-

induced p38 MAPK activation and its subsequent NF-κB phosphorylation at, at least, 

serine 536 from p65 subunit. 

According to that, the phosphorylation by p38 MAPK on serine 536 from p65 subunit is 

supposed to be an essential step for NF- κB transactivatory function and a possible 

target for pharmacology intervention on inflammatory diseases in which NF-κB plays 

an important role. 

In relation to the suppressive pathway, cAMP is the intracellular signal which mediates 

the suppression by its effectors Epacs proteins, as the suppressive effect was mimicked 

by a permeable cAMP analogue and it was not prevented by PKA blockade (KT-5720, 

H-89, 6-Phe-cAMP), but by epacs blockade (8-pCPT-2’-O-Me-cAMP). Additionally, 

the down-regulatory effect was prevented by an inhibitor of geranyl-geranylation 

(GGTI-286), confirming that cAMP action may be mediated by Epac-activation of rap1 

(GGTI-286 did not affect iNOS induction per se).  

 

CONCLUSIONS  

In the cytokines-induced iNOS-expression pathway, p38 MAPK (but not p42/p44 

ERKs, p54 JNK or PI3-kinase) acts downstream p21Ras and plays an essential 
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upstream role in the activating cascade for NF-κB. The nuclear factor seems to be an 

essential mediator of the iNOS gene induction as the interference of its transactivatory 

function by ATP treatment suppresses dramatically iNOS induction. 

We found that ATP/Ado-induced suppression of iNOS induction is just achieved by 

blockade of p38 MAPK activation. Which, in turn, impedes the subsequent p65-

phosphorylation, thus disabling its transactivatory function, because p65 (NF-κB) 

transcriptional activity depends on both its translocation capability into the nucleus 

(elicited by cytokines treatment) and phosphorylation at, at least, serine 536 by p38 

MAPK (activated by cytokines treatment).  

Our results are consistent with a model that implies the activation of adenylyl-cyclase-

coupled A2 receptors, elevation of cAMP and activation of rap1. Reportedly primary 

astrocytes lack B-raf, thus activation of rap1 by cAMP-Epac would block signalling 

from p21ras to p38 MAPK, preventing the induction of iNOS and increased NO· 

production by pro-inflammatory cytokines.  
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[cAMP] i :  Concentración intracelular de AMP cíclico.  

[Ca2+] i :  Concentración intracelular de catión calcio libre.  

·Ab :  + 100 UI/ml penicilina + 100 µg/ml estreptomicina. 

2b-cAMP :  Dibutiril-AMP cíclico. 

6-Phe-cAMP :  N6-fenil-AMP cíclico 

8-CPT :  8-ciclopentil-1,3-dimetil-xantina. 

8-pCPT-2’-O-Me-cAMP : 8-(4-clorofeniltio)-2’-O-metil-AMP cíclico.  

aa :  Aminoácido(s). 

AC :  Adenilil-ciclasa. 

ADA :  Adenosina-desaminasa, de mucosa intestinal bovina, tipo VI. 

Ado :  Adenosina. 

ADP :  Difosfato de adenosina. 

α,β-meATP :  alfa,beta-metilén-ATP. 

cAMP :  Monofosfato cíclico-3’,5’ de adenosina. 

mRNA :  Ácido ribonucleico mensajero. 

ATP :  Trifosfato de adenosina. 

ATPmr :  Reactivo de monitorización de ATP (ATP monitoring reagent). 

BAPTA-AM :  Éster acetoximetílico del ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etil-tetracético. 

BCA :  Ácido bicinconínico. 

bFGF :  Factor de crecimiento de fibroblastos básico (basic fibroblast growth factor) 

BHE :  Barrera hematoencefálica  

BH4 :  Tetrahidro-biopterina  

BSA :  Albúmina de suero bovino (bovine serum albumin). 

Ca2+ :  Catión divalente calcio. 

CaM :  Calmodulina. 

CPA :  N6-ciclopentil-adenosina. 

CGS-21680 :  Ácido 4-[2-[[6-amino-9-(N-etil-β-D-ribofuranuronamidosil)-9H-purin-2-il] amino] etil] 
bencenopropanoico. 

CRE :  Elemento de respuesta al cAMP (cyclic AMP response element). 

CREB :  Proteína de unión a CRE (CRE binding protein). 

DAN :  2,3-diamino-naftaleno 

DEPC :  Dietil-piro-carbonato 

DLP :  Depresión a largo plazo. 

DMEM :  Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle medium). 

DMSO :  Dimetil-sulfóxido. 

DNA :  Ácido desoxirribonucleico. 

DNasa I :  Desoxirribonucleasa 1.  
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DPCPX :  8-ciclopentil-1,3-dipropil-xantina. 

EDRF :  Factor relajante derivado del endotelio (endothelium derived relaxing factor). 

EDTA :  Ácido etilén-diamino-tetraacético. 

ELISA :   Inmunoensayo con enzima ligada (enzime linked immunoassay). 

Epac :  Proteína de intercambio activada directamente por cAMP (exchange protein directly 
activated by cAMP). También Rap-GEF. 

ERK :  Quinasa regulada por señales extracelulares (extracellular signal – regulated kinase). 

FAD :  Dinucleótido de flavina y adenina (flavin adenine dinucleotide). 

FCS :  Suero bovino fetal (foetal calf serum). 

FMN :  Mononucléotido de flavina (flavin mononucleotide). 

FTI :  Inhibidor de la enzima farnesilo-transferasa (farnesyl transferase inhibitor). 

GCs :  Guanilato ciclasa soluble. 

GEF :  Factor de intercambio de nucleótidos de guanina (guanine exchange factor). 

GFAP :  Proteína ácida fibrilar glial (glial f ibrillary acidic protein). 

GGTI :  Inhibidor de la enzima geranil-geranilo-transferasa (geranyl-geranyl-transferase 
inhibitor). 

GMP :  Monofosfato de guanosina. 

GMPc :  GMP cíclico. 

GSH :  Glutatión reducido. 

GSSG :  Dímero de glutatión oxidado. 

GTP :  Trifosfato de guanosina. 

HEPES :  Ácido N-(2-hidroxietil)piperacin-N’-2-etanosulfónico.  

HRP :  Peroxidasa de rábano (horseradish peroxidase). 

IB-MECA :  1-desoxi-1-6-[([3-yodofenil]metil)amino]-9H-purin-9-il)-N-metil-β-D-ribofuran-
uronamide). 

IBMX :  3-isobutil-1-metil-xantina. 

IC 50 :  Ki 50. 

IFN- γγγγ :  Interferón gamma. 

IgG :  Inmunoglobulina G. 

I κκκκB :  Inhibidor de NF-kappaB. 

IKK :  Proteína quinasa de IkappaB.  

IL-1 ββββ :  Interleuquina-1 beta. 

IP3 :  Inositol-trifosfato. 

IRAK :  Quinasa asociada al receptor de interleuquina (interleukin receptor associated kinase). 

JAK :  Quinasa Jano (janus kinase). 

JNK :  Proteína quinasa N-terminal de c-jun (c-jun N-terminal kinase). 

kDa :  Kilodalton(s). 

Ki 50 :  Concentración de inhibidor que produce el 50 % de su actividad máxima. 

LB :  Tampón de carga (loading buffer). 

LPS :  Lipopolisacárido de la pared bacteriana de E. Coli, serotipo O111:B4. 
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MAPK :  Proteína quinasa activada por mitógeno (mitogen activated protein kinase). 

MAPKK/MKK : Proteína quinasa de MAPK (mitogen activated protein kinase kinase). 

Mg2+ :  Catión divalente magnesio libre. 

MRS-1523 :  3-propil-6-etil-5-[(etiltio)carbonil]-2-fenil-4-propil-3-piridin-carboxilato. 

MRS-1754 :  8-[4-[((4-cianofenil)carbamil-metil)oxi]fenil]-1,3-di(n-propil)xantina. 

NA :  Noradrenalina. 

NAD+ :  Dinucleótido de adenina y nicotinamida (nicotinamide adenine dinucleotide). 

NADP+ :  Fosfato de NAD+ (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate).  

L-NAME :  Éster metílico de Nω-nitro-L-arginina (Nω-nitro-L-arginine methyl ester). 

NANC :  Nervios no-adrenérgicos – no-colinérgicos. 

NECA :  5’-(N-etilcarboxamido)-adenosina. 

NF-κB :  Factor nuclear kappaB (nuclear factor kappaB). 

NGF :  Factor de crecimiento nervioso (nerve growth factor). 

NGS :  Suero normal de cabra (normal goat serum). 

NO· :  Radical óxido nítrico. 

NOS-1/nNOS :  Enzima óxido nítrico sintasa 1/neuronal. 

NOS-2/iNOS :  Enzima óxido nítrico sintasa 2/inducible. 

NOS-3/eNOS :  Enzima óxido nítrico sintasa 3/endotelial. 

pb :  Par de bases de ácidos nucleicos. 

PBS :  Suero salino tamponado con fosfato (phosphate buffered saline). 

PBS W/O :  PBS sin Ca2+ ni Mg2+ (PBS without neither Ca2+ or Mg2+). 

PCR :  Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction). 

PD-98059 :  Inhibidor de las MAPKs p42/p44, ERKs 1/2. 2’-amino-3’-metoxi-flavona. 

PDE :  Fosfodiesterasa (phospho-diesterase). 

PKA :  Proteína quinasa dependiente de cAMP. 

PKG :  Proteína quinasa dependiente de GMPc. 

PPADS :  Ácido piridoxal fosfato-6-azo-(benceno-2,4-disulfónico). 

PPSE :  Potencial post-sináptico excitador. 

PSD :  Densidad post-sináptica (post-synaptic density). 

PVDF :  Fluoruro de polivinilideno (polyvinylidene fluoride). 

Rap-GEF :  Factor de intercambio de nucléotidos de guanina de Rap (Rap- guanine nucleotides 
exchange factor). 

RB 2 :  Azul reactivo 2. Ácido 1-amino-4-[[4-[[4-cloro-6-[[3 (ó 4)-sulfofenil]amino]-1,3,5- 
triazin-2-il]amino]-3-sulfofenil]amino]-9,10-dihidro-9,10-dioxo-2-antracen-sulfónico 

RGB :  Tampón del gel de resolución (resolving gel buffer). 

RNasa :  Ribonucleasa. 

rpm :  Revoluciones por minuto. 

RT-PCR :  PCR acoplada a transcriptasa inversa o reverso-transcriptasa (Reverse transcriptase- 
PCR). 

SB-203580 :  4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil)1H-imidazol. Inhibidor de p38MAPK 
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SBTI :  Inhibidor de tripsina tipo I-S obtenido de legumbre de soja (soybean tripsin inhibitor). 

SDS :  Sulfato de dodecilo sódico (sodium dodecyl sulfate). 

SDS-PAGE :  Electroforesis en gel de poli-acrilamida (poly-acrylamide gel electrophoresis), en 
presencia de SDS. 

SGB :  Tampón del gel de apilamiento (stacking gel buffer). 

SOD :  Superóxido dismutasa. 

SP-600125 :  Inhibidor de JNK. 1,9-pirazoloantrona. 

STAT :  Factor de transducción de señal y activador de la transcripción (signal transducer and 
activator of transcription factor).  

TAB-1 :  Proteína de unión a TAK-1 – 1 (TAK-1-binding protein 1). 

TAK-1 :  Quinasa activada por TGF-β – 1 (TGF-β-activated kinase 1). 

TBS :  Suero salino tamponado con Tris (Tris-buffered saline). 

TBS-T :  TBS con Tween® 20. 

TEMED :  N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamina.  

TGF-β :  Factor de crecimiento transformante β (transforming growth factor β). 

TNF-α :  Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor α). 

Tween®-20 :  Monolaurato de sorbitan-polioxietileno. 

ZM-241385 :  4-(2-[7-amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazol[2,3-a][1,3,5]triazin-5-il-amino]etil)fenol. 
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1. ESTRUCTURA DEL CEREBELO. 

El cerebelo es la parte más grande del rombencéfalo (cerebro posterior) y a pesar 

de ser relativamente simple contiene seis tipos diferentes de neuronas entre los que se 

incluye la neurona granulosa cerebelosa, el tipo de neurona más abundante del encéfalo, 

representando casi la mitad de neuronas del total.  

Las funciones del cerebelo son completamente motoras y opera a un nivel 

inconsciente. Controla el mantenimiento del equilibrio, influye en la postura y en el 

mantenimiento del tono muscular y coordina los movimientos. 

El cerebelo consta de dos hemisferios localizados lateralmente unidos en la línea 

media por el vermis (Fig. 1). La cara superior del cerebelo se sitúa por debajo de la 

tienda del cerebelo y la parte superior del vermis queda elevada en la línea media, en la 

cara inferior el vermis se sitúa en un surco profundo entre los hemisferios. 

La superficie del cerebelo está plegada formando un patrón regular de pliegues 

paralelos entre los que destacan unas fisuras de profundidad variable que constituyen 

elementos de referencia para dividir anatómicamente el cerebelo en tres lóbulos. 

Figura 1.  Morfología externa del cerebelo. 

En la cara superior, la profunda fisura prima separa el lóbulo anterior, relativamente pequeño, del lóbulo 

posterior, mucho mayor. Por la cara inferior, la sobresaliente fisura posterolateral delimita la localización 

de pequeñas regiones de los hemisferios (flóculos) y del vermis (nódulo), que juntas forman el lóbulo 

floculonodular. Adaptado de Crossman & Neary (2002). 

Vermis:
Cara superior

Vermis:
Cara inferior

Fisura 
prima

Lóbulo anterior

Hemisferio cerebeloso

Lóbulo posterior

NóduloFlóculo

Fisura 
posterolateral

Fisura 
horizontal

Lóbulo floculonodular
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1.1. Estructura interna del cerebelo. 

Fundamentalmente, el cerebelo consta de una capa externa de sustancia gris, la 

corteza cerebelosa (córtex cerebeloso), que rodea un núcleo interno de sustancia blanca. 

La sustancia blanca del cerebelo está formada por fibras nerviosas aferentes y eferentes 

que van y vienen del córtex cerebeloso.  

Profundamente sumergidos en la sustancia blanca hay cuatro pares de núcleos 

del cerebelo que tienen importantes conexiones con la corteza cerebelosa y con ciertos 

núcleos del tronco del encéfalo y del tálamo. 

Corteza Cerebelosa. 

La corteza cerebelosa está profusamente plegada y forma numerosas láminas 

estrechas orientadas transversalmente (folia). Dentro de la corteza cerebelosa se sitúan 

los cuerpos celulares, dendritas y conexiones sinápticas de la mayoría de las neuronas 

del cerebelo. La organización celular de la corteza cerebelosa es la misma en todas las 

regiones, distinguiéndose tres capas (Fig. 2): 

 

Figura 2.  La corteza cerebelosa se divide en tres capas o estratos: 

La más externa, rica en fibras, es la capa molecular. La intermedia es la capa de Purkinje (capa de las 

células de Purkinje). La más interna es la capa granulosa, dominada por las células granulosas. Adaptado 

de Crossman & Neary (2002). 

 

Sustancia blanca Capa granulosa

Célula de PurkinjeCapa granulosa Capa molecular Capa molecular

A. x25 B. x160
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Capa granulosa. 

Esta capa interior está formada por los apretados cuerpos de las células 

granulosas, a las que llegan señales aferentes a través de las fibras musgosas, cuyos 

cuerpos celulares se encuentran en el tronco del encéfalo.  

Capa media o de Purkinje. 

La capa de las células de Purkinje es una capa unicelular formada por los 

cuerpos de estas neuronas, que extienden profusamente sus dendritas irregularmente 

ramificadas en la capa molecular. Las de Purkinje son las únicas neuronas eferentes de 

la corteza cerebelosa, las cuales envían señales a través de sus largas prolongaciones 

hacia el interior del cerebelo, y de ahí a otras partes del encéfalo.  

Capa molecular. 

En esta capa, denominada molecular por su apariencia estructural homogénea en 

las tinciones histológicas clásicas, tienen lugar las funciones fundamentales del 

cerebelo. Aquí, siguiendo un patrón tridimensional, las proyecciones dendríticas y 

axónicas se hallan en íntima interrelación.  

Esta capa externa contiene las arborizaciones dendríticas de las neuronas de 

Purkinje, aplanadas y orientadas en ángulos rectos respecto al eje longitudinal del 

pliegue, por lo que son atravesadas por las fibras paralelas de las que reciben sinapsis 

excitadoras.  

Circuito y su procesamiento. 

Las proyecciones aferentes al cerebelo se originan principalmente en la médula 

espinal (fibras espinocerebelosas), núcleo olivar inferior (fibras olivocerebelosas), 

núcleos vestibulares (fibras vestibulocerebelosas) y puente (fibras pontocerebelosas). La 

mayor parte de los axones aferentes terminan excitando las neuronas de la corteza 

cerebelosa. Las fibras entran en el cerebelo por uno de los pedúnculos cerebelosos y 

siguen hacia la corteza.  

Las aferencias que se originan en la oliva inferior terminan como fibras 

musgosas, que se ramifican y acaban en la capa granulosa, donde establecen contactos 

sinápticos con las células granulosas (Fig. 3). 
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Las células granulosas se originan a partir de distintos grupos celulares del 

tronco cerebral, sobre todo los núcleos pontinos que transmiten información desde la 

neocorteza cerebral. De cada célula surge una prolongación eferente hasta la capa 

molecular, donde se bifurca en dos ramas en forma de T de varios milímetros de 

longitud denominadas fibras paralelas, que atraviesan las “arborizaciones” dendríticas 

de varias células de Purkinje, dispuestas en un plano perpendicular a ellas (Fig. 3). 

Los únicos axones que salen de la corteza cerebelosa, principalmente hacia los 

núcleos del cerebelo, son los de las células de Purkinje, que utilizan el ácido 

gamma-amino-butírico (GABA) como neurotransmisor, lo que significa que la 

respuesta de casi toda la corteza cerebelosa es mediada por la inhibición de las células 

de los núcleos del cerebelo.  

Las células estrelladas y las células en cesta establecen contactos con las células 

de Purkinje a través de los cuales inhiben su actividad, también sus neuritas receptoras 

corren perpendiculares a las fibras paralelas cuyos estímulos registran (Fig. 3). 

El otro tipo de fibras aferentes que entra en la corteza cerebelosa, las fibras 

trepadoras, surgen de la oliva inferior del bulbo raquídeo (que integra la información 

procedente de los propioceptores musculares) y llegan hasta las arborizaciones 

dendríticas de las células de Purkinje a las que excitan, también sus colaterales axónicas 

excitan las neuronas de los núcleos cerebelosos profundos.  

La actividad de las fibras trepadoras es registrada por las células de Golgi, cuyas 

prolongaciones se ramifican entre las células granulosas y les transmiten una señal 

inhibidora, procurando que la actividad general de la corteza cerebelosa no sea excesiva. 

Plasticidad sináptica en la corteza cerebelosa y depresión a largo plazo (DLP). 

El cerebelo es un importante lugar de aprendizaje motor donde se llevan a cabo 

las correcciones cuando el resultado de los movimientos no satisface las expectativas.  

Los tres factores implicados en este proceso son las aferencias excitadoras de 

fibras trepadoras y paralelas y las dendritas de las neuronas de Purkinje de la siguiente 

forma: una célula de Purkinje recibe una sola aferencia de una fibra trepadora pero de 

cientos de sinapsis excitadoras, generando un PPSE excepcionalmente amplio. A 

diferencia de esto, una célula de Purkinje recibe aferencias mono-sinápticas de muchas 

fibras paralelas distintas (Fig. 3). 
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Se ha propuesto que la aferencia de la fibra trepadora conduce las señales de 

error de un movimiento que no ha logrado satisfacer las expectativas y las correcciones 

se efectúan ajustando las aferencias de las fibras paralelas a la célula de Purkinje.  

En relación a esto se ha descrito la depresión a largo plazo (DLP), consistente en 

una menor respuesta post-sináptica de la neurona de Purkinje a la activación de las 

fibras paralelas cuando se ha estimulado previamente al mismo tiempo con aferencias 

trepadoras y paralelas, esta modificación puede durar como mínimo una hora. 

 

Figura 3.  Organización general de la corteza cerebelosa.  

El esquema muestra una circunvolución cerebelosa en sentido vertical, tanto en su eje longitudinal (parte 

derecha) como transversal (parte izquierda). En negro se muestran las neuronas de Purkinje, en azul, las 

células granulosas y sus axones ascendentes (fibras paralelas); en rojo, las fibras trepadoras; y en verde, 

las fibras musgosas. Adaptado de Bear et al. (2002). 
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1.2. Células gliales. 

Existen tres clases principales de células gliales en el cerebelo: oligodendrocitos, 

microglía y células astrogliales, todas ellas con funciones diferentes. 

Oligodendrocitos. 

Son los encargados de la mielinización de los axones neuronales en el SNC, por 

lo cual se encuentran en gran número en la sustancia blanca. Cada oligodendrocito 

forma la mielina internodal de 3 a 50 fibras y también rodea a muchas otras fibras sin 

formar vainas de mielina. A pesar de esta función mielinizante expresan una serie de 

moléculas inhibidoras del crecimiento axónico, pudiendo contribuir al fracaso de la 

regeneración de neuronas dañadas en el SNC del individuo adulto. 

Células microgliales. 

La microglía tiene su origen en el sistema reticuloendotelial y se encuentra en las 

sustancias blanca y gris del SNC. Son células fagocitarias importantes en la mediación 

de las respuestas inflamatorias dentro del SNC, entre las que se incluyen la alta 

producción de óxido nítrico y de citoquinas pro-inflamatorias como la interleuquina-1β, 

especialmente relevantes en nuestro estudio puesto que la presencia de células 

microgliales en nuestros cultivos podría constituir una fuente significativa de óxido 

nítrico (NO·) no astroglial y una producción endógena de interleuquina-1β, utilizada 

como inductor de NOS-2 en nuestras células.  

Células astrogliales. 

Los astrocitos son pequeñas células estrelladas que se encuentran en todo el 

SNC, de forma que ocupan la mayor parte del espacio que no está ocupado por otras 

células o capilares. Son las células más abundantes en el SNC y se pueden clasificar en 

función de su morfología o de su ontogenia (tabla 1). En la corteza cerebelosa 

predominan los astrocitos protoplásmicos entre los que destaca un tipo peculiar 

denominado glía de Bergmann. Cuyo soma se halla en proximidad de las células de 

Purkinje y se relaciona estrechamente con las sinapsis que establece esta neurona.  
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Tabla 1.  Clasificación de los astrocitos. 

Protoplasmáticos Estructura poco fibrosa. Mas frecuentes en la sustancia gris. Morfológica 

Fibrosos Numerosos filamentos. Más frecuentes en la sustancia blanca. 

Tipo I Derivan de una célula progenitora 1A astroglial. Ontogénica 

Tipo II Derivan de una célula progenitora O-2A* que también puede 
dar lugar a oligodendrocitos. 

 

*En nuestras condiciones experimentales de cultivo celular de astrocitos primarios, es un artefacto del 

propio cultivo. Adaptado de Barker & Barasi (2002). 

 

Los astrocitos no son simples células de sostén pasivas, sino que desempeñan 

muchas funciones importantes dentro del SNC (tabla 2) (Markiewicz y Lukomska, 

2006), entre las que destacan su participación en la defensa inmunológica del 

parénquima neural y sus funciones en procesos patológicos.  

 

Tabla 2. Funciones fisiológicas de los astrocitos. 

 

Constitución de un armazón estructural y de soporte (barreras hematoencefálica y pial-glial). 

Mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefálica. 

Compartimentación metabólica (recaptura de neurotransmisores en las sinapsis y suministro de éstos 
a neuronas). 

Secuestro o redistribución de K+ durante la actividad neural.  

Guía neuronal durante el desarrollo (glía radial y de Bergmann). 

Defensa inmunológica del SNC. 

 

 

El SNC tiene un relativo privilegio inmunológico si se le compara con el SNP y 

con muchas otras partes del cuerpo. Esto es debido al pobre desarrollo del sistema de 

drenaje linfático del SNC, al bajo de nivel de expresión de antígenos del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC), y a que la barrera hematoencefálica (BHE) 

normalmente impide que los linfocitos, macrófagos y anticuerpos penetren en él.  

En el estado de reposo, algunos linfocitos T activados son capaces de cruzar la 

barrera hematoencefálica y circular dentro del SNC. Sin embargo, en un estado de 

inflamación en el que se altera la integridad de la BHE, una vez desencadenada una 

respuesta inmunitaria, puede ser amplificada y propagada por la liberación de citoquinas 

y la expresión del MHC. En estas circunstancias, los astrocitos actúan como células 

presentadoras de antígeno y, junto a la microglía, participan en la defensa inmunológica 
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del SNC mediante su proliferación y la producción de óxido nítrico (los astrocitos y las 

células microgliales son las principales fuentes de este radical en el SNC). Respecto a la 

de las células microgliales, la activación de los astrocitos es menos intensa y 

generalmente depende de ciertas citoquinas pro-inflamatorias liberadas por la microglía 

activa. Sin embargo, los astrocitos son mucho más numerosos y su interacción con los 

linfocitos T cooperadores es crucial para la generación de una reacción inmunológica 

completa aunque no sea necesaria para una reacción inflamatoria.  

Por otro lado, los astrocitos pueden participar en procesos patológicos. El 

trastorno clínico más común de los astrocitos es su proliferación anormal en los tumores 

denominados astrocitoma, astroglioma, glioma o glioblastoma multiforme (según el 

estadio de desarrollo y la agresividad del tumor). Otra acción patológica de los 

astrocitos es la limitación de la capacidad regenerativa del SNC del adulto ya que 

producen señales que detienen el crecimiento de los axones. Esta actividad es más 

notoria en el momento en que el SNC sufre una agresión, situación en la que estas 

células gliales se dividen, se activan y forman una cicatriz glial. De forma adicional, se 

han propuesto muchas otras funciones fisiológicas y patológicas (tabla 3) que se 

describen detalladamente en la serie “New roles for astrocytes” (Cotrina y Nedergaard, 

2002; Horner y Palmer, 2003; Nedergaard et al., 2003; Newman, 2003; Ransom et al., 

2003; Slezak y Pfrieger, 2003). 

 

Tabla 3.  Funciones propuestas para los astrocitos. 

 

Fisiológicas 

 

Patológicas 

 

Proveer de sustratos energéticos a las neuronas. 

Compartir sustratos energéticos derivados del 
glucógeno con neuronas. 

Homeostasis hídrica. 

Mantenimiento de la integridad de la barrera 
hematoencefálica. 

Regulación del pH extracelular. 

Modulación de sinapsis excitadoras e inhibidoras. 

Regulación de la sinaptogénesis. 

Regulación de la neurogénesis en el cerebro 
adulto (hipocampo). 

Detoxificación de radicales libres. 

 

Encefalopatía hepática. 

Modulación del infarto neural (secuestro de 
radicales libres, homeostasis del glutamato, 
expression de conexinas). 

Modulación trófica de la reparación neural y 
regeneración axónica tras un daño. 

Liberación de citoquinas y quimoquinas. 

Neuroinflamación. 
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2. ÓXIDO NÍTRICO (NO·) Y ACTIVIDAD NOS-2.  

2.1. NO·. Introducción. 

El descubrimiento de que las células de mamífero sintetizan óxido nítrico supuso 

un hito en el campo de la fisiología y fisiopatología e inició un enorme número de 

estudios. La actividad del NO· media distintos procesos fisiológicos en una gran 

variedad de tejidos (Moncada y Palmer, 1991; Moncada et al., 1991), tales como la 

regulación del tono vascular (Furchgott y Zawadzki, 1980), la relajación intestinal 

(Desai et al., 1991a; Desai et al., 1991b), la erección del pene (Burnett et al., 1992; 

Bush et al., 1992; Rajfer et al., 1992) y la inhibición de la agregación plaquetaria 

(Inoue, 2004) en el sistema cardiovascular; la citotoxicidad mediada por células 

(macrófagos y neutrófilos) (Marletta, 1989) en el sistema inmunitario.  

Junto a lo dicho anteriormente, el NO· formado endógenamente participa en un 

gran número de procesos inflamatorios crónicos tales como artritis, entre otras, shock 

séptico, y algunos desórdenes autoinmunes (Loscalzo y Welch, 1995; Nathan, 1997; 

Grisham et al., 1998; Hierholzer et al., 1998).  

Este radical libre diatómico es una importante molécula de señalización cuya vía 

de transducción de señales mayoritaria en condiciones fisiológicas transcurre mediante 

su unión al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble (Ignarro et al., 1982), siendo el 

GMPc el efector real que regula la fisiología celular por activación de proteínas 

quinasas, apertura de canales iónicos, y alteración de los niveles de nucleótidos cíclicos 

mediante regulación de las fosfodiesterasas (PDEs) (Waldman y Murad, 1987). Además 

de esta vía de transducción NO·/cGMP, el NO· puede ejercer acciones distintas 

mediante otros mecanismos que no requieren proteínas efectoras y que son 

consecuencia de la propia reactividad química del radical (Fig. 4). 

En el sistema nervioso, el NO· es clave en distintos procesos fisiológicos como 

la liberación de factores neurotróficos, neurogénesis y desarrollo neural (Contestabile, 

2000), nocicepción (Haley et al., 1992a), fenómenos de plasticidad sináptica en 

hipocampo (Haley et al., 1992b) y cerebelo (Shibuki y Okada, 1991), transmisión 

sináptica (Schmidt y Walter, 1994; Schuman y Madison, 1994) y consolidación de la 

memoria y el aprendizaje (Lev-Ram et al., 1997a; Lev-Ram et al., 1997b; Monfort et 

al., 2002). Sin embargo, el NO· producido en grandes cantidades principalmente por 
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astrocitos reactivos y microglía (los dos tipos celulares gliales involucrados en la 

regulación inmune intracerebral) contribuye significativamente a la patogénesis de las 

enfermedades desmielinizantes inflamatorias como la esclerosis múltiple y su modelo 

animal, la encefalomielitis alérgica experimental (EAE) (Jana et al., 2005), la 

neurodegeneración en patologías como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, ELA 

y Huntington, y las patologías asociadas a infecciones bacterianas y víricas (Bhat et al., 

2003), mediante los efectos deletéreos nombrados en la figura 4. 

Los astrocitos en el cerebro sano no son capaces de generar NO· inflamatorio 

pero tras un daño isquémico, traumático, neurotóxico o inflamatorio, los astrocitos 

reactivos de ratón, rata, y humanos desarrollan la capacidad de generar NO· en niveles 

inflamatorios deletéreos (Bhat et al., 2002). 

 

Figura 4.  Efectos reguladores, protectores y deletéreos del NO·. 

Podemos describir al NO· como una molécula muy inestable en ambientes aeróbicos, generando 

intermediarios tóxicos y que, al mismo tiempo, desempeña funciones esenciales en la fisiología normal de 

los organismos. Adaptado de Wink et al. (1998). 

 

NO�

Deletéreos

�Inhibe funciones enzimáticas
�Promueve daño al DNA
�Induce peroxidación lipídica
�Reduce las reservas de antioxidantes
�Aumenta la susceptibilidad a:

Radiación
Agentes alquilantes
Metales tóxicos

Protectores

�Antioxidante
�Inhibe la adhesión leucocitaria
�Protege a las células contra el daño oxidativo

Reguladores

�Regulación del tono vascular
�Adhesión celular
�Permeabilidad vascular
�Inhibe la adhesión plaquetaria
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Propiedades fisico-químicas del óxido nítrico. 

El NO· es una sencilla molécula gaseosa biológicamente activa, de bajo peso 

molecular (30 Da) y con una solubilidad moderada en medio acuoso y muy alta en 

solventes hidrófobos (70 veces más soluble), en los cuales puede alcanzar, en 

condiciones normales, una concentración de 1.9 mM (Fukuto, 1995). Estas 

características, junto con su carga nula, le permiten difundir fácilmente a través de las 

membranas biológicas y las paredes celulares de hongos y bacterias (Welch y Loscalzo, 

1994). Su difusión transcelular es más rápida que la velocidad a la que tienen lugar las 

reacciones intracelulares, por lo que la concentración de NO· en el interior de una célula 

está determinada por el número de células productoras de NO· que la rodean (Murphy, 

2000), de forma que es un mensajero paracrino más que autocrino. Sin embargo, su vida 

media de 5-15 segundos limita su difusión a un radio de aproximadamente 1 mm desde 

el lugar de síntesis (Ignarro, 1990).  

Puesto que el NO· atraviesa libremente las bicapas lipídicas, no puede ser 

almacenado en vesículas. Debe ser sintetizado bajo demanda en el momento y 

eliminado mediante reacciones químicas (Beckman y Koppenol, 1996). Su 

concentración en una localización dada dependerá del balance de síntesis y degradación, 

así como su difusión. Por ello, la determinación del tiempo, la localización y los ritmos 

de producción de NO· y las especies derivadas del mismo ayudan a identificar qué 

efectos predominarán en cada situación 

Para facilitar el estudio de las posibles reacciones, es conveniente separar la 

química del NO· en reacciones directas e indirectas (Fig. 5). Las reacciones directas son 

aquellas en las que el NO· interactúa directamente con su diana biológica y, se 

considera que tienen lugar bajo condiciones fisiológicas normales en las que el ritmo de 

producción de NO· suele ser bajo. Por lo general, este tipo de reacciones forman parte 

de las funciones reguladoras o antiinflamatorias del NO·, a diferencia de las reacciones 

indirectas, mediadas por derivados del NO· como las especies reactivas de nitrógeno 

(RNOS) generadas por la reacción del NO· con oxígeno (O2) o superóxido (O2
-). En 

general, este tipo de reacciones predominan durante el proceso de inflamación activa, 

durante el que tiene lugar una gran producción de NO· (Grisham et al., 1999). 
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Figura 5.  Química fisiológica del NO·.  

La concentración es el principal determinante del tipo de efecto que el NO· ejerce en los sistemas 

biológicos, su estudio proporciona las bases para distinguir sus propiedades reguladoras/antiinflamatorias 

de sus efectos deletéreos/proinflamatorios, permitiendo identificar cuales de las muchas reacciones 

dependientes de NO· son importantes para la modulación de la respuesta inflamatoria, y puede ayudar a 

diseñar nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento del daño tisular por inflamación. El NO· 

reacciona preferentemente con los complejos metálicos y con los radicales reactivos (reacciones directas), 

las reacciones indirectas tienen lugar cuando la producción de NO· excede la de complejos metálicos y 

radicales ricos en energía, y queda NO· disponible para reaccionar con otras moléculas como O2 u O2
- y 

formar RNOS (efectores directos de las reacciones indirectas del NO·). RNOS, especies reactivas de 

óxido de nitrógeno. Adaptado de Wink et al. (1998). 
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Acciones directas del NO·. 

La interacción del NO· con metaloproteínas o con radicales orgánicos libres 

representa dos de sus efectos directos mejor caracterizados en los sistemas biológicos. 

Complejos metal-nitrosilo.  

La reacción más evidente del NO· para formar aductos estables de nitrosilo es 

con el grupo hemo de proteínas (Wink et al., 1998a), la más notable de las cuales es la 

interacción con la GC que media la relajación del músculo liso de la pared vascular. 

NO·, complejos metálicos, y estrés oxidativo. 

Muchos estudios sugieren que el NO· puede modular las reacciones de oxidación 

catalizadas por hierro tales como la reacción de Fenton dirigida por O2
- (Grisham et al., 

1999), que produce oxidantes muy fuertes como el radical hidroxilo (HO·), lo que 

explica la efectividad de la catalasa y los quelantes de hierro en la atenuación del daño 

tisular durante la inflamación (Granger y Kubes, 1996). 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO· + HO- 

Otra reacción moduladora del NO· es su interacción con los complejos metaloxo 

(Kanner et al., 1991) y estados de oxidación mayores de hemoproteínas (Jourd'heuil et 

al., 1998), previniendo la acumulación de potentes oxidantes proinflamatorios y 

potencialmente deletéreos.  

El NO· y los radicales libres. 

El NO· puede modular la peroxidación lipídica catalizada por metales o enzimas 

(Rubbo et al., 1994) reaccionando con radicales libres de gran energía como los 

alquil-oxo (RO·) e-hidroperoxo (ROO·) (Grisham et al., 1999).  

La peroxidación lipídica se inicia con la formación de potentes oxidantes como 

HO· o ferril-hemoproteínas que producen radicales alquilo lipídicos (L·) a partir de 

ácidos grasos poli-insaturados (LH). Estos radicales L· son entonces convertidos en 

radicales hidroperoxilos (LOO·) mediante su interacción con O2. Un LOO· puede atraer 

a un hidrógeno alílico de otro LH, propagando así la reacción de radicales libres. 



INTRODUCCIÓN.   

 

16 

LH + HO· → L· + H2O 

L· + O2 → LOO· 

LOO· + LH → LOOH + L· 

LOOH + Fe2+ → LO· + HO· + Fe3+ 

El NO· reacciona rápidamente con estos radicales lipídicos alquil-oxo (LO·) y 

alquil-peroxo (LOO·), formando LONO y LONOO respectivamente, los cuales, a su 

vez, conducen a la terminación de la cadena de reacciones (Rubbo et al., 1994). 

NO· + LO· → LONO   NO· + LOO· → LOONO 

Esta terminación de la cadena de reacciones limita la extensión de la 

peroxidación lipídica y atenúa la formación de mediadores lipídicos proinflamatorios. 

No obstante, aún no se conocen los efectos que puede tener la formación de LONO y 

LOONO en condiciones fisiológicas. Ambas moléculas pueden ser degradadas hasta 

NO2 y L· o LO·, respectivamente, con reordenamiento de L· o LO· a un radical ácido 

epoxialílico L(O)· seguido de recombinación con NO· (O'Donnell et al., 1999). En 

principio se puede decir que las acciones directas del NO· están implicadas, aunque no 

exclusivamente, en procesos reguladores, protectores y anti-inflamatorios in vivo. 

Acciones indirectas: Metabolitos de NO·. 

Estas acciones están mediadas por las especies derivadas de la interacción del 

NO· con O2 o O2
- (Fig. 6). De hecho, estas especies son importantes mediadores de la 

fisiopatología asociada a varios modelos de inflamación (Nathan, 1997; Hierholzer et 

al., 1998; Wink y Mitchell, 1998; Grisham et al., 1999), y procesos de neurotoxicidad 

(Dawson et al., 1991; Dawson et al., 1993). Estas reacciones proporcionan un equilibrio 

dinámico en los sistemas biológicos y son clave para comprender el papel de los efectos 

indirectos del NO· en estos. 
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Figura 6.  ROS y NOS derivados de células microgliales y astrocitos reactivos. 

Las especies reactivas de óxido de nitrógeno producidas in vivo más prevalentes son el trióxido de 

dinitrógeno (N2O3) y el peroxinitrito (ONOO-), los cuales pueden producir estrés químico nitrosativo y 

oxidativo, respectivamente, generalmente asociados a ciertas situaciones fisiopatológicas, como la 

inflamación, donde la NOS-2 está activa (Wink y Mitchell, 1998). 

 

Interacciones NO·-O2. 

El óxido nítrico puede reaccionar con el O2 generando intermediarios reactivos 

que, a su vez, pueden mediar otras reacciones oxidativas y nitrosativas adicionales. La 

autoxidación del NO· en medios acuosos conduce a la formación de especies reactivas 

de óxido de nitrógeno como el N2O3, que es un potente agente nitrosante (Wink et al., 

1998a; Wink y Mitchell, 1998; Grisham et al., 1999). 

NO· + O2 → N2O3 

Debido a la rápida reacción del NO· con otras dianas biológicas como las 

hemoproteínas, el ritmo al que ocurre esta reacción es demasiado lento como para tener 

consecuencias notables en condiciones fisiológicas in vivo a pesar de que en un medio 

hidrofóbico, como la membrana celular, se puede acelerar más de 1000 veces (Liu et 

al., 1998). Por otro lado, en las condiciones caracterizadas por una [NO·] superior a la 

batería celular de dianas biológicas, se produce una gran cantidad de N2O3, el principal 

mediador del estrés oxidativo in vivo, que puede nitrosar varias dianas biológicas y 

generar derivados nitrosaminas y nitrosotioles (RNSO) potencialmente carcinogénicos 
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(Wink y Mitchell, 1998; Grisham et al., 1999). La nitrosación de aminas tiene lugar por 

la interacción del N2O3 con compuestos amino y es el mejor indicador de estrés 

nitrosativo en los organismos vivos. De hecho, la N-nitrosación in vivo puede ser 

importante en la asociación existente entre inflamación crónica y transformación 

maligna (Wink et al., 1998a; Wink y Mitchell, 1998; Wink et al., 1998b; Wink et al., 

1998c; Grisham et al., 1999). 

Los aductos de S-nitrosotioles (RSNO) también se forman fácilmente mediante 

la interacción entre N2O3 y ciertos tioles (Wink y Mitchell, 1998; Grisham et al., 1999) 

y juegan un importante papel en el transporte de NO·, rutas de transducción de señal, y 

regulación de expresión génica (Grisham et al., 1999). Se piensa que el factor relajante 

derivado del endotelio debe ser, en última instancia, un aducto de RSNO. La 

S-nitroso-albúmina es una de los nitrosotioles más abundantes en el plasma humano con 

concentraciones de 5 µM (Stamler, 1994; Grisham et al., 1999; Griffiths et al., 2002). 

Además, muchos RSNOs liberan NO· espontáneamente o a través de su metabolización, 

alargando temporalmente muchas de las funciones biológicas del NO· (Ignarro, 1990), y 

pueden promover o perpetuar la inflamación crónica. La S-nitrosación de un residuo de 

cisteína específico en la proteína p21Ras en linfocitos es crítica para el intercambio de 

guanina y puede resultar en la formación de citoquinas pro-inflamatorias como el factor 

de necrosis tumoral (TNF) (Lander, 1996). 

Interacciones NO·-O2
-. 

A pesar de que la reacción de NO· y O2
- puede considerarse como una ruta 

detoxificante y anti-inflamatoria por suponer la retirada de O2
- sin formación de H2O2 

(Granger y Kubes, 1996; Wink y Mitchell, 1998). La mayor parte de los daños tisulares 

y vasculares observados en diferentes modelos de inflamación son inhibidos por SOD y 

por inhibidores de NOS, sugiriendo que O2
- y NO· son importantes mediadores del daño 

tisular y de la disfunción orgánica (Granger y Kubes, 1996; Nathan, 1997; Grisham et 

al., 1998; Hierholzer et al., 1998). Ni O2
- ni NO· son citotoxinas u oxidantes potentes 

pero la generación simultánea de cantidades equivalentes de ambos sinergiza, lo que da 

lugar a otros agentes con gran poder oxidante y citotóxico: el peroxinitrito (ONOO-) y 

su ácido conjugado (ONOOH) (Rubbo et al., 1994; Beckman y Koppenol, 1996; Miles 

et al., 1996). Esto implica que los flujos relativos de O2
- y NO· controlan la 

concentración estándar de ONOO- in vivo.  
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Esta hipótesis proporciona una explicación bioquímica para los importantes, 

aunque controvertidos, efectos protectores de la administración intravenosa de análogos 

de la L-arginina en modelos de daño tisular inflamatorio.  

Las concentraciones celulares de O2
- y NO· en condiciones normales son 

0.1-1 nM y 0.1-1 µM respectivamente (Wink y Mitchell, 1998). Estos valores sugieren 

que la producción de O2
- es la que determina la localización de la reacción entre estos 

radicales y la cantidad de ONOO- formada. La concentración y el coeficiente de 

difusión del NO· determinan si la reacción tiene lugar en alguna localización específica. 

Para ilustrar este concepto, es útil considerar un modelo de dos puntos fuente de 

NO· y de O2
- (Fig. 7). La producción simultánea de O2

- y NO· produciría un estrés 

nitrosativo máximo (interacciones NO·-O2
-) cerca de la fuente de NO·.  

 

Figura 7.  Difusión e interacción de NO· con superóxido (O2
-). 

Conforme el NO· difunde lejos de su punto de formación, se diluye su concentración, entonces 

predominan los efectos directos sobre los indirectos. Conforme el NO· se aproxima a la fuente de O2
- 

reacciona formando peroxinitritos (ONOO-). Cuya producción, y estrés oxidativo derivado, estan 

limitados a las proximidades de la fuente de O2
-.  

 

El peroxinitrito en solución neutra puede oxidar tioles y tioésteres, nitrar y 

oxidar guanosina, degradar carbohidratos, iniciar la peroxidación lipídica, romper la 

cadena de DNA, y nitrar ciertos compuestos fenólicos como la tirosina para generar 

3-nitro-tirosina (3-NT) (Pryor y Squadrito, 1995), que ejerce efectos dramáticos cuando 

altera las rutas de señalización relacionadas con las tirosinas quinasas (Jana et al., 
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2005). Se considera que el principal agente responsable de estas reacciones oxidativas 

es un isómero excitado electrónicamente del ONOOH (ONOOH·) que presenta las 

mismas propiedades que HO· y que NO2
- (Beckman y Koppenol, 1996).  

El peroxinitrito existe en equilibrio con el ONOOH, y en ausencia de sustrato 

esta forma protonada se descompone generando nitrato (NO3
-) mediante la formación 

intermediaria del isómero excitado (ONOOH·) 

ONOO- + H+ → ONOOH· → NO3
- + H+ 

En el tejido neural, los tipos celulares que podrían producir las cantidades 

óptimas de O2
- y NO· para generar ONOO- son la microglía, los astrocitos reactivos y, 

posiblemente, las células endoteliales (Grisham et al., 1999).  

2.2. Producción intracelular de NO·. 

El NO· se sintetiza en una reacción de oxidación de 5 e- del nitrógeno del grupo 

guanidino de la L-arginina (L-Arg), con la NG-hidroxi-L-arginina como intermediario y 

la L-citrulina como subproducto (Michel y Feron, 1997), mediante la acción de la 

enzima óxido nítrico sintasa (NOS) (Palmer et al., 1987; Stuehr, 1997).  

 

Figura 8.  Biosíntesis del NO·. 

La síntesis enzimática de NO· a partir de L-Arg implica la formación del compuesto intermedio 

Nω-hidroxi-L-arginina (L-OHArg), y utiliza NADPH como donador de electrones (Marletta, 1989; 

Moncada y Palmer, 1991; Stuehr, 1997). Esta reacción tiene lugar en presencia de oxígeno molecular (O2) 

y tras la interacción de la óxido nítrico sintasa con la enzima Ca2+/Calmodulina (CaM) (Bredt y Snyder, 

1990), con la intervención simultánea de cinco cofactores y grupos prostéticos: grupo hemo (Fe3+), 

(6R)-5,6,7,8-tetrahidro-biopterina (BH4), y los cofactores de flavina flavín-adenín-dinucleótido (FAD) y 

flavín-mononucleótido (FMN) (Hevel et al., 1991; Stuehr et al., 1991). 
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2.3. La actividad óxido nítrico sintasa (NOS). 

La enzima óxido nítrico sintasa (NOS, EC 1.14.13.39) (Groves y Wang, 2000) 

es una enzima dimérica de la que se han descrito varias isoformas (NOS-1 o nNOS, 

NOS-2 o iNOS, NOS-3 o eNOS), cada una de las cuales presenta dominios similares 

(Mayer y Andrew, 1998) (Fig. 9). 

Figura 9.  Estructura general de la NOS.  

La proteína NOS presenta un dominio reductasa C-terminal (homólogo con la citocromo P-450 reductasa) 

donde se encuentran los sitios de unión para las flavinas (FAD, FMN) y el NADPH, y un dominio 

oxigenasa N-terminal que incluye los sitios de unión para un grupo hemo Fe3+, tetrahidrobiopterina 

(BH4), y L-Arg. Ambos dominios están unidos por un segmento de 30 aminoácidos que contiene una 

secuencia de reconocimiento para Ca2+/Calmodulina (CaM). Adaptado de Alderton et al. (2001).  

 

Todas las células del parénquima del sistema nervioso central (SNC), junto con 

las del músculo liso y del endotelio de las paredes de los vasos cerebrales y las células 

que se infiltran en el parénquima tras cambios en la integridad de la barrera 

hematoencefálica (BHE) pueden expresar actividad NOS (Merrill y Murphy, 1997a; 

Murphy, 2000), es decir, son capaces de sintetizar NO·. El primer indicio de la 

producción glial de NO· surgió de cultivos astrogliales (Murphy et al., 1993), y hoy día 

hay suficientes evidencias de que las tres isoformas de NOS pueden ser expresadas en 

estas células (Caggiano y Kraig, 1998; Colasanti et al., 1998; Loihl et al., 1999a; 

Wiencken y Casagrande, 1999; Murphy, 2000). Bajo condiciones inflamatorias, la 

NOS-2 es expresada de manera importante por astrocitos reactivos y microglía, los dos 

tipos celulares gliales implicados en la regulación inmune intracerebral (Bhat et al., 

2002). Las funciones propuestas para este NO· derivado de la glía en la patofisiología 
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del SNC son muy diversas e incluyen señalización intercelular, muerte necrótica de 

células y patógenos invasores, apoptosis y remodelación tisular (Murphy, 2000). 

Mecanismo de acción de la NOS. 

Todas las isoenzimas de NOS catalizan la reacción entre la L-Arg, O2 y NADPH 

para producir L-citrulina, NADP y NO· (Alderton et al., 2001). 

La biosíntesis de NO· puede definirse como una reacción redox en la que se van 

transfiriendo los electrones desde el NADPH a través de una cadena de oxidación en la 

que participan todos los cofactores mencionados hasta la citrulina y el NO· (Fig. 9), 

reacción que puede dividirse en dos reacciones sucesivas de monooxigenación 

claramente diferenciadas (Fig. 10 y 11): 

1.- En el primer ciclo de oxidación se reclutan dos equivalentes reductores derivados 

del NADPH, para la oxidación de la L-Arg a L-OHArg (monoxigenasa I) (Leone et 

al., 1991; Stuehr et al., 1991; Marletta, 1993; Marletta, 1994). 

2.- En el segundo ciclo de oxidación tiene lugar la ruptura oxidativa del enlace C=N de 

la L-OHArg (monooxigenasa II), formándose el aminoácido no proteinogénico 

L-Citrulina y el radical libre de nitrógeno final, el NO· (Korth et al., 1994). 

En ambos pasos se consume NADPH y oxígeno molecular (O2). 

El papel fundamental de los cofactores de flavina es permitir que un donador de 

electrones (en este caso el NADPH) los transfiera a un aceptor monoelectrónico (grupo 

hemo), mediante la formación de intermediarios radicalarios semiquinónicos.  

Durante la reacción de la NOS, los electrones son transferidos uno a uno, desde 

NADPH hasta FAD y de este a FMN, ambos en el mismo dominio. Desde el FMN los 

electrones serán transferidos al grupo hemo, no obstante, dada la conformación 

estructural de la enzima, el FMN de una subunidad sólo puede transferir los electrones 

al grupo de hemo de la otra subunidad, no al propio (Siddhanta et al., 1996), esto hace 

esencial la dimerización y explica la inactividad de las NOS en forma monomérica. 

Respecto a la BH4, la reacción monooxigenasa I es dependiente mientras que la 

monooxigenasa II sólo precisa de su actividad como modificadora del grupo hemo 

(Presta et al., 1998). Entre las funciones de la BH4 se han descrito el acoplamiento de la 

oxidación del NADPH a la síntesis de NO· y se le ha responsabilizado de múltiples 
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efectos alostéricos sobre la actividad enzimática tales como la formación del dímero y 

su estabilización (Alderton et al., 2001). 

La unión de CaM parece ser el punto de control de la reacción (Matsuda y 

Iyanagi, 1999), porque aumenta el ritmo de transferencia de electrones desde el 

NADPH hasta las flavinas del dominio reductasa (Gachhui et al., 1996; Gachhui et al., 

1998) y desde éstos hasta el grupo hemo (Abu-Soud et al., 1994). 

 

Figura 10.  Potenciales redox y flujo de electrones en NOS-1.  

El flujo de electrones es NADPH → FAD → FMN en el dominio reductasa de un monómero hacia el 

grupo hemo del dominio oxigenasa del otro monómero. Los potenciales redox están ajustados 

escalonadamente para permitir que esto ocurra termodinámicamente. Los potenciales de las oxidaciones 

de los 2 electrones del NADPH, del electrón de FADH2, de FMNH2 y del grupo hemo están ilustrados en 

el esquema, las flechas rojas indican la dirección del flujo de electrones. Dada la variedad de parejas 

redox y la proximidad de los potenciales de FADH2 y FMNH2, el esquema real es más complicado que el 

representado. Adaptado de Alderton et al. (2001).  

Figura 11.  Formación de NO· por NOS.  

El NADPH dona los electrones (e-) al dominio reductasa de una de las dos moléculas de NOS-2, y éstos 

circulan a través de FAD y FMN hasta el dominio oxigenasa de la otra molécula, donde se encuentra el 

centro activo de la enzima. Allí interaccionan con el catión del grupo hemo Fe3+ y con la BH4, catalizando 

así la reacción del O2 con la l-arginina, para producir l-citrulina y NO·.El transporte de electrones a través 

del dominio reductasa requiere la presencia de Ca2+/CaM. Adaptado de Alderton et al. (2001).  
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2.4. Las óxido nítrico sintasas (NOSs). 

Se diferencian dos tipos de producción de NO·: una constitutiva poco intensa y 

una inducible que puede liberar gran cantidad de NO·. 

Se han descrito bien tres isoformas, codificadas por tres genes distintos, aunque 

con bastante homología (Fig. 12). 

Dos de estas isoformas se expresan constitutivamente (cNOS) y fueron descritas 

en primer lugar en neuronas (nNOS, NOS-I, NOS1 o NOS neuronal) y en las células del 

endotelio vascular (eNOS, NOS-III, NOS-3 o NOS endotelial), respectivamente 

(Moncada y Higgs, 2006). Otra forma es inducible, está controlada a nivel 

transcripcional. Esta isoforma se denomina NOS-2, cuya expresión génica es inducible 

por LPS y citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, IFN-γ, TNF-α) solos o combinados de 

diferente forma (Jana et al., 2005).  

Si bien las tres isoformas requieren CaM para realizar su actividad enzimática 

(Bredt y Snyder, 1990), la dependencia de [Ca2+] i distingue a la NOS inducible de las 

otras dos, requiriendo estas cNOS mucho más Ca2+ (Alderton et al., 2001). En realidad, 

las NOS de expresión constitutiva dependen de la activación de la CaM por altas 

[Ca2+] i, condición imprescindible para la interacción entre la NOS y la CaM en estas 

isoformas. La NOS inducible resulta independiente de la [Ca2+] i porque, a diferencia de 

las isoformas constitutivas, su afinidad por CaM es mucho mayor, de forma que a una 

[Ca2+] i basal la NOS-2 dispone de CaM unida en todo momento, manteniendo a la NOS 

en un tono activo basal, capaz de producir un flujo continuo de NO·, en presencia de los 

sustratos y co-factores adecuados (Murphy, 2000). Recordemos que la unión de CaM 

permite el acoplamiento del flujo electrónico del dominio reductasa al oxigenasa. 
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Figura 12.  Dominios estructurales de los genes codificantes para NOS-1, NOS-2 y NOS-3 humanas.  

En cada isoforma se marca el sitio de unión del residuo de cisteína al grupo hemo y el de la CaM. En el 

caso de NOS-3 se indican los sitios de palmitoilación y miristoilación, y en el caso de las cNOS se 

indican unos bucles autoinhibidores de 40-50 aminoácidos insertados en medio del subdominio de unión 

a FMN de cada uno de los genes. Adaptado de Alderton et al. (2001).  

 

nNOS, NOS neuronal, NOS-I, o NOS-1. 

La NOS-1 es una proteína homodimérica de 1434 aa con un peso molecular de 

161 kDa. La secuencia codificadora esta fraccionada en 29 exones y 28 intrones y el 

gen puede ser transcrito a partir de 5 promotores alternativos (Eliasson et al., 1997; 

Alderton et al., 2001). Se expresa de forma constitutiva típicamente en células neurales. 

En el sistema nervioso central, la NOS-1 está presente en pequeñas poblaciones 

de interneuronas de la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado, suponiendo 

sólo el 1-2 % de la población neuronal total, en el cerebelo sólo las células granulosas y 

en cesta contienen NOS-1 (Alderton et al., 2001).  

En el SN periférico, las fibras NANC son frecuentemente NOS positivas y 

liberan NO· como neurotransmisor.  

En el intestino, la estimulación eléctrica de los plexos nerviosos mesentéricos 

positivos para NOS-1 promueve el componente relajante del peristaltismo, el cual es 

bloqueado por inhibidores de la NOS, indicando que el NO· actúa en este caso como un 

neurotransmisor (Desai et al., 1991a; Desai et al., 1991b). 
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La NOS-1 también está presente en las fibras nerviosas de las capas adventicias 

y externas de los vasos largos, donde es almacenada junto con el péptido intestinal 

vasoactivo (VIP) (Bredt y Snyder, 1992). Por ejemplo, los nervios pélvicos, que 

contienen fibras no-adrenérgicas – no-colinérgicas (NANC) pero NOS positivas, causan 

la erección del pene cuando son estimulados, la cual es completamente bloqueada por 

inhibidores de la NOS (Burnett et al., 1992; Rajfer et al., 1992). 

Otros tejidos no nerviosos como el músculo esquelético expresan NOS-1 aunque 

se desconoce su significado fisiológico (Silvagno et al., 1996; Venema et al., 1997), los 

neutrófilos expresan pequeñas cantidades de la enzima cuya función está relacionada 

con la defensa oxidativa inespecífica y la apoptosis de este grupo de granulocitos.  

Una característica importante de la NOS-1 es su capacidad de generar O2
- 

durante la oxidación desacoplada del NADPH en presencia de bajas concentraciones de 

L-Arg o BH4, o en presencia de algunos inhibidores de la NOS (Pou et al., 1999). El 

NO· y el O2
-, formados por la misma enzima, pueden combinarse formando radicales 

más tóxicos, posibles mediadores reales de la citotoxicidad. 

Entre los factores que inducen la expresión de NOS-1 se incluyen: daño 

mecánico, hipoxia y esteroides (Christopherson y Bredt, 1997). 

eNOS, NOS endotelial, NOS-III, o NOS-3 

La NOS-3, presente en el endotelio y en las células epiteliales, consta de 

1203 aa, con un peso molecular de 133 kDa. El 52 % de la secuencia de aminoácidos es 

homóloga a la de la NOS-1 (Lamas et al., 1992).  

A diferencia de las otras dos isoformas, la NOS-3 se localiza en la fracción 

subcelular particulada (Forstermann et al., 1991), esta asociación a la membrana puede 

mitigar los efectos citotóxicos del NO· sobre las células endoteliales y aumentar la señal 

en el músculo liso vascular subyacente y en las plaquetas de la luz del vaso, así como 

ejercer algún efecto sobre receptores de la superficie celular. 

Dada la alta concentración de arginina y NADPH en esas células (comparadas 

con sus respectivas Km), parece ser el Ca2+ el único regulador de la actividad NOS en 

las células endoteliales (Forstermann et al., 1991; Alderton et al., 2001). 
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La función principal de la NOS-3 es la regulación del tono vascular. El inhibidor 

competitivo de esta enzima, L-NMMA es un potente vasoconstrictor dependiente del 

endotelio (Booke et al., 2000). La vasoconstricción resulta de la inhibición del 

mecanismo vasodilatador endógeno (Moncada y Higgs, 2006), mediado por la reacción 

de las células endoteliales a estímulos como el estrechamiento pulsátil de la pared del 

vaso (Li et al., 2003) y el estrés por rozamiento que ejerce el torrente sanguíneo sobre la 

superficie del endotelio (Busse et al., 1993).  

La síntesis endotelial de NO· puede ser estimulada por sustancias liberadas por 

las terminaciones nerviosas (acetilcolina, bradiquinina) (Alderton et al., 2001) o por las 

plaquetas (trombina, ADP, serotonina) (Rejto et al., 2003) a través de la interacción con 

receptores de membrana (Blair et al., 1999; Fleming y Busse, 1999); por activadores 

farmacológicos como los ionóforos del calcio (Raddassi et al., 1994), péptidos 

formilados o ésteres de forbol (Kasina et al., 2006), baja presión parcial de oxígeno 

arterial (Moncada y Higgs, 2006), esteroides o factores de crecimiento (Harrison, 

1997a; Harrison, 1997b). 

iNOS, NOS inducible, NOS-II, o NOS-2.  

La también conocida como NOS inmunológica o macNOS, se encuentra en el 

citosol y funciona independientemente de la concentración de calcio intracelular.  

La NOS-2 es una proteína homodimérica de 1153 aa y un peso molecular de 

131 kDa. La secuencia codificadora esta fraccionada en 26 exones y 25 intrones. Los 

primeros 500 aa incluyen el centro catalítico de la enzima, y la deleción de los residuos 

66-114 impide la dimerización y, por tanto, la función NOS (Ghosh, 1999; Loihl et al., 

1999b). 

Promotor del gen de NOS-2. 

La región promotora del gen de NOS-2 humano contiene secuencias consenso 

para la unión de factores de transcripción potencialmente implicados en la señalización 

por citoquinas y LPS (Bhat et al., 2002), tales como NF-κB/Rel, AP-1, C/EBPβ y STAT 

(GAS, γ-IRE) (Jana et al., 2005). En la rata también existen estos controles y además 

IRF-1 (Lin y Murphy, 1997; Park et al., 1997; Taylor y Geller, 2000; Aktan, 2004) (Fig. 

13).  
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Figura 13.  Secuencias consenso en el promotor del gen de NOS-2 humano y de rata. 

Las células gliales (astrocitos reactivos y microglía) en el SNC producen NO· en respuesta a la inducción 

de NOS-2 por una serie de citoquinas, incluyendo IL-1β, TNF-α, e IFN-γ. Adaptado de Jana et al. (2005). 

 

Se asume que el NO· producido en grandes cantidades por los astrocitos 

reactivos y la microglía contribuye a la degeneración de los oligodendrocitos en las 

enfermedades desmielinizantes y a la muerte neuronal durante isquemia, trauma, 

enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demencia asociada a la infección 

por VIH, y esclerosis lateral amiotrófica (Jana et al., 2005), sugiriendo que la inhibición 

de la expresión de NOS-2 puede resultar beneficiosa en el tratamiento de las 

enfermedades inflamatorias (Kroncke et al., 1998; Bogdan, 2001; Aktan, 2004), sin 

embargo, aún no se conocen plenamente las rutas intracelulares que transducen la señal 

desde la superficie celular al núcleo para la inducción del gen de esta enzima, y su 

caracterización es un área activa de investigación.  

Los astrocitos son las células mayoritarias del SNC, por lo que la inducción de 

NOS-2 en estas células constituye una importante fuente de NO· (Murphy, 2000). 

2.5. Expresión astroglial de NOS-2 en el SNC. 

La expresión de NOS-2 en astrocitos ocurre en respuesta a diferentes estímulos 

fisiopatológicos como las infecciones (especialmente las de origen vírico), 

enfermedades desmielinizantes como la esclerosis múltiple, caracterizadas por la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias, o algunos procesos patológicos que afectan 

de manera especial al entramado celular. En los astrocitos, se estimula la expresión de 

esta enzima como consecuencia de isquemia local y general, y la activación de estos 

puede dar lugar a neurodegeneración. 
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Infección vírica. 

No esta perfectamente conocido el mecanismo por el que los virus lesionan o 

producen disfunciones en el SNC sin daño directo. Las citoquinas difusibles, junto con 

las especies de nitrógeno y oxígeno reactivos producidas como componente de la 

respuesta inmune contribuyen a la patología. Se ha asociado la expresión de NOS-2 con 

la infección vírica (Lane et al., 1996; Merrill y Benveniste, 1996), aunque en algunos 

estudios, el NO· resultante parece ser beneficioso (Campbell et al., 1996). Sin embargo, 

aunque el NO· generado por NOS-2 puede bloquear la replicación vírica in vitro, se ha 

sugerido que no es el factor determinante de la eliminación del virus en el SNC (Lane et 

al., 1997).  

En el caso de la infección por VIH, el NO· puede tener un efecto protector. 

Aunque la carga viral no se afecta por los inhibidores de NOS, este tratamiento 

exacerba la severidad clínica y disminuye el tiempo de supervivencia. Efectivamente, 

los macrófagos infectados por VIH-1 activan transcripcionalmente la NOS-2 en 

astrocitos humanos (Hori et al., 1999) y el NO· resultante bloquea la replicación vírica. 

Enfermedades desmielinizantes. 

La esclerosis múltiple y su modelo animal, la encefalomielitis autoinmune 

experimental son enfermedades desmielinizantes que cursan con un daño temprano a la 

barrera hematoencefálica, favoreciendo la infiltración de linfocitos y monocitos, los 

cuales contribuyen al daño, directa o indirectamente, mediante secreción de citoquinas 

pro-inflamatorias o NO· (Merrill y Benveniste, 1996). También se observa astrogliosis 

alrededor de los focos de desmielinización, y expresión de citoquinas pro-inflamatorias 

y NOS-2 en los astrocitos de la médula espinal en estas lesiones y alrededor de ellas 

(Grzybicki et al., 1997).  

Mediante inmunocitoquímica, se ha encontrado NOS-2 y nitrotirosinas en el 

cerebro enfermo (Bagasra et al., 1995; Okuda et al., 1997), tanto la proteína como el 

transcrito de NOS-2 se colocalizan con los marcadores para macrófagos/microglía 

(Bagasra et al., 1995) y astrocitos (Okuda et al., 1997). 
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Trauma. 

El daño traumático inicia múltiples procesos implicando a células residentes en 

el SNC e infiltrantes. Los elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias proporcionan 

un medio propicio para la expresión de NOS-2.  

Se encuentran células productoras de NOS-2 esparcidas por las meninges sobre 

la lesión, en el lugar lesionado y en la corteza cerebral adyacente. Al principio, estas 

células son polimorfonucleares y células inflamatorias mononucleares infiltrados. Más 

tarde, los astrocitos que rodean la lesión y en la lámina IV de la corteza contralateral 

expresan NOS-2. El papel de la inducción de NOS-2 y producción de NO· astroglial 

bajo estas condiciones debe ser vasorreguladora, disminuyendo el desarrollo o 

progresión del edema cerebral; sin embargo, se ha descrito que los inhibidores de 

NOS-2 protegen contra el daño que el fluido puede hacer al cerebro (Wada et al., 1998). 

Tras una lesión hipotérmica de la corteza cerebral se puede detectar la expresión de 

NOS-2 poco después del daño y persiste durante dos semanas (Grzybicki et al., 1998).  

Neurodegeneración. 

Huno y cols. describieron en 1996 una actividad NOS aumentada en la glía de la 

substantia nigra en enfermos de Parkinson (Murphy, 2000). En la enfermedad de 

Alzheimer, es bien conocido que S100-β y el péptido beta-amiloide característicos de la 

enfermedad inducen la expresión de NOS-2 en glía (Hu et al., 1998a), y se ha descrito 

la presencia de NOS-2 y nitrotirosinas en el tejido neural de estos enfermos (Vodovotz 

et al., 1996). También se encuentra activada la expresión de NOS-2 en regiones gliales 

(astrocitos y microglía) de la médula espinal asociada con ELA en ratones transgénicos 

que expresan (Cu,Zn)-SOD mutante (Collard, 1995).  

El glaucoma se caracteriza por la pérdida de las células ganglionares de la retina, 

los astrocitos de las cabezas del nervio óptico de estos enfermos y los de ojos de rata 

con una elevada presión intraocular expresan NOS-2. Neufeld y cols. (1999) proponen 

que los peroxinitritos dañan los axones y que un inhibidor de la NOS repararía las 

neuronas ganglionares sin actuar sobre la presión intraocular (Neufeld, 1999; Neufeld et 

al., 1999). 
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Isquemia cerebral. 

La isquemia cerebral induce las características clásicas de inflamación en el 

SNC, incluyendo gliosis, reclutamiento de leucocitos, pérdida neuronal y edema. En los 

primeros minutos de isquemia se expresan genes tempranos inmediatos (c-fos, c-jun, 

Jun-B) en el hemisferio infartado (Feuerstein et al., 1997). Después se inducen los 

genes que codifican para las proteínas hsp (proteínas del choque térmico), que protegen 

al cerebro isquémico previniendo la desnaturalización de proteínas y bloqueando la 

expresión de genes potencialmente citotóxicos como NOS-2 (Feinstein et al., 1996). 

Posteriormente, ocurre una tercera onda de expresión de los genes que codifican 

para citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y moléculas de adhesión, entre los que 

se incluye el TNF-α que aumenta la permeabilidad de la BHE e induce la síntesis de 

otros genes (MnSOD, NOS-2). Este factor también induce la liberación de mediadores 

de la inflamación y de factores de crecimiento en astrocitos. De hecho, el TNF-α 

exógeno exacerba el daño isquémico focal y su inhibición reduce el volumen de la 

lesión (Nawashiro et al., 1997). La inducción temporal de los genes que codifican para 

IL-1β e IL-6, y la adición de IL-1β exógena imitan los efectos del TNF-α (Yamasaki et 

al., 1995; Loddick y Rothwell, 1996).  

Tres días después de una isquemia global transitoria en ratas puede detectarse 

NOS-2 en células que morfológicamente recuerdan a astrocitos del cuerpo calloso, los 

ganglios basales y del hipocampo (Endoh et al., 1994). Esta inducción es paralela a la 

reacción glial, espacial y temporalmente, y la expresión está restringida a astrocitos en 

regiones de daño neuronal (Loihl y Murphy, 1998). Los astrocitos responden 

rápidamente a los daños físicos y metabólicos y, tras 24 horas de isquemia, aumentan la 

proteína GFAP en la periferia de las lesiones isquémicas (Wu et al., 1999).  

Las funciones fisiológicas atribuidas a los astrocitos son protectoras en isquemia, 

donde los niveles extracelulares de K+ y glutamato están elevados (Lo et al., 1998). 

La microglía también se activa y prolifera en respuesta al daño isquémico 

(Iadecola y Ross, 1997), ésta juega un papel en la fagocitosis de restos celulares, pero 

también puede contribuir a la patogénesis del daño cerebral isquémico liberando agentes 

citotóxicos (citoquinas, proteasas, glutamato, radicales libres) (Iadecola, 1997).  
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La generación aumentada de NO· tras isquemia cerebral ha sido suficientemente 

demostrada y se han detectado aumentos de la actividad NOS en respuesta al daño 

isquémico (Grandati et al., 1997; Iadecola, 1997; Iadecola y Ross, 1997). Se detectan 

tanto las proteínas como la actividad catalítica de NOS-1 y NOS-3 de forma temprana 

tras isquemia en respuesta a los altos niveles intracelulares de calcio, mientras que la 

expresión de NOS-2 ocurre posteriormente (O'Mahony y Kendall, 1999). 

Existen evidencias de la inducción de NOS-2 en astrocitos de tejidos 

isquémicos, aunque este NO· generado no contribuye a los estadíos iniciales del daño 

isquémico (Iadecola y Ross, 1997), ya que la activación transcripcional de la enzima en 

estas células no ocurre hasta un día después de bloqueo permanente (Loihl et al., 

1999a), lo que refleja la necesidad del desarrollo de unas condiciones apropiadas para la 

activación del gen, como la infiltración de células inflamatorias que o bien producen las 

citoquinas relevantes (TNF-α, IL-1β, IFN-γ) o bien inician su producción en las células 

residentes. Aunque este retraso en la expresión de NOS-2 podría ser atribuida a factores 

supresores de la inducción génica. El ATP y el glutamato extracelulares están elevados 

y persisten durante horas tras la isquemia (Murphy et al., 1995; Lo et al., 1998). A pesar 

de que la NOS-2 no juegue un papel importante en el daño durante las primeras 24h de 

isquemia, el NO· sí parece contribuir a la progresión del infarto, causando daño 

mitocondrial y al DNA, y depleción de NAD (Dawson et al., 1993; Samdani et al., 

1997).  

El NO· de NOS-2 en astrocitos se produce tras el pico de superóxido, por lo que 

hay menor potencial de formación de peroxinitritos y las acciones protectoras del NO· 

prevalecen, entre estas se incluyen la vasodilatación (De Caterina et al., 1995), las 

propiedades anti-inflamatorias mediante el bloqueo de la expresión de quimioquinas y 

citoquinas pro-inflamatorias (Merrill y Murphy, 1997b), la protección del endotelio de 

los efectos dañinos del TNF (Polte et al., 1997), y el bloqueo de la apoptosis mediada 

por p53, que previene el aumento de la caspasa-3 (Kim et al., 1997). 

2.6. Regulación y modificación de NOS. 

La acción dual del NO· hace que la expresión de NOS-2 esté muy regulada para 

controlar los efectos citoprotectores y citotóxicos. En neuronas, el dominio PDZ de 

NOS-1 dirige a la enzima hacia los lugares post-sinápticos, donde se une a las proteínas 



  INTRODUCCIÓN. 

 

33 

de la PSD (densidad post-sináptica) en un complejo con el receptor NMDA. Esta 

asociación puede desacoplarse si se bloquea la expresión de PSD-95, en este caso se 

pierde la actividad NOS inducida por glutamato (Alderton et al., 2001). 

De forma similar, NOS-3 es dirigida a las caveolas del plasmalema mediante 

miristoilación (irreversible) y palmitoilación (reversible). Las caveolas son lugares de 

secuestro de moléculas de señalización que facilitan la activación de NOS, y no están 

restringidas a las células endoteliales (Masserini et al., 1999). La depalmitoilación causa 

la translocación de NOS-3 al citoplasma donde la fosforilación termina la actividad 

enzimática. Además, puede aumentarse la actividad de NOS-3 en respuesta a estrés por 

rozamiento, a través de la ruta de señalización PI3-K/Akt (PKB) que fosforila a la 

NOS-3 en un residuo de serina en la posición 1179 (Dimmeler et al., 1999). 

La estabilidad del transcrito es otro punto de regulación de la expresión proteica. 

Tras la activación del gen NOS-2, el transcrito es muy inestable ( t½ 2-3h). Aun así, este 

tiempo puede ser disminuido por varios agentes entre los que se incluye el TGF-β (Park 

et al., 1994), aunque debe haber otras proteínas que causen inestabilidad del mRNA ya 

que el t½ de NOS-2 se ve aumentado por inhibidores tanto de la transcripción como de la 

síntesis proteica (Park y Murphy, 1996; Fotheringham et al., 2004). Otro aspecto de 

interés es la regulación de la dimerización, esencial para la funcionalidad de la NOS. En 

células activas, existe NOS-2 como una mezcla de dímeros y monómeros, lo que indica 

que los dímeros son inestables o que el ensamblaje es limitado. Parece existir una 

retroalimentación negativa del propio NO·, que limita la dimerización impidiendo la 

inserción del grupo hemo en la proteína (Stuehr, 1997; Murphy, 2000). 

2.7. Activación del gen de NOS-2. 

Muchos estudios in vitro han documentado la inducción de NOS-2 en células 

astrogliales estimuladas con una combinación de citoquinas proinflamatorias (Feinstein 

et al., 1994b; Da Silva et al., 1997; Kopnisky et al., 1997; Nishiya et al., 1997), 

productos bacterianos como el LPS, y virales como las proteínas de la cubierta del VIH 

per se o mediante la inducción de la expresión de IFN-γ (Shapshak et al., 2004), así 

como con agregados proteicos anormales entre los que se incluyen el péptido 

β-amiloide y el S100 (Hu et al., 1998b; Hu y Van Eldik, 1999). También algunas 

proteínas derivadas de la glía activan a los astrocitos y potencian su activación por el 
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péptido β-amiloide (Hu y Van Eldik, 1999). La principal activación del NOS-2 en glía 

lo constituye la combinación de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) 

(Grzybicki et al., 1996). 

En astrocitos, la IL-1β es necesaria para la inducción de la expresión de NOS-2 y 

la mayor expresión se obtiene con la combinación IL-1β + IFN-γ (Jana et al., 2005), 

estos agentes causan la activación de los factores de transcripción STAT1 y NF-κB, 

respectivamente (Aktan, 2004). Los eventos tempranos implicados en la activación de 

estas dos rutas están suficientemente descritos y se muestran en la figura 14.  

Figura 14.  Activación de las rutas de señalización de NF-κB y de STAT1 tras el tratamiento de las 

células con IL-1β e IFN-γ, respectivamente.  

La unión de la IL-1β a su receptor IL-1β R desencadena una vía de señalización en la que se activa la 

enzima IκB quinasa (IKK). IκB-NF-κB es un complejo inactivo en el citosol. La IKK activa fosforila a 

IκB, lo que le hace separarse de NF-κB y ser degradado por la vía del proteosoma, dejando libre a NF-κB, 

que se transfiere al núcleo e induce la expresión de NOS-2. Por otro lado, la unión de IFN-γ a su receptor 

IFN-γR produce la fosforilación/activación de STAT1. El STAT1 dimeriza con otro STAT1 activado y se 

transloca al núcleo e induce la expresión de NOS-2 y la producción de NO·. Adaptado de Aktan (2004). 
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Tal y como se representa en la figura 14, la unión del IFN-γ a su receptor induce 

la fosforilación de las tirosinas asociadas al dominio intracelular de las proteínas JAK-1 

y JAK-2, las cuales se transfosforilan mutuamente atrayendo a las proteínas citosólicas 

STAT1α, que también son fosforiladas por las proteínas JAK en lugares específicos y 

dimerizan. Estos dímeros de STAT1α son capaces de translocarse al núcleo y unirse al 

DNA en las secuencias correspondientes (GAS, γ-IRE) del promotor del gen de NOS-2 

(Aktan, 2004). La tirfostina B42, un inhibidor específico de JAK-2 (Cruz et al., 2001), 

inhibe su fosforilación, la activación de STAT1α, y la inducción de NOS-2 (Kleinert et 

al., 2003), sugiriendo que la ruta JAK-2-STAT1α es un activador importante de la 

transcripción de NOS-2 en astrocitos (Aktan, 2004). 

La figura 14 representa el modelo actual propuesto para la transducción de 

señales de la IL-1 y sus agonistas IL-1α e IL-1β, que implica a un gran número de 

proteínas. Su ruta de señalización mejor caracterizada es la que culmina en la activación 

del factor de transcripción NF-κB (O'Neill y Greene, 1998), un importante regulador de 

la expresión de la mayoría de los genes relacionados con inflamación e inmunidad. No 

obstante, esta misma citoquina puede desencadenar otras tres cascadas de señalización 

conducentes a la activación de las distintas familias de MAPKs, entre las que se 

incluyen las quinasas clásicas p44/p42MAPK o ERKs 1/2, y las quinasas activadas por 

estrés p38MAPK y JNK o p54JNK (Raingeaud et al., 1995; Kyriakis y Avruch, 1996; 

O'Neill, 2000; Zhang et al., 2004). 

Ruta IL-1β → NF-κB. 

Tal y como muestra la figura 15, la unión de la IL-1 al dominio extracelular de 

su receptor IL-1RI desencadena la formación de un complejo intracelular de éste con 

IL-1RAcP (proteína accesoria del receptor de IL-1), lo que, a su vez provoca el 

reclutamiento de la proteína adaptadora MyD88, que se asocia con IL-1RI a través del 

dominio TIR en su extremo carboxilo. Ésta proteína MyD88 interacciona con dos 

quinasas asociadas al IL-1RI, IRAK e IRAK-2. IRAK es entonces fosforilada, se 

disocia de MyD88, y se asocia con TRAF6, que esta preensamblado en un complejo con 

TAB-2. La MAPKKK TAK-1, asociada constitutivamente con TAB1, se asocia 

entonces con el complejo TRAF6·IRAK, gracias a lo cual TRAF6 dispara, de forma 

dependiente de ubiquitinación, la fosforilación y activación de TAK-1. Ésta puede 
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entonces activar una cascada de quinasas que conduce a la activación de JNK, y otra 

que conduce a la activación de NF-κB (McDermott y O'Neill, 2002).  

La activación de IKK por TAK-1 resulta en la fosforilación de IκB y liberación 

del dímero NF-κB, lo que le permite translocarse al núcleo y unirse a sus secuencias 

diana en el DNA. En esta ruta canónica de activación se ha descartado la existencia de 

una quinasa específica activadora de NF-κB (Karin y Ben-Neriah, 2000).  

 

Figura 15.  La IL-1 activa cuatro cascadas de proteínas quinasas en las células. 

Uno de estos culmina en la activación de NF-κB mientras las otras tres implican a las MAP quinasas. Los 

eventos tempranos en todas las cascadas implican a MyD88, IRAK-1, IRAK-2, TRAF6 y posiblemente 

las quinasas TAK-1 (quinasa activada por TGF-β) y TAB-1 (proteína de unión a TAK-1 1). También se 

ha mostrado un papel para p21Ras en la activación de p38MAPK y para Rap1 como antagonista de esta 

activación. Adaptado de McDermott et al. (2002). 
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Ruta IL-1β → proteínas quinasas intracelulares. 

La cadena de transducción previa a la activación de ERK es bien conocida y 

consiste en p21Ras-Raf1-MKK1 o MKK2-ERKs 1/2. Por el contrario, los reguladores de 

las cascadas de señalización previa a la activación de JNK o p38MAPK no están bien 

definidos. Sus transductores inmediatos son MKK4 y MKK7 para JNK, y MKK3, 

MKK4 y MKK6 para p38MAPK (Palsson et al., 2000), aunque otras MKKs (MKK2-5, 

MLK1-3, ASK1, TAK1, PAK y otros homólogos de Ste20) pueden participar en las 

rutas de p38MAPK y JNK (Bhat et al., 2002; Bhat et al., 2003). 

Varios estudios han indicado que MyD88 e IRAK están implicadas en la 

activación de p54JNK, y se han encontrado evidencias de un papel para MyD88, IRAK y 

TRAF6 en la activación de p38MAPK (Kanakaraj et al., 1999; Kawai et al., 1999) y de 

p21Ras como un importante componente en esta ruta hasta esta quinasa (Palsson et al., 

2000) y de la inducción de NOS en astrocitos primarios (Pahan et al., 2000a). 

En un estudio se ilustra una nueva ruta de señalización que conduce a la 

activación de p38MAPK por IL-1, y que implica a MyD88, IRAK, IRAK2, TRAF6, 

p21Ras, TAK-1, MKK3 y MKK6, con un papel supresor de Rap1 a nivel de p21Ras en la 

ruta (McDermott y O'Neill, 2002). Esto sugiere que la participación de p21Ras en la 

formación del complejo de señalización multiproteico constituido por IRAK, IRAK2, 

TRAF6 y TAK-1 conduce la señal de la IL-1 hacia la activación de p38MAPK en algún 

punto de la ruta posterior a TRAF6 pero anterior a MKK3 y MKK6 (McDermott y 

O'Neill, 2002).  

Otro posible efector intracelular de la señalización por IL-1β es la PI3K 

(Sizemore et al., 1999; Funakoshi et al., 2001), una enzima asociada a membrana 

relacionada frecuentemente con la actividad de p21Ras (Proud, 2004; Schmidt et al., 

2004; Yoshimura et al., 2006) que puede activar a otras importantes quinasas de 

señalización intracelular tales como Akt y PKB (Birkenkamp et al., 2004), cuya 

participación se ha descrito en la ruta de inducción del gen de NOS-2 por citoquinas 

proinflamatorias en macrófagos (Diaz-Guerra et al., 1999) y en células C6 de glioma de 

rata (Pahan et al., 1999). 
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MAPKs y NF-κB en la inducción del gen de NOS-2. 

Varios estudios realizados con astroglía neonatal humana o de roedores, entre 

otros, indican que las MAPKs y NF-κB están implicados en la inducción de NOS-2 por 

citoquinas (Da Silva et al., 1997; Alpert et al., 1999; LaPointe y Isenovic, 1999; Pahan 

et al., 2000a; Pahan et al., 2000b; Chan y Riches, 2001; Nomura, 2001; Hua et al., 

2002; Marcus et al., 2003). Sin embargo, se han obtenido resultados contradictorios 

según la familia de MAPK y el tipo y situación celulares (Piao et al., 2003; Won et al., 

2004; Zhang et al., 2004; Jana et al., 2005; Sassano et al., 2005). Por ejemplo, algunos 

estudios indican que p38MAPK es importante para la expresión de NOS-2 inducida por 

citoquinas (Da Silva et al., 1997; Hua et al., 2002), incluso se ha demostrado que la 

inducción del gen de NOS-2 en cultivos gliales es dependiente de p38MAPK (Bhat et al., 

2002), mientras que otros apoyan la implicación de las ERKs 1/2 (Doi et al., 2000; 

Jiang y Gong, 2000). También la relación de las MAPKs con NF-κB depende del 

sistema celular. Mientras que algunos estudios evidencian a NF-κB como diana de las 

MAPKs (Hirano et al., 1999; Kan et al., 1999; Jiang y Gong, 2000) otros sugieren rutas 

de señalización independientes (Doi et al., 2000; Chan y Riches, 2001).  

La región promotora de NOS-2 contiene múltiples secuencias consenso para 

NF-κB y la inhibición de este factor nuclear impide la expresión de NOS-2, estos datos 

permiten establecer un papel esencial de NF-κB en la inducción de NOS-2 (Marcus et 

al., 2003). Sin embargo, TNF-α e IL-1β, cuando se presentan cada una por separado son 

capaces de inducir la activación de NF-κB, pero no la de NOS-2, en líneas celulares 

humanas (Jana et al., 2005). El hecho de que se requiera una combinación de citoquinas 

para inducir la expresión de NOS-2 sugiere la necesidad de la activación de factores de 

transcripción adicionales a NF- κB.  

De hecho, la región promotora de NOS-2 contiene múltiples secuencias de 

control para elementos distintos de NF-κB. Varias de esas sencuencias son dianas 

moleculares de p38MAPK directa (C/EBP, ATF-2, NF- κB) o indirectamente (NF-κB, 

CREB, AP-1) (Cobb, 1999; Chang y Karin, 2001; Bhat et al., 2002) (Fig. 16). En 

concreto, las regiones-50 –-250 y-900 –-1030 contienen sitios κB y GAS, y son 

importantes regiones reguladoras para la inducción de NOS-2 por LPS + IFN-γ 

(Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 1994; Nishiya et al., 2000). Incluso la región-50 –

-250 está completamente conservada en ratón, rata y humano. 
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Figura 16.  Secuencias del promotor de NOS-2 relacionadas con la actividad de p38MAPK .  

Algunas de estas secuencias son dianas moleculares de p38MAPK directa (C/EBP, ATF-2, NF-κB) o 

indirectamente (NF-κB, CREB, AP-1). Adaptado de Bhat et al. (2002). 

 

Regulación de NF-κB independientemente de IKK-IκB. 

La actividad transcripcional de NF-κB una vez liberado de su secuestro por IκB 

puede ser regulada por modificaciones al propio NF-κB o que modulan su translocación 

al núcleo. En astrocitos se ha observado una serie de modificaciones de NF-κB, tras la 

estimulación con citoquinas o LPS, entre las que se incluyen fosforilación y acetilación 

(Chen et al., 2001; Schmitz et al., 2001; Furia et al., 2002). En otros tipos celulares, 
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niveles nucleares de NF-κB en astrocitos en reposo (Akama et al., 1998; Krushel et al., 

1999) y bastante altos en glioblastoma multiforme (Brown y Law, 2006).  

Estas observaciones sugieren que la translocación de NF-κB al núcleo no es el 

único proceso a considerar cuando se estudia su participación, ya que el factor nuclear 

puede sufrir distintas modificaciones, lo que supone un nivel más de regulación de su 

actividad (Zhai et al., 2004). De hecho, varios estudios apoyan la idea de que la 
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proteínas co-activadoras tales como histona-acetil-transferasas al NF-κB cuando éste se 

une a la secuencia diana del promotor (Jiang et al., 2003b). 

En relación a esta regulación de NF-κB, existen evidencias de que p65 puede ser 

fosforilado en varios sitios, lo que proporcionaría efectos diferenciales respecto a su 

actividad, seleccionando incluso la proteína que interactúe con NF-κB una vez 

translocado al núcleo (Jiang et al., 2003a). 

En determinados estudios, la fosforilación de p65 en la serina 529 tras la 

activación de p38MAPK por TNF-α (Beyaert et al., 1996; Wang y Baldwin, 1998) o por 

caseína quinasa II (Wang D. et al., 2000; Chantome et al., 2004), o en la serina 536 por 

p38MAPK (Song et al., 2006), NIK-IKKα (Jiang et al., 2003b), PI3-K/Akt/IKKα e IKKβ 

(Madrid et al., 2001) y por IKKε (que también fosforila en la posición 468 de esta 

misma subunidad) son esenciales para la capacidad transactivadora de NF-κB, y ambas 

posiciones se encuentran en el dominio TA1 del extremo carboxilo de p65 (Wang y 

Baldwin, 1998) (Fig. 17). Sin embargo, las fosforilaciones por las IKKs parecen más 

relacionadas con la degradación de IκBα que con la activación propiamente dicha de 

p65 (Jiang et al., 2003a; Hu et al., 2005; Mattioli et al., 2006).  

Otros autores proponen la fosforilación de NF-κB por Akt/PKB como la que 

subyace a la participación de PI3K en la inducción del gen de NOS-2 por citoquinas 

proinflamatorias (Birkenkamp et al., 2004; Yoshimura et al., 2006) y la transactivación 

de p65/RelA de forma posterior a la de TRAF6 (Funakoshi et al., 2001).  

 

Figura 17.  Diagrama de dominios de la proteína p65. 

Se muestran las regiones de p65 correspondientes al dominio de unión al DNA y las relacionadas con la 

activación transcripcional. Cabe destacar que se encuentran en la región TA1 de p65 (521-551) las serinas 

529 y 536, descritas como susceptibles de fosforilación decisivas para la actividad transactivadora del 

factor nuclear. Adaptado de Jiang et al. (2003a). 
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2.8. Supresores del gen de NOS-2. 

Así como la IL-1 y el γ-IFN pueden inducir la expresión del gen de NOS-2, se 

han identificado agentes que permiten bloquear o suprimir este proceso, es decir, que 

impiden la activación transcripcional del gen de NOS-2 por mensajeros extracelulares. 

Regulación por NO·. 

El bloqueo de la activación transcripcional del gen NOS-2 por el NO· exógeno 

está suficientemente demostrado aunque existe controversia acerca de si éste tiene lugar 

a nivel del complejo NF-κB/DNA (Mitomo et al., 1994; DelaTorre et al., 1997; Park et 

al., 1997) o previo a la unión de NF-κB al DNA (Colasanti et al., 1995; Peng et al., 

1995a; Peng et al., 1995b). 

Esta habilidad del NO· para bloquear la activación del gen de NOS-2 podría 

explicar la transitoriedad de la expresión del transcrito y por qué los inhibidores de la 

enzima provocan la acumulación de mRNA de NOS-2 (Luss et al., 1994). Esto plantea 

un problema potencial para el uso terapéutico de estos fármacos que supone el posible 

efecto rebote de la expresión de NOS-2 y la superproducción de NO· tras la retirada del 

inhibidor.  

En el tejido neural, esta regulación negativa por el NO· podría contribuir a la 

baja expresión de NOS-2 observada en varias patologías (Loihl y Murphy, 1998) ya que 

se ha descrito la supresión tónica del gen de NOS-2 por el NO· producido por NOS-1 

(Togashi et al., 1997).  

Otros reguladores del gen en astrocitos. 

No obstante, la modulación de la expresión de NOS-2 a través de su región 

promotora puede llevarse a cabo por las acciones de otros reguladores del gen descritos 

en astrocitos, tales como el pretratamiento con IFN-α/β a nivel de la inducción génica 

por IFN-γ (Stewart et al., 1997; Stewart et al., 1998), el tratamiento con angiotensina II 

en el caso de inducción con citoquinas pero no con endotoxinas (Kopnisky et al., 1997), 

noradrenalina y dopamina mediante la disminución de la actividad del promotor de 

NOS-2 (Feinstein, 1998), la expresión de la proteína HSP-70 que disminuye la actividad 

de NF-κB (Feinstein et al., 1996), así como las interleuquinas 4 y 10 a nivel de la 
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inducción génica (Grzybicki et al., 1996). Algunos son claramente inhibidores 

transcripcionales mientras otros, como el TGF-β (Vodovotz et al., 1993; Park et al., 

1994), desestabilizan el RNA mensajero de la proteína (Park y Murphy, 1994; 

Fotheringham et al., 2004). 

El ATP altera la unión de NF-κB al DNA. 

La exposición de los astrocitos a ATP y glutamato antes de la inducción con las 

citoquinas pro-inflamatorias obstaculiza la subsiguiente expresión del mRNA de NOS-2 

(Murphy et al., 1995). En astrocitos de rata, los efectos moduladores de estos agentes 

ocurren a nivel de la activación transcripcional de NOS-2, de forma posterior a la 

translocación de NF-κB al núcleo. De hecho, la activación y translocación de NF-κB se 

observan íntegras mientras que ATP y glutamato inducen cambios que alteran la unión 

de NF-κB (igual en el caso de AP-1 (Tabuchi et al., 1994)) a las secuencias consenso 

del promotor del gen de NOS-2 (Lin y Murphy, 1997). Por el contrario, en astrocitos 

humanos se ha observado un bloqueo de la activación de NF-κB por ATP (Liu y 

Neufeld, 2000; Liu et al., 2001). Este mecanismo parece ser relevante en la regulación 

de NOS-2 en patologías tales como la isquemia, en las que la concentración extracelular 

de ATP y glutamato están elevadas (Murphy et al., 1995; Lo et al., 1998).  

En la mayoría de estudios realizados acerca de la supresión por el pretratamiento 

con ATP, de la inducción de NOS-2 por IL-1β, en astrocitos de rata y humanos 

(Murphy et al., 1995; Liu y Neufeld, 2000), no se ha controlado la hidrólisis 

extracelular del ATP añadido, y estas células astrogliales, como otros tipos celulares, 

presentan ecto-5’-nucleotidasas en su membrana capaces de actuar sobre los nucleótidos 

extracelulares (Zimmermann, 2006). De hecho, la hidrólisis extracelular del ATP hasta 

adenosina es extremadamente rápida en el tejido neural, con vidas medias inferiores a 

1 segundo (Dunwiddie et al., 1997). Por ello, con tiempos de estimulación de 

minutos-horas cabe preguntarse si el agente real de la modulación es el ATP, actuando a 

través de un receptor P2, o bien la adenosina generada en el medio, a través de un 

receptor P1 o A, más aún teniendo en cuenta que el nucleósido puede actuar a través de 

receptores A2 acoplados a la generación de cAMP (Jimenez et al., 1999).  
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Quinasas intracelulares. 

Existe una gran controversia en la bibliografía que relaciona la supresión de la 

inducción del gen de NOS-2 con las enzimas quinasas intracelulares. Por un lado, 

algunos autores descartan la participación de las proteínas quinasas A y C (Murphy et 

al., 1995). Por otro lado, sin embargo, hay autores que proponen a la PKA como el 

agente inhibidor de la producción de NO· inducido por LPS en astroglía de rata via 

inhibición de NF-κB (Pahan et al., 1997a). Y en relación a esta propuesta, se ha 

sugerido un papel de CREB o factores tipo CREB en la mediación del efecto supresor 

del cAMP sobre la expresión de NOS-2 en células gliales, actuando sobre la región-187 

–-160 del promotor. Esta participación de CREB implicaría a la quinasa dependiente de 

cAMP (Gavrilyuk et al., 2001).  

También se ha sugerido que la supresión relacionada con la activación de 

receptores purinérgicos puede estar mediada por la activación de la ruta ERK1/2 por 

ATP de forma independiente de Ca2+ (Laroche-Joubert et al., 2002; Neary et al., 2003). 

Supresión por cAMP. 

Según algunos autores, la liberación de catecolaminas se puede considerar un 

proceso paliativo del daño nitroxidativo, puesto que estos agentes y la PGE2 elevan la 

concentración citosólica de cAMP, lo que podría disminuir el daño por NO· (Feinstein y 

Rozelman, 1997; Michel, 1997; Booke et al., 2000). 

Determinados efectos de la noradrenalina tales como la inhibición de la 

respuesta inflamatoria microglial ocurren mediante la alteración de la ruta a nivel de 

NF-κB (efectos sobre la producción de NO· e interleuquina 1β) aunque no parecen 

deberse a la inducción del gen de IκBα en astrocitos (cuyo máximo de mRNA tiene 

lugar tras 30-60 minutos y de proteína tras 4 horas). De hecho, se ha identificado la 

elevación de la [cAMP]i como efector intracelular de esta acción de la noradrenalina 

(Dello Russo et al., 2004). Sin embargo, esta acción no está mediada por PKA sino por 

las proteínas Epac 1/2 (pequeñas proteínas G monoméricas con actividad Rap-GEF), lo 

que señala a Rap como responsable de la supresión por la elevación de [cAMP]i (Dello 

Russo et al., 2004). 
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Por otro lado, la noradrenalina, al igual que la dopamina, desencadena una ruta 

de señalización que suprime la actividad NOS-2 en cultivos astrogliales de rata como 

resultado de una disminuida actividad del promotor de NOS-2 (Feinstein, 1998). En 

concreto, se ha descrito que el tratamiento con noradrenalina permite la translocación de 

NF-κB al núcleo y su unión al DNA, lo que señala a la integridad de su actividad 

transcripcional como la responsable de la disminución de actividad del promotor, e 

identifica la zona de este implicada en la supresión por la catecolamina (Fig. 18) 

(Feinstein, 1998). 

 

Figura 18.  Secuencias del promotor de NOS-2 relacionadas con la elevación de [cAMP]i.  

Se ha sugerido que la elevación intracelular de la [cAMP] induce un factor inhibidor que actuaría sobre la 

región más distal del promotor de NOS-2. Esto provocaría el bloqueo de la actividad de sitios más 

proximales como el de AP-1, NF-IL6, NF-κB u Oct. Adaptado de Feinstein et al. (1998). 

 

También se ha descrito la disminución del consumo de L-arginina por 

noradrenalina en células gliales de rata (Feinstein y Rozelman, 1997), sin embargo, este 

efecto se detecta tras 90 minutos de tratamiento, lo que indica un efecto sobre la síntesis 

de receptores de L-arginina. 

Supresión por otros moduladores. 

Un último grupo de moduladores, como el propio NO· o el glutamato suprimen 

la inducción de NOS-2, lo que interfiere la actividad transactivadora de NF-κB y, 

consiguientemente, reduce su capacidad de unión a las secuencias diana κB (Lin y 

Murphy, 1997; Park et al., 1997), de forma independiente de cAMP. Se ignora si la 

acción de estos neurotransmisores está mediada por la misma región del promotor 

implicada en la regulación por cAMP.  
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Rap1 y p21Ras. 

Rap1 y p21Ras son pequeñas proteínas G relacionadas pero con distintas 

localizaciones subcelulares: mientras p21Ras se suele encontrar asociada a la membrana 

plasmática, Rap1 es preferentemente citoplasmática (Nomura et al., 2004). Y ejercen 

actividades generalmente antagonistas (Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999). Además de 

la activación de p21Ras, también se ha descrito una activación posterior de Rap1 por 

IL-1β (Palsson et al., 2000) (Fig. 19), al igual que ocurre con otras señales 

extracelulares como PDGF, EGF o endotelina (Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999).  

Rap1

p21Ras

β

Tyr 182
Thr 180

P

P

p38MAPK
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10-15’

 

Figura 19.  Cinética de la activación de p21Ras y Rap1 por IL-1β.  

La proteína p21Ras se identifica como una señal clave en la activación de p38MAPK. La posterior activación 

de Rap1 inducida por IL-1β explica la naturaleza transitoria de la señalización por esta interleuquina y 

sugiere, a su vez, que en células no estimuladas, Rap1 mantiene la ruta de p38MAPK en un estado inactivo. 

Adaptado de Palsson et al. (2000). 
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3. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN PURINÉRGICA. 

Es reconocido que las purinas son liberadas por neuronas y otros tipos celulares, 

y que producen una gran variedad de efectos en múltiples sistemas orgánicos cuando 

interaccionan con receptores purinérgicos de la superficie celular. Los principales 

ligandos para estos receptores son adenosina, ATP, UTP y los diadenosina-polifosfatos 

(dos adenosinas unidas mediante enlaces fosfo-di-éster de 3-6 fosfatos, ApnA) 

(Humphrey et al., 1995). 

La señalización purinérgica constituye un mecanismo muy generalizado de 

comunicación intercelular en el sistema nervioso, afectando a la comunicación entre 

diferentes tipos de neuronas, todos los tipos de glía, y células vasculares (Fields y 

Burnstock, 2006). Se puede distinguir una señalización purinérgica a corto plazo 

relacionada con neurotransmisión y neuromodulación, entre otras, y una señalización 

purinérgica a largo plazo (trófica) implicada en proliferación celular, diferenciación, 

migración y muerte durante el desarrollo embrionario, regeneración neural, 

envejecimiento y cáncer, entre otros (Burnstock y Knight, 2004). 

3.1. Las purinas en la comunicación neurona-glía. 

El ATP liberado en las vesículas presinápticas como neurotransmisor rápido es 

accesible a la glía perisináptica (fundamentalmente astrocitos), lo que posibilita un 

sistema de señalización intercelular que podría unir funcionalmente a la glía y las 

neuronas. Estudios de astrocitos en cultivo (Neary et al., 1988; Pearce et al., 1989) y en 

cortes de cerebro (Kirischuk et al., 1995) han mostrado respuestas de [Ca2+] i tras la 

aplicación de ATP y de otros agonistas selectivos de receptores purinérgicos 

específicos, al igual que en respuesta a las purinas liberadas durante la transmisión 

sináptica (Fields y Burnstock, 2006), lo que indica que tal comunicación es factible. 

El ATP también puede actuar como factor trófico y de crecimiento. Así, puede 

alterar el desarrollo de neuronas y glía mediante la regulación de los dos segundos 

mensajeros citoplasmáticos más importantes, Ca2+ y cAMP (Neary, 1996; Neary et al., 

1996). La liberación de ATP por la actividad neuronal proporciona un nexo de unión 

entre la actividad funcional de los circuitos neurales y el crecimiento y diferenciación de 

las células del sistema nervioso. Este nexo se extiende más allá de las sinapsis, puesto 

que la conducción del potencial de acción a lo largo de los axones libera adenosina y 



  INTRODUCCIÓN. 

 

47 

ATP (Kuperman et al., 1964). Las imágenes de [Ca2+] i en la glía revelan que los 

receptores purinérgicos permiten a las células de Schwann, oligodendrocitos y astrocitos 

detectar los potenciales de acción neuronales (Fields y Burnstock, 2006). 

Otro proceso importante es la comunicación glía-glía via ATP, revelado a partir 

de estudios de imagen de [Ca2+] i que muestran la propagación de ondas de [Ca2+] i en los 

astrocitos en cultivo, de forma que salvan la barrera que suponen las zonas libres de 

células. Esto demuestra que la comunicación glía-glía está mediada en parte por la 

liberación de moléculas de señalización intercelular (Guthrie et al., 1999), un apoyo a 

esta afirmación lo constitutye la inhibición de la propagación de la onda de [Ca2+] i por 

bloqueadores de receptores purinérgicos o por apirasa (enzima que degrada rápidamente 

el ATP extracelular) (Wang Z. et al., 2000).  

Este descubrimiento indica la capacidad de la glía para detectar la función 

sináptica y propagar la información a través de cadenas de células gliales, y proporciona 

un sistema paralelo de comunicación intercelular en el tejido nervioso, operando en 

concierto con neuronas pero actuando a través de un mecanismo totalmente distinto. 

La propagación de las ondas de calcio a través de los astrocitos en el cerebro 

intacto parece ser particularmente importante en estados patológicos como el daño o 

trauma cerebral; no obstante, la mayor parte de los estímulos fisiológicos tienden a 

activar señalizaciones más discretas mediante unos pocos astrocitos (Sul et al., 2004). 

3.2. Origen del ATP extracelular. 

Fue a principios de la década de los 70 cuando se propuso al ATP como 

neurotrasmisor en los nervios no-adrenérgicos – no-colinérgicos, acuñándose el término 

purinérgico para referirse a este tipo de nervios (Burnstock, 1972). Pero el ATP no se 

libera solamente de la terminal presináptica en respuesta a potenciales de acción (Fig. 

20), sino que también puede ser liberado de la membrana postsináptica. Hay claras 

evidencias de la liberación vesicular exocitótica de ATP de células endoteliales y 

astrocitos, entre otros (Coco et al., 2003). Además, esta liberación no ocurre sólo en 

respuesta a la estimulación por neurotransmisores, sino que también lo hace en 

respuesta a otros estados fisiológicos como la hipoxia (Bodin y Burnstock, 2001; Coco 

et al., 2003). Este repertorio de mecanismos de liberación expande el significado 

funcional potencial de la señalización purinérgica en el sistema nervioso. 
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Otras importantes fuentes no exocitóticas de ATP extracelular son las células 

dañadas o muriendo y las células sanas en respuesta al estrés mecánico, hipoxia, 

inflamación y a algunos agonistas (Bodin y Burnstock, 2001). Por otro lado, el ATP 

puede ser liberado al medio por otros mecanismos como los transportadores ABC, los 

hemicanales de conexina y los canales aniónicos dependientes de voltaje de la 

membrana plasmática (Abraham et al., 1993; Dutta et al., 2004). 

En astrocitos, además, se han detectado proteínas de liberación de vesículas 

sinápticas esenciales para la liberación de ATP. Esta liberación se afecta menos por la 

toxina tetánica y se induce más tras la activación de los receptores metabotrópicos de 

glutamato. Esto sugiere posibles diferencias en las vesículas que almacenan ATP y las 

que almacenan glutamato. En estas células también se libera ATP durante el 

hinchamiento osmótico, implicando canales relacionados con la osmorregulación o 

activados por la tensión mecánica de la membrana (Coco et al., 2003). 

Figura 20. Liberación de purinas.  

Los nucleótidos de adenina se almacenan como cotransmisores en los gránulos sinápticos. Estas vesículas 

pueden contener una concentración de ATP de hasta 1000 mM. La adenosina (Ado) y la inosina se 

acumulan en células hipóxicas, isquémicas o metabólicamente activas. El cAMP se acumula como 

segundo mensajero en repuesta a varios neurotransmisores. Estas purinas pueden ser transportadas al 

espacio intersticial por proteínas de transporte asociadas a membrana. Amina, neurotransmisor 

aminérgico; AC, acetilcolina; ApnA, polifosfato de diadenosina. Adaptado de Siegel (1999). 
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3.3. Degradación extracelular del ATP y formación de adenosina. 

A diferencia de los neurotransmisores clásicos, regulados simplemente por la 

liberación y retirada del transmisor de la hendidura sináptica, los tres enlaces fosfato del 

ATP son rápidamente eliminados por hidrólisis enzimática secuencial generando ADP, 

AMP y adenosina en el medio extracelular (Fig. 21).  

Existen varias familias de ectoenzimas implicadas en la metabolización 

extracelular del ATP y otros nucleótidos (Fig. 21) (Zimmermann, 2000): ectonucleósido 

trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas), como CD39, una ecto-ATP-difosfohidrolasa 

o ecto-apirasa (Koszalka et al., 2004), de las cuales las NTPDasas 1, 2, 3, y 8 son 

enzimas extracelulares ancladas a la membrana plasmática; la ectonucleótido 

pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), que tiene 3 subtipos; las fosfatasas alcalinas; las 

ecto-5’-nucleotidasas, como CD73 (Koszalka et al., 2004), y la ectonucleósido 

difosfoquinasa (E-NDPK) (Zimmermann, 2000). Son enzimas esenciales para la 

producción dependiente de la actividad nerviosa de adenosina a partir del ATP liberado 

en condiciones fisiológicas (Dunwiddie et al., 1997; Zimmermann, 2006) y de amplia 

distribución tisular, frecuentemente solapada. 

Figura 21. Enzimas implicadas en la metabolización de ATP y derivados. 

La NTPDasa 1 hidroliza el ATP directamente a AMP, y el UTP a UDP, mientras que la NTPDasa 2 

hidroliza el ATP a ADP, y las 5’-ectonucleotidasas catalizan la conversión de monofosfatos de 

nucleósidos de purina y pirimidina a sus correspondientes nucleósidos, por ejemplo, el AMP a adenosina. 

La AP (apirasa) puede degradar ATP y ADP directamente hasta adenosina. Adaptado de Fields y 

Burnstock (2006). 
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En el tejido nervioso se expresan todos los miembros de las familias de 

ectonucleotidasas, que residen principalmente asociadas a la membrana en la glía 

(astrocitos, oligodendrocitos, microglía y células de Schwann), así como en endotelio y 

epéndimo, aunque son especialmente abundantes en las terminales sinápticas, donde 

predominan los astrocitos como glía perisináptica (Zimmermann, 2000; Zimmermann, 

2006). Estas enzimas están implicadas en la modulación de la transmisión sináptica, la 

propagación de las ondas de calcio de la célula glial mediada por ATP, la función 

microglial (Sanz y Di Virgilio, 2000; Davalos et al., 2005), la neurogénesis en el adulto 

(Neary et al., 2003) y el control del tono vascular (Dutta et al., 2004).  

El ATP aplicado sobre secciones de hipocampo de rata es convertido en 

adenosina en menos de un segundo (Dunwiddie et al., 1997), de hecho, la ruta catalítica 

total en el tejido neural es completada en unos pocos cientos de milisegundos. El paso 

limitante parece ser la desfosforilación del AMP hasta adenosina por la 

ecto-5’-nucleotidasa (Fields y Burnstock, 2006). 

La desfosforilación del AMP extracelular hasta adenosina, mediada por 

ecto-5’-nucleotidasas, es el último paso de la cadena enzimática que cataliza la 

degradación de los nucleótidos de adenina extracelulares hasta adenosina. A esta 

enzima pueden atribuírsele importantes funciones en el sistema nervioso como la 

diferenciación de las células neurales (Todorov et al., 1997; Neary et al., 2003; 

Zimmermann, 2006), sugiriendo que la formación de adenosina a partir de nucleótidos 

liberados contínuamente es esencial para la supervivencia neuronal. Por otro lado, en 

cerebro de rata, la isquemia resulta en una activación de la 5’-nucleotidasa en astrocitos 

activos. Esto aumenta la capacidad del tejido dañado de formar adenosina, de 

propiedades neuroprotectoras (Linden, 2001; Linden, 2005). 

Datos recientes muestran evidencias de la presencia de 5’-nucleotidasas solubles 

de estructura desconocida que son liberadas junto al ATP de terminaciones nerviosas 

simpáticas y que participan en la hidrólisis del ATP hasta adenosina (Todorov et al., 

1997; Zimmermann, 2000; Burnstock, 2004). 

Por otro lado, la formación intracelular de adenosina es, al menos, tan 

importante como su formación por la degradación del ATP extracelular (Lloyd et al., 

1993; Lloyd y Fredholm, 1995), especialmente en tejidos isquémicos o estresados (Fig. 

20). 
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3.4. Liberación de adenosina. 

Se ha descrito la liberación de adenosina mediada por aminoácidos excitadores 

in vivo e in vitro, sensible a la tetrodotoxina (TTX), y dependiente de Ca2+ (Delaney y 

Geiger, 1998; Delaney et al., 1998; Fredholm et al., 2001; Linden, 2001). Sin embargo, 

es más importante el hecho de que los niveles intracelulares de adenosina aumenten 

cuando los niveles intracelulares de nucleótidos de adenina caen como resultado de un 

gasto energético excesivo o por hipoxia/isquemia. En esta situación, la adenosina es 

transportada al espacio extracelular principalmente mediante difusión facilitada por 

transportadores bi-direccionales, o incluso, si la concentración es suficientemente alta, 

simplemente difunde fuera de la célula (Rudolphi et al., 1992; Linden, 2005). Esta 

liberación de adenosina en respuesta a anoxia es independiente del Ca2+ e insensible a la 

TTX (Delaney y Geiger, 1998; Delaney et al., 1998; Wang Z. et al., 2000). 

Otra fuente de adenosina extracelular es el cAMP, que puede ser liberado de 

neuronas y convertido por las cAMP-fosfodiesterasas extracelulares 

(ecto-cAMP-fosfodiesterasas) en AMP y, entonces, por acción de la 

ecto-5’-nucleotidasa en adenosina. Se han obtenido evidencias funcionales de un papel 

relevante de esta vía en el área tegmental ventral y en el hipocampo (Dunwiddie et al., 

1997). Sin embargo, para que esta liberación de adenosina sea fisiológicamente 

importante, es necesario que muchas células liberen cAMP durante un periodo 

prolongado de tiempo (Brundege et al., 1997). 

3.5. Metabolización de la adenosina. 

Cuando los niveles extracelulares de adenosina son altos, ésta es rápidamente 

transportada a las células via los mismos transportadores bi-direccionales, los cuales 

igualan eficientemente los niveles intra- y extracelulares de adenosina (Linden, 2005). 

Entonces es fosforilada a AMP por la adenosina quinasa o degradada hasta inosina por 

la adenosina desaminasa (Fig. 22), enzima que también está presente en el espacio 

extracelular (Lloyd y Fredholm, 1995).En el tejido nervioso in vivo, la principal 

degradación de adenosina es intracelular, como evidencia el hecho de que los 

inhibidores del transporte de adenosina como el dipiridamol (100 nM – 10 µM) 

aumenten las concentraciones intersticiales del nucleósido (Lloyd et al., 1993; Lloyd y 

Fredholm, 1995).  



INTRODUCCIÓN.   

 

52 

Figura 22. Metabolización intracelular de la adenosina. 

Se muestran las principales rutas del metabolismo intracelular de la adenosina. IMP, monofosfato de 

inosina; SAH, S-adenosilhomocisteína; XO, xantina oxidasa. Adaptado de Siegel (1999). 

 

3.6. Funciones de la adenosina en el sistema nervioso. 

La adenosina ha sido descrita clásicamente como un depresor central (Huston et 

al., 1996), de hecho, una primera función de esta es la inhibición, dependiente de Ca2+, 

de la liberación de neurotransmisores excitadores. La mayoría de estos efectos parecen 

ser presinápticos y estar mediados por proteínas G acopladas a la inhibición de canales 

de Ca2+ tipo N o a la estimulación de canales de K+ (Linden, 2001). La adenosina 

controla la hiperexcitabilidad y la epileptogénesis, este último proceso se relaciona con 

la liberación de glutamato de los astrocitos (Tian et al., 2005).  

De hecho, en cortes de cerebro, la adenosina reduce la actividad eléctrica 

espontánea e inhibe significativamente las corrientes sinápticas inducidas (Mennerick y 

Zorumski, 1995; Arrigoni et al., 2001), lo que se manifiesta en una menor actividad 

neuronal y la consecuente reducción en la utilización de energía celular y en la demanda 

de oxígeno (Linden, 2005). Este aspecto de la adenosina está relacionado con su 

aumento en el espacio intersticial cuando la demanda tisular de oxígeno excede a su 

suministro, ya que la adenosina dilata los lechos vasculares.  

Esto hace que la adenosina sea neuroprotectora; por ejemplo, cuando la 

depresión de la transmisión sináptica en el hipocampo durante hipoxia es paliada por los 

agonistas del receptor A1 de adenosina (Linden, 2001; Linden, 2005).  

Los opiáeos inducen la liberación de adenosina en preparaciones de cerebro, 

sinaptosomas y medula espinal, y algunos de sus efectos son bloqueados por los 

ATP AMPADP Ado
5’-nucleotidasa

Adenosina quinasa

Inosina

Adenosina desaminasa

Nucleósido fosforilasa Hipoxantina

SAH-hidrolasa

SAHS-adenosil-metionina

IMP Hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa

Xantina

Ácido úrico

XO

XO
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antagonistas de los receptores de adenosina (Linden, 2001). También algunos de los 

comportamientos de los alcohólicos pueden estar mediados por la adenosina, ya que 

concentraciones intoxicantes de etanol bloquean el transporte de adenosina (Linden, 

2001), aumentando, al igual que el tratamiento con dipiridamol, su concentración 

extracelular. Por otro lado, en algunos casos la adenosina produce efectos excitadores 

en el SNC, tales como el aumento de la liberación de glutamato en el núcleo del tracto 

solitario, lo que aumenta los efectos excitadores cardiovasculares (Mosqueda-Garcia et 

al., 1991) y la potenciación de la acción antinociceptiva de la noradrenalina en la 

médula espinal (Sawynok et al., 1990). 

3.7. Receptores purinérgicos en neuronas y glía. 

A diferencia de otros sistemas de neurotransmisores, la señalización purinérgica 

presenta una gran promiscuidad, ya que los distintos productos de la hidrólisis del ATP 

pueden activar diferentes tipos de receptores (Fig. 21). De ahí que la liberación o 

adición del nucleótido pueda provocar tanto la excitación como la inhibición de la 

neurotransmisión (Burnstock, 2004). 

El ATP y la adenosina, en general, tienen efectos antagónicos, lo que 

proporciona un elegante mecanismo de regulación homeostática (Illes y Ribeiro, 2004; 

Jacobson et al., 2006; Jacobson y Gao, 2006), esta complejidad de la familia de 

receptores purinérgicos equilibra la promiscuidad de la liberación de ATP 

proporcionando especificidad funcional y universalidad. Además, la activación de los 

receptores purinérgicos puede implicar a un gran repertorio de sistemas de segundos 

mensajeros y otras moléculas de señalización célula-célula, incluyendo Ca2+, cAMP, 

IP3, fosfolipasa C, ácido araquidónico y NO· (Fields y Burnstock, 2006).  

Tal y como se muestra en la tabla 4, los receptores purinérgicos están 

ampliamente distribuidos en el sistema nervioso (Burnstock y Knight, 2004). Dentro del 

grupo de los receptores de purinas o purinoceptores existen dos subgrupos bien 

definidos respecto a las respuestas de varios tejidos a las purinas propuestos por 

Burnstock en 1978, los receptores P1 o A de adenosina y los receptores P2 o de ATP y 

ADP (Fig. 23). Si bien esta clasificación es más teórica que práctica puesto que algunos 

de los subtipos de uno y otro subgrupo pueden interaccionar con otros 

nucleósidos/nucleótidos distintos (Jacobson et al., 2006; Jacobson y Gao, 2006). 
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Posteriormente se propuso que los receptores P2 podían pertenecer a dos 

familias principales: una familia P2X de receptores canales iónicos abiertos por ligando, 

y una familia P2Y de receptores metabotrópicos acoplados, al igual que los receptores 

P1, a proteínas G (Fig. 23). Actualmente hay descritos siete subtipos de receptores P2X 

y 8 subtipos de receptores P2Y, incluyendo receptores sensibles a pirimidinas y a 

azúcar-nucleótidos como UDP-glucosa y UDP-galactosa (Fields y Burnstock, 2006). 

Figura 23.  La familia de receptores purinérgicos.  

Los receptores purinérgicos se dividen en dos grandes familias: los receptores P1 o de adenosina, y los 

receptores P2, que se unen a TP o UTP. Los receptores P1 y P2Y están acoplados a proteínas de union a 

GTP. La familila de receptores P2X son canales operados por ligando. Se han descrito otros subtipos de 

receptores P2Y, pero su identidad como receptores purinérgicos es controvertida.  

 

Tipo celular 

Receptores 
Astrocitos Células de Schwann Oligodendrocitos Microglía 

Adenosina Todos los subtipos A1, A2A, A2B Todos los subtipos Todos los subtipos 

ATP P2X 

(ionotrópicos) 
Todos los subtipos P2X7 P2X7 P2X4, 5, 6, 7 

ATP P2Y 

(metabotrópicos) 
P2Y1, 2, 4, 6, 12, 14 P2Y1, 2 P2Y1, 2, 4, 6, 11, 13 P2Y1, 2, 4, 6, 12, 13 

 

Tabla 4.  Receptores purinérgicos en las células gliales. 

Los estudios farmacológicos y de expresión de receptores revelan una amplia variedad de receptores 

purinérgicos en todas las clases mayoritarias de glía, incluyendo las células de Schwann en el SNP y 

oligodendrocitos, astrocitos y microglía en el SNC. Adaptado de Fields y Burnstock (2006). 

 

RECEPTORES PURINÉRGICOS

P1 = Adenosina P2 = ATP, UTP

A1 A2A A2B A3
Acoplados a proteínas G

P2X

P2X1-7
Canales 

operados por 
ligando

P2Y

P2Y1 P2Y2 P2Y4 P2Y6
Acoplados a proteínas G
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Receptores P2. 

Como se comentó anteriormente (tabla 4), los astrocitos expresan todos los 

subtipos de receptores de purinérgicos excepto P2Y11 y P2Y13. Aunque puede haber una 

considerable heterogeneidad en los patrones de expresión en las distintas células 

individuales según el estado fisiológico y de desarrollo: las purinas y pirimidinas 

pueden inducir acciones marcadamente diferentes en la función glial, tales como la 

mitogénesis y la apoptosis, dependiendo del estado funcional de estas células, la 

expresión de los subtipos selectivos de receptores y la presencia de diferentes receptores 

en una misma célula (Fields y Burnstock, 2006). 

 

Figura 24.  Receptores de membrana para ATP extracelular. 

La familia de receptores P2 ligan ATP o ADP extracelular, y esta constituída por dos tipos de receptores 

(P2X y P2Y). La subfamilia de receptores P2X son canales abiertos por ligando y la subfamilia de receptores 

P2Y son receptores acoplados a proteínas G. (S-S, puente disulfuro; e1-e4, bucles extracelulares 1-4; i1-i4, 

bucles intracelulares 1-4). Adaptado de Fields y Burnstock (2006). 

Receptores P2X. 

Los miembros de la familia de los receptores P2X1-7 son receptores ionotrópicos. 

Muestran una topología con dos segmentos transmembrana y ambos extremos amino y 

carboxilo terminales intracelulares. Ambos tienen secuencias consenso de unión a 

proteínas quinasas. El primer segmento TM1 está implicado en la apertura del canal y el 

segundo (TM2) forma el poro iónico. La porción extracelular está constituida por un 

gran bucle entre ambos segmentos TM con diez residuos de cisteína conservados 

formando una serie de puentes disulfuro, una región H5 cercana al vestíbulo del poro y 

NH2

M1

COOH

M2

-S-S-
-S-S-

i1
i3

COOH

NH2

-S
-S

-

i2
i4

e1 e3e2 e4
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un sitio de unión al ATP que puede abarcar regiones del bucle extracelular adyacente a 

TM1 y TM2 (Fig. 24). 

Estos receptores se distribuyen ampliamente en el tejido neural (tabla 5), la 

mayoría de subtipos se expresan en neuronas en el cerebro. También algunos receptores 

P2X se encuentran en regiones como el cerebelo (P2X1) y el tallo cerebral (P2X3). Los 

receptores P2X7 son principalmente presinápticos. El hipocampo expresa todos los 

subtipos de receptores P2X y la corteza expresa los receptores P2X1 y P2X2 (Fields y 

Burnstock, 2006). 

Estos receptores se relacionan con efectos excitatorios. Las respuestas mediadas 

por los receptores P2X en las neuronas centrales y periféricas indican que el ATP es un 

neurotrasmisor rápido que actúa abriendo canales activados por ligando (Edwards y 

Gibb, 1993). Los efectos de los antagonistas de P2X sobre las corrientes postsinápticas 

excitatorias en las neuronas piramidales CA1 y CA3 sugieren que tienen un papel en la 

facilitación de la liberación de glutamato. 

Los receptores P2X son generalmente activados por ATP y 2-metiltio-ATP. El 

α,β-metilén-ATP es un potente agonista no hidrolizable de los receptores P2X1 y P2X3 

pero es mucho menos potente para los otros subtipos de receptores P2X. El ADP es un 

agonista selectivo de los receptores P2X5 y P2X6, mientras que el benzoil-ATP es un 

agonista selectivo del receptor P2X7, un receptor inusual, previamente llamado P2Z, 

que puede causar la lisis celular promoviendo la formación de grandes poros en la 

membrana plasmática (tabla 5). 

Un problema en el estudio de los receptores P2 es la ausencia de antagonistas 

selectivos del subtipo de receptor. Los compuestos usados como antagonistas de 

receptores P2X son compuestos de baja afinidad no selectivos. Estos incluyen el 

NF023, el azul reactivo 2 (RB2) y el PPADS. 
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Receptor Distribución principal Agonistas Antagonistas 

P2X1 

Músculo liso, plaquetas, 

cerebelo, neuronas del asta 

dorsal de la médula espinal. 

α,β-meATP 

ATP 

2-MeSATP (desensibilización rápida) 

L-β,γ-meATP 

TNP-ATP 

IP5I 

NF023 

NF449 

P2X2 

Músculo liso, SNC, retina, 

células cromafines, ganglios 

sensoriales y autónomos. 

ATP 

ATPγS 

2-MeATP 

α,β-meATP (sensible a pH y Zn) 

Suramina 

isoPPADS 

RB2 

NF770 

P2X3 

Neuronas sensoriales, NTS, 

algunas neuronas del 

simpático. 

2-MeATP 

ATP 

α,β-meATP 

ApnA (desensibilización rápida) 

TNP-ATP 

PPADS 

A317491 

NF110 

P2X4 

SNC, motoneuronas de la 

médula espinal. 

ATP 

α,β-meATP 

CTP 

Ivermectina. 

TNP-ATP 

BBG 

P2X5 

Células proliferativas de la 

piel, intestino, vejiga, timo, 

médula espinal. 

ATP 

α,β-meATP 

ATPγS 

Suramina 

PPADS 

BBG 

P2X6 

SNC, motoneuronas de la 

médula espinal. 
N/A (no homomultimérico) N/A 

P2X7 

Células apoptóticas en, por 

ejemplo, sistema inmune, 

páncreas, piel. 

BzATP 

ATP 

2-MeATP 

α,β-meATP 

KN62 

KN04 

MRS2427 

BBG Coomassie 

 

Tabla 5.  Características de los receptores purinérgicos P2X. 

Los agonistas y antagonistas destacados en negrita son los utilizados en este trabajo. NTS: núcleo del 

tracto solitario. SNC: sistema nervioso central. Adaptado de Fredholm et al. (2001). 

 

Receptores P2Y. 

Los subtipos de receptores P2Y metabotrópicos (Fig. 23) tienen una topología 

característica de receptores acoplados a proteínas G con siete segmentos transmembrana 

(TM), un extremo amino terminal extracelular y un extremo carboxilo terminal 

intracelular. Los segmentos TM colaboran en la formación de un bolsillo de 

acoplamiento a ligando. Estos receptores presentan una gran homología en la secuencia 
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de las regiones TM, en particular TM3, TM6 y TM7. Los bucles intracelulares y el 

extremo carboxilo muestran gran diversidad estructural en los diferentes subtipos de 

P2Y, influenciando así el grado de acoplamiento con las proteínas Gq/11, Gs y Gi. 

Muchos tejidos expresan varios subtipos P2Y y bajo ciertas condiciones, los receptores 

P2Y pueden formar ensamblajes homo- y hetero-multiméricos (Fields y Burnstock, 

2006).  

Los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13 son activados principalmente por 

nucleósido difosfatos, mientras que los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 son activados por 

nucleótidos tanto de purinas como de pirimidinas (tabla 6). En respuesta a la activación 

por nucleótido, los receptores P2Y recombinantes (mediante el acoplamiento a una 

proteína Gq) activan una fosfolipasa C específica de fosfoinositoles y producen una 

movilización del Ca2+ de las reservas intracelulares dependiente de 

inositol-1,4,5-trisfosfato. Este es el sistema de transducción que se encuentra más 

frecuentemente acoplado a los receptores P2Y. En otros casos, los P2Y están acoplados 

a la adenilil ciclasa (AC) regulando los niveles de cAMP. Actualmente no hay 

evidencias suficientes para indicar si P2Y5, P2Y9 y P2Y10 son receptores de nucleótidos, 

o si afectan las cascadas de señalización intracelular. Respecto a P2Y7, es un receptor de 

leucotrienos, y P2Y8 es un receptor clonado de embriones de rana en un estadio de 

desarrollo en el que todos los nucleótidos son equipotentes, y al que no se le ha descrito 

un homólogo en humanos, salvo en células HL60 indiferenciadas (Fields y Burnstock, 

2006). 

La señalización por P2Y11 es inusual en que puede activar dos rutas de 

transducción: AC e IP3, simultáneamente. 

En la tabla 6 se muestran los agonistas y antagonistas selectivos y no selectivos 

de los subtipos de receptores P2Y. Cabe destacar que el azul reactivo 2 (RB2) puede 

interactuar con todos los subtipos de receptores P2Y, la suramina es más específica de 

los subtipos P2Y1 y P2Y2 que P2Y4, y el PPADS es más específico de los receptores 

P2X que de los P2Y.  
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Receptor Distribución principal Agonistas Antagonistas 

P2Y1 

Células endoteliales y epiteliales, 

plaquetas, células del sistema 

inmune, osteoclastos. 

2-MeSADP 

ADPβS 

2-MeSATP 

ADP 

ATP 

MRS2365 

MRS2179 

MRS2500 

MRS2279 

PIT 

P2Y2 

Células del sistema inmune, células 

epiteliales y endoteliales, túbulos 

renales, osteoblastos. 

UTP 

ATP 

UTPγS 

INS37217 

Suramina 

RB2 

AR-C126313 

P2Y4 Células endoteliales. 

UTP 

ATP 

UTPγS 

RB2 

Suramina 

P2Y6 

Algunas células epiteliales, 

placenta, células T, timo. 

UDP 

UTP 

ATP 

UDPβS 

MRS2578 

P2Y11 Bazo, intestino, granulocitos. 

AR-C67085MX 

BzATP 

ATPγS 

ATP 

Suramina 

RB2 

NF157 

P2Y12 Plaquetas, células gliales. 

2-MeSADP 

ADP 

ATP 

CT50547 

AR-C69931MX 

INS49266 

AZD6140 

PSB0413 

ARL66096 

P2Y13 

Bazo, cerebro, nódulos linfáticos, 

médula ósea. 

ADP 

2-MeSADP 

ATP 

2-MeSATP 

MRS2211 

P2Y14 

Placenta, tejido adiposo, estómago, 

intestino, regiones concretas 

cerebrales. 

UDP glucosa 

UDP galactosa 
N/A 

 

Tabla 6.  Características de los receptores mediados por purinas. P2Y.  

Los agonistas y antagonistas destacados en negrita son los utilizados en este trabajo. Adaptado de 

Fredholm et al. (2001). 
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Receptores de adenosina. 

La adenosina, cuando se encuentra en una alta concentración puede suponer una 

fuente de energía metabolizable, pero sus efectos principales se deben a la activación 

extracelular de sus receptores. Entre estos efectos se incluyen sedación, actividad 

anticonvulsiva, analgesia, neuroprotección y depresión locomotora (Linden, 2005). 

A pesar de las sugerencias previas sobre la presencia de receptores específicos 

de adenosina en cerebro y corazón por los grupos de Degubareff (1965) Sattin y Rall 

(1970) y de Cobbin (1974), su existencia se probó cuando se clonó el primer receptor de 

adenosina en 1990 (Fredholm et al., 2001; Fields y Burnstock, 2006). 

Los receptores de adenosina fueron inicialmente subdivididos en A1 y A2 en 

base a su capacidad de inhibir o estimular, respectivamente, a la adenilil ciclasa (van 

Calker et al., 1979; Londos et al., 1980). De hecho, los receptores A1 y A2 están 

acoplados a proteínas Gi y Gs, respectivamente, que inhiben (Gi) o estimulan (Gs) a la 

AC (tabla 8). Posteriores estudios farmacológicos revelaron que los receptores A2 eran 

heterogéneos en su afinidad de unión a la adenosina, necesitando una subdivisión en 

A2A y A2B. Más tarde, se identificó un cuarto receptor de adenosina denominado A3, 

insensible a las metil-xantinas en rata, sensible a las xantinas en oveja y parcialmente 

sensible a las xantinas en humanos. Este subtipo esta acoplado a Gi.  

Estructura. 

Todos los receptores de adenosina están acoplados a proteínas G y presentan la 

estructura de siete segmentos transmembrana hidrofóbicos (típica de este tipo de 

receptores) con el extremo amino terminal extracelular y el carboxilo intracelular (Fig. 

25). Los dominios transmembrana están, en general, altamente conservados y se 

observa que la estructura de los clonados en rata, humano y ratón varía poco entre las 

distintas especies, existiendo, de hecho, mayor variabilidad entre los distintos subtipos 

dentro de una misma especie que entre los receptores del mismo subtipo de distintas 

especies (Fredholm et al., 2001). 

Los cuatro subtipos de estos receptores son N-glicoproteínas y todos, excepto los 

A2A, tienen sitios de palmitoilación en el extremo carboxilo. La despalmitoilación del 

receptor A3 lo hace susceptible de ser fosforilado por quinasas de receptores acoplados a 

proteínas G (GRKs), lo que resulta en una desensibilización (Fredholm et al., 2001).  
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En general, los receptores A2A y A2B interaccionan preferentemente con Gs, 

mientras que los receptores A1 y A3 lo hacen con proteínas de la familia Gi/o. No 

obstante, se han descrito otras interacciones con proteínas G para ambos subtipos.  

Figura 25.  Receptores de membrana para adenosina extracelular. 

La familia de receptores P1 incluye los acopados a proteínas G que median sus acciones a través de la 

estimulación o inhibición de adenilil ciclasa (S-S, puente disulfuro. *, Sitio de unión de agonistas 

sustituidos en 5’. **, Sitio de reconocimiento de agonistas y antagonistas). Adaptado de Fields y 

Burnstock (2006). 

Distribución tisular. 

Los receptores de adenosina A1, A2A, A2B, y A3 presentan distribuciones tisulares 

distintas aunque pueden estar solapadas (tabla 7) y una misma célula puede expresar 

más de un subtipo, es decir, la concentración extracelular de adenosina puede 

determinar la activación diferencial de los subtipos coexistentes (por ejemplo, bajas 

concentraciones de adenosina activan el receptor A1 en neutrófilos, mientras que altas 

concentraciones actúan sobre los receptores A2 e inhiben el efecto producido por la 

ocupación de los A1). 

Los receptores A1 de adenosina han sido ampliamente caracterizados en el 

cerebro porque son expresados en gran densidad, especialmente en corteza, hipocampo, 

cerebelo, tálamo, tallo cerebral, y médula espinal. 

Los receptores A2A tienen una distribución muy amplia que incluye los tejidos 

inmunes, plaquetas, el endotelio y músculo liso vascular, y el SNC (tabla 7), donde la 

mayor densidad está en el estriado, el nucleus accumbens y el tubérculo olfatorio 

COOH

NH2

----S----S----

I II III IV V VI VII*
**
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(regiones ricas en dopamina y en receptores D2 de dopamina, expresados por las 

neuronas GABAérgicas del estriado-pálido). 

Farmacología general. 

Uno de los primeros criterios utilizados para distinguir entre los receptores de 

adenosina y los de ATP fue el bloqueo selectivo de los primeros por las xantinas cafeína 

(1,3,7-trimetilxantina), teofilina (1,3-dimetilxantina) y teobromina (3,7-dimetilxantina), 

encontradas de forma natural en el café, el té y el chocolate, respectivamente. Su 

actividad estimulante se atribuye al bloqueo de los receptores de adenosina en el SNC 

(Jacobson et al., 2006; Jacobson y Gao, 2006), de hecho, el compuesto psicoactivo mas 

ampliamente usado es la cafeína, un antagonista relativamente selectivo de los 

receptores A2A (Ledent et al., 1997). Actualmente se sintetizan 8-fenilxantinas, 

8-cicloalquilxantinas y otros compuestos no xantinas como antagonistas más potentes y 

selectivos para los distintos subtipos de receptores de adenosina individuales que la 

cafeína o la teofilina (Kim et al., 2000; Fredholm et al., 2001). En la tabla 7 se muestran 

los agonistas y antagonistas selectivos para cada uno de los cuatro subtipos de 

receptores P1 o A de adenosina. 

 

Receptor Distribución principal Agonistas Antagonistas 

A1 

Cerebro, médula espinal, testículos, corazón, 

terminales nerviosas del autónomo. 

CPA 

CCPA 

CHA 

DPCPX 

N-0840 

WRC0571 

A2A Cerebro, corazón, pulmones, bazo. 
CGS21680 

HENECA. 

SCH58261 

ZM241385 

KF17837 

A2B Intestino grueso, vejiga. NECA (no selectivo). 

MRS1754 

Emprofilina 

Aloxacine 

A3 Pulmones, hígado, cerebro, testículos, corazón. 
2-Cl-IB-MECA 

IB-MECA 

MRS1220 

MRE308-F20 

MRS1191 

MRS1523 

 

Tabla 7.  Distribución y farmacología de los receptores mediados por purinas. P1. 

Los agonistas y antagonistas destacados en negrita son los utilizados en este trabajo como herramientas 

farmacológicas. Adaptado de Fredholm et al. (2001). 
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Clasificación mediante herramientas farmacológicas del subtipo A1. 

En el caso de los receptores A1, el agonista CPA y los antagonistas DPCPX y 

8-CPT son bastante útiles, aunque el DPCPX muestra una apreciable afinidad por los 

receptores A2A y cierta afinidad con los A2B. De hecho, el DPCPX, a partir de cierta 

concentración (aproximadamente 1-5 µM) puede actuar como antagonista de todos los 

subtipos de receptores de adenosina in vitro (Fredholm et al., 2001). 

Clasificación mediante herramientas farmacológicas del subtipo A2A. 

NECA ha sido utilizado durante mucho tiempo como agonista selectivo de los 

receptores A2 de adenosina (siendo 18 veces más afín por el subtipo A2B) pero 

actualmente existe un derivado suyo de mayor selectividad para los receptores A2A (el 

CGS-21680, obtenido mediante una sustitución en posición 2), aunque en humanos es 

menos potente y menos selectivo que en ratas. Un problema adicional del CGS-21680 

como herramienta es que también puede unirse a sitios no relacionados con los 

receptores A2A, lo que significa que en órganos o células que expresan pocos receptores 

A2A, los efectos de este fármaco pueden verse con escepticismo (Ongini et al., 1999; 

Arslan y Fredholm, 2000; Kull et al., 2000). 

Hay varios antagonistas útiles del receptor A2A, el más selectivo de los cuales es 

el SCH-58261 (IC50 = 2.3 nM), sin embargo, otro fármaco relacionado estructuralmente 

con él, el ZM-241385 (IC50 < 1nM), es más fácilmente asequible, aunque muestra cierta 

afinidad (IC50 = 50nM) por los receptores A2B de adenosina (Fredholm et al., 2001). 

Clasificación mediante herramientas farmacológica del subtipo A2B. 

A diferencia de los otros subtipos, para los que se dispone de agonistas en el 

rango del nanomolar bajo, el subtipo A2B muestra poca afinidad por la mayoría de 

agonistas. Entre ellos destaca NECA (IC50 = 10nM) aunque no es altamente selectivo, 

puesto que muestra afinidad por el subtipo A2A (IC50 = 22nM) (Fredholm et al., 2001). 

La situación respecto a los antagonistas es más favorable, ya que se han descrito 

algunos antagonistas selectivos potentes y relativamente selectivos tales como el 

antagonista tipo xantina MRS-1754, el cual sólo se une a los subtipos A2 de adenosina 

de rata, con valores de KD mayores de 50 nM para A2A y de 1.13 nM para el subtipo A2B 

(en humanos muestra una IC50 de 2 nM para A2B, 200-250 veces más potente que para 

los otros subtipos) (Kim et al., 2000). 
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Clasificación mediante herramientas farmacológicas del subtipo A3. 

Este subtipo es insensible a muchas xantinas, por lo que sus antagonistas tienen 

estructuras tipo no-xantina, tales como las dihidropiridinas, piridinas y los flavonoides. 

En general, la afinidad por los receptores A3 depende de la especie. Mientras MRS-1523 

es un antagonista de A3 de gran aplicabilidad para muchas especies, MRS-1220 es 

extremadamente potente en la unión al receptor A3 humano pero no al de rata, donde es 

altamente selectivo para el receptor A2A. Por el contrario, la afinidad del agonista 

específico del receptor A3, IB-MECA, no varía en más de un orden de magnitud entre 

las distintas especies estudiadas en la bibliografía (Fredholm et al., 2001). 

Efectores intracelulares de los receptores de adenosina. 

Además de la inhibición de la AC se han descrito otros efectores mediados por 

proteínas G (tabla 8) entre los que se incluyen la activación de los canales de K+ en 

neuronas del estriado (Trussell y Jackson, 1985) y la inhibición de los canales de Ca2+ 

en las células el ganglio dorsal del bulbo (Dolphin et al., 1986). 

 

Subtipo Proteína G Efectos intracelulares Sistema celular 

A1 

Gi1/2/3  

 

 

 

Go 

↓cAMP 

↑IP3/DAG (PLC) 

↑Araquidónico (PLA2) 

↑PEtOH (PLD) 

 

General, células CHO 

 

 

DDT1MF-2 

 

A2A 

Gs 

Golf 

G15/16 

↑cAMP 

↑cAMP 

↑IP3 

General 

COS-7 

 

A2B 

Gs 

Gq/11 

↑cAMP 

↑IP3/DAG (PLC) 

General 

HMC-1, HEK 293 

A3 

Gi2/3 

Gq/11 

↓cAMP 

↑IP3/DAG (PLC) 

General, células CHO 

Células CHO 

 

Tabla 8.  Efectores intracelulares de los receptores de adenosina. 

Aparte de inhibir a la AC, el subtipo A1 media la activación de distintos canales de K+ (probablemente via 

subunidades β,γ), la inactivación de canales de Ca2+ de tipo Q, P, y N, la activación de fosfolipasa Cβ, etc. 

Lo mismo parece ocurrir para el subtipo A3. Por otro lado, ambos receptores A2 principalmente estimulan 

la formación de cAMP, pero se han descrito otras acciones como la movilización de calcio intracelular en 

células COS-7 (A2A) o HMC-1 (A2B). Adaptado de Fredhom et al. (2001). 
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Señalización intracelular asociada al subtipo A1. 

La activación de los receptores A1 inhibe la liberación de glutamato y aspartato 

de las terminales nerviosas en la región CA1 del hipocampo, muy sensible a la 

inhibición por adenosina, y reduce los cambios a largo plazo en la eficiencia sináptica, 

como la potenciación a largo plazo de los picos generados tras la estimulación de las 

fibras de Schaffer en la misma región (Wieraszko y Ehrlich, 1994).  

Los receptores A1 de adenosina expresados transitoriamente en células COS-7 

pueden activar, de forma dosis-dependiente, a ERK 1/2 via las subunidades β,γ 

liberadas de las proteínas G sensibles a la toxina pertúsica, Gi/o (Schulte y Fredholm, 

2003) mediante una ruta de señalización sensible a los inhibidores de la PI3-K, 

wortmanina y LY-294002 (Fredholm et al., 2001). 

Señalización intracelular asociada al subtipo A2A. 

Aparte del mecanismo de activación de la AC, pueden actuar a través de otras 

proteínas G (tabla 8) (Kull et al., 2000), por ejemplo, en la mayoría de tejidos 

periféricos, A2A está acoplado a Gs, pero en el estriado, enriquecido en receptores A2A, 

escasean las proteínas Gs y predominan las Golf (Fredholm et al., 2001). 

Se han mostrado interacciones antagónicas de la activación de los receptores A2A 

de adenosina y D2 de dopamina respecto a la [cAMP]i (Jacobson y Gao, 2006).  

Los receptores A2A en el SN, en general, facilitan la liberación de 

neurotransmisores. También la activación de los receptores A2 aumenta la liberación del 

factor de crecimiento nervioso (NGF) y de la proteína S100-β en astrocitos en cultivo 

(Fields y Burnstock, 2006), y la estimulación de este subtipo de receptor de adenosina 

potencia la liberación de óxido nítrico por la microglía activada (Saura et al., 2005). 

La activación de los receptores A2A también aumenta la actividad MAPK y el 

bloqueo de éstos previene la astrogliosis reactiva inducida por bFGF en astrocitos 

primarios de estriado de rata (Brambilla et al., 2003). 

Los agonistas de adenosina que ejercen efectos mitogénicos en células 

endoteliales humanas via este subtipo activan a ERK 1/2 utilizando la ruta 

cAMP-ras-MEK1 (Fredholm et al., 2001). Sin embargo, las rutas de señalización 

utilizadas por el receptor A2A parecen variar con la situación celular y con la maquinaria 

de señalización de la que la célula dispone. De hecho, la activación de ERK 1/2 
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mediada por el receptor A2A en células CHO depende de Gs-cAMP-PKA-Rap1-p68 

B-raf-MEK1, mientras que en células HEK 293 implica a PKC, p21Ras, y Sos, pero no a 

Gs, cAMP, ni PKA, incluso cuando los niveles de cAMP aumentan de forma 

dependiente de Gs (Fredholm et al., 2001; Schulte y Fredholm, 2003). 

El receptor A2A ha sido también propuesto como una diana prometedora para el 

tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Jacobson y Gao, 2006). 

Señalización intracelular asociada al subtipo A2B. 

Se han descrito receptores A2B acoplados a diferentes cascadas de señalización, 

incluyendo la activación de la AC, el acoplamiento a PLC mediado por Gq/G11, y el 

aumento de la concentración de calcio intracelular dependiente de IP3 (en mastocitos) 

(Fields y Burnstock, 2006). Un ejemplo de esto lo constituyen los receptores A2B 

endógenos de células HEK 293, mastocitos HMC-1 humanos, y mastocitos BR caninos 

que están dualmente acoplados a Gs y Gq (Linden, 2001). 

El receptor A2B de adenosina es el único subtipo que, por el momento, activa no 

sólo ERK 1/2 sino también a JNK y p38MAPK, sugiriendo una función inflamatoria como 

la que se observa en las células de astroglioma, en las que la activación de los receptores 

A2B aumenta la [mRNA] y la síntesis de la interleuquina-6 (IL-6). En mastocitos 

humanos (HMC), la activación del receptor de adenosina conduce a una activación 

dependiente de tiempo y dosis de ERK 1/2 con un máximo grado de fosforilación a los 

5 minutos, mientras que p38MAPK y JNK muestran diferentes perfiles cinéticos con 

fosforilaciones máximas a los 1 y 10-15 minutos, respectivamente (Fredholm et al., 

2001). Por otro lado, en unos estudios utilizando NECA y adenosina, se observó en 

células HEK 293 que la activación del receptor A2B induce la fosforilación de ERK 1/2 

y la producción de cAMP en la misma célula mostrando una potencia similar (Fredholm 

et al., 2001), mientras que en células transfectadas se mostró una potencia 100 veces 

superior de NECA y adenosina en la inducción de la fosforilación de ERK 1/2 que en la 

inducción de la producción de cAMP (Schulte y Fredholm, 2003). Demostrando así que 

un receptor acoplado a proteína G puede tener distinta potencia según las diferentes 

rutas de señalización que desencadena en un mismo tipo celular. 

Los efectos de la activación del receptor A2B pueden no ser exclusivamente 

estimuladores, en las células del músculo liso vascular, disminuye considerablemente 
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los efectos mitogénicos de diferentes factores de crecimiento (Jonzon et al., 1985), 

probablemente de forma secundaria al bloqueo de las MAPKs estimuladas por estos 

factores de crecimiento (Dubey et al., 2000). 

Señalización intracelular asociada al subtipo A3. 

El receptor A3 está ligado a proteína G, acoplándose a proteínas Giα2, G1α3 y, en 

menor grado, a Gq/11. El receptor A3, en general, inhibe la actividad de la AC, pero en el 

cerebro de rata, el receptor A3 estimula la PLC y eleva los niveles de IP3 y la 

concentración de calcio intracelular. 

El receptor A3 de adenosina ha sido sugerido como activador de ERK 1/2 en 

astrocitos fetales humanos, y sus agonistas Cl-IB-MECA e IB-MECA inhiben la 

apoptosis en otros tipos celulares (Fredholm et al., 2001). 

Segundos mensajeros y señales: Adenilil Ciclasa. 

Los diferentes tipos de receptores de adenosina, A1 – A3, están acoplados de una 

u otra manera a la adenilil ciclasa (AC), cuya estructura asocidada a membrana se 

muestra en la figura 27. Ésta es la enzima que cataliza la síntesis de cAMP a partir de 

ATP (Fig. 26), por lo que las variaciones de la [cAMP]i constituyen un sistema de 

segundo mensajero intracelular común a todos los subtipos de receptores de adenosina. 

 

Figura 26. Síntesis y degradación de cAMP.  

El cAMP es sintetizado por la enzima AC mediante la creación de un enlace fosfodiéster cíclico con el 

fosfato α del ATP, liberando pirofosfato que proporciona la energía para la reacción. El cAMP es 

hidrolizado hasta 5’-AMP por las fosfodiesterasas. Ambas reacciones requieren Mg2+. 
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Figura 27. Estructura común de las diferentes formas de AC.  

Las ACs contienen dos dominios hidrofóbicos (M1 y M2), cada uno de los cuales contienen seis 

segmentos transmembrana y dos regiones catalíticas (C1 y C2) localizadas en el citoplasma. El extremo 

carboxilo de las regiones C1 y C2 es el que determina si los complejos de las subunidades βγ inhiben 

(tipo I) o estimulan (tipos II y IV) a las ACs. El sitio C1b contiene un sitio de unión a calmodulina 

(CaM), propuesto como mediador de la activación por Ca2+/calmodulina de ciertas formas de la enzima. 

(Krupinski et al., 1989; Gao y Gilman, 1991).  

 

Los estudios bioquímicos y de clonación molecular indican la existencia de 

nueve formas de AC asociadas a la membrana y estimuladas por proteínas Gαs, 

denominadas como tipo I-IX, con distintos patrones de expresión en los diferentes 

tejidos (Cooper et al., 1995; Sunahara et al., 1996). 

Propiedades reguladoras. 

Todos los tipos de AC son estimulados por Gαs activas, mientras que muchas 

formas de Gαi pueden inhibir la actividad catalítica de la AC activada por Gαs o 

forskolina. Esto incluye los subtipos Gαi1, Gαi2, Gαi3 y Gαz. La inhibición de AC mediada 

por Gαi es más intensa para los tipos V y VI de la enzima. El tipo I también puede ser 

inhibido por estos subtipos de Gαi, así como por Gαo, pero esta inhibición es mayor 

cuando ha sido activado por Ca2+/calmodulina que por Gαs. La AC tipo VIII parece ser 

inhibida de forma apreciable por Gαi (Nielsen et al., 1996).  

En función de sus propiedades reguladoras se distinguen tres categorías de ACs: 

Tipos I, III y VIII, activadas sinérgicamente por Gαs y Ca2+/calmodulina, e inhibidas en, 

al menos, algunos casos, por las subunidades βγ. Tipos II, IV y VII, activadas 

sinérgicamente por Gαs y βγ. Tipos V y VI, inhibidas por Gαi y Ca2+ libre (Cooper et al., 

1995; Sunahara et al., 1996).  
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Al margen de esta clasificación, todos los tipos de AC comparten la activación 

directa por forskolina, un diterpeno vegetal muy utilizado para la elevación de los 

niveles intracelulares de cAMP en estudios de regulación y purificación enzimática ya 

que es un potente activador de la AC (EC50 = 5-10 µM), especialmente potenciando la 

activación hormonal de la enzima en células intactas y la inhibición por el agente 

farmacológico MDL-12,330A, un inhibidor irreversible y permeable de la AC (IC50 = 

250 µM) (Cooper et al., 1995; Sunahara et al., 1996). 

Cambios mediados por la adenosina en la proliferación celular y sobre la activación de 

MAPKs. 

La adenosina induce la proliferación de la célula astroglial y la formación de 

astrocitos reactivos (Hindley et al., 1994), tal y como demuestra la expresión aumentada 

de GFAP y la elongación de los procesos positivos para este marcador específico 

astroglial (Fields y Burnstock, 2006).  

La liberación de citoquinas en respuesta a factores de crecimiento puede 

afectarse por los receptores purinérgicos, influenciando la proliferación celular. Esta 

interacción puede ser sinérgica, como en astrocitos, o antagónica, como en las células 

de Schwann. Se ha sugerido que las cascadas de señalización de ambos receptores se 

superponen a nivel de la cascada de las MAPKs (Fields y Burnstock, 2006). Es un 

hecho común a los receptores de adenosina (A1, A2A, A2B, y A3) el acoplamiento 

positivo a ERK 1/2 tanto si la ruta clásica cAMP/PKA es activada (A2) o inhibida (A1/3). 

Dependiendo del contexto celular, los elementos de señalización requeridos varían 

ampliamente aunque la activación de una proteína G pequeña de las familias de p21Ras o 

Rap1 es esencial (Fredholm et al., 2001). 
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ANTECEDENTES Y EVIDENCIAS PREVIAS 

En el sistema nervioso central (SNC) los astrocitos tienen un papel relevante en 

los mecanismos que conducen a la lesión neuronal, entre otros mecanismos por 

generación de óxido nítrico (NO·). Este es un importante mediador implicado en 

múltiples procesos fisio-patológicos: En el cerebro el NO· participa en los mecanismos 

de respuesta/daño a la hipoxia/isquemia, a la infección viral y al trauma (Murphy, 

2000). También está implicado en enfermedades desmielinizantes y neurodegenerativas 

(esclerosis múltiple, esclerosis lateral amiotrófica, Alzheimer) (Dawson et al., 1993; 

Nathan, 1997; Hierholzer et al., 1998; Wink et al., 1998a; Grisham et al., 1999; 

Barbeito et al., 2004). 

La producción sostenida de NO· en estos procesos es debida a la activación de la 

enzima óxido nítrico sintasa tipo II (NOS-2 o iNOS), la isoforma independiente de la 

elevación de Ca2+ intracelular presente en astrocitos (Tolias et al., 1999) y que se 

localiza en las lesiones provocadas por estos procesos. La inducción de la expresión de 

NOS-2 en astrocitos es estimulada por agentes inflamatorios como LPS, IL-1β, TNFα o 

IFNγ (Feinstein et al., 1994a; Grzybicki et al., 1996; Da Silva et al., 1997; Kopnisky et 

al., 1997; Nishiya et al., 1997; Jana et al., 2005), por estrés oxidativo y por acción de 

algunas proteínas como la proteína de cubierta de HIV (Adamson et al., 1996; Hori et 

al., 1999; Shapshak et al., 2004), S100 o el péptido β-amiloide, implicado en la 

aparición de la enfermedad de Alzheimer (Rossi y Bianchini, 1996; Akama et al., 1998; 

Wink y Mitchell, 1998; Hu y Van Eldik, 1999; Bhat et al., 2002).  

La supresión de la expresión de NOS-2 puede disminuir el daño neuronal 

subsecuente a la activación glial por citoquinas en diversos procesos de tipo 

inflamatorio. Y su regulación negativa es un proceso clave para la comprensión de los 

mecanismos del balance daño-protección ejercidos por el NO· y que determina el efecto 

neto del mismo y de las posibles manipulaciones farmacológicas. Por ello parece 

esencial investigar más a fondo la regulación ejercida por el ATP, un neurotransmisor 

nuevo, de especial relevancia para los astrocitos y acoplado a señales de Ca2+. Algunos 

agentes actúan sobre la estabilidad de mRNA de esta proteína, como en el caso de 

TGF-β (Vodovotz et al., 1993).  
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Objetivos concretos del proyecto de Tesis Doctoral 

� Identificar el agonista responsable de los efectos supresores de la inducción de 

NOS-2.  

Como ya se ha comentado, el pretratamiento con ATP suprime la inducción de 

NOS-2 en astrocitos de rata y humanos inducida por IL-1β (Murphy et al., 1995; Liu y 

Neufeld, 2000). No obstante, en dichos estudios no se ha controlado la hidrólisis 

extracelular del ATP añadido como agente modulador. En relación a esto, los astrocitos, 

como otros tipos celulares, presentan ecto-5’-nucleotidasas en su membrana capaces de 

actuar sobre los nucleótidos extracelulares (Zimmermann, 2006). De hecho la hidrólisis 

extracelular de ATP a adenosina es extremadamente rápida en el tejido neural, con 

vidas medias inferiores a 1 segundo (Dunwiddie et al., 1997). Por ello, con tiempos de 

estimulación de minutos-horas, cabe preguntarse si el agente real de la modulación es el 

ATP, actuando a través de un receptor P2, o bien la adenosina generada en el medio, a 

través de un receptor A. Más aún si se tiene en cuenta que la adenosina puede actuar a 

través de receptores A2 acoplados a la generación de cAMP (Jimenez et al., 1999).  

� Determinar si el bloqueo de la inducción de NOS-2 está mediado a través de un 

receptor de adenosina o de ATP e identificar el subtipo implicado. 

La identificación del receptor implicado, P2X/P2Y en el caso de ser el ATP el 

agente activo, o el subtipo de receptor de adenosina, en el caso de ser ésta el efector real 

de la supresión observada, es esencial para posibilitar la intervención farmacológica en 

este proceso.  

� Determinar si la regulación de la expresión de NOS-2 por ATP es dependiente de 

los efectos en [Ca2+] i. 

ATP y glutamato elevan la [Ca2+] i en astrocitos, por ello se ha sugerido que el 

efecto inhibidor observado podría estar mediado por otro segundo mensajero como el 

Ca2+ (Lin y Murphy, 1997), ya que los ionóforos de Ca2+ también inhiben la inducción 

de NOS-2 en macrófagos (Jordan et al., 1995) y los receptores P2Y de ATP están 

acoplados a la vía Gq/PLCβ1 (Lin y Murphy, 1997; Fields y Burnstock, 2006).  
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� Estudiar el efecto de los compuestos purinérgicos en los niveles de cAMP 

intracelular y determinar la participación de la PKA en el efecto supresor mediado 

por ATP. 

De la misma manera, la contribución de la vía del cAMP al efecto observado 

debe considerarse seriamente, a pesar de la pobre generación de cAMP por ATP en 

astrocitos (Jimenez et al., 1999) y la falta de respuesta a los antagonistas de PKA (Lin y 

Murphy, 1997) ya que la activación de proteínas Gs acopladas a la adenilil ciclasa 

también pone en marcha otros procesos colaterales independientes de la elevación de 

cAMP (Jimenez et al., 1999), y la elevación de la [cAMP]i puede activar otras proteínas 

distintas a la PKA (de Rooij et al., 2000; Laroche-Joubert et al., 2002; Christensen et 

al., 2003; Rehmann et al., 2003). 

Por ello, la contribución de esta vía debe re-investigarse, sobre todo si la 

adenosina se revela como el mediador real del efecto.  

El efecto supresor de la activación de receptores purinérgicos puede ser mediado 

por la activación, independiente de Ca2+, de la ruta ERK1/2 por ATP (Laroche-Joubert 

et al., 2002; Neary et al., 2003) 

� Estudiar el mecanismo de transducción de la señal inductora al complejo 

promotor de NOS-2. 

Por otra parte, el mecanismo a través del cual se ejerce el bloqueo de la 

inducción de NOS-2 por acción del ATP permanece sin resolver. En astrocitos humanos 

se ha observado un bloqueo de la activación de NF-κB (Liu y Neufeld, 2000; Liu et al., 

2001), por el contrario en astrocitos de rata la activación y translocación de NF-κB 

parecen estar íntegras, pero el ATP parece reducir la capacidad de unión de NF-κB al 

DNA (Lin y Murphy, 1997).  
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1. MATERIAL. 

Todos los estudios han sido realizados con cultivos purificados de astrocitos tipo 

1 cerebelares obtenidos de ratas Wistar de 6-7 días de vida post-natal. La utilización de 

cultivos cerebelares permitió aplicar la experiencia acumulada, y el hecho de utilizar 

una fuente celular definida, en región y tiempo de desarrollo, facilita la asignación de un 

papel funcional a la conducta observada y reduce la variabilidad celular, aspecto 

importante porque los astrocitos son notoriamente heterogéneos en sus capacidades, 

dependiendo de la región de procedencia.  

El animal seleccionado es el apropiado para este proyecto de investigación 

puesto que las instalaciones de cría y sacrificio están perfectamente adaptadas para ello, 

ya que es una fuente celular de uso rutinario en este laboratorio. Los animales fueron 

suministrados por el bioterio del Edificio de CC de la Salud de la ULPGC. El sacrificio 

se realizó por decapitación rápida siguiendo los protocolos ad hoc. 

Material general de laboratorio. 

El instrumental y aparataje utilizado en la preparación de tampones, disoluciones 

y medios incluyó una balanza de precisión modelo AG104 de METTLER y un 

granatario CB-600PJ de COBOS Precision. También agitadores magnético MS01 y de 

membrana Shaker S-4, SkyLine de ELMI, vórtex de Labnet Biotécnica S.L., y 

pH-metro GLP 2 de CRISON. Las disoluciones se prepararon usando agua de alta 

calidad suministrada por un equipo de filtración de agua MilliQ® Gradient A10 de 

Millipore. El material de laboratorio era de vidrio PYREX o polipropileno, lavados con 

agua destilada.  

Para el procesado de muestras para Western-Blot, descomplementación de 

sueros, inactivación de apirasa, etc. se dispuso de una centrífuga de mesa G-5 15R de 

Beckman, y de un sistema de baños y de un baño termostático Tecton Bio, ambos de 

SELECTA.  

Para la conservación de reactivos y productos se dispuso de neveras a 4 ºC, y 

congeladores a -20 ºC de Liebherr. Para la conservación a largo plazo se dispuso de 

congeladores a -70 ºC verticales modelo ULT 1386-5-VBA de REVCO y ULTFreezer 

de ThermoForma, y a-152 ºC horizontal ultra low CFC free de SANYO. 



MATERIAL Y MÉTODOS.   

 

80 

Cultivos celulares. 

La obtención de las células para cultivo se realizó con material de acero 

quirúrgico de REDA. La disección y limpieza de cerebelos se llevó a cabo bajo un 

estereoscopio Type 102 de NIKON, con una fuente de luz de fibra óptica Fiber-Lite® 

MI-150 de Doner-Jennsen industries. Para el recuento celular se usó una cámara de 

recuento de Neubauer y un microscopio modelo Alphaphot-2 YS2 de NIKON.  

La preparación de suspensiones celulares y el manejo de los cultivos en 

condiciones estériles se realizó en unas campanas de flujo de aire laminar modelos ASB 

11 Cultair (nº serie 336) y BHA 48 M (nº serie 1182) de Cultek S.L..  

Los medios de cultivo y suero se esterilizaron mediante filtración a través de 

membranas de Millipore de tamaño de poro de 0.22 y 0.45 µm, respectivamente, 

autoclavadas, y se conservaron a 4 ºC o a-20 ºC en nevera. Para soluciones de pequeño 

volumen se utilizaron filtros estériles para jeringa de 0.22 µm de Millex. Los cultivos se 

realizaron en placas de Petri de 35, 60 y 100 mm de diámetro Easy GripTM, botellas de 

75 cm2, placas de 6, 24 y 96 pocillos, todos estériles para cultivo tisular de BD Falcon. 

La manipulación de medios y tratamientos se realizó con tubos de fondo cónico estériles 

de 15 y 50 ml de BD Falcon. Los cultivos se mantuvieron en incubadores (con 5% CO2 

, 95% aire como condiciones de cultivo) Heraeus y SANYO / B. Braun Biotech S.A., y 

su seguimiento y control se realizó con un microscopio Axiovert 135 de ZEISS 

acoplado a un sistema de captación de imágenes CCD-IRIS de SONY. 

RT-PCR. 

Los ensayos de biología molecular se realizaron en un área reservada 

específicamente para ello, y dotada de materiales (incluido un juego complejo de 

pipetas automáticas y puntas de pipeta), libres de RNasas y DNasas. 

Para la cuantificación de RNA y la medida de la absorbancia A260/A280 en las 

muestras se utilizó un espectrofotómetro Ultrospec 2100 Pro UV/visible de Amersham 

pharmacia biotech. 

Para las reacciones de síntesis de cDNA se empleó un termociclador modelo 

MyiQ de BIO-RAD. Y para la amplificación se dispuso de un termociclador modelo 

Mastercycler Gradient de la casa Eppendorf para PCR. Los productos de PCR se 
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separaron en una cubeta de electroforesis submarina horizontal para geles de agarosa de 

Hybaid conectada a una fuente de alimentación para electroforesis modelo 500 de atom.  

La visualización de los geles se realizó con un transiluminador UV y un sistema 

de adquisición directa de imágenes con una cámara de fotos digital modelo DC290 de 

KODAK y un software asociado Quantity One de BIO-RAD. 

Reactivos y productos químicos. 

Tabla 9.  Técnicas de inmunofluorescencia. 

Anticuerpos primarios Casa comercial Anticuerpos secundarios Casa comercial 

Anti-GFAP (conejo). 

Anti-vimentina, (ratón). 

SIGMA Anti-IgG de ratón (H+L)- Alexa Fluor® 

488, (cabra). 

Anti-IgG de conejo (H+L)- Alexa Fluor® 

546, (cabra). 

Invitrogen. 

Anti-p38 MAPK, (conejo). 

Anti-fosfo-p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182), policlonal, 

(conejo). 

Anti-fosfo-NF-κB p65 (Ser536), 

policlonal, (conejo). 

Cell Signaling. 

 

Anti-IgG de ratón (H+L)- CyTM2, 

(cabra). 

Anti-IgG de conejo (H+L) – CyTM3, 

(cabra). 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

Anti-IgG de conejo F(ab’)- HRP, (burro). 

Anti-IgG de ratón – HRP, (burro). 

Amersham 

Biosciences 

Anti-NF-κB / p65 (Rel A) Ab-1, 

policlonal, (conejo). 

Anti-NF-κB / p50 Ab-2, 

policlonal, (conejo). 

NeoMarkers. 

 

Otros productos relacionados Casa comercial 

Medio de montaje para fluorescencia, 

con DAPI, VECTASHIELD®. 

Vector 

Laboratories, Inc. 
Glicerol. Anala®, BDH 

Laboratories. 
Tritón X-100. Scintron®, BDH 

Laboratories. 
Bisbenzimida H33258.  

Paraformaldéhido.  

Suero normal de cabra (NGS). 

SIGMA. 

Light Antifade Kit, SlowFade®. Molecular Probes. 

Acetona. Probus S.A. 

Metanol PA-ACS-ISO. Panreac. 
Aceite de inmersión para microscopía de 

fluorescencia Immersol 518 F. 

ZEISS. 

SuperSignal® West Pico 

Chemiluminescent Substrate. 

PIERCE. 

Esmalte de uñas transparente. Esther®. 

Anti-adenosina A1-R (C-19), 

policlonal, (cabra). 

Anti-adenosina A2A-R (R-18), 

policlonal, (cabra). 

Anti-adenosina A2B-R (R-20), 

policlonal, (cabra). 

Anti-adenosina A3-R (H-80), 

policlonal, (conejo). 

Anti-epac (H-70), policlonal, 

(conejo). 

Anti-epac2 (H-220), policlonal, 

(conejo). 

Anti-IκB-α (H-4), monoclonal, 

(ratón). 

Anti-NFκB p65 (F-6), 

monoclonal, (ratón). 

Anti-NOS2 (N-20), policlonal, 

(conejo). 

Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

Papel de impresión instantánea en blanco 

y negro, tipo 667. 

ALDRICH. 
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Tabla 10. Cultivos celulares. 

Medio de aislamiento Casa comercial Otros productos (cont.) Casa comercial 

Cloruro sódico (NaCl). 

Cloruro potásico (KCl). 

Sulfato magnésico (MgSO4). 

HEPES. 

α-D(+)-Glucosa anhidra. 

BSA. 

SIGMA. 

 

Hidrogenofosfato disódico 

dihidratado (Na2HPO4·2H2O). 

Anala®, BDH 

Laboratories. 

 

Otros productos Casa comercial 

Medio de cultivo DMEM. SIGMA-ALDRICH. 

Suero Bovino Fetal (FCS). GIBCO. 

Dnasa I grado II de páncreas 

bovino. 

Roche. 

 

Tripan Blue, solución 0.4%, filtrado estéril, 

testado para cultivo celular. 

Poli-L-lisina en solución. 

PBS de Dulbecco. 

PBS W/O de Dulbecco.  

EDTA. 

Bicarbonato sódico (NaHCO3), testado para 

endotoxina e hidridoma, HYBRY-MAX® 

Penicilina G, sal sódica, testada para cultivo 

celular. 

Estreptomicina, sulfato. 

Sulfato de gentamicina, en solución, testada 

para cultivo celular. 

Tripsina (EC 3. 4. 21. 4) tipo IX de páncreas 

porcino. 

SBTI. 

SIGMA. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11.  Agentes farmacológicos utilizados. 

Ruta inductora Casa comercial Ruta supresora (cont.) Casa comercial 

IL-1β, humana recombinante (E. coli), 

filtrada estéril. 

IFN-γ, humano recombinante (E. coli), 

filtrado estéril. 

Roche 

 

Adenosina. 

Apirasa de patata 

Reactive Blue 2. 

Dibutiril-AMP cíclico 

MRS-1523. 

DMSO, filtrado estéril. 

SIGMA. 

 

 

 

 

N6-fenil-AMP cíclico. 

8-pCPT-2’-O-metil-AMP cíclico. 

BIOLOG LSI. 

 

IFN- γ, murino recombinante (E. coli), 

filtrado estéril 

SB-203580. 

SP-600125. 

PD-98059. 

FTI-277. 

Calbiochem 

LPS. 

Anisomicina de S. griseolus. 

SIGMA. 

CGS-21680 hidrocloruro. 

IB-MECA. 

ZM-241385. 

PSB-1115. 

TOCRIS. 

 

TNF-α, humano. PreProTech. ATP. Roche. 

L-Sepiapterina. 

L-NAME. 

LY-294002, hidrocloruro. 

Suramina, sal sódica. 

SIGMA-ALDRICH. 

 

Ruta supresora Casa comercial 

Adenosina-desaminasa (ADA). 

α,β-metilén-ATP, sal de litio. 

PPADS. 

DPCPX. 

8-CPT. 

BAPTA-AM. 

N6-ciclopentil-adenosina (CPA). 

MRS-1754. 

NECA. 

SIGMA-ALDRICH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

KT-5720. 

H-89. 

GGTI-286. 

MDL-12330A, hidrocloruro. 

Forskolina de Coleus forskohlii. 

Calbiochem. 
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Tabla 12.  Productos relacionados con determinaciones funcionales. 

Electroforesis de Western-Blot Casa comercial Biología molecular (RT-PCR). Casa comercial 

Oligo dT. 

Buffer 5X para reverasa, 

dNTP mix. (10 mM each one) 

BIO-RON. 

 

 

β-mercapto-etanol, reactivo para 

electroforesis. 

Trizma® base, SigmaUltra. 

Persulfato sódico (NaS2O8). 

Glicina 

Tween®-20 

SIGMA. 

 

 

 

 

Membrana de transferencia 

Immobilon-P de filtro de PVDF. 

Millipore. 

 

Thermophilic DNA poly. 10X Buffer.  

Inhibidor de RNasa Rnasin®. 

Enzima RT (transcriptasa inversa). 

MgCl2 25 mM 

DNA polimerasa Taq. 

Promega 

 

 

 

 

Cebadores L-19. ClonTech Ácido acético glacial. Anala®, BDH 

Laboratories. Cebadores NOS-2. DNA International 

Agarosa (D-1 LOW EEO) Pronadisa Leche desnatada en polvo. Central Lechera 

Asturiana, S.A. 

Rojo Ponceau. GURR. 

Marcadores de pesos moleculares de 

DNA, 100bp DNA Ladder. 

GibcoBRL. 

Bromuro de etidio. 

DEPC. 

SIGMA. 

 

Determinación de nitritos Casa comercial 

Nitrito sódico (NaNO). 

N-(1-naftil)etilendiamina. 

Sulfanilamida. 

2,3-diamino-naftaleno (DAN). 

SIGMA. 

 

 

Hidróxido sódico (NaOH). SIGMA-ALDRICH. 

SDS, reactivo para electroforesis. 

Solución al 40% de 

Acrilamida:bisacrilamida 29:1 

(3.3% C). 

TEMED 

Marcadores de pesos moleculares 

patrones Precision Plus 

ProteinTM Dual Color 

Standards. 

Papel de filtro. 

BIO-RAD. 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido ortofosfórico (H3PO4). Fluka. 

Ácido clorhídrico (HCl). MERCK. 

 

Otras determinaciones (kits) Casa comercial 

Kit de cuantificación directa de ATP mediante luminiscencia. Thermo-Labsystems. 

Kit de cuantificación directa de AMP cíclico. 

Kit de cuantificación de proteínas. 

Tris 

SIGMA. 

 

La noradrenalina de Laboratorios Andalucía Farmaceutica S.A. fue 

generosamente cedida por D. Félix Cabrera (Dpto. de Ciencias Clínicas de la ULPGC). 
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2. MÉTODOS. 

2.1. Obtención de astrocitos primarios cerebelosos de rata. 

Todos los estudios se realizaron en cultivos purificados de astrocitos tipo 1 

cerebelares obtenidos de ratas de 6-7 días de vida post-natal, según el método descrito 

por Jiménez y cols. (Jimenez et al., 1999). 

Los animales se sacrificaron por decapitación. Los cerebelos, tras su localización 

se separaron del cerebro con la ayuda de material quirúrgico estéril, y se introdujeron 

inmediatamente en un vial con medio de aislamiento estéril (tabla 13) suplementado con 

antibióticos (100 UI/ml penicilina + 100 µg/ml estreptomicina) y frío. 

 

Tabla 13.  Composición del medio de aislamiento. 

Reactivo Concentración Reactivo Concentración 
NaCl 

KCl 

Na2HPO4·2H2O 

MgSO4 

130 mM 

4 mM 

10 mM 

1.5 mM 

HEPES 

α-D(+)-glucosa anhidra 

BSA 

 

pH 7.4 

10 mM 

15 mM 

50 µM 

 

 

 

Brevemente, tras la retirada de las meninges bajo estereoscopio, se trasladaron al 

interior de una campana de flujo laminar y se trocearon con tijeras y escalpelo en 

fragmentos menores de 1mm. Posteriormente, se procedió a la disgregación tisular por 

incubación en medio de tripsinización (medio de aislamiento suplementado con tripsina, 

EC 3.4.21.4, 250 µg/ml), en presencia de DNasa I 20 UI/ml (para reducir la formación 

de fibras y la consecuente pérdida de rendimiento). Esta preparación se incubó durante 

30 min en un baño termostático a 37 ºC. La digestión con tripsina se detuvo con la 

adición de SBTI (inhibidor de tripsina de soja) para alcanzar una concentración final de 

250 µg/ml preparado en medio de aislamiento, y seguidamente se centrifugó a 65 xg 

durante 10 min. 

El sedimento obtenido a partir de la centrifugación se resuspendió en 2 ml de 

medio de trituración (medio de aislamiento estéril suplementado con 20 UI/ml de 

DNasa I y 1.5 µM de MgSO4) y se dispersó haciéndolo pasar a través de pipetas Pasteur 

de vidrio (las puntas fueron pulidas y estrechadas al fuego hasta diámetros aproximados 
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de 0.5-0.7 mm y 0.1-0.2 mm). Esta trituración se prolongó hasta dejar de observar 

material sin triturar en suspensión. 

A continuación se procedió a la purificación de la preparación en medio de 

aislamiento estéril, mediante centrifugación durante 15 min a 70 xg, y tras la 

resuspensión del sedimento en medio de cultivo DMEM (tabla 14) suplementado con 

antibióticos (100 UI/ml penicilina + 100 µg/ml estreptomicina), se volvió a centrifugar 

en las mismas condiciones. 

 

Tabla 14.  Composición del medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). 

Sales inorgánicas Concentración Aminoácidos Concentración 

CaCl2 

CuSO4·5H2O  

Fe(NO3)3·9H2O  

FeSO4·7H2O  

MgCl2  

MgSO4 

KCl 

NaCl 

NaH2PO4 

Na2HPO4 

ZnSO4·7H2O 

116.6 mg/L 

0.0013 mg/L 

0.05 mg/L 

0.42 mg/L 

28.66 mg/L 

48.84 mg/L 

311.8 mg/L 

6.996 g/L 

71.02 mg/L 

54.3 mg/L 

0.432 mg/L 

Vitaminas Concentración 

L-Alanina  

L-Arginina·HCl  

L-Asparagina·H2O  

L-Aspartato 

L-Cisteína·HCl·H2O  

L-Cisteína·2HCl  

L-Fenilalanina  

L-Glutamato  

L-Glutamina  

Glicina  

L-Histidina·HCl·H2O 

L-Isoleucina  

L-Leucina 

L-Lisina·HCl  

L-Metionina 

L-Prolina  

L-Serina 

L-Treonina  

L-Triptófano 

L-Tirosina·2Na·2H2O 

L-Valina  

4.45 mg/L 

147.5 mg/L 

7.5 mg/L 

6.65 mg/L 

17.56 mg/L 

31.29 mg/L 

35.48 mg/L 

7.35 mg/L 

365 mg/L 

18.75 mg/L 

31.48 mg/L 

54.47 mg/L 

59.05 mg/L 

91.25 mg/L 

17.24 mg/L 

17.25 mg/L 

26.25 mg/L 

53.45 mg/L 

9.02 mg/L 

55.79 mg/L 

52.85 mg/L 
Otros componentes Concentración 

Niacinamida 

Piridoxal·HCl  

Piridoxina·HCl  

Riboflavina  

Tiamina·HCl  

Vitamina B12 

D-Biotina  

Cloruro de Colina 

Folato 

Mio-inositol 

D-Pantotenato·Ca2+ 

2.02 mg/L 

2 mg/L 

0.031 mg/L 

0.219 mg/L 

2.17 mg/L 

0.68 mg/L 

0.0035 mg/L 

8.98 mg/L 

2.66 mg/L 

12.6 mg/L 

2.24 mg/L 

  

Ácido Linoleico 

Ácido Pirúvico·Na  

Ácido Tióctico 

D-Glucosa 

HEPES 

Hipoxantina  

Putrescina·2HCl  

Rojo de Fenol·Na  

Timidina  

0.042 mg/L 

55 mg/L 

0.11 mg/L 

3.15 g/L 

3.57 g/L 

2.1 mg/L 

0.08 mg/L 

8.63 mg/L 

0.37 mg/L 
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Tras resuspender el sedimento en 10 ml de medio DMEM. La cuantificación del 

número de células se realizó en una cámara de Neubauer. Para ello se diluyeron 100 µl 

de la suspensión celular (en DMEM) en 1 ml del mismo medio (dilución 1:10). Un 

alícuota de 100 µl de esta dilución se mezcló con el mismo volumen de azul tripán 

(dilución 1:2), se mezcló bien y se hizo el recuento bajo el microscopio óptico, 

únicamente se consideraron células viables aquellas capaces de excluir el colorante, 

contándose por tanto sólo las células no azules.  

La conversión del número de células/campo en células/ml se llevó a cabo 

empleando el siguiente factor, que tiene en cuenta el volumen de la cámara 

(0.1 mm3/cuadro): 

Células/ml = Células viables x 104 x dilución (x10 x2) 

El porcentaje medio de células viables que excluían el colorante azul tripán era 

superior al 90 %, y el rendimiento celular medio neto era de 12-15·106 células/cerebelo. 

La cantidad óptima de células en la siembra, para la proliferación de este tipo celular en 

las condiciones experimentales elegidas para este trabajo, fue de 500.000 células/ml y 

20 ml/botella de 75 cm2 (107 células/botella). El medio de cultivo empleado fue DMEM 

suplementado con antibióticos, 10 % FCS (suero bovino fetal) y gentamicina 50 µg/ml. 
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Figura 28.  Obtención de astrocitos primarios cerebelosos de rata. 

Adaptación del método descrito por el grupo de G.R. Dutton (Dutton et al., 1981). 

 

2.2. Agitación de las botellas para purificación del cultivo. 

Cuando los cultivos primarios de astrocitos cerebelosos están próximos a la 

confluencia son purificados para seleccionar astrocitos tipo-1 por agitación (McCarthy y 

de Vellis, 1980), lo que evita la contribución de la microglía, que puede ser muy 

significativa en términos de actividad NOS, así como de células del linaje O-2A.  
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Para la agitación se sustituyó el medio de cultivo por 20 ml/botella de medio de 

cultivo suplementado con HEPES 20 mM y ajustado a pH 7.3. La agitación tuvo lugar a 

temperatura ambiente durante 18 horas a 280 rpm en un agitador orbital. Después se 

retiró el medio, se hizo un lavado con 20 ml de PBS, se añadió medio de cultivo y se 

dejó incubando otra vez hasta la confluencia. 

En la figura 29 se muestran fotografías representativas de microscopía óptica de 

fluorescencia tras inmunocitoquímica con anticuerpos anti-GFAP, observándose la 

eficacia de la agitación en la pureza astroglial del cultivo: 

 

Antes de la agitación 

 

Tras agitación 

           

         Fluorescencia (GFAP) 

 

Figura 29.  Fotografías de inmunocitoquímica de fluorescencia en cultivos agitados y no agitados.  

En estas últimas se observan células que no emiten fluorescencia roja correspondiente a la unión del 

anticuerpo anti-GFAP, demostrando que no son astrocitos. Tras la agitación y vuelta a la confluencia, 

todo el campo está ocupado por células GFAP+. 
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2.3. Pasaje de células subcultivo. 

Una vez que las células del cultivo en botella (proliferando en monocapa) han 

alcanzado la confluencia, se subcultivan por pasaje a otros recipientes. 

Tras unos lavados con PBS sin Ca2+/Mg2+ para eliminar todos los restos de FCS 

del cultivo que pueden inhibir la actividad tripsina y de los cationes Ca2+ y Mg2+ 

necesarios para la estabilidad de los anclajes proteicos, se añaden 3 ml/botella de medio 

de tripsinización (solución de tripsina 500 µg/ml y EDTA 200 µg/ml en PBS sin Ca2+ ni 

Mg2+) y se agita la botella observando el proceso al microscopio óptico durante un 

tiempo inferior a 1 minuto. 

Cuando la mayoría de las células están redondeadas y en suspensión se añaden 3 

ml/botella de FCS para detener la tripsinización, a continuación se recoge el medio de la 

botella y se pasa a un tubo para centrifugarlo a 70 xg durante 15 min. 

Finalmente, se resuspende el pellet en 10 ml de DMEM·Ab y se hace un 

recuento de células viables tal y como se describió anteriormente (ver recuento-siembra 

en la obtención de astrocitos primarios cerebelosos de rata) y se realiza la siembra en los 

recipientes estériles apropiados para los distintos tratamientos y estudios, según se 

describe en la tabla 15. 

 

Tabla 15.  Soportes de cultivo adecuados a cada determinación. 

Determinación Soporte 

 

Nitritos. 

 

Western-Blot. 

 

Inmunocitoquímica. 

 

RT-PCR. 

 

 

 

Placas de cultivo tisular de 24 pocillos 

 

Placas de Petri para cultivo tisular de 60 mm  

 

Placas de Petri de 35 mm (cubreobjetos de vidrio tratados) 

 

Placas de Petri de 100 mm  

Placas de cultivo tisular de 6 pocillos 
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2.4. Tratamiento de cubreobjetos de vidrio estériles  

Es necesaria la optimización del vidrio como sustrato de adhesión y crecimiento 

celular. Aunque se ha utilizado poli-L-ornitina en algunas ocasiones en este estudio, 

principalmente se trataron los cubreobjetos de vidrio con FCS o con poli-L-lisina. Se 

dejaron los cubreobjetos flotando sobre FCS o poli-L-lisina (solución comercial 0.01 %) 

en una placa de Petri durante, al menos, 1 hora a temperatura ambiente en condiciones 

de esterilidad. Posteriormente se lavaron los cubreobjetos en PBS o en agua destilada 

estériles y se dejan secar en placas de Petri de 35 mm estériles (3 cubreobjetos/placa) a 

temperatura ambiente. 

2.5. Tratamientos. 

Los agentes farmacológicos utilizados en este trabajo y sus concentraciones de 

uso se muestran en cada una de las figuras correspondientes. Cabe mencionar la 

composición del tratamiento de inducción, citomix (IL-1β 500°ng/ml + IFN-γ 

50°UI/ml). 

Protocolos de tratamiento y de recogida de muestras. 

Los agentes farmacológicos se añadieron según el protocolo de tratamiento 

correspondiente mostrado en las tablas 16 y 17. 

Respecto al protocolo de recogida de muestras, tomamos como tiempo cero el 

momento en el que se añade el tratamiento de inducción de la NOS-2 (citomix (IFN-γ + 

IL-1β), TNF-α o LPS) o el activador permeable de JNK y p38MAPK, anisomicina. A 

partir de este momento, se recogieron el medio de cultivo por aspiración o las muestras 

celulares por raspado de la monocapa de células (tabla 18). 

 

Tabla 16. Protocolo de tratamiento: fármacos añadidos 60’ antes que citomix. 

Purinérgicos 
Agonistas de 

purinérgicos 
Moduladores de NOS-2 Análogos del cAMP 

Antagonistas 

de MAPKs 

Otros 

antagonistas 

ATP 

Adenosina 

α,β-metilén-ATP 

 

CPA 

CGS-21680 

NECA 

IB-MECA 

L-NAME 

L-Sepiapterina 

Dibutiril-cAMP  

6-fenil-cAMP  

8-CPT-2’-O-Me-cAMP 

SB-203580 

SP-600125 

PD-98059 

MDL-12330A 

FTI-277 

GGTI-286 

LY-294002 

Fármacos de la tabla 17 si no se han añadido purinérgicos 
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Tabla 17. Protocolo de tratamiento: fármacos añadidos 90’ antes que citomix. 

Antagonistas de receptores purinérgicos Otros, relacionados con purinérgicos 

ATP Adenosina 

PPADS 

Azul reactivo 2 (RB-2) 

Suramina 

 

DPCPX 

8-CPT 

ZM-241385 

MRS-1754 

PSB-1115 

MRS-1523 

Adenosina-desaminasa (ADA) 

Apirasa 

Apirasa inactivada (1 h, 95 ºC) 

Dipiridamol 

BAPTA-AM 

H-89 

KT-5720 

 

Tabla 18.  Protocolo de recogida de muestras. 

Medio de cultivo Muestras celulares 

Tras 24 horas Tras 10 minutos Tras 60 minutos Tras 3 horas Tras 6 horas 

Determinación de 

nitritos. 

Determinación de p38MAPK 

fosforilada mediante 

Western-Blot. 

Determinación de [cAMP] 

intracelular mediante 

ELISA. 

Determinación de p65 fosforilada 

mediante Western-Blot. 

Estudio de localización de p65 y 

fosfo-p65 mediante 

inmunocitoquímica.  

Estudio de degradación de IκB-α 

mediante Western-Blot. 

Determinación de 

mRNA de NOS-2 

mediante RT-PCR. 

Estudio de síntesis 

de NOS-2 

mediante 

Western-Blot. 

 

2.6. Determinaciones funcionales. 

Medición de ATP: Método de luciferina/luciferasa. 

Esta medición se basa en la siguiente reacción, catalizada por la luciferasa: 

ATP + D-luciferina + O2 → oxiluciferina + AMP + PPi + CO2 + LUZ 

La luz generada es detectada mediante un luminómetro. Se utiliza el método en 

su forma cinética en la que la velocidad de la reacción y el ritmo de producción de 

fotones son constantes. De esta forma la intensidad de la señal luminosa es proporcional 

a la concentración de ATP de la muestra. La alta sensibilidad de este método permite 

recoger múltiples muestras de un mismo cultivo. La hidrólisis extracelular de ATP se 

midió mediante cuantificación del ATP extracelular por luminiscencia con un sistema 

comercial (ThermoLabsystems) y en un luminómetro modelo 1253 de la casa comercial 

BioOrbit, utilizando patrones de ATP exógeno (ver protocolo en la tabla 19).  
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Tabla 19. Protocolo de determinación de ATP mediante luminometría. 

 

130 µl buffer 

+ 50 µl muestra/patrón 

+ 20 µl ATPmr 

 

 

1º valor (blanco) 

2º valor (muestra/patrón) 

 

 

 

Valor real = 2º-1º 

 

Todos los reactivos se mezclan en una misma cubeta de luminómetro. La concentración de ATP 

en las muestras se determinó por interpolación de la señal luminosa determinada en la muestra en una 

curva patrón obtenida al medir estándares de concentración conocida (0.2 – 5 µM) de ATP. La señal de 

patrones y muestras fué obtenida usando la misma mezcla reactiva. 

 

Determinación de nitritos en el medio extracelular. 

Todos los efectos que, sobre la actividad NOS, tienen estos tratamientos han 

sido determinados cuantificando los nitritos acumulados en el medio tras 24 horas de 

incubación con el citomix (IL-1β 500°ng/ml + IFN-γ 50°UI/ml). Los soportes de cultivo 

han sido placas de 24 pocillos conteniendo 1 ml de medio de cultivo, y la lectura 

colorimétrica de este medio recogido se realizó en placas de 96 pocillos en un lector de 

placas y su software asociado. 

NO· + O2 → NO2
- 

NO2
- + 2H+ → H2O + NO+ 

Para ello se ha usado fundamentalmente la reacción de Griess (Fig. 30). 

Alternativamente, la acumulación de nitritos en el medio extracelular puede 

determinarse fluorimétricamente, mediante la reacción de DAN/NAT. Como muestra la 

figura 31, los nitritos/NO· pueden reaccionar con el diamino-naftaleno (DAN) para 

originar un compuesto fluorescente, el nafto-triazol (NAT). Esta reacción presenta 

mayor sensibilidad que la reacción de Griess. No obstante, dada la elevada producción 

de NO· en los cultivos utilizados se empleó rutinariamente la determinación por Griess 

en todo este trabajo.  

Ambos métodos requieren la preparación de una curva patrón con 

concentraciones conocidas de nitrito sódico (Fenoglio et al., 1997). Para la 
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determinación por la reacción de Griess, el rango fue de 0 a 80 µM. La concentración de 

nitritos de la muestra se obtiene interpolando su correspondiente valor de DO en la 

gráfica de la curva patrón de NaNO. 

 

NH2H2NSO3

Derivado diazólico

N
+

H2NSO3 N

N-(1-naftil)etilén-diamina

Sulfanilamida

NO2
-

NO+

H+

H+

H2O+

NH NH2

NH2NSO3 N NH NH2

 

Figura 30.  Reacción de Griess para cuantificación de nitritos. 

La inducción de NOS-2 se determinó por la acumulación de nitritos durante 24 horas, medidos por la 

reacción colorimétrica de Griess (Privat et al., 1997). Cada pocillo contenía 100 µl de medio de muestra o 

patrón y 100 µl de reactivo de Griess. La lectura se realizó a 562 nm. 

 

 

NH2

NH2

N

NH2

N
+

NH
N

N

2,3-nafto-triazol
Diamino-naftaleno

NO2
-

NO+

H+
H+

H2O

 

Figura 31.  Reacción de DAN/NAT para cuantificación de nitritos.  

La inducción de NOS-2 (en presencia de arginina) se determinó tras 24 horas de tratamiento mediante la 

cuantificación de NAT, un derivado fluorescente de la N-nitrosilación de DAN (Marzinzig et al., 1997). 
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Tras la realización de un estudio comparativo de los experimentos (recogiendo y 

midiendo la cantidad de nitritos tras la adición de citoquinas a distintos tiempos) 

obtuvimos la curva de la cinética de acumulación de nitritos mostrada en la Fig. 32. 

Tiempo (horas)
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Figura 32.  Cinética de producción de nitritos inducida por citoquinas proinflamatorias. 

El tratamiento de inducción fue un citomix por una mezcla de IFN-γ (50UI/ml) e IL-1β (500ng/ml). Los 

resultados mostrados corresponden a la determinación mediante la reacción de Griess de los nitritos 

acumulados en el medio de cultivo tras la inducción con citomix. El resultado de la reacción se cuantificó 

por colorimetría con un lector de placas a 562nm.  

 

Se observa en la figura 32 el comienzo de la acumulación de nitritos en torno a 

las 4 ó 5 horas tras la estimulación con citomix, por lo que la producción de NO· por la 

NOS-2 debe comenzar en torno a las cuatro horas tras la inducción. La gran 

acumulación de nitritos tras 24 horas de tratamiento con citomix permitió marcar las 

directrices experimentales que se seguirían en el resto del trabajo: tratamiento durante 

24 horas sin suero bovino fetal (FCS 10%). 
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Determinación semicuantitativa de la expresión de NOS-2 (RT-PCR). 

Aislamiento de RNA total.  

El RNA total se extrajo a partir de placas de Petri de 100 mm de diámetro 

(1.67·106 células/placa) usando 1 ml de TRI REAGENT y siguiendo las instrucciones 

del fabricante (SIGMA). Después se suplementaron los extractos con cloroformo 

(200 µl), se agitaron vigorosamente (15 seg) y centrifugaron en frío (12000 xg, 20 min, 

4 ºC) para separar las fases (Chomczynski y Sacchi, 1987). Se añadió a la fase acuosa 

un volumen igual de isopropanol (2-propanol), y después de 24 horas en reposo  

(-20 ºC), el precipitado de RNA se aisló mediante centrifugación (12000 xg, 20 min, 

4 ºC), se lavó con etanol al 75 % a-20 ºC para eliminar todo el isopropanol y se dejó 

secar a temperatura ambiente hasta eliminar todo el etanol, posteriormente se 

resuspendió en 100 µl de H2O/DEPC.  

La absorbancia se determinó en alícuotas (5 µl) de cada muestra, obteniéndose 

de forma consistente una relación A260/A280 siempre igual o superior a 1.8 y un 

rendimiento de 40 ± 10 µg RNA total por tratamiento y placa. 

Síntesis de cDNA. 

La síntesis de cDNA a partir de 1 µg de RNA total (75 min a 42 ºC) se realizó en 

un volumen final de 20 µl de tampón de PCR suplementado con 500 ng de poli-dT 

12-18, 1 mM dNTPs, 5 UI de AMV-RT y 20 UI de RNasin, ambas obtenidas de 

Promega (Madison, WI, USA). Las muestras se procesaron de acuerdo al protocolo 

Tº-Tª mostrado en la tabla 22, después del cual, se guardaron (-20 ºC) hasta su posterior 

utilización. 

 

Tabla 20.  Protocolo de transcripción inversa y composición del tampón de PCR. 

Transcripción inversa (síntesis de cDNA).  Composición del tampón de PCR. 

Temperatura Tiempo Reactivo Concentración 

 

70 ºC 

4 ºC 

48 ºC 

75 ºC 

4 ºC 

 

15 min. 

10 min. 

60 min. 

5 min. 

∞ 

 

 

KCl 

Tris-HCl 

Tritón X-100 

 

pH 9.0 

 

50 mM 

10 mM 

0.1 % 
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Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Se incubaron 10 µl del producto de síntesis de cDNA (equivalentes a 125 ng de 

RNA) resuspendidos en tampón de PCR (volumen final de 25 µl) suplementado con 

15 pmol (~ 125 ng) de cada cebador, 1.5 mM MgCl2 y 0.625 UI de DNA polimerasa 

Taq (Pharmacia, Barcelona, España). 

La amplificación se realizó en un termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf). Con los perfiles térmicos y número de ciclos que se describen en la tabla 

21. Como control interno de amplificación se usó la proteína ribosomal L-19 (de 

expresión constitutiva) y una pareja de oligonucleótidos específicos comerciales 

(ClonTech, PA, USA). 

En estos experimentos usamos oligonucleótidos complementarios de las 

secuencias conocidas de NOS-2 de ratón, que generan fragmentos de amplificación de 

tamaño característico ya descrito y que reconocen secuencias del gen de NOS-2 de rata 

(Santana et al., 1996; Tabraue et al., 1997). Los cebadores y fragmentos esperados se 

indican en la tabla 21. 

El procedimiento comenzó con una fase común de desnaturalización (3 min, 

94 ºC), seguido de una fase de hibridación (90 seg., 59 ºC) y una de elongación (90 seg., 

72 ºC). Posteriormente se realizaron 25 ciclos de desnaturalización (1 min, 94 ºC), 

hibridación (90 seg., 59 ºC) y elongación (90 seg., 72 ºC), finalmente se llevó a cabo 

una última fase de elongación de 7 min a 72 ºC. 

 

Tabla 21.  Protocolo de PCR. 

Genes Secuencia de bases de la pareja de cebadores 
Fragmento 

amplificado 

Tª 

hibridación 

Nº 

ciclos 

NOS-2 

 
S 5’-CTGCAGGTCTTTGACGCTCGG-3’ 

A 5’-GTGGAACACAGGGGTGATGCT-3’ 
 

807 pb 58 ºC 25 

L-19 

 
S 5’-TGAAGGTCGGTCTGAACGGATTTGGC-3’ 

A 5’-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’ 
 

197 pb 58 ºC 25 

 

Las condiciones de amplificación en todos los casos se basaron en estudios previos que demuestran la 

linealidad de la señal respecto al número de ciclos. 
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Separación y detección de los productos amplificados. 

Los productos de amplificación se suplementaron con 5 µl de tampón de 

electroforesis, se extrajeron con cloroformo y almacenaron en frío (-20 ºC) hasta su 

posterior análisis. Alícuotas (5-10 µl) de las muestras amplificadas se sometieron a 

electroforesis en geles de agarosa (1.8 %), conteniendo bromuro de etidio (1 µg/ml) en 

tampón TAE. Las bandas se visualizaron con luz ultravioleta. 

 

Tabla 22.  Composición de los tampones. 

   De carga (en tampón TAE)    TAE 

Reactivo Concentración Reactivo Concentración 

 

Glicerol 

Azul de bromofenol 

 

 

50 % 

0.1 % 

 

 

 

Tris-acético 

EDTA 

pH 8.0 

 

40 mM 

1 mM 

 

 

2.7. Técnicas inmunológicas. 

Western-Blot 

Procesado de muestras. 

El tratamiento se realizó en placas de Petri de 60 mm con células confluentes. 

Tras el tiempo de estimulación con los tratamientos se añadió tampón de carga (LB) 

(para la determinación de cinéticas de fosforilación) a la placa y se despegaron las 

células utilizando un rascador estéril, se pasó a un tubo Eppendorf y se calentó el tubo 

Eppendorf (bien cerrado) en el baño a 100 ºC durante más de 20 min. Este proceso fué 

realizado con una sola placa al mismo tiempo, garantizando la realización del proceso lo 

más rápidamente posible. Para determinaciones que precisaran de una determinación de 

proteínas se añadió tampón de lisis, PBS-TDS, y se procedió al contaje de proteínas 

mediante el método del ácido bicinconínico. 

Método del ácido bicinconínico (BCA). 

Se basa en la propiedad de las proteínas de reducir el cobre II a cobre I, y en la 

reacción cromogénica altamente específica del cobre I con el ácido bicinconínico, 

gracias a la que se forma un complejo violeta (con un máximo de absorción a 562 nm). 
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De esta forma, al añadir a la muestra sulfato de cobre II y ácido bicinconínico ambos en 

exceso, la DO resultante es directamente proporcional a la concentración de proteínas.  

Cobre (II) + proteínas → Cobre (I) 

Cobre (I) + BCA → complejo violeta (562 nm) 

Éste metodo requiere la preparación de una curva patrón con concentraciones 

conocidas de una proteína estándar, habitualmente albúmina de suero bovino (BSA). La 

concentración de proteínas de la muestra se obtiene interpolando los valores de sus 

respectivos valores de DO en la gráfica de la curva patrón de BSA. 

 

Tabla 23.  Composición del tampón de carga (LB). 

Reactivo Concentración Reactivo Concentración 

 

Tris 

SDS 

Glicerol 

 

 

6.2 mM 

2 % 

20 % 

 

 

 

β-mercapto-etanol 

Azul de bromofenol 

 

pH 6.8 

 

 

5 mM 

1 % 

 

 

 

Separación de proteínas mediante electroforesis. 

Para la separación se utilizaron cubetas de electroforesis vertical modelo SE 600 

Series de Hoefer Scientific Instruments conectadas a una fuente de alimentación modelo 

EPS 600 de Pharmacia Biotech. Se utilizaron geles de poliacrilamida en presencia de 

SDS (SDS-PAGE) con un porcentaje de reticulación adecuado al tamaño de la proteína 

de estudio (Maizel et al., 1970), y se incluyeron patrones de proteínas de pesos 

moleculares preteñidos (BIO-RAD, Madrid, España) como referencia. 

Las muestras de los distintos tratamientos se distribuyeron en los pocillos, 

poniendo la misma cantidad de proteínas (100 µg) o un volumen en relación 2:3 de 

proteína total : proteína fosforilada.  
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Posteriormente se sometieron las proteínas a separación electroforética con el 

amperaje constante y el voltaje suficiente para permitir tal amperaje, a 4 ºC y durante el 

tiempo necesario para cada proteína, variando entre 1 y 3 horas. 

Transferencia e Inmunodetección. 

Tras transferir las proteínas del gel a membranas de transferencia modelo 

Immobilon-P (Millipore) mediante un sistema de transferencia en húmedo (modelo 

Mini PROTEAN® de BIO-RAD) conectado a la fuente de alimentación con un 

amperaje de 150 mA, un voltaje de 20 V, y una potencia de 1 W, a 4 ºC durante  18 – 24 

horas. Tras la transferencia se incubaron las membranas en solución de bloqueo 

(TBS-T) durante, al menos, una hora a temperatura ambiente. Y, posteriormente, se 

incubaron con el primer anticuerpo a la dilución final recomendada por el fabricante, en 

TBS-T. Posteriormente se lavan las membranas exhaustivamente (5 lavados durante 10 

minutos) con tampón TBS-T y se incuban durante 1 h en una dilución 1:2500 de 

anticuerpo secundario anti-IgG conjugado a la proteína HRP (peroxidasa de rábano) 

(Amersham Biosciences, Madrid, España) en una misma solución y se visualizaron las 

proteínas usando reactivos de quimioluminiscencia (SuperSignal® West Pico 

Chemiluniniscent Substrate) y siguiendo las instrucciones del fabricante . Estas 

membranas se analizaron mediante una cámara de sistema Polaroid de Amersham Life 

Science y una máquina de revelado CURIX 60 de AGFA. 

 

Tabla 24.  Composición de TBS-T 

Reactivo Concentración Reactivo Concentración 

 

Tris 

NaCl 

Tween-20 

 

 

10 mM 

150 mM 

0.05 % 

 

 

 

Leche desnatada en polvo (bloqueo) 

Leche desnatada en polvo (incubación) 

 

 

5 % 

3 % 

 

 

Cinéticas de fosforilación: p38MAPK y p65. 

Tras comprobar que los astrocitos primarios tipo I expresan p38MAPK, se 

realizaron diferentes experimentos de inducción de astrocitos primarios con citomix 

(IFN-γ + IL-1β) y posterior análisis mediante Western Blot para estudiar la cinética de 
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fosforilación de p38MAPK tras esta inducción. Para ello se utilizaron anticuerpos 

específicos de p38MAPK y de p38MAPK fosforilada en Thr180/Tyr182 (lugar de activación 

de esta quinasa por citoquinas pro-inflamatorias (Raingeaud et al., 1995; Palsson et al., 

2000)) (Fig. 33). 
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Figura 33. Cinética de fosforilación de p38MAPK . 

El tiempo 0’ representa el momento de adición del citomix. Las fotografías de la parte superior de la 

figura corresponden a un resultado significativo de análisis de las muestras mediante Western Blot, para el 

que se utilizaron anticuerpos específicos de p38 (control) y de p38 fosforilado en Thr180/Tyr182. La gráfica 

ha sido obtenida mediante densitometría de, al menos, tres experimentos en los que se estudió la cinética 

de fosforilación de p38 en Thr180/Tyr182. 

 

La figura 33 muestra la fosforilación de 38MAPK a partir de los cinco minutos (de 

estimulación con citomix), con un máximo a los 10 minutos, a partir del cual comienza a 

descender la cantidad de proteína fosforilada. Así pues, en todos los experimentos 

posteriores se midió la fosforilación de p38MAPK 10 minutos tras la inducción. 

p38MAPK 

Fosfo-p38MAPK 

                                        0’    5’    10’    15’     20’     Tiempo de inducción 

                                       0’    5’      10’   15’    20’ 
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Para determinar la cinética de fosforilación de la serina 536 de la subunidad p65 

de NF-κB realizamos diferentes experimentos induciendo astrocitos primarios con 

citomix y deteniendo el proceso a distintos tiempos, los resultados de este estudio se 

muestran en la figura 34. 
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Figura 34. Cinética de fosforilación de p65. 

El tiempo 0’ representa el momento de adición del citomix. Las fotografías de la parte superior de la 

figura corresponden a un experimento significativo de análisis de las muestras mediante Western Blot, 

para el que se utilizaron anticuerpos específicos de p65 (control) y de p65 fosforilado en la serina 536. La 

gráfica de la parte inferior ha sido obtenida mediante densitometría de, al menos, tres experimentos 

revelados en los que se estudió la cinética de fosforilación de p65 en la serina 536. 

 

Se observa en la figura 34 un aumento de p65 fosforilada a partir de los 

30 minutos, con un máximo a los 60 minutos que se mantendrá a partir de este tiempo. 

Así pues, en todos los experimentos posteriores se midió la fosforilación de p65 en la 

serina 536 tras una hora de inducción. 

p65 

Fosfo-p65 

                                       0’    30’    1h     2h      3h    Tiempo de inducción 

                                       0’    30’    1h     2h     3h 
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Inmunocitoquímica – microscopía de fluorescencia. 

Los ensayos inmunocitoquímicos se realizaron sobre cubreobjetos redondos 

estériles de 10 mm de diámetro (ver “Tratamiento de cubreobjetos de vidrio estériles”). 

Procesado de muestras (Fijación). 

Los tratamientos se añadieron al medio de las placas de Petri de 35 mm que 

contenían los cubreobjetos tratados sobre los que crecían las células a tratar. Este 

método ofrece la posibilidad de realizar estudios por triplicado (3 cubreobjetos:placa). 

Tras el tiempo adecuado a cada tratamiento se fijan las células sumergiendo los 

cubreobjetos, bien en acetona:metanol en relación 1:1 a-20 ºC durante 10-20 min 

(proteínas no solubles y de gran estabilidad tales como la proteína GFAP del 

citoesqueleto de astrocitos), bien en paraformaldehido al 4 % en PBS durante 2 horas a 

temperatura ambiente y en oscuridad (proteínas solubles o compartimentalizadas tales 

como p38MAPK o p65). 

Aunque, una vez que las células de los cubreobjetos están fijadas pueden 

conservarse a-20 ºC hasta el momento de uso, siempre se continuó la 

inmunocitoquímica inmediatamente después de la fijación. 

Técnica. 

Todos los pasos sucesivos se realizaron a temperatura ambiente. La preparación 

se rehidrató en PBS/BSA (3 %) y bloqueó con BSA (3 %)/Tritón X-100 (0.1 %) en PBS 

durante 1-2 h.  

Tras dos lavados con PBS, los cubreobjetos fueron incubados durante 

18-24 horas a 4 ºC con los anticuerpos primarios correspondientes según la tabla 25. 

 

Tabla 25.  Dilución de los anticuerpos primarios utilizados. 

Anticuerpo (animal productor) Dilución Anticuerpo (animal productor) Dilución 

 

Anti-GFAP (conejo) 

Anti-vimentina (ratón) 

Anti-p65 (conejo) 

 

1:400 

1:100 

1:200 

 

Anti-p65 (ratón) 

Anti-fosfo-p65 (conejo) 

Anti-p50 (ratón) 

 

1:200 

1:600 

1:200 

 

El medio de dilución de los anticuerpos fue PBS suplementado con BSA (3%) y NGS (2%). 
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A continuación los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS para eliminar el 

exceso de anticuerpos primarios y se mantuvieron en solución de bloqueo durante un 

periodo de 10 min, tras el que se lavaron 3 veces en PBS y se incubaron durante, al 

menos, una hora a 37 ºC con anticuerpos secundarios producidos en cabra, anti-IgG de 

ratón conjugados con FITC (para revelar vimentina) o con Cy2™ 1:40 (para revelar p65 

o p50), anti-IgG de conejo conjugados con TRITC (para revelar GFAP) o con Cy3™ 

1:20 (para revelar p65y fosfo-p65). 

El exceso de anticuerpos secundarios se eliminó de los cubreobjetos mediante 

varios lavados durante una hora con PBS estéril a temperatura ambiente.  

Para el montaje de las preparaciones se utilizó indistintamente medio de montaje 

formado por SlowFade® Light Antifade Kit (Molecular Probes) suplementado con 

bisbenzimida 1 µg/ml, o bien el medio ya preparado con DAPI, Vectashield® (Vector 

Laboratories, Inc.). Finalmente, se montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos y se 

sellaron con esmalte de uñas para retrasar la desecación de las muestras. 

Microscopía confocal. 

Las muestras procesadas por inmunocitoquímica se estudiaron con un 

microscopio específico Axiovert 1M-200 de dos láseres (Helio/Neón y Argón) con un 

módulo de microscopía confocal LSM-510 “Pascal”, ambos de ZEISS, y su software 

asociado. Todos estos aparatos y sistemas informáticos se encuentran instalados en el 

Área de Bioquímica y Biología Molecular del Dpto. de Bioquímica y Biología 

Molecular, Fisiología, Genética e Inmunología, del Edificio de Ciencias de la Salud de 

la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. 

Para el estudio de la localización de NF-κB en las células, recurrimos a la 

microscopía confocal porque el NF-κB inactivo se encuentra en el citoplasma pero 

preferentemente dispuesto en la zona perinuclear en astrocitos (Akama et al., 1998; 

Krushel et al., 1999), esto hace que la microscopía óptica no pueda proporcionar su 

localización exacta debido al espesor de las células en la región perinuclear. 

La microscopía confocal permite obviar el problema de la luz procedente de las 

regiones superiores e inferiores, es decir, del espesor de la célula. Realizamos capturas 

de imágenes de una zona focal con un espesor estándar de una micra centrado en la zona 
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media de la región nuclear de la célula. En estas condiciones es posible distinguir 

claramente núcleo y citoplasma (ver Fig. 35). 

 

Figura 35. Ejemplo de la utilidad y necesidad de la microscopía confocal. 

Ambas fotografías corresponden al mismo cultivo y se observa como en la fotografía digital parece 

localizarse p65 principalmente en el núcleo, aunque la microscopía confocal confirma que realmente se 

encuentra en el citoplasma. En ambos casos, la proteína p65 esta marcada con un anticuerpo ligado al 

flurocromo Cy3. 

 

Ensayos de producción de cAMP. 

Procesado de muestras. 

Las placas multipocillo (24 pocillos) se dispusieron con su base sumergida en un 

baño termostático de agua a 37 ºC. El medio de cultivo tamponado con CO2/HCO3
- fue 

retirado y se adicionó medio tamponado con HEPES. De esta forma se garantiza la 

máxima funcionalidad fisiológica de las células y se facilita la adición y retirada de 

agentes al medio de cultivo. 

Los cultivos se estumularon durante 10 min. con distintos agentes 

farmacológicos (véase más adelante). Después de retirar el medio se detuvieron los 

procesos celulares con 200 µl/pocillo de HCl 0.1 M, y se homogenizó la muestra por 

pipeteo repetido. Finalmente, se centrifugaron los extractos celulares a 13000 xg 

durante 10 min. y a 4 ºC para eliminar los restos celulares particulados que quedan en el 

precipitado. Las muestras se mantuvieron a-20 ºC hasta el momento de uso. 
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Cuantificación del cAMP por ELISA. 

Para este estudio se ha utilizado un kit comercial (SIGMA), el cual es un 

inmunoensayo competitivo para la determinación de cAMP en muestras biológicas. La 

figura 36 describe gráficamente la técnica. 

 

Figura 36.  Técnica de ELISA competitivo. 

El kit utiliza un anticuerpo policlonal anti-cAMP que se une de forma competitiva al cAMP de la muestra 

o al cAMP proporcionado por el kit y que tiene una molécula de fosfatasa alcalina (AP) unida 

covalentemente. Tras esta reacción tendremos los anticuerpos anti-cAMP unidos a cAMP de la muestra y 

a cAMP-enzima del kit, entonces se incuban las muestras en una placa de 96 pocillos cubiertos con 

anticuerpo secundario. Tras un lavado, se añade el sustrato de la fosfatasa alcalina (p-nitrofenil-fosfato) y 

se deja incubar, generando un color amarillo que es leído posteriormente a una longitud de onda de 

405 nm en un espectrofotómetro lector de placas. La A405 medida resulta así menor cuanto mayor sea la 

[cAMP] de la muestra, al desplazar al cAMP-unido a AP. Para la cuantificación se emplea una curva 

patrón construida a partir de estándares de cAMP de concentración conocida (suministrado con el kit) en 

escala logarítmica frente al porcentaje de unión obtenido.  

 

Para el estudio de la [cAMP] se utilizaron valores cuyos log[cAMP] se situaban 

sólo en la parte lineal de la curva (entre los valores 1 y 2.1), en la que el valor de A405 

era inversamente proporcional al logaritmo decimal de la [cAMP]. Se obtuvo una curva 

patrón similar a la mostrada en la figura 38 entre los valores de [cAMP] 10 y 125 nM. 
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Figura 37.  Valores de [cAMP] utilizados en el estudio. 

Se observa la linearidad de la curva entre los valores de log[cAMP] 1 y 2.1, equivalentes a 10 y 125 nM 

respectivamente. 
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1. INDUCCIÓN DE NOS-2 Y SU SUPRESIÓN POR ATP. 

Con la intención de comprobar que en las condiciones experimentales bajo las 

que se desarrollaba este trabajo tienen lugar las premisas descritas en la bibliografía y 

sobre las que se basa este proyecto de investigación “Modulación por ATP y derivados 

purinérgicos de mecanismos pro-inflamatorios (NOS-2) en el sistema nervioso central”, 

se realizaron previamente los experimentos siguientes: 

1.1. La inducción de NOS-2 por citoquinas pro-inflamatorias. 

Una primera premisa para nuestro estudio es que la NOS-2 es inducida en 

astrocitos por citoquinas pro-inflamatorias (Aktan, 2004). Como se ha descrito antes, el 

NO· se convierte en NO2
-, cuya acumulación en el medio es una medida de la actividad 

de NOS-2 . Para determinar la actividad inducción de NOS-2, determinamos la 

acumulación de nitritos a distintos tiempos, nitritos correspondientes a la producción de 

NO· por la enzima NOS-2 tras la inducción de la expresión del gen por un tratamiento 

con citoquinas.  

El tratamiento estándar de inducción consistió en una mezcla de IFN-γ 

(50 UI/ml) e IL-1β (500 ng/ml) (citomix) presentado durante diferentes tiempos hasta 

24 horas (ver “Protocolo de tratamiento” en “Material y Métodos”). Para confirmar que 

los nitritos acumulados en el medio de cultivo provienen del NO· generado por la 

actividad de NOS y no por otros mecanismos, se utilizaron dos agentes farmacológicos 

permeables, la L-sepiapterina, precursor de la BH4, cofactor de la NOS y el L-NAME, 

un análogo de la L-arginina que actúa como inhibidor específico de NOS (Abu-Soud et 

al., 1994; Korth et al., 1994; Tabraue et al., 1997) 
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Figura 38.  Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-γ + IL-1β sobre la actividad de NOS-2. 

Los astrocitos en cultivo fueron tratados con la combinación IFN-γ (50 UI/ml) + IL-1β (500 ng/ml) 

(citomix) durante 24 horas, de forma aislada y en combinación con L-sepiapterina (200 µM) o con  

L-NAME (200 µM). Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La gráfica de la figura 38 muestra claramente una respuesta celular a la 

inducción con el citomix que supone un aumento de aproximadamente 35 ± 1 veces la 

producción basal de nitritos. Esta inducción es revertida por acción del L-NAME y 

potenciada por la L-sepiapterina. Estos datos confirman que los aumentos de nitritos por 

acción del citomix se deben al aumento en la actividad de NOS.  

La acumulación de nitritos por acción del citomix es muy superior a lo que 

cabría esperar en el caso de tratarse de una de las isoformas constitutivas de NOS, lo 

que nos lleva a concluir que la responsable del aumento en la concentración de nitritos 

en cultivos de astrocitos primarios por acción del citomix es la isoforma NOS-2 o iNOS, 

la única isoforma capaz de producir suficiente NO· para dar cuenta de tal [NO2
-]. 

Además sólo ella responde a la inducción por citoquinas pro-inflamatorias. 
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1.2. El ATP inhibe la inducción de NOS-2 por acción de las citoquinas. 

Una segunda premisa para este estudio consiste en que el ATP suprime la 

inducción del gen de NOS-2 producida por las citoquinas pro-inflamatorias (Murphy et 

al., 1995; Lin y Murphy, 1997). Para confirmar este hecho, se coadministraron citomix 

y ATP al mismo tiempo y se trató con citomix a células preincubadas durante una hora 

con ATP. 
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Figura 39.  El pretratamiento con ATP inhibe la inducción de NOS-2 por el citomix. 

Astrocitos en cultivo fueron pretratados con ATP (10 µM) durante distintos tiempos (0 – 90 minutos). 

Tras este tiempo, las células fueron tratadas con citomix (IFN-γ (50 UI/ml) + IL-1β (500 ng/ml)) durante 

24 horas. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de 

nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en 

cuatro experimentos diferentes. 

 

Se observa en la figura 39 una clara supresión de la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas cuando las células fueron preincubadas con ATP durante una hora previa a la 

inducción. Por el contrario, el ATP añadido al mismo tiempo que el citomix y la 

preincubación durante 30 minutos no ejercieron ningún efecto significativo, indicando 

que el agente purinérgico precisa de un tiempo previo a la inducción para suprimir ésta. 
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1.3. Estudio dosis-respuesta a ATP. 

Para completar el estudio de los efectos del nucleótido de adenina sobre la 

inducción de la expresión de NOS-2 se realizaron varios experimentos dosis-respuesta 

cuyos resultados se muestran en las figuras siguientes. 

En primer lugar, se determinó la concentración mínima de ATP capaz de 

producir una supresión completa de la inducción de NOS-2 por las citoquinas 

pro-inflamatorias, de los resultados obtenidos se muestra la gráfica siguiente, en la que 

se observa que en las condiciones experimentales de este trabajo, esta concentración 

mínima capaz prevenir totalmente la acumulación de nitritos ronda 8 µM. 
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Figura 40.  Efecto de diferentes concentraciones de ATP sobre la acumulación de nitritos inducida 

por citoquinas pro-inflamatorias. 

Astrocitos en cultivo fueron pretratados durante una hora con distintas concentraciones de ATP. Tras este 

tiempo, las células fueron tratadas con citomix (IFN-γ (50 UI/ml) + IL-1β (500 ng/ml)) durante 24 horas. 

Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos 

mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro 

experimentos diferentes.  

 

La figura 40 muestra una curva concentración-respuesta representativa de los 

correspondientes experimentos sobre la supresión por ATP de la inducción de NOS-2 

por el citomix. Tras el análisis estadístico de los datos mediante el programa Microcal 



  RESULTADOS. 

 

113 

Origin Graph se obtuvo una IC50 = 6.36 ± 0.03 µM. Se observó que basta una 

concentración de ATP de 8-10 µM para obtener una supresión completa de la 

acumulación de nitritos. Por lo tanto, se utilizó una concentración 10 µM como 

tratamiento supresor estándar. 

1.4. Mecanismo de acción del ATP. Sistema de segundo mensajero asociado al ATP. 

Los receptores de ATP en astrocitos pueden estar acoplados a varias cascadas de 

segundos mensajeros, pudiendo estar relacionados con la elevación de la [Ca2+] i via 

PLC-IP3 (Neary et al., 1988; Pearce et al., 1989; Kirischuk et al., 1995; Guthrie et al., 

1999; Wang Z. et al., 2000) o acoplado a una proteína Gs que estimula a la AC, 

aumentando los niveles intracelulares de cAMP (Neary, 1996; Neary et al., 1996; 

Jimenez et al., 1999; Laroche-Joubert et al., 2002; Neary et al., 2003). Por ello 

determinamos si el pretratamiento con ATP resulta en algún cambio en estos segundos 

mensajeros. 

Las variaciones en la [Ca2+] i. 

Se realizaron experimentos para determinar si las variaciones de los niveles de 

Ca2+ intracelular participan en la supresión por ATP de la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas. Para ello bloqueamos las posibles señales de [Ca2+] i durante una hora con 

10 µM de BAPTA-AM, la forma permeable del quelante de Ca2+. Los resultados de 

estos experimentos se muestran en la figura 41. En otros estudios, este tratamiento ha 

mostrado una anulación de las señales de Ca2+ inducidas por ATP en astrocitos de rata 

(Dieter et al., 1993; Jordan et al., 1995; Urbano y Buno, 1998; Garcia-Lecea et al., 

1999; Anderson et al., 2004; Mongin y Kimelberg, 2005). 
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Figura 41.  Participación de las variaciones en la [Ca2+] i (BAPTA-AM). 

Citomix estándar. ATP y BAPTA-AM fueron añadidos una hora y dos horas antes de la inducción, 

respectivamente. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación 

de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en 

cuatro experimentos diferentes. 

 

En la figura 41 se observa claramente como el pretratamiento con el quelante de 

Ca2+, BAPTA-AM, no muestra un efecto significativo sobre la ruta inductora ya que no 

previene la inducción de NOS-2 por el citomix, ni tampoco interfiere en la supresión por 

ATP, que continúa siendo prácticamente total. Estos resultados permiten concluir que, 

bajo nuestras condiciones experimentales, la modificación de las señales de [Ca2+] i no 

participa en la ruta de inducción de NOS-2 por citoquinas ni en la ruta supresora 

desencadenada por el ATP exógeno. 

Las variaciones en la [cAMP]i. 

Tras haber descartado la participación de las señales de Ca2+ intracelular en la 

supresión por ATP, nos propusimos realizar un estudio sobre los efectos de la elevación 

de la [cAMP] intracelular con el fin de comprobar si esta vía de señalización está 

implicada en el mecanismo supresor del agente purinérgico.  
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Figura 42.  El dibutiril-cAMP reproduce los efectos de ATP. 

ATP y dibutiril-cAMP fueron añadidos una hora antes de la inducción con citomix. Al final de los 

experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de 

Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Con este objeto empleamos el dibutiril-cAMP, un análogo permeable del cAMP 

no hidrolizable por las fosfodiesterasas intracelulares . En la figura 42 se observa que 

este análogo reproduce por sí mismo el efecto supresor del tratamiento con ATP, lo que 

sugiere una implicación de la elevación de los niveles intracelulares de cAMP en la 

supresión por ATP de la inducción de NOS-2 por el citomix. Esto nos llevó a diseñar 

varios experimentos para conocer la variación de la [cAMP] intracelular y su posible 

participación en la supresión por el agente purinérgico. 

Estudio de la variación de [cAMP]i por ATP. 

Para confirmar que los efectos supresores del ATP están mediados por el 

aumento en la [cAMP]i, se determinó la cinética de producción de cAMP tras el 

tratamiento con forskolina (activador permeable de la AC) o con ATP, ambos en 

presencia y en ausencia de IBMX (inhibidor permeable de la PDE, la enzima que 

degrada el cAMP). Tras el tiempo indicado en las figuras 43 y 44, la adenilil-ciclasa fue 

inactivada, las células lisadas y el contenido celular recogido para la determinación de 

cAMP como se describe en “Material y Métodos”. 
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Figura 43.  Producción de cAMP por estimulación de AC por forskolina. 

El tiempo 0 corresponde a la adición de forskolina (10 µM). El IBMX (50 µM) se añadió 30 minutos 

antes que la forskolina. La cantidad de cAMP corresponde a un pocillo con aprox. 225000 células. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en, al menos, tres experimentos diferentes. 

.

0

30

40

60

Tiempo, minutos

50

10

20

0 5 10 15 20

+IBMX

-IBMX

cA
M

P
, p

m
ol

/c
él

ul
a 

x 
10

6

 

Figura 44.  Producción de cAMP por estimulación de AC por ATP. 

El tiempo 0 corresponde a la adición de ATP (10 µM). El IBMX (50 µM) se añadió 30 minutos antes de 

la estimulación con ATP. La cantidad de cAMP corresponde a un pocillo con aprox. 225000 células. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en, al menos, tres experimentos diferentes. 
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Cuando comparamos las figuras 43 y 44 se aprecia una clara similitud en el 

perfil de acumulaciones de cAMP en respuesta a ATP y a forskolina, tanto en presencia 

como en ausencia de IBMX. El ATP, por lo tanto, estimula la AC en los astrocitos en la 

misma medida que la forskolina. Ello indica que no existen subpoblaciones o 

compartimentos subcelulares de AC no sensibles al ATP extracelular, lo que parece 

apoyar la idea de que el efecto supresor del purinérgico está mediado por la activación 

de AC. 

También en ambas figuras se observa el efecto de la PDE de cAMP. En 

presencia de IBMX, con la PDE bloqueada, el cAMP generado por la estimulación de la 

AC se acumula en el medio, describiendo una curva de [cAMP]i creciente hasta 

aproximadamente 10 minutos de tratamiento, a partir de la cual se mantiene estable. Por 

el contrario, en ausencia del mismo, la actividad de la PDE degradando cAMP se 

manifiesta en el carácter transitorio de la elevación del cAMP, que cae a niveles basales 

tras un máximo en torno a los 10 minutos de tratamiento. Este pico máximo es un 

30-40% menor que el máximo valor alcanzado con los mismos tratamientos en 

presencia del inhibidor de la PDE de cAMP. 

A la luz de la cinética descrita en las figuras 43 y 44, en ulteriores experimentos 

se utilizó un tiempo de 10 minutos de incubación para la recogida de muestra para la 

determinación de la [cAMP] en otros tratamientos. 

Estudio de la participación de la AC (Adenilil Ciclasa). 

Para confirmar la hipótesis de que la participación de AC en la supresión por 

ATP de la inducción de NOS-2 por las citoquinas pro-inflamatorias llevamos a cabo un 

estudio de determinación de la producción de nitritos tras distintos estímulos en 

presencia de un inhibidor de la adenilil ciclasa (MDL-12330A). 
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Figura 45.  Participación de la Adenilil Ciclasa. 

El ATP fue añadido una hora antes de la inducción con citomix. El MDL-12330A fue añadido dos horas 

antes de la inducción. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Los resultados mostrados en la figura 45 indican que la inhibición de la AC no 

altera los niveles basales de producción de NO2
- ni la inducción de NOS-2 por 

citoquinas proinflamatorias, que permanece intacta. Sin embargo, la preincubación con 

MDL-12330A bloqueó completamente la capacidad del ATP de suprimir la inducción, 

lo que muestra claramente que la activación de la AC es esencial para el efecto supresor 

del ATP sobre la inducción de NOS-2. 
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2. NATURALEZA DEL AGENTE PURINÉRGICO. 

La elevación de la concentración intracelular de cAMP se correlaciona con la 

adición de ATP y con el efecto supresor de este sobre la inducción de NOS-2 por 

citoquinas, sin embargo, se ha descrito una rápida degradación extracelular del ATP, 

por ello diseñamos experimentos para determinar la permanencia del purinérgico en el 

medio extracelular.  

2.1. ATP o adenosina. 

Por otro lado, otros agentes pueden aumentar la elevación de la concentración de 

cAMP intracelular. Entre estos agentes se encuentra la adenosina, generada por la 

degradación extracelular del ATP descrita en la bibliografía. Por esta razón, decidimos 

estudiar la posible participación de la adenosina como agente supresor de la inducción 

de NOS-2 por las citoquinas. 

El ATP extracelular es rápidamente degradado.  

Otro aspecto descrito en la bibliografía es la rápida degradación del ATP en el 

medio extracelular, especialmente en el tejido neural, donde se han descrito tiempos de 

vida media inferiores a un segundo (Dunwiddie et al., 1997). En estudios in vitro, el 

ATP puede ser degradado por las ecto-nucleotidasas celulares que se encuentran 

ancladas a la membrana celular, y por las esterasas del suero, hasta adenosina, de forma 

muy eficiente. 

Este es un aspecto importante, puesto que el ATP añadido en el mismo momento 

de la inducción no ejerce el efecto supresor observado previamente, lo que podría 

sugerir la conversión del nucleótido en otro compuesto que fuera el agonista real. Por lo 

tanto, resulta interesante determinar el tiempo de supervivencia del ATP como tal en el 

medio extracelular. Para ello se cuantificó la concentración de ATP extracelular tras 

haber tratado las células con diferentes agentes farmacológicos como el antagonista de 

los receptores de ATP, PPADS, y la apirasa, una enzima que degrada el ATP 

directamente hasta AMP (Ver “Medición de ATP: Método de luciferina/luciferasa” en 

“Material y Métodos”). Los resultados de este estudio se muestran en la figura 46. 
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Figura 46.  El ATP exógeno está completamente degradado tras 24h en el medio.  

Las barras corresponden a la cuantificación luminométrica de ATP en el medio de cultivo tras 24 horas de 

tratamiento. C: Cultivo control sin tratar. Citomix: IFN-γ (50 UI/ml) + IL-1β (500 ng/ml). Ado: 

adenosina.  

 

Tomamos el periodo de 24 horas porque es el tiempo mínimo para la 

determinación de nitritos (ver figura 32 en “Material y Métodos”), periodo durante el 

cual estaban en contacto el ATP extracelular y las células. Tras 24 horas de incubación 

en las condiciones del cultivo (presencia de un 10 % de suero fetal bovino (FCS)), la 

[ATP] es de 4-10 nM, concentración incapaz de activar a los receptores P2, los cuales 

reconocen concentraciones mínimas de 100-500 nM (Fields y Burnstock, 2006). 

Destacan en la figura 46 las concentraciones de ATP en los casos del tratamiento 

con apirasa, que degrada el ATP hasta AMP, y con PPADS, que puede actuar como 

inhibidor de las ecto-nucleotidasas celulares y, por tanto, impedir la degradación del 

ATP (Hoffmann et al., 2000).  

Tras haber observado que la concentración de ATP después de 24 horas en las 

condiciones de cultivo es insuficiente para activar efectivamente sus receptores 

celulares, es necesario determinar la velocidad de degradación del ATP exógeno 

adicionado para estimar la supervivencia del nucleótido durante el tiempo de 
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preincubación anterior a la adición de citoquinas en el protocolo de inducción de 

NOS-2. 
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Figura 47.  Cinética de degradación extracelular del ATP exógeno. 

En las tres primeras condiciones se analizó la superviviencia del ATP en medio de cultivo en ausencia y 

en presencia de distintas concentraciones de suero pero en ausencia de células. En la última condición 

(+ Astrocitos) se midió la concentración de ATP en el medio de pocillos de cultivo de astrocitos en 

ausencia de suero añadido. El medio de cultivo fue DMEM suplementado con antibióticos, 37 ºC). 

 

La figura 47 muestra la rápida degradación del ATP extracelular por las enzimas 

del suero (FCS) del medio de cultivo y por las ecto-nucleotidasas celulares. La alta 

velocidad de degradación hace que la persistencia del ATP en el medio sea fugaz, por lo 

que este resulta incapaz, dada su baja concentración, de modular la inducción a largo 

plazo de NOS-2 por citoquinas, proceso que requiere varias horas. Incluso en medio sin 

suero, el ATP es degradado completamente en menos de 2 horas. La degradación de 

ATP genera adenosina, otro posible efector de la supresión observada tras la adición de 

ATP al medio. 
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Los receptores P2 de ATP y A de adenosina. 

Con el propósito de investigar la hipótesis de la conversión del ATP exógeno en 

adenosina, siendo entonces la adenosina la responsable de la acción supresora, 

estudiamos el efecto de un análogo no hidrolizable del ATP, así como de varios 

antagonistas P2 (receptores de ATP) y P1 (receptores de adenosina). 

La figura 48 muestra el efecto de dichos agentes sobre la supresión de la 

inducción ejercida por ATP. El análogo no hidrolizable α,β-metilén-ATP 

(α,β-me-ATP), que no puede ser convertido en adenosina, no muestra efecto supresor 

alguno. Al mismo tiempo, los antagonistas P2 PPADS y azul reactivo no bloquearon el 

efecto supresor del ATP exógeno. Por el contrario el antagonista de adenosina DPCPX 

si anuló por completo el efecto supresor. Ello sugiere que la supresión está mediada por 

receptores de adenosina y no por receptores P2 de nucleótidos. 
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Figura 48.  Participación de los receptores P2 en la acción supresora del ATP. 

Las barras corresponden a la acumulación de nitritos durante 24 horas tras la inducción con el citomix. 

ATP y α,β-me-ATP fueron añadidos una hora antes de la inducción. DPCPX, PPADS y Azul Reactivo 2 

se añadieron 30 minutos antes que el ATP. Al final de los experimentos (tras 24 h) se recogieron los 

medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados 

mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 
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Solo DPCPX reduce el efecto supresor del ATP mientras que PPADS y RB2 no 

lo hacen, por lo que se diseñó un estudio para analizar el efecto de la adenosina exógena 

por sí misma y en presencia de los antagonistas P2 PPADS y azul reactivo 2, así como 

del antagonista selectivo de los receptores de adenosina DPCPX. De forma adicional, se 

estudiaron los efectos de la coadministración de adenosina-desaminasa junto a ATP y a 

adenosina, esta enzima degrada la adenosina hasta inosina, un subproducto inactivo 

sobre los receptores de adenosina.estos fármacos junto a la adenosina, los resultados de 

este estudio se muestran en la figura 49. 
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Figura 49.  Estudio de la participación de los receptores de adenosina en la acción supresora de 

adenosina. 

Las barras corresponden a la acumulación de nitritos 24 horas tras la inducción con el citomix. Adenosina 

y ATP se añadieron una hora antes de la inducción. DPCPX, PPADS, azul reactivo 2 y ADA 

(adenosina-desaminasa) se añadieron 30 minutos antes que la adenosina. Al final de los experimentos se 

recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La figura 49 indica que, efectivamente, la adenosina puede, por sí misma, 

realizar la misma acción supresora que el ATP. De hecho, la ausencia de supresión en 
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presencia de adenosina-desaminasa, tanto cuando se usa ATP como cuando se usa 

adenosina como agonista indica que el agente real que provoca la supresión es el 

nucleósido. Ambas figuras 48 y 49 demuestran que los receptores P2 de ATP no están 

implicados en el proceso de supresión puesto que los antagonistas de estos receptores, 

PPADS y azul reactivo 2, son inactivos. Por otro lado, la supresión inducida tanto por 

ATP como por adenosina es inhibida completamente por DPCPX. La supresión 

inducida por ATP es bloqueada de forma concentración-dependiente por DPCPX (como 

se muestra en la figura 50), cuya IC50 es menor de 1 µM, lo que corresponde al bloqueo 

de receptores de adenosina. Todo ello indica que los efectos supresores observados con 

ATP y adenosina estan mediados, en ambos casos, a través de receptores de adenosina.  
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Figura 50. Estudio dosis-respuesta a DPCPX. 

El ATP (10 µM) se añadió una hora antes de la inducción con el citomix y el DPCPX 30 minutos antes 

que el ATP. La muestra control (C) constituye el 100% de supresión de la inducción e incluye citomix + 

ATP. IC50 = 0.57µM. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Obtenidos estos resultados cabe preguntarse si el ATP exógeno pudiera actuar 

uniéndose a receptores de adenosina. Sin embargo, el hecho de que el análogo no 

hidrolizable α,β-me-ATP, que no puede ser convertido en adenosina, no muestre efecto 
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supresor alguno indica que la hidrólisis y transformación en adenosina es un paso previo 

y obligatorio para la acción supresora del ATP.  

Considerando estas últimas ideas podemos afirmar que la adenosina generada 

tras la degradación extracelular del ATP es la señal fisiológica que, actuando a través de 

receptores de adenosina, modula la expresión de NOS-2, reduciendo su inducción por 

citoquinas pro-inflamatorias. Por lo que decidimos determinar el subtipo de receptor de 

adenosina implicado en el efecto supresor de esta. 
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3. RECEPTORES DE ADENOSINA. 

Tras demostrar que el efecto supresor del ATP sobre la inducción de NOS-2 es 

debido a la acción de la adenosina, generada por la degradación del ATP, sobre los 

receptores de adenosina resulta relevante caracterizar cuál o cuales de los cuatro 

subtipos de estos receptores media el efecto supresor. 

3.1. Estudio dosis-respuesta a adenosina. 

Primeramente realizamos una curva concentración-respuesta para adenosina a 

fin de comparar su potencia agonista con la observada con el ATP, obteniéndose los 

resultados mostrados en la figura 51.  
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Figura 51.  Estudio dosis-respuesta a adenosina. 

La adenosina se añadió una hora antes de la inducción con citomix. Al final de los experimentos se 

recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La curva dosis-respuesta mostrada en la figura 51 muestra una potencia 

supresora muy similar a la observada para ATP (ver figura 40). Basta una concentración 

de adenosina de 8-10 µM para observar una supresión completa de la producción de 
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nitritos (inducción de la expresión de NOS-2 por citoquinas pro-inflamatorias). La IC50 

observada para adenosina (IC50 = 6.64 ± 0.81 µM) es virtualmente idéntica a la obtenida 

para ATP (Fig. 40), como cabría esperar si el agonista real es el mismo en ambos casos. 

Para determinar cuales de los cuatro subtipos de receptores de adenosina (A1, 

A2A, A2B, A3) expresan los astrocitos se realizaron análisis de microscopía de 

fluorescencia a muestras de cultivos de astrocitos primarios marcados mediante 

inmunocitoquímica con anticuerpos específicos para cada uno de los cuatro subtipos 

distintos de receptores de adenosina.  

Subtipo A1 Subtipo A3Subtipo A2A Subtipo A2B

Ac1 Ac1 Ac1 Ac1

Control Control Control Control

 

Figura 52.  Los astrocitos expresan los cuatro subtipos de receptores de adenosina. 

Ac1: Anticuerpo primario específico para cada uno de los cuatro subtipos distintos de receptores de 

adenosina. En la figura se muestran imágenes obtenidas tras el procesado de las muestras mediante 

inmunocitoquímica de fluorescencia indirecta. Cada una de las fotografías de la fila superior de la figura 

corresponde a un cultivo incubado con un anticuerpo primario específico mientras que las imágenes de la 

fila inferior de la figura (controles) corresponden a un cultivo no incubado con anticuerpos primarios. 

Todos los anticuerpos primarios fueron policlonales proporcionados por Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

(ver tabla 9). Todas las muestras fueron incubadas con anticuerpos secundarios específicos. Los 

resultados mostrados correponden a campos representativos de cada cultivo.  

 

Como puede observarse en la figura 52, los astrocitos primarios de cerebelo de 

rata en cultivo expresan todos los subtipos de receptores de adenosina. Por esto, 

tratamos las células con distintos agonistas y antagonistas farmacológicos específicos de 

cada uno de los diferentes subtipos de receptores de adenosina (A1, A2A, A2B y A3), con 

el fin de caracterizar de manera precisa el subtipo de receptor que media la supresión de 

la inducción de NOS-2.  
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3.2. Estudio de la participación del subtipo A1 de receptor de adenosina. 

Para este estudio empleamos CPA (agonista específico del subtipo A1) y DPCPX 

(antagonista selectivo del subtipo A1). 
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Figura 53.  Efecto del agonista CPA (A1) sobre la producción de nitritos inducida por citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante 24 horas tras la adición del 

citomix, cuyo tratamiento corresponde a la barra control (C). Ado: adenosina 10µM. Adenosina y CPA 

fueron añadidos una hora antes de la inducción con citomix. Todos los tratamientos incluyen citomix. Al 

final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante 

la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro 

experimentos diferentes. 

 

En la figura 53 puede observarse cómo el tratamiento con CPA, incluso a altas 

concentraciones (10µM), no reproduce el efecto observado con la adenosina, 

demostrando que el subtipo A1 no esta implicado en la supresión por adenosina de la 

inducción de NOS-2 por las citoquinas. 
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Figura 54.  Efecto del antagonista DPCPX (A1) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante las 24 horas siguientes a la 

adición del citomix. Todos los tratamientos mostrados incluyeron citomix y adenosina 10µM adicionada 

una hora antes de la inducción, la concentración de nitritos correspondiente a este tratamiento es la barra 

control (C). El DPCPX fue añadido 30 minutos antes que la adenosina. Al final de los experimentos se 

recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La figura 54 muestra los resultados tras tratar las células con citoquinas 

pro-inflamatorias y diferentes concentraciones de DPCPX. La IC50 calculada para 

DPCPX es del orden de 500 nM (IC50 = 0.49 ± 0.12 µM). DPCPX es un antagonista 

selectivo de los receptores A1 a concentraciones inferiores a 100nM, a concentraciones 

mayores, como aquí, DPCPX puede actuar también sobre otros receptores de adenosina 

(Fredholm et al., 2001). Por lo tanto este resultado corrobora la conclusión anterior de 

que los receptores A1 no participan en el efecto supresor de la adenosina puesto que 

DPCPX a concentraciones inferiores a 100 nM no impide la supresión inicial de la 

inducción de NOS-2.  
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3.3. Estudio de la participación del subtipo A2A de receptor de adenosina. 

En este caso hemos utilizado los agentes farmacológicos CGS-21680 (agonista 

específico del subtipo A2A) y ZM-241385 (antagonista selectivo del subtipo A2A), 

obteniendo los resultados que se muestran en la figura 55. 
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Figura 55.  Efecto del agonista CGS-21680 (A2A) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante 24 horas tras la adición del 

citomix, cuyo tratamiento corresponde a la barra control (C). Todos los tratamientos incluyeron citomix. 

Ado (adenosina 10µM) y CGS-21680 fueron añadidos una hora antes de la inducción. IC50 = 1.38µM. Al 

final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante 

la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro 

experimentos diferentes. 

 

En la figura 55 puede observarse como CGS-21680 es capaz de ejercer el efecto 

supresor de la inducción de NOS-2 pero el ajuste de los datos a la curva dosis/respuesta 

es aparentemente complejo, lo que puede indicar que el agonista no está actuando sobre 

una población homogénea de receptores. De hecho, este agente es capaz de unirse y 

activar a otros tipos de receptores de adenosina distintos de A2A a altas concentraciones 

(IC50 para A2B = 2.8 ± 0.1 µM) (Feoktistov y Biaggioni, 1998; Ongini et al., 1999; 
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Arslan y Fredholm, 2000; Kull et al., 2000) por lo que podemos atribuir el efecto 

observado a su unión a otros receptores, no a los A2A. 
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Figura 56.  Efecto del antagonista ZM-241385 (A2A) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante las 24 horas siguientes a la 

adición del citomix. Todos los tratamientos mostrados incluyeron citomix y adenosina (10 µM). La 

adenosina fue añadida una hora antes de la inducción, la barra control (C) corresponde a este tratamiento. 

El ZM-241385 fue añadido 30 minutos antes que la adenosina en los tratamientos correspondientes. Al 

final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante 

la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro 

experimentos diferentes. 

 

Por otra parte, la figura 56 muestra cómo el tratamiento con el antagonista 

específico del subtipo A2A, ZM-241385, previene sólo parcialmente el efecto supresor 

de la adenosina y sólo a concentraciones superiores a 1 µM (IC50 = 3.50µM). Puesto que 

la afinidad de unión del fármaco por los receptores A2A de rata es del orden de 300 nM 

(Fredholm et al., 2001), este resultado indica que el ZM-241385 esta ejerciendo una 

acción inespecífica sobre receptores de adenosina distintos de los A2A. De hecho, a este 

antagonista se le ha descrito cierta afinidad por el subtipo A2B de receptores de 

adenosina (Ongini et al., 1999). 
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3.4. Estudio de la participación del subtipo A2B de receptor de adenosina. 

En el estudio llevado a cabo para determinar la posible participación del subtipo 

A2B de receptores de adenosina se emplearon los agentes farmacológicos NECA 

(agonista relativamente específico del subtipo A2B) y MRS-1754 (antagonista selectivo 

del subtipo A2B (Linden, 2001)). 
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Figura 57.  Efecto del agonista NECA (A2B) sobre la producción de nitritos inducida por citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante 24 horas tras la adición del 

citomix, cuyo tratamiento corresponde a la barra control (C). Todos los tratamientos incluyeron citomix. 

Ado (adenosina 10µM) y NECA fueron añadidos una hora antes de la inducción. IC50 = 35.80nM. Al 

final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante 

la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro 

experimentos diferentes. 

 

Puede observarse en la figura 57 como el tratamiento con NECA reproduce, a 

bajas concentraciones (200nM), el efecto supresor de la adenosina, apuntando a este 

subtipo A2B como el responsable de la supresión por adenosina de la inducción de 

NOS-2 por las citoquinas.  
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Figura 58.  Efecto del antagonista MRS-1754 (A2B) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante las 24 horas siguientes a la 

adición del citomix. Todos los tratamientos mostrados incluyeron citomix y adenosina (10µM). La 

adenosina fue añadida una hora antes de la inducción, la barra control (C) corresponde a este tratamiento. 

El MRS-1754 fue añadido 30 minutos antes que la adenosina en los tratamientos correspondientes. 

IC50 = 5.99 nM. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de 

nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en 

cuatro experimentos diferentes. 

 

Los resultados ilustrados en la figura 58 apoyan la hipótesis de la participación 

de A2B sugerida por los resultados mostrados en la figura 57, puesto que el tratamiento 

con el antagonista del subtipo A2B, MRS-1754, suprime totalmente incluso a bajas 

concentraciones (10nM) el efecto de la adenosina, demostrando que este subtipo A2B sí 

esta implicado en la supresión por adenosina de la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas. 

3.5. Estudio de la participación del subtipo A3 de receptor de adenosina. 

En este estudio cuyos resultados se muestran a continuación he trabajado con los 

agentes farmacológicos IB-MECA (agonista específico del subtipo A3) y MRS-1523 

(antagonista selectivo del subtipo A3). 
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Figura 59.  Efecto del agonista IB-MECA (A3) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo durante 24 horas tras la adición del 

citomix, cuyo tratamiento corresponde a la barra control (C). Todos los tratamientos incluyeron citomix. 

Ado (adenosina 10µM) e IB-MECA fueron añadidos al medio de tratamiento una hora antes de la 

inducción. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de 

nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en 

cuatro experimentos diferentes. 

 

En la figura 59 puede observarse como el tratamiento con el agonista específico 

del subtipo A3, IB-MECA, no reproduce el efecto observado con la adenosina, ni a la 

concentración de 1 µM, suficientemente alta teniendo en cuenta la alta afinidad de este 

fármaco por el subtipo A3 de rata descrita en la bibliografía (1.1 nM) (Fredholm et al., 

2001). 
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Figura 60.  Efecto del antagonista MRS-1523 (A3) sobre la producción de nitritos inducida por 

citoquinas. 

La gráfica muestra la acumulación de nitritos en el medio de cultivo 24 horas después de la adición del 

citomix. Todos los tratamientos mostrados incluyeron citomix y adenosina (10 µM). La adenosina fue 

añadida una hora antes de la inducción, la barra control (C) corresponde a este tratamiento. El MRS-1523 

fue añadido 30 minutos antes que la adenosina en los tratamientos correspondientes. Al final de los 

experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de 

Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

De forma complementaria a los resultados mostrados en la figura 59, la figura 60 

muestra como el tratamiento con el antagonista del subtipo A3, MRS-1523, no suprime 

el efecto de la adenosina, demostrando que el subtipo A3 no esta implicado en la 

supresión por adenosina de la inducción de NOS-2 por las citoquinas. 

Considerando de forma conjunta los resultados mostrados en las figuras 51 – 60, 

podemos concluir que el subtipo implicado significativamente en nuestro estudio es el 

receptor A2B de adenosina, a pesar de la supresión parcial de la inducción de NOS-2 

observada con el agonista de A2A a altas concentraciones (CGS-21680, 10 µM), 

probablemente por su ligera afinidad por el subtipo A2B.  

Una vez identificado el receptor implicado en la supresión orientamos la 

investigación hacia la identificación de la ruta intracelular que subyace a la supresión de 

la inducción de NOS-2. 
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4. MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS CITOQUINAS Y DE LA SU PRESIÓN. 

A grandes rasgos, la inducción de NOS-2 por citoquinas implica la activación 

de, al menos, dos vías de señalización. Una que conduce a la translocación de NF-κB y 

otra, dependiente de p21Ras, necesaria para la fosforilación y activación del factor 

nuclear. Esta segunda implica a la p38MAPK, no obstante, se ha descrito la participación 

de otros mecanismos en diferentes tipos celulares (Alpert et al., 1999; Sizemore et al., 

1999; Chan et al., 2001; Nomura, 2001; Marcus et al., 2003; Birkenkamp et al., 2004; 

Chantome et al., 2004).  

4.1. Mecanismo de la supresión. 

Como ya se ha descrito anteriormente, la adenosina ejerce un efecto supresor 

mediante su interacción con el subtipo A2B. Para identificar al efector intracelular de 

esta supresión, y puesto que la adenosina extracelular provoca la elevación de la 

[cAMP] intracelular, diseñamos varios experimentos centrados en el estudio de la 

posible participación del cAMP en la supresión por purinérgicos de la inducción de 

NOS-2 por las citoquinas. 

Elevación de la [cAMP]i. 

En la figura 61 se muestran los resultados obtenidos tras varios experimentos en 

los que se han estudiado los efectos respecto a la acumulación de cAMP intracelular de 

la forskolina (activador permeable de la AC), la adenosina y los agonistas específicos 

para cada uno de los cuatro subtipos de receptores de adenosina. 
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Figura 61.  Estudio de la variación de [cAMP]i. Forskolina, adenosina y agonistas. 

La gráfica muestra la concentración de cAMP intracelular en distintas muestras de astrocitos primarios de 

rata tratados con los distintos tratamientos. Todos los tratamientos fueron añadidos al mismo tiempo y 

recogidos para determinar la [cAMP] tras 10 minutos. La cantidad de cAMP corresponde a un pocillo con 

aprox. 225000 células. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. C: Control (no tratamiento). Fsk: Forskolina. Ado: 

Adenosina. CGS: CGS-21680. IB-M: IB-MECA. 

 

Tal y como se esperaba tras la confirmación de que los astrocitos expresan los 

cuatro subtipos de receptores de adenosina (Fig. 52), de que la elevación de la [cAMP]i 

se correlaciona con la supresión por ATP o adenosina de la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas (Fig. 42 – 45) y de que, en general, la estimulación de los subtipos A1 y A3 

disminuyen la [cAMP]i ya que se han descrito acoplados por lo general negativamente a 

la AC probablemente via una Gi (ver tabla 8) mientras que la de los subtipos A2 

(frecuentemente acoplados a la estimulación de la AC probablemente via una Gs) la 

aumentan (Fredholm et al., 2001; Fields y Burnstock, 2006). La figura 61 muestra cómo 

el tratamiento con los agonistas específicos de los subtipos A1 y A3 de receptores de 

adenosina (CPA 1 µM e IB-MECA 1 µM) hace disminuir la [cAMP] intracelular a 

niveles próximos o incluso por debajo del nivel del tratamiento control, por otro lado, el 

tratamiento con el agonista específico del subtipo A2B la aumenta hasta niveles 
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próximos a los obtenidos tras el tratamiento con forskolina, adenosina o ATP, lo que 

apoya la conclusión obtenida previamente según la cual A2B es el subtipo de receptor de 

adenosina implicado en la supresión por los purinérgicos de la inducción de NOS-2 por 

las citoquinas (Fig. 52 – 60). 

Respecto a los resultados obtenidos del estudio sobre la participación del subtipo 

A2A en la elevación de la [cAMP] intracelular con el agonista específico (CGS-21680 

1 µM) no son tan decisivos y no nos permiten obtener una conclusión tan clara, nosotros 

sugerimos la interacción de CGS-21680 1 µM con el subtipo A2B descrita en la 

bibliografía (Ongini et al., 1999; Arslan y Fredholm, 2000; Kull et al., 2000). 

De forma complementaria al estudio con los agonistas específicos de cada uno 

de los cuatro subtipos de receptores de adenosina se llevó a cabo un estudio con los 

antagonistas específicos para cada uno de ellos. En la figura 62 se muestran los 

resultados obtenidos en este estudio sobre los efectos de estos agentes farmacológicos 

sobre el aumento de [cAMP]i producido por el tratamiento con adenosina. Se observa en 

esta figura cómo el cotratamiento de adenosina con los antagonistas específicos 

confirma las conclusiones a las que se han llegado en el caso de los tratamientos con los 

distintos agonistas selectivos (Fig. 61). De hecho, se distinguen dos grupos 

estadísticamente significativos (P<0.05), los constituídos por el tratamiento control (sin 

adición de adenosina) y el que incluye MRS-1754 (antagonista selectivo de A2B), y el 

grupo constituído por el resto de tratamientos. 

El tratamiento con el antagonista del subtipo A2A no muestra un efecto supresor 

de la estimulación de AC promovida por la adenosina, lo que demuestra que este 

subtipo de receptor de adenosina no participa en el aumento de la [cAMP]i promovido 

por el tratamiento con el derivado purinérgico. Además, el tratamiento con el 

antagonista del subtipo A2B (acoplado a la estimulación de la AC) junto a la adenosina 

suprime el efecto de ésta sobre la [cAMP]i, disminuyendola hasta los valores basales, 

confirmando la hipótesis de que es este subtipo de receptor de adenosina el implicado 

en el aumento de la [cAMP]i generado por el tratamiento con adenosina. 
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Figura 62.  Estudio de la variación de [cAMP]i. Adenosina y antagonistas. 

La gráfica muestra la concentración de cAMP intracelular en distintas muestras de astrocitos primarios de 

rata tratados con los distintos tratamientos. Todos los tratamientos fueron recogidos para determinar la 

[cAMP] 10 minutos tras la adición de adenosina. La [cAMP] nM es pmol/ml en cada pocillo conteniendo 

200µl y obtenido de un pocillo de cultivo/tratamiento conteniendo aprox. 225000 células. DPCPX, 

ZM-241385, MRS-1754 y MRS-1523 fueron añadidos una hora antes que la adenosina. La noradrenalina 

se añadió al mismo tiempo que la adenosina. Al final de los experimentos se recogieron los medios de 

cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± 

SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Efectores del cAMP intracelular: PKA y proteínas Epacs 1/2. 

La proteína intracelular más frecuentemente asociada a la elevación de la 

[cAMP] intracelular es PKA aunque otras proteínas como las epacs también han sido 

descritas como efectoras activadas por esta misma elevación de [cAMP] (de Rooij et al., 

2000; Laroche-Joubert et al., 2002; Christensen et al., 2003; Rehmann et al., 2003). 

Con el propósito de determinar el agente efector de la elevación intracelular de la 

[cAMP] se diseñaron los experimentos cuyos resultados se muestran a continuación. 
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Estudio de la participación de PKA (KT-5720 y H-89). 

Se han realizado experimentos para determinar la posible participación de la 

PKA en el efecto supresor del ATP sobre la inducción de NOS-2 por las citoquinas. 

Para ello se han utilizado KT-5720 y H-89 (inhibidores permeables selectivos de PKA 

pero no de PKG, PKC ni MLCK). 
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Figura 63.  Estudio de la participación de PKA en la supresión de la inducción (KT-5720 y H-89). 

El ATP fue añadido una hora antes de la inducción con citomix. KT-5720 y H-89 fueron añadidos 30 

minutos antes que el ATP. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

A la luz de la figura 63, la presencia de ambos inhibidores no modifica la 

inducción de la NOS-2 y la consecuente acumulación de nitritos, y tampoco bloquea el 

efecto supresor del ATP extracelular sobre esta inducción, esta ausencia de efecto de los 

inhibidores específicos de PKA indica que en la ruta de la señal supresora no es esencial 

la participación de esta quinasa, a pesar de que la adición de ATP aumenta los niveles 

de cAMP intracelulares que la activan. 

Tras haber descartado la participación de PKA y teniendo en cuenta que el 

efecto supresor se acompaña de una elevación de la [cAMP] (Fig. 42 – 45, y 63) 

consideramos la posible participación de las pequeñas proteínas G monoméricas Epacs 
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1/2 o Rap-GEFs 1/2, puesto que una elevación de la [cAMP] i puede activar a estas 

proteínas, las cuales a su vez, activan a Rap1, desencadenando una ruta de señalización 

relacionada, en general, con las proteínas MAPKs.  

PKA vs Epac (6-fenil-cAMP y 8-CPT-2’-O-Me-cAMP). 

Tras comprobar que los astrocitos primarios de cerebelo de rata expresan las 

proteínas Epac 1 y 2 (ver figura 64), se realizó un estudio farmacológico utilizando dos 

agonistas permeables del cAMP intracelular, uno de ellos, el 6-fenil-cAMP, es 

específico de PKA y carece de efectos sobre las proteínas Epac1/2, el otro, el 

8-CPT-2’-O-Me-cAMP es un agonista respecto a las proteínas Epac 1/2, capaz de unirse 

y activar a las mismas, pero no ejerce ningún efecto sobre PKA. 

 

Control

Control

Epac1

Epac2  

Figura 64.  Los astrocitos primarios de rata expresan las proteínas Epac 1 y 2. 

Imágenes obtenidas tras inmunocitoquímica de fluorescencia indirecta. En la parte superior de la figura, 

la fotografía de la derecha muestra un cultivo de astrocitos primarios marcados con anticuerpos primarios 

frente a Epac 1 mientras que la fotografía de la izquierda muestra el mismo cultivo pero no marcado con 

el anticuerpo primario (control). Las fotografías de la parte inferior de la figura corresponden a un mismo 

cultivo tras el marcaje con anticuerpos específicos para la proteína Epac 2 (derecha) y sin este marcaje 

(izquierda, control). Cada fotografía corresponde a un campo representativo del cultivo. 
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Figura 65.  Efectores de cAMP: PKA y Epacs (6-fenil-cAMP). 

ATP y 6-fenil-cAMP fueron añadidos una hora antes de la inducción con citomix. Al final de los 

experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de 

Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Tal y como muestra la figura 65, el tratamiento con 6-fenil-cAMP (agonista 

específico de PKA sin efecto sobre Epac 1/2) no tiene por sí mismo ningún efecto sobre 

los niveles basales de producción de NO2
- ni su inducción por citoquinas. Es más, la 

presencia de 6-fenil-cAMP no interfiere, ni potencia ni bloquea, la supresión de la 

inducción por ATP extracelular. Estos resultados coinciden con los obtenidos con los 

antagonistas farmacológicos de PKA, KT-5720 y H-89, demostrando que la ruta 

desencadenada por el ATP extracelular, aunque se acompaña de la elevación de 

[cAMP], no requiere la participación de la PKA.  
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Figura 66.  Efectores de cAMP: PKA y Epacs (8-CPT-2’-O-Me-cAMP). 

ATP y 8-CPT-2’-O-Me-cAMP fueron añadidos una hora antes de la inducción con citomix. Al final de 

los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica 

de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos 

diferentes. 

 

De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 66, el 

8-CPT-2’-O-Me-cAMP, agonista permeable específico de las proteínas Epac 1/2, 

reproduce per se, a la concentración de 100nM, el efecto supresor observado en los 

tratamientos con ATP. Adicionalmente, cabe destacar que en ambos casos la supresión 

es total. No hay un mayor efecto en el tratamiento simultáneo con ATP y 

8-CPT-2’-O-Me-cAMP. 

A la luz de ambas figuras 65 y 66, se puede concluir que la activación de las 

proteínas Epac 1/2 es esencial para la supresión observada con ATP, lo que sugiere que 

la ruta de supresión desencadenada por el agente purinérgico es dependiente de la 

activación de las proteínas Epacs 1/2 por la elevación de la concentración del cAMP 

intracelular. El hecho de que estas proteínas sean esenciales en la ruta de supresión por 

ATP induce a pensar en la posible participación de la proteína Rap1, una proteína que 

es directamente activada por éstas (véase más adelante) 
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4.2. Vía de la inducción. 

La ruta de inducción de NOS-2 por el citomix que parte de la interacción de la 

IL-1β con su receptor está asociada a varias proteínas en su dominio citoplasmático y 

puede implicar a distintas proteínas intracelulares tales como PI3-quinasa y las tres 

subfamilias de MAPKs. Convergiendo las diferentes rutas en la translocación y 

activación de NF-κB. Para delimitar la ruta de inducción desencadenada por esta 

interleuquina (IL-1β) en astrocitos primarios de rata se realizaron varios experimentos 

con antagonistas específicos para cada una de estas quinasas celulares, los resultados 

obtenidos se muestran a continuación. 

Estudio de la participación de PI3-quinasa. 

La PI3-quinasa es una enzima que ha sido descrita por algunos autores como 

asociada al receptor de la interleuquina 1β (Reddy et al., 1997; Marmiroli et al., 1998; 

Sizemore et al., 1999; Funakoshi et al., 2001; Schmidt et al., 2004). 

Para determinar si esta quinasa participa, al igual que en otros tipos celulares 

(Diaz-Guerra et al., 1999; Pahan et al., 1999), en la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas pro-inflamatorias en astrocitos de rata, se realizó un estudio de determinación 

de nitritos tras tratamiento de inducción con citomix en cultivos celulares preincubados 

durante una hora con el inhibidor farmacológico específico de la enzima (LY-294002, 

IC50 = 1.4 µM) que actúa sobre el sitio de unión a ATP de ésta (Vlahos et al., 1994). 
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Figura 67.  Efecto del inhibidor LY-249002 sobre la producción de nitritos inducida por citoquinas. 

Todos los tratamientos incluyeron citomix. LY-294002 fue añadido al medio de tratamiento una hora 

antes de la inducción. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Tal y como puede observarse en la figura 67, el tratamiento con el inhibidor 

específico de la PI3-quinasa junto con las citoquinas no afecta de forma significativa a 

la inducción de NOS-2, por lo que podemos deducir que la PI3-quinasa no participa en 

la cascada de señalización a través de la cual las citoquinas pro-inflamatorias inducen la 

expresión de NOS-2 en astrocitos primarios en cultivo. 

El ligero efecto observado en el tratamiento tras la preincubación con 

LY-294002 a concentraciones altas como 20 µM y 25 µM permite descartar que su 

efecto se deba a la supresión de la inducción de NOS-2 por IFN-γ, como ocurre en 

células microgliales BV2 (Tsai et al., 2004), incluso podría deberse a reacciones 

celulares inespecíficas, y también se ha descrito que a mayor concentración afecta la 

actividad de MAPKs y otras quinasas (Ding et al., 1995; Vlahos et al., 1995; Yano et 

al., 1995). En particular, una inhibición inespecífica parcial de la p38MAPK bastaría para 

explicar este efecto (véase más adelante). 
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Estudio de la participación de las diferentes MAPKs. 

La cascada de señalización desencadenada por la interacción entre la IL-1β y su 

receptor está frecuentemente relacionada con las proteínas quinasas de la superfamilia 

de las MAPKs, actuando, según el tipo celular, a través de una o varias de las 

representantes de las tres subfamilias de MAPKs: p38MAPK (también conocida como la 

quinasa de estrés SAPK-2), p54JNK (también conocida como la quinasa de respuesta a 

estrés SAPK-1 o JNK), y p42p44MAPK o ERKs 1/2 (McDermott y O'Neill, 2002). 

En general, las quinasas de estrés (SAPKs) p38MAPK y JNK participan en las 

respuestas celulares relacionadas con inflamación y apoptosis, entre otras, mediante la 

actuación sobre NF-κB, y AP-1, respectivamente, mientras que las ERKs 1/2 están más 

relacionadas con las respuestas proliferativas mediante la actuación sobre otros factores 

de transcripción, tales como CREB (Cobb, 1999; Herlaar y Brown, 1999; LaPointe y 

Isenovic, 1999; Chang y Karin, 2001; Dent et al., 2003). 

Para dilucidar la posible participación de cada una de las representantes de las 

tres subfamilias de MAPKs se realizaron experimentos empleando inhibidores 

específicos de cada una de estas familias. Estos estudios, cuyos resultados se muestran 

en la figura 68, consistieron en el cotratamiento del citomix con los agentes 

farmacológicos SB-203580, SP-600125 y PD-98059, inhibidores permeables 

específicos de p38MAPK, p54JNK y las ERKs 1/2, respectivamente. 
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Figura 68. Tratamientos supresores de cada una de las tres familias de MAPKs. 

Todos los tratamientos incluyeron citomix. SB: SB-203580; SP: SP-600125; PD: PD-98059. Los tres 

agentes supresores se añadieron al medio de tratamiento una hora antes de la inducción y a la 

concentración de 20 µM. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Tras observar los resultados ilustrados en la figura 68 pudimos concluir que 

p38MAPK es la única de las subfamilias de MAPKs que participa en la inducción gen de 

NOS-2 por citoquinas pro-inflamatorias y que es necesaria para ella, ya que el 

SB-203580 fue el único agente capaz de bloquear el efecto inductor de las citoquinas. 

La ligera supresión de la inducción de NOS-2 por el inhibidor de la otra quinasa 

de estrés p54JNK (SP-600125) a altas dosis (20 µM) puede deberse a una respuesta 

celular inespecífica al fármaco o a algún efecto específico del mismo ajeno a la ruta de 

inducción, puesto que se ha descrito a SP-600125 como regulador de la expresión 

génica y como inductor de apoptosis en células tumorales (Krumenacker et al., 2005; 

Xia et al., 2006). 

Por el contrario, la curva concentración-respuesta para SB-203580 mostrada en 

la figura 69 indica que el bloqueo provocado por este agente se produce a 

concentraciones inferiores a 30 µM (IC50 = 14.4 ± 1.8 µM). En este intervalo, 



RESULTADOS.   

 

148 

SB-203580 es específico de p38MAPK y no bloquea significativamente otras MAPKs 

(Saleshando y O'Connor, 2000; Piao et al., 2003). 
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Figura 69.  Estudio de la participación de p38MAPK  (SB-203580). 

Todos los tratamientos incluyeron citomix. SB-203580 se añadió al medio de tratamiento una hora antes 

de la inducción. IC50 = 14.39µM. Al final de los experimentos se recogieron los medios de cultivo para la 

determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados mostrados (media ± SEM) son 

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La supresión de la inducción de NOS-2 por el inhibidor de p38MAPK 

(SB-203580) de forma dosis-dependiente mostrada en la figura 69 demuestra la 

participación obligada de esta quinasa en la ruta de señalización desencadenada por las 

citoquinas proinflamatorias. 

La anisomicina es un potente activador permeable específico de JNK y p38MAPK, 

por lo que el tratamiento con este agente farmacológico puede dilucidar si la 

participación de la subfamilia de p38MAPK es suficiente para la inducción del gen de 

NOS-2 por IL-1β. En tal caso, la anisomicina podría sustituir a la IL-1β en el 

tratamiento de inducción, para ello se realizó un estudio en el que se presentaron al 

cultivo cada uno de los dos componentes del citomix por separado, pero conjuntamente 

con la anisomicina. 
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Figura 70.  La anisomicina no puede sustituir a ninguno de los componentes del citomix. 

La anisomicina se añadió en el momento de la inducción con citomix. Al final de los experimentos se 

recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Los resultados mostrados en la figura 70 indican que a pesar de la conclusión 

anterior, la anisomicina no ofrece una inducción de NOS-2 adicional pero tampoco 

basta para sustituir a ninguno de los dos constituyentes del citomix, siendo necesaria la 

combinación de ambas citoquinas para la inducción del gen de NOS-2 lo que sugiere 

que la participación de la p38MAPK, si bien es necesaria, no es suficiente. 

Participación de p21Ras y de Rap1. 

La participación de p38MAPK señala a la proteína p21Ras como el posible nexo 

entre el receptor de interleuquina y la activación de la MAPK, ya que las MAPKs estan 

frecuentemente relacionadas con p21Ras (ver figura 15). Rap1, al igual que p21Ras, es 

una pequeña proteína monomérica de unión a GTP. Esta proteína se encuentra dispuesta 

preferentemente en la región perinuclear, aparato de Golgi y endosomas inclusive 

(Nomura et al., 2004) y es activada directamente por las proteínas Epacs 1/2 activadas.  

Ambas, p21Ras y Rap1, se encuentran descritas en la bibliografía como 

homólogas con actividad antagonista (Zwartkruis y Bos, 1999; Palsson et al., 2000; 
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Nomura et al., 2004). Ras debe estar anclada a la membrana por restos farnesilo para ser 

activa, no así Rap1. Por ello, para el estudio de la participación de ambas proteínas de la 

misma familia se han utilizado los agentes farmacológicos FTI-277, un inhibidor 

selectivo de la farnesil-transferasa (IC50 = 100 nM), enzima indispensable para la 

síntesis de p21Ras (Sun et al., 1995)) que no afecta a Rap1A (IC50 = 50µM) (Lerner et 

al., 1995a; Lerner et al., 1995b) y GGTI-286, un inhibidor específico de la 

geranil-geranil-transferasa (IC50 = 2µM) (Lerner et al., 1997; Qian et al., 1998) que 

impide la prenilación de Rap1A pero no la de p21Ras (Nomura et al., 2004).  
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Figura 71.  Esencialidad de Rap1 y p21Ras (GGTI-286 y FTI-277, respectivamente). 

Todos los tratamientos incluían citomix. ATP se añadió una hora ante de la inducción, GGTI-286 y 

FTI-277 fueron añadidos dos horas antes de la inducción. Al final de los experimentos se recogieron los 

medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los resultados 

mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

Se observa en figura 71 cómo el inhibidor específico de p21Ras (FTI-277) 

suprime la inducción de NOS-2 por las citoquinas, mientras que el inhibidor específico 

de Rap1 (GGTI-286) no ejerce ningún efecto sobre la inducción por citoquinas. Por lo 

que podemos concluir que p21Ras es esencial para la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas pro-inflamatorias, mientras que Rap1 no lo es. Respecto a la ruta de 

supresión por el ATP, la figura 71 muestra como el pretratamiento con GGTI-286, que 
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bloquea la acción de Rap1 pero no de p21Ras, la anula totalmente mientras que el 

pretratamiento con este fármaco no afecta a la inducción de NOS-2 por el citomix. 

Para verificar la participación de p21Ras en la activación de p38MAPK realizamos 

estudios coadministrando la anisomicina junto al citomix y a distintos antagonistas 

utilizados previamente y que habían impedido la producción de NO·. 
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Figura 72.  Efecto de antagonistas tras la activación directa de p38MAPK  por anisomicina. 

Todos los tratamientos incluyeron citomix. La anisomicina se añadió en el momento de la inducción. 

FTI-277 y SB-203580 fueron añadidos una hora antes de la inducción. Al final de los experimentos se 

recogieron los medios de cultivo para la determinación de nitritos mediante la técnica de Griess. Los 

resultados mostrados (media ± SEM) son datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes. 

 

La figura 72 muestra cómo la anisomicina revierte el efecto supresor del 

inhibidor de p21Ras (inhibidor de la farnesilación, FTI-277) pero no el del antagonista de 

p38MAPK (SB-203580), lo que apoya la idea anterior (Fig. 68) de que la p38MAPK es 

esencial en la inducción de la expresión de NOS-2 por las citoquinas y que la 

participación de esta quinasa en la ruta de activación se encuentra después de la 

activación de p21Ras.  

Por lo tanto, p21Ras y Rap1 parecen, efectivamente, mantener una relación 

antagónica entre sí en los astrocitos en cultivo. Rap1 es modulada por las proteínas Epac 

1/2 (Kawasaki et al., 1998). Por lo tanto, es posible plantear que la activación de las 
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Epacs estimula a Rap1, lo cual resultaría en la reducción de la estimulación de p21Ras. Y 

esto, a su vez, significa una menor activación de p38MAPK. La participación de las 

proteínas Epacs 1/2 como efectoras de la supresión tras la elevación intracelular de la 

[cAMP] demostrada anteriormente señala a la proteína Rap1 como posible efectora de 

la supresión.  

Estos resultados apoyan la hipótesis de la participación de Rap1 en la supresión 

por el agente purinérgico y de p21Ras en la ruta inductora, así mismo, y teniendo en 

cuenta el antagonismo existente entre ambas proteínas, permite reducir la supresión por 

los agentes purinérgicos de la inducción de NOS-2 por el citomix al ámbito de las 

proteínas G homólogas Rap1 y p21Ras. 

Fosforilación y activación de p38MAPK. 

Según los resultados anteriores, la participación de p38MAPK parece necesaria 

para la inducción de NOS-2 por citoquinas. La p38MAPK se activa típicamente por doble 

fosforilación en Thr180/Tyr182. Por lo tanto, decidimos estudiar la activación de esta 

quinasa mediante determinación de la fosforilación de estos residuos tras diversos 

tratamientos de inducción y de supresión.  

En la figura 73 puede observarse cómo las citoquinas proinflamatorias provocan 

la fosforilación en Thr180/Tyr182 (y por tanto, la activación) de p38MAPK. El 

pretratamiento con adenosina o ATP 10 µM (dato no mostrado), SB-203580 o con el 

inhibidor de p21Ras (FTI-277) impiden esta fosforilación de p38MAPK provocada por la 

inducción con el citomix, lo que coloca a p21Ras previamente en la ruta de activación de 

p38MAPK por las citoquinas. De forma adicional, el inhibidor de la adenilil ciclasa 

(MDL-12330A) impide el efecto supresor de la adenosina, lo que señala a la elevación 

de la [cAMP]i como la mediadora en la supresión por los purinérgicos de la 

fosforilación de la MAPK desencadenada por el citomix.  

Esta figura muestra también cómo la preincubación con el inhibidor específico 

de Rap1 (GGTI-286) suprime totalmente el efecto del purinérgico sobre la fosforilación 

de p38MAPK, lo que concuerda con los resultados obtenidos previamente mediante la 

determinación de nitritos (Fig. 71). Similares resultados se obtuvieron utilizando ATP o 

dibutiril-cAMP en lugar de adenosina (todos 10 µM) (no mostrado aquí). De esta forma 

se demuestra que el efecto supresor de los purinérgicos (ATP/adenosina) tiene lugar en 
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algún punto previo a la fosforilación de p38MAPK y que Rap1 es esencial para la 

supresión por ATP/adenosina de la inducción por el citomix. 

Citomix.
Adenosina (10µM).
MDL-12330A (250µM)
FTI-277 (200nM).
GGTI-286 (5µM).
SB-203580 (20µM).
Anisomicina (100ng/ml).
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Figura 73.  Adenosina, FTI-277 y SB-203580 impiden la fosforilación de p38MAPK . 

La anisomicina se añadió en el momento de la inducción con citomix. Adenosina y SB-203580 se 

añadieron una hora antes de la inducción. FTI-277 se añadió 120 minutos antes de la inducción. 

MDL-12330A y GGTI-286 se añadieron 30 minutos y 120 minutos antes que la adenosina, 

respectivamente. Las fotografías de la parte superior de la figura muestran el resultado del análisis 

mediante Western-Blot de la p38MAPK total (control interno, anticuerpo primario para p38MAPK 

independiente de la fosforilación) y de la fosforilación de esta en Thr180/Tyr182 (anticuerpo primario 

específico de fosfo-p38MAPK) tras distintos tratamientos. La gráfica de la parte inferior de la figura se 

obtuvo mediante densitometría de la imagen superior. La fotografía mostrada es representativa de, al 

menos, tres experimentos en los que se estudió la cinética de fosforilación de p38MAPK. 

 

p38MAPK 

Fosfo-p38MAPK 
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La adenosina bloquea la fosforilación y activación de p38MAPK, nos planteamos 

determinar qué subtipo de receptor de adenosina participa en el control de la 

fosforilación de p38MAPK. Para ello llevamos a cabo varios experimentos para la 

determinación de la fosforilación de p38MAPK en Thr180/Tyr182 tras la estimulación o el 

bloqueo de cada uno de los cuatro subtipos distintos de receptores de adenosina, 

mediante el tratamiento con los distintos agonistas (Fig. 74) y antagonistas (Fig. 75) 

específicos para cada uno de ellos.  

En la figura 74 podemos observar cómo sólo el tratamiento con el agonista 

específico del subtipo A2B de receptores de adenosina (NECA, 100 nM) reproduce el 

efecto supresor de ésta sobre la fosforilación de p38MAPK promovida por el citomix, 

apuntando a este subtipo como el mediador de esta supresión por el agente purinérgico. 

Por otro lado, podemos observar en la figura 75 cómo el tratamiento con el 

antagonista del subtipo A2B (MRS-1754, 10 nM) es el único que evita la supresión por 

adenosina de la fosforilación por citoquinas de p38MAPK, lo que confirma la 

participación del subtipo A2B de receptores de adenosina en la supresión por esta de la 

fosforilación de p38MAPK desencadenada por el citomix.  

Este resultado obtenido al determinar directamente la fosforilación de p38MAPK 

coincide con los obtenidos cuando usamos como indicador la producción de nitritos tras 

tratamientos con agonistas y antagonistas de adenosina (Fig. 53 – 60). Lo que señala a a 

la fosforilación de esta MAPK como la diana efectora de la supresión por el agente 

purinérgico.  
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Citomix.
Adenosina (10µM).
CPA (10µM).
CGS-21680 (10µM).
NECA (100nM).
IB-MECA (1µM).
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Figura 74.  Efecto sobre la fosforilación de p38MAPK  de los agonistas de receptores de adenosina. 

La adenosina y los agonistas se añadieron una hora antes de la inducción con citomix. Los resultados del 

análisis mediante Western Blot mostrados en la parte superior de la figura corresponden al estudio de la 

fosforilación de la p38MAPK en Thr180/Tyr182 (P-p38) tras distintos tratamientos con citomix, adenosina, y 

los distintos agonistas específicos de los cuatro subtipos de receptores de adenosina, en el mismo análisis 

se estudió la cantidad de p38MAPK total (p38) de cada cultivo y tratamiento, cuyos resultados nos sirven 

como control interno de la técnica. En la parte inferior, se muestra el resultado de la densitometría de las 

bandas de proteína fosforilada relativa a la proteína total (razón P-p38/p38). Este índice fue normalizado 

haciendo corresponder el valor de 100% al tratamiento de inducción (citomix). La fotografía mostrada es 

representativa de, al menos, tres experimentos en los que se estudió la cinética de fosforilación de 

p38MAPK. 
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Figura 75.  Efecto sobre la fosforilación de p38MAPK  de los antagonistas de receptores de adenosina. 

La adenosina se añadió una hora antes de la inducción con citomix. Los antagonistas específicos de cada 

subtipo se añadieron 30 minutos antes que la adenosina. Los resultados del análisis mediante Western 

Blot mostrados en la parte superior de la figura corresponden al estudio de la fosforilación de la p38MAPK 

en Thr180/Tyr182 (P-p38) tras distintos tratamientos con citomix, adenosina, y los distintos agonistas 

específicos de los cuatro subtipos de receptores de adenosina, en el mismo análisis se estudió la cantidad 

de p38MAPK total (p38) de cada cultivo y tratamiento, cuyos resultados nos sirven como control interno de 

la técnica. En la parte inferior, se muestra el resultado de la densitometría de las bandas de proteína 

fosforilada relativa a la proteína total (razón P-p38/p38). Este índice fue normalizado haciendo 

corresponder el valor de 100% al tratamiento de inducción (citomix). La fotografía mostrada es 

representativa de, al menos, tres experimentos en los que se estudió la cinética de fosforilación de 

p38MAPK. 
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4.3. Estudio de la participación de NF-κB en la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas. 

NF-κB es un factor nuclear frecuentemente relacionado con procesos 

inflamatorios y con la activación de p38MAPK. Puesto que esta MAPK se ha mostrado 

esencial para la inducción de NOS-2 por citoquinas proinflamatorias, nos propusimos 

estudiar la posible participación de NF-κB en esta inducción. Para ello diseñamos 

experimentos para determinar la translocación del factor nuclear al núcleo, y su 

fosforilación en sus dianas específicas para p38MAPK. 

Translocación de NF-κB al núcleo. 

El factor nuclear κB es un dímero formado por las subunidades p65 y p50 que 

habitualmente se encuentra retenido en el citoplasma por la proteína I-κBα. Cuando ésta 

es fosforilada y degradada via ubiquitina-proteasoma, el dímero p65/p50 se transloca al 

núcleo donde se une a los promotores correspondientes en sus genes diana, entre los que 

se encuentra el gen de NOS-2.  

Para determinar la localización intracelular de NF-κB, se empleó la técnica de 

inmunofluorescencia y microscopía confocal. El microscopio confocal permite 

diferenciar claramente el compartimento citosólico y el nuclear, y por lo tanto, 

determinar si el NF-κB permanece en el citosol o se ha translocado al núcleo. 

Como se muestra en la figura 76, p65 reside en el citoplasma en localización 

perinuclear en astrocitos sin tratar (campo “control”), mientras que se localiza 

preferentemente dentro del núcleo en astrocitos tratados con citoquinas (campo 

“citomix”). Es decir, NF-κB se encuentra en el citoplasma hasta que se induce su 

translocación por las citoquinas (Baud et al., 1999). En experimentos subsiguientes se 

determinó la localización de NF-κB tras una serie de tratamientos que ya hemos 

mostrado que provocan la supresión de la producción de nitritos o que bloquean la 

fosforilación de p38MAPK. 
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Figura 76.  Localización de p65 en cultivos celulares una hora tras la inducción. 

Las fotografías mostradas corresponden a un campo representativo para un cultivo. Mientras que en los 

cultivos sin tratamiento se encuentra p65/NF-κB (marcado con Cy3™, fluorescencia roja) principalmente 

en el citoplasma, en todos los demás tratamientos se observa esta subunidad de NF-κB translocada al 

núcleo. Las fotografías mostradas representan los resultados de, al menos, tres experimentos. 

 

En el campo correspondiente al pretratamiento con SB-203580 se observa que, a 

pesar de la inhibición de la p38MAPK, NF-κB se sigue translocando al núcleo por acción 

de las citoquinas. Sin embargo no se induce la expresión de NOS-2, como se ha 

demostrado anteriormente (ver figuras 68, 69 y 72). 

Igualmente, observando los campos correspondientes a los tratamientos 

“citomix + FTI-277” (inhibidor de p21Ras) y “citomix + adenosina” (suprime la 

inducción de NOS-2 por las citoquinas impidiendo la fosforilación de p38MAPK, ver 

figuras 74 – 76) podemos concluir que ni el inhibidor de p21Ras ni la adenosina evitan la 

translocación de p65 al núcleo celular inducida por las citoquinas, a pesar de que ambos 

suprimen la inducción de NOS-2 y la fosforilación de p38MAPK por citoquinas (ver 

figuras 71 y 73). 
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Basándonos en estos resultados, llegamos a la conclusión de que las citoquinas 

siguen la ruta canónica y liberan a NF-κB de su proteína inhibidora en el citoplasma 

(IκBα); esto deja al dímero p65/p50 libre para translocarse al núcleo (ver figura 14). Sin 

embargo, la mera presencia de NF-κB en el núcleo no es suficiente para inducir la 

expresión de NOS-2. Lo que indica que es necesario un segundo proceso para la 

activación del factor nuclear, probablemente la fosforilación por p38MAPK, a su vez 

activada por las citoquinas en una forma dependiente de p21Ras (Fig. 73). 

Cinética de degradación de IκBα. 

IκB es la proteína que mantiene a NF-κB secuestrado en el citoplasma 

impidiendo su acción nuclear. Por lo tanto, la translocación de NF-κB implica la 

separación de este complejo, lo que ocurre normalmente por degradación de IκB. Por lo 

tanto, decidimos investigar cómo las citoquinas inductoras de NOS-2 daban lugar a la 

degradación de IκB.  

Tal y como puede observarse en la figura 77, en los resultados de ambos 

experimentos, tras 20 minutos de la adición del citomix, la concentración de IκBα 

empieza a disminuir, teniendo un mínimo a los 60 minutos de tratamiento, tras el cual 

su concentración se recupera y vuelve a aumentar, dato que casa perfectamente con la 

localización nuclear de la subunidad p65 (ver figura 76).  

La figura 77 muestra cómo la preincubación con adenosina no altera de manera 

importante la cinética de degradación de IκBα respecto a la descrita por el citomix, lo 

que apoya la conclusión previa de que la supresión de la inducción de NOS-2 por el 

agente purinérgico no está relacionada con la translocación de p65 al núcleo.  

A modo de compendio, la figura 78 muestra las cinéticas obtenidas mediante 

densitometría de la fosforilación de p38MAPK y de p65, y de la degradación de IκBα (ver 

figuras 33, 34 y 77), así como el momento de translocación de p65 al núcleo tras la 

inducción descrito en la bibliografía (Baud et al., 1999). Comparando las curvas 

ilustradas en la figura 78 se observa cómo los diferentes procesos representados 

tuvieron lugar siguiendo un orden lógico de acuerdo con las afirmaciones comentadas 

en la introducción y los resultados obtenidos a lo largo del trabajo, tales como la 

degradación de IκBα y la translocación de p65 y p50 al núcleo o las fosforilaciones de 

p38MAPK en Thr180/Tyr182 y de p65 en Ser536. En el caso del mismo tratamiento de 
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inducción a cultivos preincubados durante una hora con adenosina solo tienen lugar la 

curva de IκBα y la translocación al núcleo de p50 y p65 una hora tras la inducción, no 

ocurriendo la fosforilación de p38MAPK en Thr180/Tyr182 ni la de p65 en Ser536, y no 

acumularse nitritos en el medio (Fig. 51). Merced a estos resultados nos propusimos 

estudiar la fosforilación de NF-κB. 
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Figura 77.  Cinéticas de degradación de IκBα. 

El tiempo 0’ es el momento de adición del citomix. La adenosina fué añadida una hora antes que el 

citomix. La fotografías de la parte superior de la figura muestran el análisis de IκBα mediante 

Western-Blot tras distintos tratamientos de inducción y de supresión. La gráfica muestra el porcentaje de 

degradación de IκBα tomando el valor 100% al valor inicial de la proteína (tiempo cero) y ha sido 

obtenida densitometrando las imágenes de Western-Blot correspondientes. La fotografía mostrada 

corresponde a un experimento representativo de varios realizados para determinar la cinética de 

degradación de IκBα. 
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Fosforilación de NF-κB en la inducción de NOS-2 por las citoquinas. 

Tras haber comprobado que en la inducción de NOS-2 por el citomix no basta 

con la liberación de NF-κB respecto a IκBα y su translocación al núcleo, parece 

oportuno estudiar la posibilidad de un segundo evento necesario para la actividad de 

este factor nuclear en la ruta de inducción, en relación a esto se ha descrito en la 

bibliografía la necesidad de la fosforilación de la subunidad p65 de NF-κB en distintos 

puntos por diferentes quinasas celulares, siendo la serina 536 un lugar de fosforilación 

de p65 por p38MAPK (Song et al., 2006) (ver “Regulación de NF-κB independientemente 

de IKK-IκB” en “Introducción”).  

Con el propósito de estudiar la fosforilación de p65 en la serina 536 se llevaron a 

cabo análisis mediante Western-Blot de muestras celulares tomadas 60 minutos tras 

distintos tratamientos. El tratamiento con las citoquinas resulta en una clara 

fosforilación de la serina 536 de p65, como se observa en la figura 78.  
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Figura 78.  Procesos asociados a la translocación nuclear de NF-κB. 

Las cinéticas han sido recopiladas de figuras mostradas previamente en este trabajo y corresponden a la 

cinética de fosforilación de p38MAPK en Thr180/Tyr182 (rojo, figura 33), la cinética de fosforilación de p65 

en Ser536 (negro, figura 34), la cinética de degradación de IκBα (verde, figura 77), y la translocación de 

p65 al núcleo una hora después de la inducción (naranja, (Baud et al., 1999)). El tiempo 0’ es el momento 

de la inducción con citomix.  
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La fosforilación de NF-κB es impedida por los tratamientos que impiden la 

inducción de NOS-2. El análisis mediante Western-Blot mostrado en la figura 79 

muestra la ausencia completa de fosforilación en la Ser536 de p65 cuando las células son 

pretratadas con los inhibidores de p21Ras (FTI-277) y de p38MAPK (SB-203580) por 

separado. Ello indica que ambas proteínas son necesarias para dicha fosforilación y que 

la supresión de la inducción de NOS-2 es explicable por este bloqueo de la fosforilación 

de NF-κB. Por otro lado, la anisomicina promueve la fosforilación de p65 en el mismo 

sitio (por acción de p38MAPK), sin embargo, no se observa producción de nitritos (ver 

figuras 70 y 72), por lo que se puede deducir que no basta la fosforilación de p65 en 

Ser536 para inducir la expresión de NOS-2 por citoquinas proinflamatorias en astrocitos 

primarios de rata. Por su parte, el efecto supresor de la adenosina se acompaña de un 

bloqueo total de la fosforilación de NF-κB aunque no de su translocación al núcleo (ver 

figura 76). 
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Figura 79.  Los inhibidores de p38MAPK  y de p21Ras impiden la fosforilación de p65 en Ser536. 

Los resultados han sido analizados mediante Western-Blot 60 minutos después de la inducción con 

citomix o anisomicina. Adenosina, FTI-277 y SB-203580 se añadieron al medio una hora antes de la 

inducción con citomix. 

 

Experimentos anteriores habían sugerido que la acción de la adenosina estaba 

mediada por cAMP. Se observa en la figura 80 que el pretratamiento con 

dibutiril-cAMP reproduce el efecto supresor de la adenosina sobre la fosforilación de 

p65 en Ser536, demostrando que la elevación de cAMP es suficiente para explicar 

completamente la acción supresora de la adenosina.  
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Figura 80.  Agentes purinérgicos y agonista de Epacs suprime la fosforilación de p65. 

Determinación mediante Western-Blot de p65 total (utilizada como control) y p65 fosforilada en Ser536 en 

muestras de cultivos astrogliales tomadas 60 minutos después de la inducción con citomix (IFN-γ 

(50UI/ml) + IL-1β (500ng/ml). Adenosina, dibutiril-cAMP, 6-fenil-cAMP y 8-CPT-2’-O-Me-cAMP se 

añadieron al medio de tratamiento una hora antes de la inducción.  

 

El pretratamiento con 6-fenil-cAMP (agonista específico de PKA) no reproduce 

el efecto de la adenosina, lo que corrobora la idea de que PKA no participa en la ruta 

supresora. Por otro lado, el hecho de que el agonista específico de las proteínas Epacs 

(8-CPT-2’-O-Me-cAMP, 100 nM) ofrezca un resultado similar al observado con los 

pretratamientos con adenosina y con dibutiril-cAMP, apunta a estas proteínas como 

mediadoras de la supresión por el agente purinérgico y por la elevación de la [cAMP]i. 

Paralelamente a los estudios mediante Western-Blot que nos indican la masa de 

p65 fosforilado, investigamos la localización subcelular de dicha proteína mediante 

microscopía confocal. Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 81. 
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Figura 81.  Fotografías confocales de cultivos celulares una hora tras la inducción. 

Las fotografías mostradas corresponden a un campo representativo para un cultivo. Mientras que en los 

cultivos sin tratamiento se encuentra p65/NF-κB (marcado con Cy3™, fluorescencia roja) principalmente 

en el citoplasma, en todos los demás tratamientos se observa esta subunidad de NF-κB translocada al 

núcleo. Las fotografías mostradas representan los resultados de, al menos, tres experimentos. 

 

Los campos correspondientes al tratamiento control y citomix en la figura 81 

relacionan la cascada de señalización de la inducción de NOS-2 por citoquinas 

proinflamatorias con la fosforilación de p65 en Ser536 y con su translocación al núcleo. 

Se observa como en los cultivos tratados con adenosina, FTI-277 o SB-203580 no 

existe señal para la fosfoserina536 de p65 (marcado con Cy3™, fluorescencia roja) al 

igual que en los cultivos controles sin tratar (primer campo). Por el contrario, en los 

cultivos tratados con citomix o anisomicina sí que que se observa esta fosforilación de 

p65, sin embargo, en el primer caso p65 está principalmente en el núcleo mientras que 

en el caso de la anisomicina se localiza en el citosol. Lo que indica que la activación de 

p38MAPK y fosforilación de NF-κB no son suficientes para su translocación. 

A la luz de los resultados mostrados en las figuras 76 – 81 se puede concluir que 

la translocación de NF-κB promovida por el citomix no es suficiente para la inducción 

de la expresión de NOS-2, sino que precisa de la fosforilación de p65 en, al menos, la 

Control Citomix

Citomix+ SB-203580 Citomix + FTI-277 Citomix + Adenosina

Anisomicina
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Ser536 para que NF-κB pueda ejercer plenamente su actividad transactivadora. Así como 

que ambos procesos de translocación y fosforilación de la serina 536 son 

independientes. Tras haber demostrado que la adenosina, al igual que los inhibidores de 

p21Ras y de p38MAPK, impide la activación de p38MAPK por las citoquinas (ver figuras 73 

y 74), concluimos que el efecto supresor se debe al impedimento de la activación de 

p38MAPK por las citoquinas y de la subsecuente fosforilación de p65 en Ser536, así como 

que la expresión de NOS-2 en nuestros cultivos y condiciones experimentales es 

controlada por la activación de NF-κB, la cual requiere la liberación del factor nuclear 

p65/p50 respecto a I-κBα (dependiente de las citoquinas pero no de p38MAPK ni de 

p21Ras) y la fosforilación de p65 en Ser536 (dependiente de p38MAPK y de p21Ras, a su vez 

dependientes de las citoquinas). 

4.4. Expresión del gen de NOS-2. 

Llegados a este punto nos preguntamos si la actividad de p38MAPK y la 

translocación y fosforilación de p65 son los únicos procesos determinantes de la 

supresión por adenosina de la inducción de NOS-2 por el citomix. Por ello se diseñaron 

varios experimentos para determinar la cinética de expresión del gen de NOS-2 así 

como su expresión tras varios tratamientos, los resultados se muestran a continuación.  

Estudios sobre la proteína NOS-2. 

En primer lugar se determinó el patrón de expresión de la proteína NOS-2 tras el 

tratamiento de inducción con el citomix y tras el tratamiento de supresión de ésta por la 

adenosina, determinación que se llevó a cabo mediante Western-Blot. En este caso 

utilizamos anticuerpos anti-NOS-2 policlonales de Santa Cruz Biotechnology, Inc., los 

cuales proporcionan, tras el revelado, una banda adicional inespecífica que usamos 

como control interno para la cuantificación de proteína NOS-2. Los resultados de estos 

análisis se muestran en la figura 82.  
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Figura 82.  Cinética de proteína NOS-2 tras tratamientos citomix y citomix+adenosina. 

Las imágenes de la parte superior muestran los resultados obtenidos tras la determinación de proteína 

NOS-2 mediante Western-Blot. El tiempo 0’ es el momento de adición del citomix. La adenosina (10 µM) 

se añadió una hora antes de la inducción. La gráfica de la parte inferior de la figura fue obtenida por 

densitometría de las bandas correspondientes en las fotografías mostradas en la parte superior y 

representa la concentración de NOS-2 en la muestras. El valor 100 % es el valor más alto obtenido tras 

dividir cada banda de NOS-2 entre su correspondiente banda inespecífica (ambos valores 

densitometrados).  

 

Una primera observación destacable en la figura 82 es que en el caso de la 

adenosina no existe expresión de NOS-2, lo que demuestra que la ausencia de 

producción de NO· en este tratamiento observada anteriormente (Fig. 51) se debe 

efectivamente a la ausencia de expresión de la proteína NOS inducible y no a una 
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posible desestabilización de la proteína ya sintetizada o a la inhibición de la actividad de 

la enzima. 

También se puede concluir de la figura 82 que una incubación de 6 horas tras la 

inducción es suficiente para obtener una cantidad de proteína significativa por lo que 

este periodo de tiempo es el que se utilizó en los experimentos posteriores conducentes 

a verificar la acción de los distintos tratamientos con un efecto ya conocido sobre la 

acumulación de nitritos sobre la expresión de la proteína NOS-2. Los resultados de 

estos experimentos se muestran a continuación y se han incluido los resultados 

obtenidos previamente respecto a la producción de NO· con estos mismos tratamientos. 

 

Figura 83.  Estudio de la supresión de la expresión del gen de NOS-2 (proteína). 

La imágen muestra los resultados obtenidos tras la determinación de proteína NOS-2 mediante 

Western-Blot. Se incluye la banda inespecífica que usamos como control interno y la banda específica de 

NOS-2, así como los resultados obtenidos previamente respecto a la producción de NO· con estos mismos 

tratamientos. El tiempo 0’ es el momento de inducción con anisomicina (100ng/ml) o citomix. Adenosina 

(10 µM), SB-203580 (20 µM), SP-600125 (20 µM), PD-98059 (20 µM) y FTI-277 (200 nM) se añadieron 

una hora antes de la inducción. Las muestras fueron tomadas 6 horas después de la inducción. 

 

A la luz de los resultados mostrados en la figura 83 se puede concluir que los 

efectos supresores de los distintos tratamientos sobre la inducción de NOS-2 por las 

citoquinas se deben, efectivamente, a la supresión de la producción de la enzima, lo que 

nos permite descartar una inhibición de la actividad de la enzima.  

Banda inespecífica 

Producción de NO·         -         +        -          -       +        +      -         -        + 

NOS-2 
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Estudios sobre el gen de NOS-2 (RT-PCR del mRNA). 

La última conclusión nos lleva a preguntarnos si la supresión tiene lugar a nivel 

de la inducción génica, de la transcripción, de la estabilidad del mRNA de NOS-2 o de 

la traducción.  

Nuestra hipótesis inicial a este respecto es que la supresión radica en la falta de 

unión de p65/p50 al promotor del gen de NOS-2 (ver figuras 76 – 81), sugerida también 

por otros en la bibliografía (Murphy et al., 1995; Lin y Murphy, 1997). No obstante, es 

necesario estudiar la cinética de producción del RNA mensajero de la proteína para 

confirmar que los efectos observados se deben, efectivamente, a una ausencia de 

inducción génica o determinar si existe una acción sobre la traducción del mRNA de 

NOS-2.  

En la figura 84 se muestran los resultados de electroforesis en gel de agarosa de 

los productos de RT-PCR y la gráfica correspondiente obtenida por densitometría, se 

observa la variación de RNA mensajero de NOS-2 en relación al tiempo de contacto 

con el citomix mostrando un máximo de mensajero a partir de las 6 horas de tratamiento 

y hasta las 8 horas, cuando empieza a descender, siendo prácticamente inexistente a 

partir de las 12 horas. 

En posteriores experimentos, la determinación de mRNA de NOS-2 se realizó en 

muestras extraídas seis horas después de la inducción con el citomix ya que, según se 

observa en la figura 84, tras este periodo de tiempo la cantidad de mRNA proporciona 

una cantidad de fragmentos suficiente para estudiar la inducción del gen de NOS-2 por 

el citomix. 

La cinética de expresión de mRNA de NOS-2 se ajusta a la cinética de proteína 

NOS-2 determinada anteriormente mediante Western-Blot (ver figura 82).  
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Figura 84.  Cinética de expresión de mRNA de NOS-2 tras tratamiento citomix. 

Las imágenes de la parte superior muestran los resultados de la determinación de mRNA de NOS-2 

mediante RT-PCR tras distintos periodos de incubación con el tratamientos de inducción. El tiempo 0’ es 

el momento de adición del citomix. El tamaño de los fragmentos de NOS-2 es de 807 pb, mientras que los 

fragmentos del RNA control utilizado en este estudio (proteína ribosomal L19) son de 194 pb. El valor 

100% es el valor más alto obtenido tras dividir cada banda de mRNA de NOS-2entre su correspondiente 

banda de L19 (ambos valores densitometrados).  

 

Síntesis del RNA mensajero de NOS-2 en distintos tratamientos. 

También se realizó un estudio tomando las muestras tras 6 horas de inducción de 

células preincubadas durante una hora con distintos agentes farmacológicos que habían 

mostrado en estudios previos una supresión de la síntesis de NOS-2 y de la acumulación 

de nitritos, observando en todos los casos una ausencia de RNA mensajero de NOS-2. 
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Figura 85.  Síntesis del RNA mensajero de NOS-2 en distintos tratamientos. 

La figura muestra los resultados de la determinación de mRNA de NOS-2 mediante RT-PCR tras 

distintos tratamientos. El gel de la parte superior de la fotografía corresponde a los resultados obtenidos 

con los cebadores de NOS-2 y el gel de la parte inferior a los obtenidos con los cebadores de L19, las 

alícuotas de un mismo tratamiento tomadas para una y otra ampliación corresponden a una misma 

muestra. El tamaño de los fragmentos de NOS-2 es de 807 pb, mientras que los fragmentos del RNA 

control utilizado en este estudio (proteína ribosomal L19) son de 194 pb. El tiempo 0’ es el momento de 

adición del citomix (Cyto). Ado (adenosina, 10 µM), SB (SB-203580, 20 µM) y F (FTI-277, 200 nM) 

fueron añadidos una hora antes de la inducción. An. (anisomicina, 100 ng/ml) se añadió al mismo tiempo 

que el citomix. Las muestras fueron tomadas 6 horas después de la inducción. 

 

A la luz de la figura 85 se puede concluir que los principales tratamientos 

realizados caracterizados por la falta de acumulación de nitritos en el medio tras 

24 horas y la ausencia destacable de proteína NOS-2, realmente suprimen la inducción 

génica correspondiente reduciendo así su campo de acción supresora a la falta de 

capacidad activadora de NF-κB cuando la subunidad p65 no está fosforilada en Ser536 

(adenosina, FTI-277, y SB-203580) o cuando estándolo, no se transloca al núcleo 

(anisomicina). 

Estabilidad del transcrito. 

De forma adicional a la supresión de la inducción por citoquinas cuando se han 

preincubado las células con adenosina, se ha sugerido una posible alteración de la 

estabilidad del RNA mensajero por el nucleósido (Park et al., 1994; Park y Murphy, 

1996; Fotheringham et al., 2004), disminuyendo así el tiempo de traducción y la 

cantidad de NOS-2 sintetizada. Para comprobar esta hipótesis se trataron con 

actinomicina D (5 µg/ml), un inhibidor de la transcripción, células preincubadas durante 
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6 horas con el tratamiento inductor citomix, y se analizó la cantidad de RNA mensajero 

en las siguientes 3 horas, mediante RT-PCR, tal y como se muestra a continuación. 

 

Figura 86.  Estabilidad del transcrito: Actinomicina D. 

Imágenes de PCR a punto final marcadas con bromuro de etidio tras electroforesis en el gel de agarosa, en 

las que se muestra mRNA de NOS-2 y la proteína ribosomal L19 determinados mediante RT-PCR. El 

tamaño de los fragmentos de mRNA de NOS-2 es de 807 pb, mientras que los fragmentos del RNA 

control utilizado en este estudio (proteína ribosomal L19) son de 194 pb. El tiempo 0’ es el momento de 

adición del citomix (Cyto). La actinomicina D (5 µg/ml) se añadió 6 horas después de la inducción. Las 

muestras fueron tomadas en los tiempos indicados en la fotografía a partir de 6 horas tras la inducción. 

 

La figura 86 muestra una permanencia en el medio del mRNA de dos horas, a 

continuación se repitió el mismo experimento pero adicionando al mismo tiempo que la 

actinomicina D, adenosina (10 µM) y un factor descrito como desestabilizador del RNA 

mensajero, el TGF-β (10 ng/ml) (Park et al., 1994), ofreciendo los resultados mostrados 

en la figura 87. 
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Figura 87.  Estabilidad del transcrito: Actinomicina D + TGF-β y Actinomicina D + Adenosina. 

Imágenes de PCR a punto final marcadas con bromuro de etidio tras electroforesis en el gel de agarosa, en 

las que se muestra mRNA de NOS-2 y la proteína ribosomal L19 determinados mediante RT-PCR. El 

tamaño de estos fragmentos de NOS-2 es de 807 pb, mientras que los fragmentos del RNA control 

utilizado en este estudio (proteína ribosomal L19) son de 194 pb. El tiempo 0’ es el momento de adición 

del citomix (Cyto). La actinomicina D (5 µg/ml), TGF-β (10 ng/ml) y adenosina (10 µM) se añadieron 6 

horas después de la inducción. Las muestras fueron tomadas en los tiempos indicados a partir de 6 horas 

tras la inducción. 

 

En la figura 87 se muestran los resultados de los cotratamientos con TGF-β y 

adenosina junto a citomix + actinomicina D y se puede observar una cantidad de mRNA 

de NOS-2 marcadamente menor 120 minutos después de la adición de actinomicina D y 

TGF-β mientras que en el caso del tratamiento que incluye adenosina, una cantidad 

similar se observa 180 minutos después de la adición de ésta junto a la actinomicina D, 

un dato muy parecido al observado en la figura 86 cuando tratamos los cultivos con 

actinomicina D solamente.  

Para ilustrar gráficamente los resultados mostrados en las figuras 86 y 87 se 

densitometraron las bandas correspondientes a los distintos tiempos y tratamientos y se 

obtuvieron las cinéticas de degradación de mRNA de NOS-2 que se muestran en la 

figura 88. 
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Figura 88. Estabilidad del transcrito: figuras 89 y 90. 

Los datos se obtuvieron mediante densitometría de las bandas de mRNA de NOS-2 de los resultados 

mostrados en las figuras 89 y 90, realizando una normalización con sus respectivas bandas de la proteína 

ribosomal L19 usada como control. El valor 100% corresponde a la [mRNA] de NOS-2 inicial de cada 

uno. El valor 0% corresponde a la mínima [mRNA] de NOS-2. El tiempo 0’ es el momento de máxima 

cantidad de mRNA (6 horas tras la adición del citomix). Las cinéticas de degradación corresponden a los 

tratamientos con actinomicina D sóla (rojo), junto a TGF-β (azul) y junto a adenosina (verde). 

 

En la figura 88 se muestran las cinéticas de degradación del mRNA de NOS-2 

tras distintos tratamientos y se observa claramente cómo en cultivos primarios de 

astrocitos, el TGF-β, que favorece la degradación del mRNA, genera una cinética de 

[mRNA] que comienza a disminuir tras la primera hora de cotratamiento junto a 

actinomicina D y alcanza un mínimo tres horas después, mientras que en el caso del 

tratamiento con actinomicina D únicamente y junto a adenosina, la disminución 

comienza a partir de la segunda hora y describen curvas similares. 

Comparando ambos cotratamientos (TGF-β y adenosina) entre sí y con el 

tratamiento con actinomicina D sola se puede afirmar que la adenosina no altera la 

estabilidad del transcrito ya que la concentración de éste comienza a disminuir a partir 

de la tercera hora de cotratamiento, al igual que en el caso de tratamiento con 

actinomicina D, y considerablemente diferente al cotratamiento con TGF-β. 
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La producción de óxido nítrico en gran cantidad esta relacionada con 

enfermedades desmielinizantes y neurodegenerativas, con excito-toxicidad tras procesos 

de isquemia-reperfusión, y con estados patológicos de tipo inflamatorio. Los astrocitos 

en el cerebro sano no son capaces de producir grandes cantidades de NO· pero cuando 

se activan, desarrollan la capacidad de generar NO· en niveles inflamatorios deletéreos 

(Bhat et al., 2002). Por esta razón, el control de la inducción de NOS-2 por citoquinas 

pro-inflamatorias constituye una diana terapeutica para paliar los efectos nocivos de 

ciertos estados patológicos que cursan con inflamación.  

Las combinación de citoquinas pro-inflamatorias IL-1β + IFN-γ induce la 

expresión de NOS-2 y la consecuente generación de NO· en astrocitos cerebelosos, que 

se acumula en el medio como nitritos. La inducción es rápida, tanto en la producción de 

mRNA como en la de proteína se activan en astrocitos primarios de tal forma que en 

4-6°horas existe una acumulación significativa de nitritos. Estos datos contrastan con 

los resultados del grupo de Murphy en 2000, que detectaba nitritos producidos por 

NOS-2 astroglial tras 24 horas de isquemia. Este retraso puede deberse a la necesidad de 

una activación microglial previa que constituya una fuente de IL-1β (Hu y Van Eldik, 

1999), es más, la NOS-2 astrocítica se colocaliza con la IL-1β microglial en el cerebro 

post-mortem de enfermos de encefalomielitis asociada a infección por VIH (Zhao et al., 

2001). 

Esta necesidad del gen de NOS-2 en astrocitos de recibir una segunda señal 

inductora (Bhat et al., 2003) constituye un mecanismo de regulación de la inflamación. 

Los astrocitos son el tipo celular mayoritario del sistema nervioso central y su reacción 

inflamatoria, aunque a nivel individual sea muy inferior a la de la microglía, puede 

llegar a ser importante. La proliferación inflamatoria de astrocitos, la formación de una 

cicatriz glial, es un proceso que altera la organización topográfica y la función del tejido 

neural circundante, lo que tiene consecuencias funcionales. Por ello, es importante 

regular de manera precisa la inducción de la NOS-2 astroglial. 

En los estudios de expresión, tanto del mRNA como de la proteína NOS-2, el 

pretratamiento con adenosina la suprime dramáticamente, lo que apunta a que la 

ausencia de producción de NO· se debe a la falta de inducción de NOS-2 y no a otras 

acciones. De hecho, la ausencia total de mRNA de la proteína en los cultivos 

preincubados con el nucleósido indica que la supresión se debe exclusivamente al 
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impedimento de la inducción génica por citoquinas pro-inflamatorias, y descarta 

posibles alteraciones de la traducción o un retraso en la inducción génica. También se 

ha sugerido que la supresión se debe a una alteración de la estabilidad del mensajero 

(Park y Murphy, 1996; Fotheringham et al., 2004). Sin embargo, en nuestro estudio, el 

cotratamiento de citomix con actinomicina D (un inhibidor de la transcripción), en el 

que la [mRNA] permanece estable en el medio durante dos horas, tanto al cotratar las 

células con actinomicina D como con ésta más adenosina, y a diferencia del 

cotratamiento de actinomicina D junto a TGF-β, un agente desestabilizador del mRNA, 

en el que la [mRNA] permanece estable durante una hora. 

Finalmente, la comparación mediante RT-PCR del mRNA de NOS-2 de los 

cotratamientos que muestran una supresión de la acumulación de nitritos, de la 

fosforilación de p38MAPK en Thr180/Tyr182 o de p65 en Ser536 o de la translocación de 

éste último al núcleo, demuestra que la supresión se debe únicamente a la falta de 

capacidad activadora de NF-κB cuando la subunidad p65 no está fosforilada por 

p38MAPK en, al menos, la Ser536 (adenosina, FTI-277, SB-203580) o cuando estando este 

fosforilado, no se transloca al núcleo (anisomicina) (Fig. 88). 

Inducción de NOS-2 en astrocitos cerebelosos. 

La producción de nitritos tras la adición de las citoquinas pro-inflamatorias 

IL-1β + IFN-γ ocurre gracias a varias cascadas de señalización (Jana et al., 2005). 

Respecto a la ruta desencadenada por el IFN-γ en astrocitos, la ruta canónica descrita 

implica a las proteínas JAK/STAT (Aktan, 2004). Respecto las cascadas de señalización 

relacionadas con la IL-1β, en ellas se incluyen varios grupos de proteínas quinasas tales 

como PKC (Diaz-Guerra et al., 1996), CaMK-2 y las tirosina quinasas solubles, 

implicadas en la activación de NF-κB, entre otros, en astrocitos (Neary et al., 1999; Abe 

y Saito, 2000; Choi et al., 2001; Marcus et al., 2003).  

NF-κB es un dímero formado por las subunidades p65 y p50 que habitualmente 

se encuentra retenido en el citoplasma por la proteína IκB, cuando esta es fosforilada y 

degradada via ubiquitina-proteasoma, el dímero p65/p50 se transloca al núcleo, donde 

se une a los promotores correspondientes de sus genes diana (Baud et al., 1999), en 

nuestro estudio el gen de NOS-2. 
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También otros trabajos han descrito la participación de NF-κB en la inducción 

de NOS-2 (Diaz-Guerra et al., 1996; Nishiya et al., 2000; Liu et al., 2001; Nomura, 

2001; Jana et al., 2005) y se le ha atribuido un papel clave en la activación 

transcripcional de la enzima en respuesta a LPS y citoquinas proinflamatorias en la 

mayoría de tipos celulares gliales (Xie et al., 1994; Eberhardt et al., 1998; Ganster et 

al., 2001) incluidos los astrocitos (Kristal A. R. et al., 1994; Kristal B. S. et al., 1994; 

Kristal et al., 1996; Park et al., 1997). 

 

Figura 89. Las rutas de señalización de IFN-γ e IL-1β implican a Jak/STAT y a NF-κB, 

respectivamente. 

La inducción de NOS-2 en astrocitos cerebelosos por la combinación de citoquinas IFN-γ + IL-1β ocurre 

mediante dos rutas de señalización intracelular distintas e independientes. Por un lado, la ruta canónica 

descrita en la bibliografía para el IFN-γ, que implica a las proteínas Jak/STAT (Aktan, 2004). Y por otro, 

la ruta desencadenada por la IL-1β, que implica al factor nuclear κB, y que es el objeto de estudio en este 

trabajo. 
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La cascada de señalización desencadenada por la IL-1β en astrocitos implica a la 

proteína p21Ras, la cual puede provocar la activación de distintas quinasas celulares por 

diferentes vías.  

Una quinasa frecuentemente asociada a la actividad de p21Ras es la 

fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI3K) (Birkenkamp et al., 2004; Proud, 2004; Schmidt et 

al., 2004; Yoshimura et al., 2006), no obstante, el tratamiento con su inhibidor 

farmacológico específico (LY-294002) descarta la participación de esta quinasa tanto en 

la ruta de inducción de NOS-2 por el las citoquinas como en la ruta de supresión por los 

compuestos purinérgicos en los cultivos primarios de astrocitos cerebelosos de rata. 

Otras quinasas intracelulares relacionadas con p21Ras son las MAPKs. Estas 

proteínas pueden regular muchas respuestas celulares mediante cambios en la expresión 

génica, incluyendo proliferación, la respuesta inflamatoria, e incluso la muerte celular, 

según el tipo celular y las condiciones fisiológicas (Kyriakis y Avruch, 1996; Ip y 

Davis, 1998; Cobb, 1999; Chang y Karin, 2001).  

La superfamilia de las MAPKs incluye tres subfamilias: p38MAPK (también 

conocida como la quinasa de estrés SAPK-2), p54JNK (también conocida como la 

quinasa de respuesta a estrés SAPK-1, o quinasa del extremo N-terminal de c-jun, 

JNK), y p42/p44MAPK o ERKs 1/2.  

En general, las ERKs 1/2 son activadas por receptores tirosina quinasas y 

receptores acoplados a proteínas G, y están más relacionadas con las respuestas 

proliferativas mediante la actuación sobre factores de transcripción, tales como CREB, 

mientras que las quinasas de estrés (SAPKs), JNK y p38MAPK, son activadas por señales 

de estrés ambiental y proinflamatorias, y participan en las respuestas celulares 

relacionadas con inflamación y apoptosis, entre otras, mediante la actuación sobre 

NF-κB y AP-1, entre otros. 

La supresión de la inducción de NOS-2 tras el tratamiento con el inhibidor de la 

farnesilación, FTI-277, indica la participación de p21Ras y sugiere la del complejo de 

señalización de IL-1β en la activación de p21Ras descrita en la bibliografía (McDermott 

y O'Neill, 2002). Complejo al que se reclutan las proteínas IL-1RI e IRAK, y donde 

p21Ras puede activar varias MAPKKKs, tales como PAK, TAK-1, ASK1 o la quinasa de 

linaje mixto MLK-3, que podrían conducir a la activación de MKK3 o MKK6 
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(Bagrodia et al., 1995; Moriguchi et al., 1996; Rana et al., 1996; Ichijo et al., 1997), 

quinasas relacionadas con p38MAPK.  

También, en distintos tipos celulares, p21Ras es esencial en la ruta clásica de 

activación de las ERKs 1/2 por factores de crecimiento (Izquierdo Pastor et al., 1995; 

Tan et al., 1996; Grumbles et al., 1997; Efimova et al., 1998; He y LaPointe, 1999; 

Matsumoto et al., 1999; Rausch y Marshall, 1999; Inouye et al., 2000). De acuerdo con 

esta ruta, la p21Ras activa interacciona con el dominio de unión a p21Ras de Raf-1, que 

dispara la cascada de las MAPKs (Inouye et al., 2000). Estas quinasas están implicadas 

en la inducción de NOS-2 mediada por citoquinas y LPS en células gliales primarias 

(Raingeaud et al., 1995; Da Silva et al., 1997; Bhat et al., 1998; Bhat et al., 1999), sin 

embargo, su papel no está claramente definido ya que se han obtenido resultados 

contradictorios según la familia de MAPK y los diferentes tipos y situaciones celulares 

(Piao et al., 2003; Won et al., 2004; Zhang et al., 2004; Jana et al., 2005; Sassano et al., 

2005).  

Así pues, en los astrocitos cerebelosos IL-1β activa a p21Ras, pero ¿qué quinasa o 

quinasas son activadas por p21Ras en los astrocitos cerebelosos?  

La ruta Ras-Raf1-ERKs descrita en otras células (Finder et al., 1997) no tiene 

lugar en astrocitos porque carecen de la proteína Raf-1 (Dugan et al., 1999). Es más, en 

nuestras condiciones experimentales, la falta de efecto del tratamiento con PD-98059 

descarta la participación de p42/p44MAPK (Da Silva et al., 1997; Nishiya et al., 2000). 

Mientras que los resultados obtenidos con los agentes farmacológicos SB-203580 

(inhibidor permeable específico de p38MAPK) y SP-600125 (inhibidor permeable 

específico de p54JNK) implican claramente a la p38MAPK en la inducción de NOS-2 por 

el citomix, ya que sólo se observa la ligera supresión de la inducción de NOS-2 por 

SP-600125 a altas dosis (20°µM), cuando los efectos inespecíficos predominan.  

La participación de p38MAPK también se ha descrito en la inducción por 

TNF-α + IL-1β en astrocitos neonatales murinos (Da Silva et al., 1997), aunque no está 

exenta de controversia puesto que se ha descrito una influencia inhibidora sobre la 

expresión de NOS-2 en la astroglia de ratas adultas (Marcus et al., 2003). Según este 

último estudio, la inducción de la expresión de NOS-2 por la combinación de IL-1β y 

TNF-α se atenúa tras la inhibición de tanto NF-κB como MEK, estos resultados 

proporcionan una importante evidencia de que NF-κB y ERKs 1/2 son componentes de 
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dos rutas de señalización autónomas por las que IL-1β y TNF-α estimulan la expresión 

de NOS-2 (Marcus et al., 2003). Sin embargo, la disminución de la acumulación de 

nitritos en el tratamiento con PD-98059 no alcanza el 50% del total de inducción. Por 

otro lado, la necesidad de estimulación con dos o mas citoquinas del promotor de 

NOS-2 puede explicar la necesidad de la participación de las MAPKs p42/p44 en el 

caso de la inducción del gen de NOS-2 por TNF-α, a diferencia de las condiciones 

experimentales de este trabajo en las que la estimulación complementaria a la IL-1β es 

el IFN-γ, indiscutiblemente relacionado con la ruta de inducción de JAK/STAT (Fig. 

89). 

 

Figura 90.  La ruta de la IL-1β implica a p21Ras y a p38MAPK . 

La proteína p21Ras puede actuar sobre muchos efectores que conducen a las MAPKs, en especial a 

p38MAPK. Los astrocitos no expresan la proteína Raf-1 que conduce la señal desde p21Ras a p42/p44MAPK 

en otros tipos celulares. Adaptado de McDermott et al. (2002). 

 

El paso siguiente a la activación de p38MAPK nos centra en la participación del 

factor nuclear κB, ya descrita en la activación transcripcional de NOS-2 astroglial por 

citoquinas proinflamatorias (Park et al., 1997). Respecto a la relación entre p38MAPK y 

NF-κB, el inhibidor específico de p38MAPK, SB-203580, es capaz de inhibir la actividad 

de unión al DNA de NF-κB en una línea celular de macrófagos murinos (Chen y Wang, 

1999) y suprime la activación de NF-κB por MKK3 y MKK6 en células C6 de glioma 
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de rata (Bhat et al., 2002), lo que sugiere la implicación de este factor nuclear en la 

inducción de NOS-2 por p38MAPK.  

En otros estudios se ha apuntado la participación de otros factores nucleares: en 

unos se ha mostrado que las MAPKs, ERKs 1/2 y p38MAPK regulan la expresión de 

NOS-2 a través de la modulación de NF-κB y de AP-1 (Kristof et al., 2001), sin 

embargo, la ausencia de secuencias consenso para AP-1 en el promotor de la NOS-2 de 

rata descarta la participación de AP-1 (Jana et al., 2005). También, el tratamiento con 

JNK-1, un inhibidor específico de JNK que impide la activación de AP-1 inducida por 

IL-1β, carece de efecto sobre la expresión de NOS-2 inducida por IL-1β e IFN-γ en 

astrocitos humanos primarios (Aktan, 2004). Por lo que podemos afirmar que AP-1 no 

juega un papel esencial en la expresión de NOS-2 inducida por esta combinación de 

citoquinas en astrocitos cerebelosos de rata. En otros estudios se ha indicado la 

participación de GAS porque su inducción por IFN-γ sinergiza con la activación de 

NF-κB inducida por IL-1β para una mayor inducción de NOS-2, pero la activación de 

GAS no es esencial para la expresión de NOS-2 (Jana et al., 2005). 

Translocación de NF-κB al núcleo. 

Si analizamos la participación de NF-κB en la cascada de señalización de la 

inducción de NOS-2 en astrocitos primarios de cerebelo de rata, se observa que la ruta 

canónica descrita en la figura 89 para el tratamiento IFN-γ + IL-1β promueve la 

translocación de NF-κB al núcleo de forma independiente de la activación de p38MAPK. 

Pero en esta situación no se produce expresión de NOS-2, ya que es necesaria la 

participación de la quinasa, a su vez, activada por las citoquinas de forma dependiente 

de p21Ras.  

En las condiciones experimentales de este estudio, ni el inhibidor específico de 

p38MAPK (SB-203580) ni los agentes farmacológicos que impiden su 

fosforilación/activación por las citoquinas (FTI-277) evitan la liberación de NF-κB y su 

translocación al núcleo, pero sí la inducción de NOS-2 por las mismas citoquinas, 

haciendo necesario un estudio con el propósito de confirmar que NF-κB precisa de una 

activación por p38MAPK para poder inducir la expresión del gen de la proteína NOS-2 

(Beyaert et al., 1996; Wang y Baldwin, 1998; Song et al., 2006). 
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Fosforilación de NF-κB (Ser536 de p65). 

La anisomicina (activador permeable de JNK y p38MAPK) induce per se la 

fosforilación en Ser536 de p65, lo que demuestra que ésta es una diana molecular de 

p38MAPK en astrocitos de de cerebelo de rata (Song et al., 2006). Sin embargo, esta 

fosforilación no es suficiente para inducir la expresión de NOS-2 en los astrocitos 

puesto que, en esta situación, el factor nuclear permanece en el citoplasma. Por lo que 

podemos concluir que la participación de NF-κB en esta ruta precisa de dos señales 

independientes desencadenadas por la IL-1β; por un lado, su liberación de IκB 

(independiente de p38MAPK y de p21Ras) que lo capacita para translocarse al núcleo. Y 

por otro lado, la fosforilación por la p38MAPK, dependiente de p21Ras.  

La relación entre p38MAPK y la fosforilación de p65 ha sido descrita en distintos 

modelos animales y tipos celulares, tales como la línea L929 de fibrosarcoma murino 

(Vanden Berghe et al., 1998), corazón de ratón (Zhao et al., 2001), macrófagos RAW 

246.7 (Chen y Wang, 1999), microglía humana y de rata (Wilms et al., 2003), y en 

células epiteliales de pulmón murino y bronquiales de pulmón humano (Schmeck et al., 

2004), entre otros. También se ha descrito la fosforilación de p65 por p38MAPK en las 

serinas 529 y 536 (Madrid et al., 2001), entre otras. 

Acción supresora de los compuestos purinérgicos en la inducción de NOS-2. 

La preexposición al ATP suprime la inducción de NOS-2 por la combinación de 

citoquinas de forma dosis-dependiente, sin embargo, la rápida degradación del ATP 

hasta adenosina en el medio lo hace incapaz de modular la inducción a largo plazo de 

NOS-2 por citoquinas, proceso que requiere varias horas. De forma adicional, la 

preincubación con adenosina ofrece resultados muy similares a los obtenidos en los 

estudios con ATP, y el tratamiento con adenosina-desaminasa revierte totalmente la 

supresión por ambos purinérgicos, señalando al nucleósido como el efector real de la 

supresión en ambos casos. Además, el hecho de que el análogo no hidrolizable del ATP 

(α,β-metilén-ATP) no reproduzca el efecto supresor, indica que la degradación 

extracelular del ATP hasta adenosina es un paso imprescindible para la supresión 

purinérgica de la inducción por citoquinas. Según esta conclusión, el ATP no es el 

agente supresor de la inducción de NOS-2 por citoquinas en el estudio realizado por el 
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grupo de Murphy, puesto que en él sólo se observaba supresión cuando se preincubaba 

con el agente purinérgico durante un tiempo (Murphy et al., 1995). 

De la misma forma, los antagonistas de los receptores P2 de ATP (PPADS y 

azul reactivo 2) no tienen efecto sobre la supresión. Al contrario, el DPCPX, un clásico 

antagonista de receptores de adenosina, sí que bloquea el efecto supresor. Esto es, la 

disminución del efecto supresor de la producción de nitritos de forma dosis-dependiente 

con la concentración creciente de DPCPX apunta a los receptores de adenosina como 

mediadores de la supresión. Por lo que podemos concluir que la adenosina generada tras 

la degradación del ATP es la señal fisiológica que, actuando a través de receptores P1 o 

A de adenosina, reduce la inducción de NOS-2 por citoquinas pro-inflamatorias.  

En los experimentos llevados a cabo para caracterizar el subtipo de receptor de 

adenosina implicado en el efecto supresor de ésta se utilizaron agonistas y antagonistas 

farmacológicos específicos de cada uno de los subtipos conocidos. 

Los resultados obtenidos en los experimentos con los agonistas apuntan al 

subtipo A2B como el implicado en la supresión por adenosina ya que la preincubación 

con NECA imita el efecto observado con la adenosina mientras que la preincubación 

con los agonistas específicos de los subtipos A1, A2A y A3 (CPA, CGS-21680 e 

IB-MECA, respectivamente) no ofrece un efecto similar al de la adenosina. El ligero 

efecto supresor observado a altas concentraciones de CGS-21680 puede deberse a la 

afinidad de este fármaco por el subtipo A2B (Fredholm et al., 2001). 

De forma adicional, los resultados obtenidos tratando las células previamente a 

la adición de adenosina con los antagonistas específicos de los cuatro subtipos de 

adenosina también apuntan al receptor A2B como implicado en la supresión por 

adenosina. Puesto que el tratamiento con el antagonista específico de A2A (ZM-241385) 

o de A3 (MRS-1523) no impide la supresión por adenosina a altas concentraciones y el 

tratamiento con DPCPX sólo lo hace a una concentración mayor de 10 µM, a la cual ya 

no es específico del subtipo A1 sino supresor de todos los subtipos (Fredholm et al., 

2001).  

Considerando conjuntamente los resultados obtenidos en los experimentos con 

agonistas y antagonistas específicos se llega a la conclusión de que el único subtipo 

implicado de forma significativa en nuestro estudio es el receptor A2B de adenosina. 
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Este subtipo se ha relacionado con distintos procesos que afectan a la inducción génica 

en células astrogliales, tales como la síntesis de glucógeno en astrocitos mediante 

modulación de la expresión génica (Allaman et al., 2003), un aumento de la liberación 

de interleuquina 6 in vivo en astrocitos del estriado murino (Vazquez et al., 2008), o su 

regulación por el factor de necrosis tumoral en astroglia humana (Trincavelli et al., 

2004; Trincavelli et al., 2008), entre otros. Respecto a sus efectores intracelulares, se ha 

descrito la acumulación de cAMP en astrocitos primarios de rata (Peakman y Hill, 

1994), en cultivos de astrocitos derivados de rata (Klaska et al., 2008) y en astrocitos 

cerebelares tipo 1 (Jimenez et al., 1999). En este último tipo celular también se ha 

descrito la potenciación de las señales de [Ca2+] (Jimenez et al., 1999). 

Mecanismo de la supresión de la inducción de NOS-2 por compuestos 

purinérgicos. 

El receptor A2B de adenosina puede estar acoplado a varias cascadas de 

segundos mensajeros, tales como la elevación de la [Ca2+] i via PLC-IP3 o el aumento de 

los niveles intracelulares de cAMP via proteína Gs-AC (Jimenez et al., 1999).  

En astrocitos, los resultados obtenidos con el quelante de calcio, BAPTA, 

demuestran que el efecto supresor mediado por A2B no esta relacionado con las señales 

de variación de la [Ca2+] i. De hecho, la supresión por los purinérgicos de la inducción de 

NOS-2 por citoquinas implican la elevación de los niveles intracelulares de cAMP. 

A la luz de estos últimos resultados y el acoplamiento del subtipo A2B a la 

enzima Adenilil Ciclasa descrito en la bibliografía (Fredholm et al., 2001; Fields y 

Burnstock, 2006) parece inevitable señalar a la AC como nexo de unión entre A2B y la 

elevación de la [cAMP]i, idea que corroboran la supresión del efecto de la adenosina por 

el tratamiento con el inhibidor permeable de la AC, MDL-12330A, y los estudios de 

cuantificación de cAMP intracelular mediante ELISA competitiva tras el tratamiento 

con el activador permeable de la AC, forskolina, en los que destaca la similitud en las 

curvas de [cAMP] tras los tratamientos con adenosina y con forskolina, tanto en 

presencia como en ausencia de IBMX. 

El cAMP tiene varias dianas intracelulares, aunque la más importante y utilizada 

es la PKA, el cAMP también se une a canales iónicos dependientes de cAMP y a otras 

proteínas (Laroche-Joubert et al., 2002). Entre ellas, las proteínas Epac 1 y 2 
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(Christensen et al., 2003; Rehmann et al., 2003). Estas proteínas son factores GEF 

dependientes de cAMP que regulan varios procesos celulares mediante la modulación 

de la actividad de algunas proteínas G pequeñas como Rap (de Rooij et al., 2000). Una 

de estas proteínas G pequeñas reguladas por las Epacs es Rap (de Rooij et al., 2000; 

Laroche-Joubert et al., 2002; Rehmann et al., 2003; Tsai et al., 2004; Won et al., 2004). 

Esta se encuentra normalmente en un estado inactivo, unida a GDP. Cuando este GDP 

es transformado en GTP por las Epacs 1/2 (Rap-GEFs 1/2), induce un cambio 

conformacional de Rap hacia un estado activo.  

Respecto a los efectores intracelulares de la elevación de la [cAMP] intracelular, 

la ausencia de efecto significativo de los inhibidores específicos de PKA (KT-5720 y 

H-89) y del agonista permeable del cAMP, 6-fenil-cAMP (específico de PKA pero 

carente de efectos sobre las proteínas Epac1 y 2), sobre la producción de nitritos indica 

que en la ruta de la señal supresora desde el receptor A2B de adenosina no es esencial la 

participación de PKA, idea apoyada por el resultado del tratamiento con el agonista 

permeable del cAMP, 8-CPT-2’-O-Me-cAMP (potente agonista de cAMP respecto a las 

proteínas Epac 1 y 2 pero sin efecto sobre la PKA), el cual demuestra que la ruta 

supresora dependiente de la elevación de la [cAMP]i no requiere la participación de la 

PKA, sino la de las pequeñas proteínas G monoméricas Epac 1/2 o Rap-GEFs 1/2, tal y 

como se ilustra en la figura 94.  

El hecho de que las Epacs 1/2 sean esenciales en la ruta de supresión por 

adenosina induce a pensar en la posible participación de la proteína Rap1. Descrita en la 

bibliografía como antagonista de p21Ras (Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999). 
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Figura 91.  Participación de las proteínas epac 1 y 2 en la ruta supresora. 

Las proteínas epac 1 y 2 son el nexo de unión entre la elevación de la [cAMP] y la supresión de la 

inducción por citoquinas. 

 

También, el hecho de que la preincubación con adenosina no revierta la 

degradación de I-κB promovida por citoquinas demuestra que la supresión por el 

nucleósido no está relacionada con la translocación de p65 al núcleo. Por lo que el 

efecto supresor debe afectar a la ruta que implica a p21Ras y a p38MAPK. 

Las proteínas Epac, activadoras de Rap1, participan en múltiples procesos 

fisiológicos y tipos celulares (Holz et al., 2006; Metrich et al., 2008; Roscioni et al., 

2008; Borland et al., 2009). En astrocitos cerebelares de rata, la activación de Rap1 por 

las epacs interfiere la activación de p38MAPK por p21Ras, lo que indica que las epacs 

actúan como supresoras de la inducción de la expresión de NOS-2 por citoquinas. Esta 

conclusión contrasta con algunas de la bibliografía en las que se describe una activación 

de p38MAPK por las epacs en otros tipos celulares como neuronas cerebelares (Ster et al., 

2007) o fibroblastos del tejido adiposo (Chen et al., 2007), entre otros. Por otro lado, las 

epacs son capaces de activar a JNK de forma independiente de su actividad como Rap-

GEFs (Hochbaum et al., 2003), sin embargo, los resultados ofrecidos por el inhibidor 

específico de JNK, SP600125, descartan esta posibilidad. 
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La ausencia de supresión de la activación de p38MAPK en los casos de inducción 

tras la inhibición de la geranil-geranilación (GGTI-286), así como tras esta inhibición y 

preincubación con adenosina, indica que Rap1 es esencial para la supresión por la 

elevación de la [cAMP]i promocionada por la adición de ATP o adenosina de la 

inducción por citomix.  

No obstante, no se conoce el mecanismo inhibidor exacto de Rap1 en esta ruta 

pero el antagonismo entre p21Ras y Rap radica en el secuestro de los efectores de p21Ras 

por parte de Rap, que los retiene lejos de la membrana plasmática, zona de influencia de 

Ras (Nomura et al., 2004). Puesto que que p21Ras y Rap se localizan en diferentes 

compartimentos subcelulares, el primero se asocia a la membrana plasmática mientras 

que el segundo se encuentra en la zona perinuclear, en la que se incluyen el aparato de 

Golgi y los endosomas (Mochizuki et al., 2001). El dominio que abarca los aminoácidos 

85-89 de Rap1A es importante para su localización perinuclear, mientras que la 

localización en la membrana plasmática de Ras se asocia con el extremo carboxilo 

terminal, susceptible de modificación lipídica.  

El mecanismo que proponemos en función de los resultados obtenidos es que las 

proteínas Epac 1/2 activan a Rap1 haciendo que ésta se una a los efectores de p21Ras 

(Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999), es decir, en nuestro estudio, cuando p21Ras es 

activado por la ruta de señalización desencadenada por la unión de la IL-1β a su 

receptor no puede actuar sobre sus efectores, retenidos por Rap1 (McGuire et al., 1996), 

previamente activado por la ruta de señalización desencadenada por estimulación de 

receptores de adenosina (Pahan et al., 1997a).  
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Figura 92.  Duelo de homólogos en la fosforilación de p38MAPK. 

Este estudio ilustra una ruta de señalización nueva conducente a la activación de p38MAPK por IL-1β que 

implica a p21Ras, con un papel negativo de Rap1 teniendo lugar al nivel de p21Ras en la ruta. Estos 

resultados coinciden con los descritos por el grupo de Palsson (McDermott y O'Neill, 2002).  

 

La activación de Rap1 es una importante moduladora de la expresión del gen de 

NOS-2: mientras que la activación de Rap1 posterior a la de p21Ras por la misma IL-1β 

(Palsson et al., 2000; Marcus et al., 2003) explica la transitoriedad de la expresión del 

transcrito y la cinética de fosforilación de p38MAPK descrita en la bibliografía (Piao et 

al., 2003). Cuando preincubamos las células con ATP o adenosina, la proteína Rap1 

estaría activada previamente a la activación de p21Ras por las citoquinas, manteniendo a 

los efectores de p21Ras alejados de la membrana (McDermott y O'Neill, 2002).  

Esta conclusión está apoyada por un estudio complementario realizado con un 

activador permeable específico de esta quinasa, la anisomicina (Hazzalin et al., 1998), 

el cual revierte el efecto supresor de los purinégicos (adenosina) y del inhibidor de 

p21Ras (inhibidor de la farnesilación, FTI-277) a nivel de la fosforilación de p38MAPK, lo 

que indica que la supresión, en ambos casos, tiene lugar antes de la activación de esta 

MAPK. Sin embargo, la anisomicina no basta para sustituir a ninguna de las citoquinas 

constituyentes del citomix, y es necesaria la combinación de ambas para la inducción 

del gen de NOS-2. De lo que se puede deducir que la participación de p38MAPK, si bien 

es esencial, no es suficiente, y que la IL-1β inicia una segunda ruta adicional a la 

activación de esta quinasa. 
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En relación a estas últimas premisas y a la falta de datos acerca de que NF-κB 

actúe previamente a p38MAPK (Nishiya et al., 2000) podemos afirmar que la esencialidad 

de p38MAPK no radica en la liberación de NF-κB para su translocación al núcleo sino en 

otro tipo de activación del factor de transcripción, por lo que, confirmando datos previos 

(Liu et al., 1996; Wesselborg et al., 1997), la activación de p38MAPK y la liberación de 

NF-κB respecto a IκB se produce por diferentes vías, al igual que en astrocitos murinos 

tratados con IL-1α + TNF-α, donde la inhibición de p38MAPK bloquea la expresión 

génica de NOS-2 sin efecto sobre la translocación de NF-κB al núcleo (Da Silva et al., 

1997), y que estos autores interpretaron como la necesidad de una segunda ruta activada 

por alguna de estas dos citoquinas para generar la señal suficiente para la inducción de 

NOS-2 (Da Silva et al., 1997), esta conclusión puede corresponderse con los resultados 

observados en el tratamiento con anisomicina, en el que a pesar de detectarse la 

fosforilación de la subunidad p65 de NF-κB en Ser536 por p38MAPK, ésta permanece en 

el citoplasma sin translocarse al núcleo, necesitando su liberación de I-κB, lo que a su 

vez está provocado por una segunda ruta independiente de p38MAPK pero desencadenada 

por la misma IL-1β. 

Considerado conjuntamente con la descripción de varios sitios de fosforilación 

en NF-κB necesarios para su unión al DNA e inducción de sus genes diana (Beyaert et 

al., 1996; Wang y Baldwin, 1998; Wang D. et al., 2000; Funakoshi et al., 2001; Madrid 

et al., 2001; Birkenkamp et al., 2004; Chantome et al., 2004; Zhai et al., 2004; Hu et 

al., 2005; Mattioli et al., 2006; Song et al., 2006; Yoshimura et al., 2006), los resultados 

obtenidos en este estudio demuestran que la participación de NF-κB en la inducción de 

NOS-2 por las citoquinas requiere la confluencia de dos procesos: 1) La liberación 

respecto a I-κB por parte de las citoquinas de forma independiente de p21Ras y p38MAPK, 

y no susceptible de supresión por ATP o adenosina, y 2) La fosforilación en, al menos, 

la Ser536 de la subunidad p65 por parte de p38MAPK, a su vez activada por las citoquinas 

de forma dependiente de p21Ras y susceptible de supresión por adenosina. 
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Figura 93. La participación de NF-κB en la ruta inductora requiere su liberación de IκB y la 

fosforilación de la subunidad p65 en Ser536 por p38MAPK . 

La supresión por ATP o adenosina consiste en el impedimento de la fosforilación de esta quinasa y de la 

consecuente plena activación de NF-κB. 

 

Esta compleja regulación del factor nuclear está parcialmente descrita en la 

bibliografía (Pahan et al., 1997b; Wesselborg et al., 1997; Bhat et al., 1998; Baud et al., 

1999; John et al., 2001; Liu et al., 2001; Madrid et al., 2001; Tannous et al., 2001; Bhat 

et al., 2003; Wilms et al., 2003; Chantome et al., 2004; Jana et al., 2005), incluso otras 

proteínas podrían participar en este proceso, ya que IKK per se es una diana molecular 

de varias quinasas incluyendo miembros MEKK (Israel, 2000), también se ha descrito 

una relación independiente de IκB entre Rac, una pequeña proteína de unión a GTP, y la 

habilidad transactivadora de p65 (Jefferies y O'Neill, 2000) y la activación de la ruta 

MKK3/6 → p38MAPK por Rac cuando es activada por H-Ras (Shin et al., 2005). 

Una vez comprobado que la supresión por adenosina ocurre a nivel de la 

fosforilación de p38MAPK, y tras haber descartado otras posibles acciones del nucleósido.  
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Los resultados de nuestros experimentos demuestran la supresión de inducción 

génica por la falta de unión de p65/p50 al promotor del gen de NOS-2 sugerida en la 

bibliografía (Murphy et al., 1995; Lin y Murphy, 1997).  

Las rutas de inducción desencadenadas por la IL-1β estimulan la expresión de 

NOS-2 via activación de NF-κB, y aunque la situación in vitro de los astrocitos 

primarios de rata no imita perfectamente la situación in vivo de los astrocitos en el 

cerebro de pacientes con enfermedades inflamatorias o neurodegenerativas, estos 

resultados sugieren que la diana específica que supone NF-κB debe ser importante para 

detener el daño mediado por el NO· en el tejido nervioso inflamado. Especialmente si se 

tiene en cuenta que la mayoría de genes relacionados con inflamación contienen sitios 

de unión κB en sus regiones reguladoras (O'Neill y Greene, 1998). 

Por otro lado, el hecho de que NF-κB necesite en este estudio dos pasos de 

activación hace replantearse muchos de los estudios en los que se considera la plena 

activación del factor nuclear y su translocación al núcleo como un mismo proceso. 

La elevación de la [cAMP]i es la señal supresora de la inducción de NOS-2 por 

IL-1β en astrocitos, y el hecho de que actúe impidiendo la activación de p38MAPK y la 

fosforilación de p65 en Ser536 (ambas relacionadas con inflamación), por una señal 

inductora tan generalizada como la interleuquina 1β abre el abanico terapeutico para la 

regulación de los procesos inflamatorios a otros posibles agentes elevadores de la 

[cAMP] i como las catecolaminas. 

La activación de Rap1 por las proteínas Epacs 1 y 2, dependientes de cAMP, 

puede tenerse en cuenta en el tratamiento de aquellas patologías caracterizadas por una 

proteína p21Ras activa, tales como algunos tipos de tumores. 
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1.- La IL-1β induce la expresión de NOS-2 en astrocitos cerebelosos de forma 

dependiente de la proteína p21Ras. De las proteínas normalmente asociadas a la 

actividad de p21Ras, sólo la p38MAPK es un efector implicado en la inducción de 

NOS-2 en los astrocitos. Los resultados de la inhibición de otras enzimas indican 

la nula participación de PI3K o las ERK y no sugieren una participación 

destacable de p54JNK. En los astrocitos, tras la estimulaicón con IL-1β, la p38MAPK 

es la responsable de la fosforilación de la subunidad p65 de NF-κB, un proceso 

adicional a la liberación de NF-κB de su secuestro por IκB y esencial para su 

actividad como factor de transcripción nuclear. 

2.- Los compuestos purinérgicos, ATP o adenosina, inhiben la generación de NO· 

estimulada por citoquinas en astrocitos cerebelosos. Este efecto transcurre con una 

reducción de la acumulación de la proteína NOS-2 activa y una disminución de la 

transcripción del mRNA de NOS-2. Por lo tanto, los compuestos purinérgicos 

suprimen la inducción de la expresión del gen de NOS-2 inducida por citoquinas. 

3.- La acción del nucleótido ATP requiere la conversión previa a adenosina, no es 

reproducido por análogos no hidrolizables y no es bloqueado por antagonistas de 

receptores de nucleótidos sino por antagonistas de receptores de adenosina. El 

perfil de activación y bloqueo por agonistas y antagonistas selectivos de 

receptores de adenosina indica que la acción supresora de la inducción de NOS-2 

está mediada por un receptor de tipo A2B en los astrocitos. 

4.- La acción supresora de la adenosina no impide la translocación al núcleo de 

NF-κB pero sí su actividad inductora. La adenosina previene la activación de 

p38MAPK en los astrocitos, lo que indica que la acción supresora de la inducción de 

NOS-2 tiene lugar por interferencia con la ruta p21Ras-p38MAPK, esencial para la 

fosforilación y activación de NF-κB. 

5.- La adenosina estimula la acumulación de cAMP en los astrocitos. Los análogos 

del cAMP reproducen por sí mismos el efecto supresor y la acción de la adenosina 

puede ser bloqueada por la inhibición de la adenilil-ciclasa. Por lo tanto, la 

supresión de la expresión de NOS-2 por adenosina está mediada por la ruta de 

señalización del cAMP y no por rutas relacionadas con [Ca2+] i. 
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6.- La supresión de la expresión de NOS-2 en astrocitos cerebelosos por cAMP no 

está mediada por su efector más frecuente, la PKA, sino por las proteínas Epac, 

reguladoras de proteínas G pequeñas. La supresión de la inducción de NOS-2 es 

debida a la prevención de la activación de p38MAPK, probablemente por secuestro 

via Rap1, y por lo tanto el bloqueo de la activación de NF-κB por fosforilación de 

su subunidad p65. 
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1. IL-1β induces NOS-2 expression in cerebellar astrocytes in a p21Ras-dependent 

manner. Many proteins have been described as effectors related to p21Ras activity. 

Among these enzymes, just p38MAPK is essential for the induction pathway in 

astrocytes. While PI3K and the other MAPKs, ERKs 1/2 (p42/p44MAPK) and p54JNK,  

were not involved. In astrocytes, IL-1β promotes NF-κB release from IκB. 

Additionally, p38MAPK phosphorylates the subunit p65 of NF-κB, which is an 

essential step for its transactivating capability. 

2. Purinergics inhibit NO· accumulation elicited by cytokines in cerebellar astrocytes. 

This effect includes a decrease in both NOS-2 protein and mRNA. Thus, purinergics 

suppress the NOS-2 gen induction elicited by cytokines.  

3. The suppressive effect of ATP requires its previous conversion into adenosine. The 

effect it is not reproduced by non-hydrolizable ATP analogs and it is not blocked by 

antagonists of nucleotide receptors but by antagonists of adenosine receptors. The 

experiments related to activation and blockade of adenosine receptors by selective 

agonists and antagonists demonstrates that the suppressive effect of ATP and 

adenosine on NOS-2 induction by cytokines is mediated by the A2B subtype of 

adenosine receptors present in astrocytes. 

4. The purinergic suppression does not block NF-κB translocation into the nucleus but 

prevents its transcription-stimulating activity. Adenosine impedes p38MAPK 

activation in astrocytes, thus interfering with the induction pathway p21Ras-p38MAPK, 

which is essential to phosphorylation and activation of NF-κB. 

5. Adenosine promotes cAMP accumulation in astrocytes. cAMP analogs reproduce 

per se the suppressive effect, which is blocked by inhibiting adenylyl-cyclase. Thus, 

the intracellular mediator involved in NOS-2 suppression is [cAMP]i and not 

[Ca2+] i-related signalling. 

6. The suppression is not mediated by the cAMP most frequent effector, PKA, but by 

Epac proteins, regulators of Rap1 small G protein. The suppressive effect is due to a 

blockade of p38MAPK activation, probably by Rap1 keeping p38MAPK out of 

p21Ras-induced activation, thus preventing NF-κB p65 phosphorylation.  
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6-fenil-AMPc (6-Phe-cAMP). 

Activador altamente selectivo de PKA.  

 

 

8-CPT. 

Antagonista selectivo del receptor A1 de 
adenosina. 

 

 

8-pCPT-2’-O-Me-AMPc. 

Activador permeable de la proteína Epac 
(cAMP-GEF) in vitro e in vivo, sin efecto 
sobre PKA. 

 

 

 

Actinomicina D.  

Actinomicina IV. 

Inhibidor de la transcripción a nivel de la 
RNA polimerasa. 

 

 

Adenosina desaminasa (ADA). 

Adenosina aminohidrolasa. 

Enzima que cataliza la desaminación de 
adenosina y 2’-desoxiadenosina. 

α,β-metilén-ATP. 

Agonista de los receptores P2, más potente 
que el ATP para los subtipos P2X. 

 

 

Anisomicina. 

Activador de las proteínas quinasas 
activadas por estrés, JNK/SAPK y p38MAPK, 
en células de mamífero. 

 

 

Apirasa (NTPDasa). 

ATP-disfosfatasa. 

ATP difosfo-hidrolasa. Cataliza la 
liberación del fosfato γ del ATP y del 
fosfato β del ADP.  

BAPTA-AM. 

Forma permeable del quelante del Ca2+ 
intracelular BAPTA.  
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CGS-21680. 

Agonista del receptor A2A de adenosina. 

 

 

CPA. 

Agonista del receptor A1 de adenosina. 

 

 

Dibutiril-AMPc (2But-AMPc, 2bcA). 

Análogo permeable del cAMP. 

 

 

Dipiridamol. 

Inhibidor permeable de la fosfodiesterasa 
de cGMP (PDE V; IC50 = 900 nM). Potente 
inhibidor de la actividad ectonucleosidasa, 
también bloquea el transporte de 
nucleósidos en mamífero. 

 

 

 

DPCPX. 

Antagonista del receptor A1 de adenosina. 

 

Forskolina. 

Activador de la adenilato ciclasa.  

 

 

FTI-277. 

Inhibidor de FTasa (IC50 = 50 nM). Inhibe 
el procesado de H-Ras (IC50 = 100 nM) 
pero no el de Rap1A geranilgeranilado 
incluso a 10 µM.  

 

 

GGTI-286. 

Inhibidor de GGTasa I.  

 

 

H-89. 

Inhibidor permeable selectivo de PKA. 

 

 

IB-MECA. 

Agonista del receptor A3 de adenosina. 
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IBMX. 

Inhibidor permeable de las fosfodiesterasas 
de cAMP y cGMP (IC50 = 2-50 µM). 

 

KT-5720. 

Inhibidor permeable selectivo de PKA. 

 

 

 

LY-294002. 

Inhibidor específico de PI3 quinasa. 

 

 

MDL-12330A. 

Inhibidor irreversible de la adenilato ciclasa 
(IC50 = 250 µM).  

 

 

MRS-1523. 

Antagonista selectivo del receptor A3 de 
adenosina en rata. 

 

MRS-1754. 

Antagonista del receptor A2B de adenosina. 

 

 

L-NAME.   

NG-Nitro-L-arginina-metil-éster 

Inhibidor estereospecífico de la síntesis de 
óxido nítrico (NO·) a partir de L-arginina. 

 

NECA. 

Agonista de receptores de adenosina con 
similar afinidad por los subtipos A1 y A2. 

 

 

PD-98059. 

Inhibidor selectivo de MAP quinasa 
quinasas (MEK) que actúa inhibiendo la 
activación de MAP quinasa.  

 

 

PPADS. 

Antagonista selectivo de los receptores P2. 
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Reactive Blue 2 (RB 2). 

Basilen Blue. 

Antagonista de los receptores P2Y, el 
antagonista más potente para los canales 
activados por ATP. 

 

 

 

SB-203580. 

Inhibidor permeable y altamente específico 
de p38MAPK (IC50 = 34 nM in vitro, 600 nM 
en célula). No inhibe significativamente a 
JNK ni p42MAPK incluso a 100 µM.  

 

 

Sepiapterina.  

L-Sepiapterina. 

Cofactor de la NOS, convertida 
intracelularmente en BH4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

SP-600125.  

SAPK Inhibitor II. 

Inhibidor permeable selectivo de JNK. 
Presenta 300 veces más selectividad para 
JNK que para ERK1 y p38 MAP quinasas.  

 

 

Suramina. 

Antagonista de los receptores P2X y P2Y. 
También desacopla las proteínas G de sus 
receptores e inhibe la PLD.  

 

 

 

ZM-241385. 

Antagonista del receptor A2A de adenosina, 
con selectividades de 1000, 91 y 500000 
sobre A1, A2B y A3, respectivamente. 

 

 


