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BACKGROUND

Nitric oxide (NO-) is an important signalling molée involved in the regulation of
diverse physiological and pathophysiological medras {Aktan, 2004}, on the other
hand, it is a free oxygen radical (NO-) and theesgive production of NO- by activated
astrocytes (the most abundant glial cell type @ @NS {Zhaiet al., 2004}) is a main
pathway for neuronal damage in several pathologicadesses {Jaret al., 2005}. NO-
toxicity has been implicated in neurodegeneratigeates and in ischemia-reperfusion
excito-toxicity, it is also well documented in iafhmation-related disease states
{Aktan, 2004; Janat al., 2005}.

During inflammation, astrocytes are activated tadmee a major source of pro-
inflammatory mediators within the CNS {Bonnaeatchl., 2000}.

The excessive, damage-provoking, NO- productiomelagtive astrocytes is generated
by transcriptional activation of the iINOS gene (fhducible form of Nitric Oxide
Synthase) by pro-inflammatory cytokines (IB;¥-interferon, TNFe) or bacterial LPS
{Murphy et al., 1995; Aktan, 2004; Janat al., 2005}. An optimal combination in
primary astroglial cultures igIFN together with IL-B. These agents cause activation
of the transcription factors STAT1 and NB; respectively, and their translocation into
the nucleus, where they bind to promoter respolesaents of the INOS gene {Murphy,
2000; Janat al., 2005}.

In relation with the participation of MAPKs (MitogeActivated Protein Kinases) in the
induction pathway, specially the SAPKs (Stress vated Protein Kinases) p54 JNK
and p38 MAPK. It has been recently described p38KAs an essential kinase for the
cytokines-induced expression of iINOS gene (IL-1 H&kioshiet al., 2001}) in glial
cells {Bhatet al., 2002}, additionally, several authors support asogiation between

PI3-kinase and the IL-1 receptor {Schmétlal., 2004}.
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According to our previous results, this effect of FA pre-treatment is mediated, in
astrocytes, by blockade of p38 MAPK activation bio-mflammatory cytokines,
however, the mechanism of the purinergic interfeeaemains unclear.

A key transcription factor for this process is NB-(but not only, depending on the cell
type, CREB, AP-1 or Oct transcription factors datipgate in iINOS transcriptional
regulation) {Da Silveet al., 1997; Nishiyaet al., 2000; Marcut al., 2003; Zhaiet al.,
2004}. In fact, although several agents such as-B&EBn modulate the induction of
INOS expression by acting on iINOS mRNA stabilityddlovotz et al., 1993}, most
transmitters regulate iINOS gene induction by im@ny with NF«xB signalling:
catecholamines or PGE2 can inhibit NB-transactivation of INOS gene expression
through a cAMP-dependent mechanism {Feinstein, 1,98Bile pre-treatment with
glutamate or ATP has been reported to interfera WiE«B transactivatory function in
both rat and human astrocytes {Murpkly al., 1995; Fenoglioet al., 1997; Liu y
Neufeld, 2000}.

This effect of ATP pre-treatment has been claimedbé mediated, in primary
astrocytes, by blockade of NéB activation {Liu y Neufeld, 2000} or by reducintsi
DNA-binding activity {Lin y Murphy, 1997}, so the ethanism of the purinergic
interference is far from evident.

The canonical way to NkB activation requires its previous release fra (through
kB phosphorylation) in the cytoplasm {Aktan, 2004¢itbmore recently it has been
shown a basal shuttling state of NB-in mouse astrocytes {Zhaat al., 2004}.
Additionally, that cytosolic phosphorylation of N@B itself can be an obligatory step
for its transcriptional activity {Karin y Ben-Netia 2000; Schmitzet al., 2001,

Chantomeet al., 2004; Songet al., 2006}, so NF«B patrticipation is worthy to be
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studied in the pro-inflammatory cytokines-inducegbression of iINOS in rat primary
astrocytes.

The suppressive effect of ATP has been attribuddél2Y receptors but it is still poorly
understood the mechanism by which the purinergeetatment blocks the induction.
Additionally, those studies which suggest this dewgulation did not consider the
extracellular degradation of ATP into adenosinejcWwhs very fast within the neural

parenchyma. So, adenosine has been proposed tahmgetfect on INOS-induction.

OBJECTIVES

- Determinate the intracellular pathway for iINOS iotlon by cytomix (the
combination IL-PB +y-IFN).
- ldentify the real effector as well as the receobtype and the intracellular

pathway mediating the suppressive effect.

METHODS

Cell culture

Primary glial cultures were prepared from cerebella6-day old rats as described
previously {Jimenezet al., 1999}. Briefly, rats were killed by decapitati@nd the
cerebellum removed immediately. After eliminatingmmges, the tissue was chopped
into small pieces and digested with trypsin (0.25mi) for 20 min at 37°C in G& and
Mg?*- free medium. The proteolysis was stopped withegoess of soybean trypsin
inhibitor. The dissociated cells were plated intutd flasks (50,000 cells/cm2) in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) contagnit0% (v/v) fetal calf serum

(FCS), 2 mM glutamine, 50 U/ml penicillin, and R@/ml streptomycin. The cultures
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were maintained at 37°C in a humidified atmosplwré% CO2/95% air for 10-12

days.

Purification of type-1 astrocytes.

Then the flasks were shaken at 250-300 rpm for B8 &7°C in an orbital shaker to
purify type 1 astrocytes. The supernatant was shled and the adherent cells, mainly
type 1 astrocytes, were grown until confluency. Tyyge 1 astrocytes, finally, were
passed by trypsinization in €aand Md"- free PBS. The cells were seeded in DMEM
plus 10% FCS and maintained as above until confietmen the cells were seeded in
24-well plates (nitrite measurement), FCS-coverkedsps (immunocytochemistry) or

p60 dishes (Western Blot analysis).

Induction protocol and other treatments.

We used the combinatiorlFN (50 Ul/ml) + IL-18 (500 ng/ml) asytomix offers the
greatest expression of INOS and nitrites accunarlah primary astrocyte cultures.
Both, y - interferon (human recombinant) and interleukfh (0.5 pg/ml) were from
Roche.

Cells were pre-treated for an hour with ATP {Lareeloubertet al., }, PI3-kinase
inhibitor (SIGMA-ALDRICH), MAPK inhibitors (Calbiobem) SB203580, PD98059 or
SP600125 at the indicated concentrations.

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

(immunotechniques).

Nitrite measurement.

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

astrocyte cultures with a maximal dosecgfomix resulted in linear accumulation of

\
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nitrites in the culture medium. Nitrites accumuatiwas detectable after 24h of
incubation and it was similar to the accumulatibiserved after 48h of incubation.
NOS activity was measured in triplicate by the agulation of nitrites (NQ) in the
culture medium (for 24h) using the Griess reactigmixing 100ul of astrocyte culture
supernatant with 100l of Griess reagent (custom made reagents), asibdeddPrivat
et al., 1997}. OD was measured at 540 nm in a plate reade

Background N@ levels amounted to 5-10 nM accumulated after 2éh J0-mm-
diameter well and were subtracted from sample galue

Data are expressed as %cgiomix-elicited nitrites-accumulation. In some experinsgnt
the nitrites accumulation was expressegdMs

The nitrite production from constitutive isoform$ NOS is negligible in the range

studied, and do not change in this time-scale (ggy®in).

Inmunotechniques (p65 and phospho-p65).

Western Blot Analysis.

Confluent astrocyte cultures in 56-mm dishes weraped and pelleted in 200and
resuspended in 1ml Loading Buffer, then they weneésted for 1h.

Either 100ug (iINOS or p38 MAPK) of total protein was separatedl2.5% SDS-
PAGE (12.5% Acrylamide/Bis 19:1, BIORAD), then tsé&rred to PVDF membrane
(BIORAD). The blots were blocked in TBS containih§% skimmed milk and 0.1%
Tween-20, and then incubated with antibodies to, g8&l or phospho-specific, or
INOS at 1:1000 dilution in TBS-T. Following overhigincubation at 4 °C, the blots
were washed in TBS-T and then further incubateth w#condary antibodies at 1:2500
in 5% skimmed milk/TBS-T for 1h at RT.

Antibody binding was revealed using Supersifrab et al., } chemiluminiscence.

Wl
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Immunocytochemistry.

Cultured cells were fixed with 4% p-formaldehydepimosphate-buffered saline (PBS)
for 1h at room temperature (RT), washed with PB8 #@mansferred into blocking
solution (6% BSA plus 01% Triton Tx-100 in PBS)RAL for 1h. After that the samples
were incubated overnight at 4°C with primary antiles, and, after 3 washes with PBS
and lh-incubation at 37°C with secondary antibodiedirect immunofluorescence),
they were analyzed by a fluorescence confocal Es@mning microscopy.

1°'Ab in both technics:

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

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

- Rabbit anti-phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (C&ignaling Technology).

2"Ab:

- Cy3-conjugated Goat anti-rabbit IgG (H+L) (Jagkdonmunoresearch Laboratories,
Inc.) for immunocytochemistry.

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

Biosciences) for Western Blot.

RESULTS

THE INDUCTION PATHWAY.

FTI-277, a selective Farnesyl-Transferase inhibitanibits Ras processing but it does
not inhibit geranylgeranylated-RaplA function. ABI277 treatment suppressed iNOS
induction, Ras participation was demonstrated toebsential in the induction by
cytokines in cerebellar astrocytes. According tdlibgraphy, mainly related to

interleukin.

VIII



SUMMARY.

Ras has been described as activator of many ditf@mteins such as PI3-kinase, and
the three families of MAPKSs. In order to eluciddbhe target protein of Ras in the
pathway towards iNOS-gene induction, different ekpents were designed. These
experiments consisted of several studies focuseth@rpossible participation of p38
MAPK, ERK 1/2, JNK and/or PI3-kinase by pharmacatag analysis involving their

specific antagonists (SB203580, PD98059, SP60CRH] Y-294002, respectively).

PI3-kinase.

In the added presence of LY-294002 (up touRd), nitrites accumulation after 24h of
incubation was similar as the cytomix-only-treatedls, suggesting that this kinase is

not involved in cytomix-induced iNOS-expressiorran primary astrocytes.

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

An initial screening was performed with 30M of drugs. When stimulated with
cytomix, the results showed that pre-treatment 8B203580, PD98059 and SP600125
had quite different effects on rat astrocyte iINO¥hereas the p38 inhibitor potently
inhibited INOS and the subsequent nitrites accutimrathe JNK or MEK inhibitors
had little or no effect.

Dose-response studies were carried out to detertinenguppressive effect of SB203580
concluding that the inhibition of cytokines-indua®&tDS expression by the p38 MAPK
inhibitor was dose dependent, with 50% of maximgdpsession occurring at ~ 10/
SB203580. The maximal inhibition was obtained apRDSB203580.

These results indicate that p38 MAPK plays a speeifid potent stimulatory role in
cytomix-induced iINOS expression in rat astrocytes.

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

was blocked by a ras-farnesylation inhibitor (F7IZ200nM).
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Anisomycin over-roads FTI-277-suppression of p38 MRK activation.

Anisomycin is a specific permeable activator of M&Pp38 and JNK. As anisomycin
treatment prevented FTI-277 suppression of Rasaimn of p38MAPK, but not SB-
203580 suppression, it was confirmed that Ras wapled to p38 MAPK pathway, in
addition to the classical ERKs and that p38MAPK \sted downstream p21Ras in
the induction pathway.

p38MAPK induced NF-kappaB phosphorylation but not translocation into the
nucleus.

SB203580 pre-treatment blocked p65 subunit phostdtn at serine 536, whereas
anisomycin induceger se Ser536 phosphorylation at this subunit. Thus, [&&336)
is a target for p38 MAPK activity. However, the p@Bosphorylation of p65 elicited by
anisomycin was not enough to activate NF-kappaB r@snained in the cytoplasm. So,
the nuclear factor required a second activating ateo provided by cytomix but p38-
independent.

Taken together the previous results with the phoggtion as an essential step in NF-
kB activation described in the bibliography {KarirBgn-Neriah, 2000; Schmi# al.,
2001; Chantomet al., 2004; Songt al., 2006}, it is important to study if p38 MAPK is
a NF«B upstream kinase in theytomix-induced NF«B activation in rat primary

astrocytes.

EFFECTS OF ATP PRE-TREATMENT ON NO- PRODUCTION.

In this study we examined the effects of ATP peatment on the induction of INOS
and the production of NO- in astroglial cells stiated with IL-13/y-IFN to elucidate

the intracellular effectors of exogenous ATP.
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When cells were pre-incubated in a ATP-containingdimm for one hour, nitrites
accumulation didn’t occur. Thus, ATP was supposeet a suppressive agent for INOS

induction.

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

To establish the mechanism by which the suppressiorytomix-induced iINOS
expression by ATP pre-treatment was mediated, cbatrd ATP-pre-treated astrocytes
were exposed to cytomix. After that, the sampleseweken at different times and
analysed by Western-Blot to quantify INOS synthesid p38 MAPK phosphorylation
at Thr180/Tyr182. The results demonstrated thastippressive effect is due to an ATP

blockade of cytomix-induction pathway just at p&8\ation level.

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

induced NF«B activation.

Once our results demonstrated ATP blockade of pB8sghorylation and been
described previously the NEB activation by this MAPK {Wilmset al., 2003}, we
tried to elucidate if NReB was an essential factor within the cytomix-e&ditiNOS-
expression and, in this case, if ATP could alterdBFactivation by cytomix-induced
p38 MAPK.

In both, control and ATP-pre-treated astrocytesoroyx induced B degradation, thus
suggesting that the suppressive effect of ATP is ce to a blockade of N&B
translocation into the nucleus. Similar resultsevebtained when pre-treating the cells
with SB203580, which suggests that NB-ranslocation into the nucleus is p38 MAPK
independent.

Taken together the previous results and consideénaghosphorylation as an essential

step in NF«B activation described in the bibliography {Karin Ben-Neriah, 2000;

Xl
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Schmitzet al., 2001; Chantomet al., 2004; Songet al., 2006}, it was important to
study if p38 MAPK was a NkB upstream kinase in the cytomix-induced 8-
activation in rat primary astrocytes.

According to that, we analyzed NdB translocation and subunit p65 phosphorylation at
serine 536 by confocal laser scanning microscomm@es were taken from both,
control and ATP- or SB203580- pre-treated, cytomokiced astrocytes, and
anisomycin-treated astrocytes.

Anisomycin promoted p38 activation and p65 phosglation but not translocation, so
there was no iNOS-expression. On the other haridereATP- or SB203580- pre-
treatments, both inhibiting cytomix-induced p38 MARctivation, blocked NFkB
phosphorylation but not translocation, so there m@agNOS-expression.

These results support our previous conclusion aN&wtB participation as an essential
step in cytomix-induced INOS-expression and it sebdth, its translocation into the
nucleus and its p65-subunit phosphorylation ahsesi36.

However, as we tested iNOS induction or suppresaitan 24 hours and been described
a fast ATP-degradation in culture media. Experirmenere designed to corroborate
whether ATP was the suppressor agent or not, artiahcase, to identify the real

effector of ATP-elicited suppression.

Extracellular degradation of ATP.

The steady-state concentration of extracellular ATRulture medium was extremely
low after 24h incubation. Even if exogenous ATP vealsled. ATP in this range is
usually ineffective in biochemical and pharmacotadi assays for P2Y and P2X

receptors.

Xl
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Extracellular ATP in culture medium was rapidly hgiyzed by both serum esterases
and by ecto-nucleotidases in cell membranes. lera slow-down this process, the
modulation of INOS by ATP was tested in FCS-freedmm. Even so, ATP was
completely degraded in less than 3 hours.

Both serum esterases and ecto-nucleotidases haoacalhe activity hydrolysing ATP
so its persistence in medium was brief, so thengugic was unable to modulate
long-term induction of INOS by cytokines, a proctsst takes several hours.

As adenosine is generated from ATP it could bertfad effector of ATP suppression.

According to that, adenosine (Ado) did suppressritiaction of INOS

Effects of adenosine pre-treatment on NO- productio

Dose-response studies were carried out to detertihénsuppressive effect of adenosine
concluding that the inhibition of cytokines-induc#DS expression by the purinergic
was dose dependent, with 50% of maximal suppresscmurring at 6-8uM. The
maximal inhibition was obtained at 1M adenosine. These results indicated that
adenosine reproduced the inhibitory effect of ATP.

Additionally, ADA (adenosine deaminase) blocked theppressive effect of both
adenosine and ATP, and the non-hydrolizable anafo4TP, a,f-me-AMP, did not
reproduce the down-regulatory effect. So, ATP ti@msation into adenosine was
essential for its suppressive action.

Taken together the previous results, adenosinergiaefrom ATP-degradation, but not
ATP, was the physiological signal that modulateel éxpression of INOS, reducing its

induction by pro-inflammatory cytokines.

XI
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Role of P2 ATP receptors.

P2 antagonists suramin (300 microM), PPADS (25 olNtrand Reactive Blue 2 (25
mM) failed to block the suppressive effect, Thuggasting that P2 receptors are not

involved in this effect.

Role of adenosine receptors.

Once we had proposed adenosine as the real effettdfP suppression and been
observed that adenosine antagonists blocked thena@®PCPX, 8-CPT 1-1QuM).
Experiments were conducted to identify the subtypadenosine receptors involved in
the suppressive signalling cascade from extraeellyurinergics to intracellular
suppression. In order to that, pharmacologicalistumhcluding specific antagonists and
agonists for the four known subtypes of adenosaweptors (A Aza, Azs, A3) were
carried out.

Experiments focused on elucidate Al or A3 involvatnen purinergic suppression of
INOS-induction does not suggest any participatidntleese subtypes as specific
pharmacological antagonists failed to prevent asieeosuppression and agonists didn’t
reproduce the suppressive effect. On the contrasglts suggest a participation of A2
subtypes, mainly A2B, in the purinergic suppressasnt was blocked by the specific
antagonist and the agonist reproduced the adeneSett.

It has been described a general association betwabtypes Al and A3 with
intracellular adenylate-cyclase (AC) inhibition akey are typically coupled to
inhibitory G-proteins. On the contrary, both sulaypA2 are related to excitatory
G-proteins which, in turn, activate intracellulaCAhus elevating the [CAMP].

As Ays receptors are typically related to AC activatiome tried to confirm the

activation of intracellular AC as the signal-transtbr from extracellular

X1V
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ATP/adenosine to intracellular suppressive sigaatording to that some experiments
by adding forskoline (a specific activator of AG)MDL-12,330A (specific inhibitor of
AC) previously tocytomix induction were carried out.

The results of these experiments are shown atdi§uwhere it is clearly mimicked by
forskoline the suppressive effect of ATP/adenogiretreatment ortytomix-induced
INOS-expression suggesting a participation of ateycyclase, this idea is
corroborated by the MDL-12,330A study, as it dracadly impedes purinergic
suppression. So we could conclude that purinerggpression of iINOS induction
depends on AC activation, thus pointing to an dlewaof intracellular [CAMP] as the

intracellular effector of extracellular purinergtmulus.

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

independent manner.

Dibutyril cAMP (dbc-AMP), a permeable analog of cMMreproduces the effect
observed with ATP or adenosine treatment on Cytskimduced iINOS expression.
Thus, the pathways involved in the suppressivecefiee both cCAMP-dependent.
However, the pharmacological inhibitors of PKA, K720 or H-89, failed to prevent
the inhibitory effect of ATP, adenosine or dbc-AMP accumulation of nitrites.
According to these results, PKA is not involved tinis effect, suggesting the
involvement of other cAMP target distinct from PKBpac/rap is a candidate.

In addition to the previous conclusion, the cAMRilague 6-Phe-cAMP (specific for
PKA with little effect on Epac) didn’t reproduceetBuppressive effect of ATP on INOS
induction while the cAMP analogue 8-pCPT-2’-O-meM#R (specific activator of Epac
which does not activate protein kinase A) mimickbed purinergic suppression, thus
targeting the small GTP-coupled proteins Epacs as2effectors of the suppressive

effect.

XV
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Role of Ras & Rap in the p38 MAPK-mediated inductio of NOS-2 in astrocytes

GGTI-286, a selective Geranyl-Geranyl-Transferageibitor, inhibits the processing
of RaplA protein to the plasma membrane, withofgicihg Ras signalling. GGTI-286
blocked the suppressive effect of purinergics. Teffect of GGTI-286 in both
Cytokines- and Cytokines/ATP- treated cells sugglstinvolvement of Rap in the
ATP-evoked suppressive effect observed in primatsoaytes.

Complementary, anisomycin over-roaded rap-suppmessi p38 MAPK activation by
ras. Thus, determining that Rap1lA suppressed thection by blocking the p38MAPK
activation by p21Ras.

These results supported our previous hypothesighbee is a balance between p21Ras
and RaplA, acting RaplA as a p21Ras antagonist. sipgorts the idea that in rat
primary astrocytes there is a delicate balance dmtwas and rap, controlling the
activation of p38 MAPK and downstream NF-kappaBvation and iNOS induction

during the process leading to reactive astrocytes.

ATP/Ado does not affect kB degradation but it does affect cytokines-inducedlF-

kB activation.

Once our results had demonstrated ATP/Ado block&@&8 phosphorylation and been
described previously the NEB activation by this MAPK {Wilmszt al., 2003} we tried
to elucidate if NR¢B is an essential factor within tlogtomix-elicited iNOS-expression
and if ATP pre-treatment could alter MB- activation by itscytomix-induced p38-
activation.

In both control and ATP-pre-treated astrocytegtomix treatment induced«xB

degradation suggesting that the suppressive affe&TP/Ado is not due to a blockade
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SUMMARY.

of NF«B translocation into the nucleus, nor does the SB80 pre-treatment,
suggesting that NkB translocation into the nucleus is p38 MAPK indegent.
According to that, NReB translocation and subunit p65 phosphorylatiosesine 536
were analysed by confocal laser scanning microscBpynples consisted oftomix-
induced control and ATP- or SB203580- pre-treatsdoaytes, and anisomycin-treated
(specific activator of p38 MAPK and JNK) cells.

Anisomycin promoted p38 activation and p65 phosglation but not translocation, so
there was no iNOS-expression. On the other haridereATP- or SB203580- pre-
treatments, both inhibitingytomix-induced p38 MAPK activation, blocked N&EB
phosphorylation but not translocation, so there maiNOS-expression.

According to that, NReB participation is an essential stepdytomix-induced iNOS-
expression and it needs both its translocation th# nucleus and its p65-subunit

phosphorylation at serine 536.

DISCUSSION.

As described previously for human astrocytes {Htial., 2002}, our results indicate
that p38 MAPK plays a specific and potent stimuhatmle in cytomix-induced iINOS
expression in rat astrocytes as its specific inbrdbB203580-pre-treatment suppresses
cytomix-induction INOS-expression in a dose-dependent mxrarwith a maximal
inhibition at 20uM (Fig. 3). Additionally, the lack of effect on nites accumulation of
pre-treatments with the specific inhibitors of JNERK and PI3-kinase (SP600125,
PD98059 and LY-294002, respectively) up top@0, highlights p38 as the only MAPK
involved incytomix-induced iINOS-expression in rat primary astrocytes.

To study the possible effect of ATP-pre-treatment g88 MAPK activation as an

essential kinase in the induction pathway we amealylsy Western Blot p38 MAPK
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phosphorylation at Thr180/Tyrl82 as it is the targé cytokines phosphorylation
{Raingeaudet al., 1995; Palssost al., 2000} in samples taken after control and ATP-
pre-treated astrocytes wereytomix-induced. The results of this study clearly
demonstrate that ATP-pre-treatment blocks dramiticg38 phosphorylation
Thr180/Tyr182 and, thus p38 MAPK activation, dygomix.

Once we had identified p38 as target of the ATRpsegsion and being described in the
bibliography the suppressive effect of ATP-predmeant on NF«B participation at
cytomix-induced iINOS-expression {Murphst al., 1995; Fenoglicet al., 1997; Lin y
Murphy, 1997; Liu y Neufeld, 2000} and, on the atimand, a p38 MAPK-dependent
NF-kB-activation {Madridet al., 2001; Zhacet al., 2001; Wilmset al., 2003}, our goal
was to determine if there were any relation betwegg® MAPK and NF<B under our
experimental conditions.

NF-kB participation is an essential step aptomix-induced iINOS-expression, and it
needs both translocation into the nucleus and glargfation at, at least, subunit p65
(serine 536).

Our results demonstrate that MB- translocation into the nucleus is p38 MAPK
independent as is not affected by its specifichinbr SB203580 nor by its specific
activator anisomycin, thus supporting the idea thatATP/Ado suppressive effect on
cytomix-induced INOS-expression in rat primary astrocyi@shough due to a p38
MAPK blockade, does not affect NéB translocation into the nucleus. This conclusion
is supported by the similar time-curse curves ofo@yx-induced kB degradation, in
which there were no differences between controlAhE-pre-treated astrocytes.

In relation to the purinergic effect on N#B activity, ATP/Ado or SB203580 doesn’t
block p65 activation but does p65 phosphorylatiah gerine 536), thus suppressing

INOS-expression induction by cytokines. Complemragntthe result obtained after
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SUMMARY.

anisomycin treatment (p65 phosphorylation in aalpsimilar way to positive control)
strongly supports our hypothesis about two differ@md independent processes, both
essential for NReB participation on iNOS induction by cytokines.

This ATP/Ado suppressive effect on MB- phosphorylation (but not on its release
from IkB) strongly suggests that the previously observad Aalteration of NFR<B
transactivatory function in rat and human astraeyurphy et al., 1995; Fenogliat
al., 1997; Liu y Neufeld, 2000} could be caused by ABlBckade of the cytokines-
induced p38 MAPK activation and its subsequentdBFphosphorylation at, at least,
serine 536 from p65 subunit.

According to that, the phosphorylation by p38 MABK serine 536 from p65 subunit is
supposed to be an essential step for NB-transactivatory function and a possible
target for pharmacology intervention on inflammgtdiseases in which NkB plays
an important role.

In relation to the suppressive pathway, cCAMP isitliecellular signal which mediates
the suppression by its effectors Epacs proteinfhesuppressive effect was mimicked
by a permeable cAMP analogue and it was not predeby PKA blockade (KT-5720,
H-89, 6-Phe-cAMP), but by epacs blockade (8-pCRDaMe-cAMP). Additionally,
the down-regulatory effect was prevented by anbibdi of geranyl-geranylation
(GGTI-286), confirming that cAMP action may be negdd by Epac-activation of rapl

(GGTI-286 did not affect INOS inductiqrer se).

CONCLUSIONS

In the cytokines-induced iINOS-expression pathwa33 pMAPK (but not p42/p44

ERKs, p54 JNK or PI3-kinase) acts downstream p2lBRad plays an essential
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SUMMARY.

upstream role in the activating cascade ford¥--The nuclear factor seems to be an
essential mediator of the INOS gene induction asiriterference of its transactivatory
function by ATP treatment suppresses dramaticBl$ induction.

We found that ATP/Ado-induced suppression of iN@8uiction is just achieved by
blockade of p38 MAPK activation. Which, in turn, pedes the subsequent p65-
phosphorylation, thus disabling its transactivatdmnction, because p65 (N&B)
transcriptional activity depends on both its tracation capability into the nucleus
(elicited by cytokines treatment) and phosphorglatat, at least, serine 536 by p38
MAPK (activated by cytokines treatment).

Our results are consistent with a model that ingpliee activation of adenylyl-cyclase-
coupled A2 receptors, elevation of cCAMP and actorabf rapl. Reportedly primary
astrocytes lack B-raf, thus activation of rapl B®MP-Epac would block signalling
from p2lras to p38 MAPK, preventing the inductiohiNOS and increased NO-

production by pro-inflammatory cytokines.
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1. ESTRUCTURA DEL CEREBELDO.

El cerebelo es la parte mas grande del rombencfatebro posterior) y a pesar
de ser relativamente simple contiene seis tiparatites de neuronas entre los que se
incluye la neurona granulosa cerebelosa, el tippedeona mas abundante del encéfalo,

representando casi la mitad de neuronas del total.

Las funciones del cerebelo son completamente n®tgrapera a un nivel
inconsciente. Controla el mantenimiento del equdibinfluye en la postura y en el

mantenimiento del tono muscular y coordina los muoentos.

El cerebelo consta de dos hemisferios localizaatesdlmente unidos en la linea
media por el vermis (Fig. 1). La cara superior ckalebelo se sitla por debajo de la
tienda del cerebelo y la parte superior del vegmisda elevada en la linea media, en la

cara inferior el vermis se sita en un surco praéuentre los hemisferios.

La superficie del cerebelo esta plegada formandpatron regular de pliegues
paralelos entre los que destacan unas fisurasalenpiidad variable que constituyen

elementos de referencia para dividir anatdmicameinterebelo en tres l6bulos.

Vermis:
Cara superior (/_\ =

Lébulo anterior
Hemisferio cerebeloso

Fisura
prima -

Lébulo posterior
1

Vermis:

Cara inferior

Fisura
horizontal
Fisura —

posterolateral W

Fléculo Nédulo

U _/

Lébulo floculonodular

Figura 1. Morfologia externa del cerebelo.

En la cara superior, la profunda fisura prima seghiobulo anterior, relativamente pequefio, delld
posterior, mucho mayor. Por la cara inferior, laresaliente fisura posterolateral delimita la lzzaion

de pequefas regiones de los hemisferios (flocylail vermis (nédulo), que juntas forman el I6bulo

floculonodular. Adaptado de Crossman & Neary (2002)
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1.1. Estructura interna del cerebelo.

Fundamentalmente, el cerebelo consta de una capan&xde sustancia gris, la
corteza cerebelosadrtexcerebeloso), que rodea un nucleo interno de stiathtanca.
La sustancia blanca del cerebelo esta formadailpaisfnerviosas aferentes y eferentes

que van y vienen del cértex cerebeloso.

Profundamente sumergidos en la sustancia blancauetyo pares de nucleos
del cerebelo que tienen importantes conexionedacaorteza cerebelosa y con ciertos

nacleos del tronco del encéfalo y del talamo.

Corteza Cerebelosa.

La corteza cerebelosa esta profusamente plegadamafnumerosas laminas
estrechas orientadas transversalmeiatiéa]. Dentro de la corteza cerebelosa se sittan
los cuerpos celulares, dendritas y conexiones so@&pde la mayoria de las neuronas
del cerebelo. La organizacion celular de la corarabelosa es la misma en todas las

regiones, distinguiéndose tres capas (Fig. 2):

Capa granulosa

Capa molecular Célula de Purkinje Capa molecular

—

A. x25

Sustancia blanca Capa granulosa

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

La mas externa, rica en fibras, es la capa molecutaintermedia es la capa de Purkinje (capa ge la
células de Purkinje). La mas interna es la capauipaa, dominada por las células granulosas. Adapta
de Crossman & Neary (2002).
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Capa granulosa.

Esta capa interior esta formada por los apretademspos de las células
granulosas, a las que llegan sefiales aferentes/éstde las fibras musgosas, cuyos

cuerpos celulares se encuentran en el tronco défaa.

Capa media o de Purkinje.

La capa de las células de Purkinje es una capaluldc formada por los
cuerpos de estas neuronas, que extienden profusarmmesn dendritas irregularmente
ramificadas en la capa molecular. Las de Purkiofelas Unicas neuronas eferentes de
la corteza cerebelosa, las cuales envian sefidlesés de sus largas prolongaciones

hacia el interior del cerebelo, y de ahi a otratepadel encéfalo.

Capa molecular.

En esta capa, denominada molecular por su apaiestiuctural homogénea en
las tinciones histoldgicas clasicas, tienen lugas funciones fundamentales del
cerebelo. Aqui, siguiendo un patron tridimensiodaf proyecciones dendriticas y

axonicas se hallan en intima interrelacion.

Esta capa externa contiene las arborizaciones itieadrde las neuronas de
Purkinje, aplanadas y orientadas en angulos raesgecto al eje longitudinal del
pliegue, por lo que son atravesadas por las fipaaglelas de las que reciben sinapsis

excitadoras.

Circuito y su procesamiento.

Las proyecciones aferentes al cerebelo se originacipalmente en la médula
espinal (fibras espinocerebelosas), nucleo olivderior (fibras olivocerebelosas),
nacleos vestibulares (fibras vestibulocerebelogas)ente (fibras pontocerebelosas). La
mayor parte de los axones aferentes terminan exicitdas neuronas de la corteza
cerebelosa. Las fibras entran en el cerebelo pordenlos pedunculos cerebelosos y

siguen hacia la corteza.

Las aferencias que se originan en la oliva infetiemminan como fibras
musgosas, que se ramifican y acaban en la capalgsandonde establecen contactos

sinapticos con las células granulosas (Fig. 3).
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Las células granulosas se originan a partir denttist grupos celulares del
tronco cerebral, sobre todo los nucleos pontinas tggnsmiten informacién desde la
neocorteza cerebral. De cada célula surge unangabtdn eferente hasta la capa
molecular, donde se bifurca en dos ramas en forend dle varios milimetros de
longitud denominadas fibras paralelas, que atramidas “arborizaciones” dendriticas
de varias células de Purkinje, dispuestas en uroarpendicular a ellas (Fig. 3).

Los unicos axones que salen de la corteza cerehglaacipalmente hacia los
nacleos del cerebelo, son los de las células d&irifeir que utilizan el acido
gamma-amino-butirico (GABA) como neurotransmisos, due significa que la
respuesta de casi toda la corteza cerebelosa eadagabr la inhibicion de las células

de los nucleos del cerebelo.

Las células estrelladas y las células en cesthlestn contactos con las células
de Purkinje a través de los cuales inhiben suidefiy también sus neuritas receptoras
corren perpendiculares a las fibras paralelas cestisulos registran (Fig. 3).

El otro tipo de fibras aferentes que entra en Ideza cerebelosa, las fibras
trepadoras, surgen de la oliva inferior del bulaquideo (que integra la informacion
procedente de los propioceptores musculares) varllegasta las arborizaciones
dendriticas de las células de Purkinje a las quaiagx también sus colaterales axdnicas

excitan las neuronas de los nucleos cerebelostsnpias.

La actividad de las fibras trepadoras es registpatdas células de Golgi, cuyas
prolongaciones se ramifican entre las células dosas y les transmiten una sefal

inhibidora, procurando que la actividad generdbederteza cerebelosa no sea excesiva.

Plasticidad sinaptica en la corteza cerebelosapred®n a largo plazo (DLP).

El cerebelo es un importante lugar de aprendiza@mndonde se llevan a cabo

las correcciones cuando el resultado de los mowiimseno satisface las expectativas.

Los tres factores implicados en este proceso sbmaflerencias excitadoras de
fibras trepadoras y paralelas y las dendritas si@dauronas de Purkinje de la siguiente
forma: una célula de Purkinje recibe una sola af@aede una fibra trepadora pero de
cientos de sinapsis excitadoras, generando un R#®Epcionalmente amplio. A
diferencia de esto, una célula de Purkinje recfbeeacias mono-sinapticas de muchas
fibras paralelas distintas (Fig. 3).
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Se ha propuesto que la aferencia de la fibra tm@padonduce las sefiales de
error de un movimiento que no ha logrado satisflEEeexpectativas y las correcciones

se efectian ajustando las aferencias de las filaradelas a la célula de Purkinje.

En relacion a esto se ha descrito la depresiorga [@azo (DLP), consistente en
una menor respuesta post-sinaptica de la neurorRudenje a la activacion de las
fibras paralelas cuando se ha estimulado previaraniismo tiempo con aferencias

trepadoras y paralelas, esta modificacion puedar @mmo minimo una hora.

— > Fibras

= =4 Pparalelas

Célula de
Purkinje

Capa molecular | .
Célula
Capa de células de III 1 gj\‘ | granulosa
Purkinje [ | RY Eib
| . . ibra
| ) . trepadora
[ Capa de células _:‘*‘5"'.1'r i 1._:5"' P
i granulosas «#’ ES) 1 ﬁ‘ m |
T \ ] {
) ._.I! ||'Ih M “‘H
11 \ N Fibra
Sustancia blanca L |7 | musgosa
K ‘ 1
5 4 B

Figura 3. Organizacién general de la corteza cerelpsa.

El esquema muestra una circunvolucion cerebelosetido vertical, tanto en su eje longitudinalr{@a
derecha) como transversal (parte izquierda). Emongeg muestran las neuronas de Purkinje, en a=ul, |
células granulosas y sus axones ascendentes (fiarakelas); en rojo, las fibras trepadoras; y enle,

las fibras musgosas. Adaptado de Bstal. (2002).
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1.2. Células gliales.

Existen tres clases principales de células gliatesl cerebelo: oligodendrocitos,

microglia y células astrogliales, todas ellas aorciones diferentes.

Oligodendrocitos.

Son los encargados de la mielinizacion de los axoeeronales en el SNC, por
lo cual se encuentran en gran niamero en la suatdot@nca. Cada oligodendrocito
forma la mielina internodal de 3 a 50 fibras y tédnlkrodea a muchas otras fibras sin
formar vainas de mielina. A pesar de esta funciéglinizante expresan una serie de
moléculas inhibidoras del crecimiento axénico, padb contribuir al fracaso de la

regeneracion de neuronas dafiadas en el SNC dabinadliadulto.

Células microgliales.

La microglia tiene su origen en el sistema retientiotelial y se encuentra en las
sustancias blanca y gris del SNC. Son células fegas importantes en la mediacion
de las respuestas inflamatorias dentro del SNQgedas que se incluyen la alta
produccion de éxido nitrico y de citoquinas prdéanfatorias como la interleuquing,1
especialmente relevantes en nuestro estudio pupsto la presencia de células
microgliales en nuestros cultivos podria constituia fuente significativa de 6xido
nitrico (NO-) no astroglial y una produccion enddgele interleuquinafl utilizada

como inductor de NOS-2 en nuestras células.

Células astrogliales.

Los astrocitos son pequefias células estrelladassguencuentran en todo el
SNC, de forma que ocupan la mayor parte del esgpeono esta ocupado por otras
células o capilares. Son las células mas abundantesSNC y se pueden clasificar en
funcién de su morfologia o de su ontogenia (tabla En la corteza cerebelosa
predominan los astrocitos protoplasmicos entre das destaca un tipo peculiar
denominado glia de Bergmann. Cuyo soma se hallr@dmidad de las células de

Purkinje y se relaciona estrechamente con las sSsgpe establece esta neurona.
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Tabla 1. Clasificacion de los astrocitos.

Morfolégica Protoplasmaticos Estructura poco fibrosa. Mas #atas en la sustancia gris.
Fibrosos Numerosos filamentos. Méas frecuentes sndtancia blanca
Ontogénica Tipo | Derivan de una célula progenitora 1A astiag|
Tipo Il Derivan de una célula progenitora O-2A* giaenbién puede
dar lugar a oligodendrocitos.

*En nuestras condiciones experimentales de cultelolar de astrocitos primarios, es un artefacto de
propio cultivo. Adaptado de Barker & Barasi (2002).

Los astrocitos no son simples células de sostégsassino que desempefian
muchas funciones importantes dentro del SNC (t2pldMarkiewicz y Lukomska,
2006), entre las que destacan su participacion aerdefensa inmunoldgica del
parénquima neural y sus funciones en procesosigatok.

Tabla 2. Funciones fisiologicas de los astrocitos.

Constitucion de un armazén estructural y de sogbereras hematoencefélica y pial-glial).
Mantenimiento de la integridad de la barrera heematefalica.

Compartimentacién metabdlica (recaptura de neursinésores en las sinapsis y suministro de éstos
a neuronas).

Secuestro o redistribucion dé Hurante la actividad neural.
Guia neuronal durante el desarrollo (glia radidé\Bergmann).

Defensa inmunolégica del SNC.

El SNC tiene un relativo privilegio inmunolégicoss le compara con el SNP y
con muchas otras partes del cuerpo. Esto es dabipobre desarrollo del sistema de
drenaje linfatico del SNC, al bajo de nivel de egidn de antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC), y a que la bear hematoencefalica (BHE)

normalmente impide que los linfocitos, macréfag@miicuerpos penetren en él.

En el estado de reposo, algunos linfocitos T adtigason capaces de cruzar la
barrera hematoencefalica y circular dentro del SS{@. embargo, en un estado de
inflamacion en el que se altera la integridad d8HE, una vez desencadenada una
respuesta inmunitaria, puede ser amplificada yamaga por la liberacion de citoquinas
y la expresion del MHC. En estas circunstancias,dstrocitos actian como células

presentadoras de antigeno y, junto a la microgéeicipan en la defensa inmunolégica
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del SNC mediante su proliferacion y la producciénddido nitrico (los astrocitos y las
células microgliales son las principales fuentesste radical en el SNC). Respecto a la
de las células microgliales, la activacion de Istrazitos es menos intensa y
generalmente depende de ciertas citoquinas praniafiorias liberadas por la microglia
activa. Sin embargo, los astrocitos son mucho mi@semnsos y su interaccidén con los
linfocitos T cooperadores es crucial para la gené@nade una reaccion inmunolégica

completa aunque no sea necesaria para una reauftanatoria.

Por otro lado, los astrocitos pueden participar peocesos patoldgicos. El
trastorno clinico mas comun de los astrocitos gualiferacion anormal en los tumores
denominadosstrocitoma, astroglioma, glioma o glioblastoma mtiforme (segun el
estadio de desarrollo y la agresividad del tum@ia accion patolégica de los
astrocitos es la limitacion de la capacidad regeinver del SNC del adulto ya que
producen sefiales que detienen el crecimiento dexoses. Esta actividad es mas
notoria en el momento en que el SNC sufre una @gresituacion en la que estas
células gliales se dividen, se activan y forman cinatriz glial. De forma adicional, se
han propuesto muchas otras funciones fisiologicasatpldgicas (tabla 3) que se
describen detalladamente en la sé&ew roles for astrocytes(Cotrina y Nedergaard,
2002; Horner y Palmer, 2003; Nedergaatdal, 2003; Newman, 2003; Ransahal,
2003; Slezak y Pfrieger, 2003).

Tabla 3. Funciones propuestas para los astrocitos.

Fisiologicas Patolégicas

Proveer de sustratos energéticos a las neuronasEncefalopatia hepatica.

Compartir sustratos energéticos derivados |ddbdulacion del infarto neural (secuestro |de
glucogeno con neuronas. radicales libres, homeostasis del glutamato,

. expression de conexinas).
Homeostasis hidrica. P )

o . . Modulacién tréfica de la reparacién neural| y
Mantenimiento de la integridad de la barrera L - ~
9 regeneracion axoénica tras un dafio.

hematoencefalica.

=

Regulacion del pH extracelular. Liberacion de citoquinas y quimoquinas.

- . . . s Neuroinflamacion.
Modulacién de sinapsis excitadoras e inhibidoras.
Regulacion de la sinaptogénesis.

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

Detoxificacién de radicales libres.

10
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2. OXIDO NITRICO (NO-) Y ACTIVIDAD NOS-2.

2.1. NO-. Introduccioén.

El descubrimiento de que las células de mamifetetszan oxido nitrico supuso
un hito en el campo de la fisiologia y fisiopataéo@ inicid6 un enorme numero de
estudios. La actividad del NO- media distintos psos fisiologicos en una gran
variedad de tejidos (Moncada y Palmer, 1991; Moacsdal, 1991), tales como la
regulacion del tono vascular (Furchgott y ZawadZ880), la relajacion intestinal
(Desaiet al, 1991a; Desaet al, 1991b), la ereccion del pene (Burnettal, 1992;
Bush et al, 1992; Rajferet al, 1992) y la inhibiciébn de la agregacién plaquetari
(Inoue, 2004) en el sistema cardiovascular; lataticidad mediada por células

(macrdéfagos y neutréfilos) (Marletta, 1989) enislesna inmunitario.

Junto a lo dicho anteriormente, el NO- formado gedéamente participa en un
gran numero de procesos inflamatorios crénicos tateno artritis, entre otras, shock
séptico, y algunos desérdenes autoinmunes (Losgaltelch, 1995; Nathan, 1997,
Grishamet al, 1998; Hierholzeet al, 1998).

Este radical libre diatdbmico es una importante ke de sefalizacion cuya via
de transduccion de sefiales mayoritaria en condisifisiologicas transcurre mediante
su union al grupo hemo de la guanilato ciclasakdel(ignarroet al, 1982), siendo el
GMPc el efector real que regula la fisiologia calupor activacion de proteinas
quinasas, apertura de canales ionicos, y alteral@dos niveles de nucledtidos ciclicos
mediante regulacion de las fosfodiesterasas (PPEaldman y Murad, 1987). Ademas
de esta via de transduccibn NO-/cGMP, el NO- pugjdecer acciones distintas
mediante otros mecanismos que no requieren pretegfactoras y que son

consecuencia de la propia reactividad quimicaatétal (Fig. 4).

En el sistema nervioso, el NO- es clave en digiptocesos fisiologicos como
la liberacion de factores neurotroficos, neurogéngsiesarrollo neural (Contestabile,
2000), nocicepcion (Halewt al, 1992a), fendmenos de plasticidad sinaptica en
hipocampo (Haleyet al, 1992b) y cerebelo (Shibuki y Okada, 1991), traesm
sinaptica (Schmidt y Walter, 1994; Schuman y Madlisif94) y consolidacion de la
memoria y el aprendizaje (Lev-Ragt al, 1997a; Lev-Ranet al, 1997b; Monfortet
al., 2002). Sin embargo, el NO- producido en grandedidades principalmente por

11



INTRODUCCION.

astrocitos reactivos y microglia (los dos tiposulzgks gliales involucrados en la
regulacion inmune intracerebral) contribuye sig@ifivamente a la patogénesis de las
enfermedades desmielinizantes inflamatorias comestderosis multiple y su modelo
animal, la encefalomielitis alérgica experiment&lAE) (Janaet al, 2005), la
neurodegeneracion en patologias como las enferragdidAlzheimer, Parkinson, ELA
y Huntington, y las patologias asociadas a infemsdacterianas y viricas (Bleital,

2003), mediante los efectos deletéreos nombradizsfeyura 4.

Los astrocitos en el cerebro sano no son capaceertear NO- inflamatorio
pero tras un dafio isquémico, traumatico, neurotdxicinflamatorio, los astrocitos
reactivos de ratén, rata, y humanos desarrollarapeacidad de generar NO- en niveles

inflamatorios deletéreos (Bhet al, 2002).

v'Regulacién del tono vascular
v’Adhesién celular
v'Permeabilidad vascular
vInhibe la adhesion plaquetaria

Reguladores

NO:

—

Protectores Deletéreos

v’ Antioxidante xInhibe funciones enzimaticas
vInhibe la adhesién leucocitaria xPromueve dafio al DNA
v'Protege a las células contra el dafio oxidativo | *Induce peroxidacién lipidica
xReduce las reservas de antioxidantes
xAumenta la susceptibilidad a:
Radiacién
Agentes alquilantes
Metales toxicos

Figura 4. Efectos reguladores, protectores y dek@teos del NO-.
Podemos describir al NO- como una molécula muytabés en ambientes aerébicos, generando
intermediarios téxicos y que, al mismo tiempo, dgsefia funciones esenciales en la fisiologia nodmal

los organismos. Adaptado de Wiekal. (1998).
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Propiedades fisico-quimicas del éxido nitrico.

El NO- es una sencilla molécula gaseosa biolégintanactiva, de bajo peso
molecular (30 Da) y con una solubilidad moderadaredio acuoso y muy alta en
solventes hidrofobos (70 veces mas soluble), en closles puede alcanzar, en
condiciones normales, una concentracion de 1.9 nfdkuto, 1995). Estas
caracteristicas, junto con su carga nula, le pendifundir facilmente a través de las
membranas bioldgicas y las paredes celulares dgobBonbacterias (Welch y Loscalzo,
1994). Su difusion transcelular es mas rapida gueslocidad a la que tienen lugar las
reacciones intracelulares, por lo que la conceidinagie NO- en el interior de una célula
esta determinada por el nUmero de células procagctie NO- que la rodean (Murphy,
2000), de forma que es un mensajero paracrino o&gaufocrino. Sin embargo, su vida
media de 5-15 segundos limita su difusion a urorddi aproximadamente 1 mm desde

el lugar de sintesis (Ignarro, 1990).

Puesto que el NO- atraviesa libremente las bicép&ticas, no puede ser
almacenado en vesiculas. Debe ser sintetizado te@jwanda en el momento y
eliminado mediante reacciones quimicas (Beckman @ppknol, 1996). Su
concentracién en una localizacion dada dependét@atince de sintesis y degradacion,
asi como su difusion. Por ello, la determinacidhtieéenpo, la localizacion y los ritmos
de produccion de NO- y las especies derivadas dehanayudan a identificar qué

efectos predominaran en cada situacion

Para facilitar el estudio de las posibles reac@pm®s conveniente separar la
guimica del NO- en reacciones directas e indird€ligs 5). Las reacciones directas son
aquellas en las que el NO- interactia directameate su diana biologica y, se
considera que tienen lugar bajo condiciones figiols normales en las que el ritmo de
produccion de NO- suele ser bajo. Por lo geness, t§po de reacciones forman parte
de las funciones reguladoras o antiinflamatoridd\g2, a diferencia de las reacciones
indirectas, mediadas por derivados del NO- comae$pecies reactivas de nitrdgeno
(RNOS) generadas por la reaccion del NO- con orid€) o superédxido (). En
general, este tipo de reacciones predominan duedrieoceso de inflamacion activa,

durante el que tiene lugar una gran produccion@e (&rishanmet al, 1999).
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Efectos directos

[RNOS]l

|No-

Complejos metélicos

Guanilato Ciclasa
Citocromo P450

Oxido Nitrico Sintasa
Ciclooxigenasa
Hemoglobina/mioglobina

Radicales de alta energia

Carbon Centered Radicals
Radicales Lipidicos
Di6xido de Nitrégeno

Efectos indirectos

| Nitrosacion | |

Oxidacion | | Nitracién

'

.

'

Nitrosaminas
S-nitrosotioles

Roturas de cadena de DNA Nitrotirosinas
Peroxidacion Lipidica
Hidroxilacién

Nitroguanosinas

Figura 5. Quimica fisiologica del NO-.

La concentracion es el principal determinante d® e efecto que el NO- ejerce en los sistemas
biolégicos, su estudio proporciona las bases piataglir sus propiedades reguladoras/antiinflamiaso

de sus efectos deletéreos/proinflamatorios, perndth identificar cuales de las muchas reacciones
dependientes de NO- son importantes para la madnlde la respuesta inflamatoria, y puede ayudar a
diseflar nuevas estrategias terapéuticas en emteated del dafio tisular por inflamacién. EI NO-
reacciona preferentemente con los complejos megilicon los radicales reactivos (reacciones disgct
las reacciones indirectas tienen lugar cuandoddymcion de NO- excede la de complejos metalicos y
radicales ricos en energia, y queda NO- dispopiata reaccionar con otras moléculas corra @, y

formar RNOS (efectores directos de las reacciondseictas del NO-). RNOS, especies reactivas de

Oxido de nitr6geno. Adaptado de Wiekal. (1998).
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Acciones directas del NO-.

La interaccién del NO- con metaloproteinas o caticedes organicos libres

representa dos de sus efectos directos mejor edeactos en los sistemas bioldgicos.

Complejos metal-nitrosilo.

La reaccion mas evidente del NO- para formar aduestables de nitrosilo es
con el grupo hemo de proteinas (Wetkal, 1998a), la mas notable de las cuales es la

interaccion con la GC que media la relajacion dasculo liso de la pared vascular.

NO-, complejos metalicos, y estrés oxidativo.

Muchos estudios sugieren que el NO- puede modigaehcciones de oxidacion
catalizadas por hierro tales como la reaccion daedredirigida por @ (Grishamet al,
1999), que produce oxidantes muy fuertes como ditahb hidroxilo (HO-), lo que
explica la efectividad de la catalasa y los quelamte hierro en la atenuacion del dafio

tisular durante la inflamacion (Granger y Kube9d)9

FE + H,0, » Fe" + HO- + HO

Otra reaccion moduladora del NO- es su interacoadnlos complejos metaloxo
(Kanneret al, 1991) y estados de oxidacién mayores de hemadpast¢Jourd'heuit
al., 1998), previniendo la acumulacion de potentesdamties proinflamatorios y

potencialmente deletéreos.

El NO- vy los radicales libres.

El NO- puede modular la peroxidacion lipidica dasala por metales o enzimas
(Rubbo et al, 1994) reaccionando con radicales libres de gmaergéa como los
alquil-oxo (RO-) e-hidroperoxo (ROO-) (Grishatral, 1999).

La peroxidacion lipidica se inicia con la formacide potentes oxidantes como
HO- o ferril-hemoproteinas que producen radicalgsila lipidicos (L-) a partir de
acidos grasos poli-insaturados (LH). Estos radécdéle son entonces convertidos en
radicales hidroperoxilos (LOO-) mediante su intei@t con Q. Un LOO- puede atraer

a un hidrégeno alilico de otro LH, propagando aséhccion de radicales libres.
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LH+HO- - L- + HO
LOO:- + LH - LOOH + L:

LOOH + Fé* _ LO- + HO- + F&

El NO- reacciona rapidamente con estos radicgiégdidos alquil-oxo (LO:) y
alquil-peroxo (LOO-), formando LONO y LONOO respeamente, los cuales, a su

vez, conducen a la terminacién de la cadena deiogss (Rubbet al, 1994).

NO- + LO-- LONO NO- + LOO-— LOONO

Esta terminacion de la cadena de reacciones lifgstaextension de la
peroxidacion lipidica y atenua la formacion de raddres lipidicos proinflamatorios.
No obstante, alin no se conocen los efectos queegaedr la formacion de LONO y
LOONO en condiciones fisiolégicas. Ambas molécylasden ser degradadas hasta
NO, y L- o LO-, respectivamente, con reordenamientb-de LO- a un radical &cido
epoxialilico L(O)- seguido de recombinacion con NO'Donnell et al, 1999). En
principio se puede decir que las acciones diregd®NO- estan implicadas, aunque no

exclusivamente, en procesos reguladores, protacyaaati-inflamatoriosn vivo.

Acciones indirectas: Metabolitos de NO-.

Estas acciones estan mediadas por las especigad#eride la interaccion del
NO- con Q o O, (Fig. 6). De hecho, estas especies son importaméesadores de la
fisiopatologia asociada a varios modelos de infaéma(Nathan, 1997; Hierholzeat
al., 1998; Wink y Mitchell, 1998; Grishamt al, 1999), y procesos de neurotoxicidad
(Dawsonet al, 1991; Dawsoret al, 1993). Estas reacciones proporcionan un equilibri
dinamico en los sistemas biolégicos y son clava pamprender el papel de los efectos

indirectos del NO- en estos.
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- . Oxidacion
O, NTOZ NO, Nitracion
N,O; —— Desaminacién
] Anhidrido
Microglia 'y iINOS . nitroso
Astrocitos reactivos — --> NO
OH® — o
- Oxidacion y
ONOQO == > [ . Nitracion
CO, NO,” ™  deADNy
SOD —e ;
H,0, 0O, proteinas
COS° —_
ONOOCO;

Nitrosoperoxicarbonato

Figura 6. ROS y NOS derivados de células microglies y astrocitos reactivos.

Las especies reactivas de Oxido de nitrdgeno piddsin vivo mas prevalentes son el trioxido de
dinitrégeno (NOs) y el peroxinitrito (ONOQ, los cuales pueden producir estrés quimico rtios y
oxidativo, respectivamente, generalmente asociaasertas situaciones fisiopatoldgicas, como la
inflamacion, donde la NOS-2 esta activa (Wink yd¥igll, 1998).

Interacciones NO--©

El 6xido nitrico puede reaccionar con el @enerando intermediarios reactivos
que, a su vez, pueden mediar otras reaccionestimaislyy nitrosativas adicionales. La
autoxidacion del NO- en medios acuosos conducdanecion de especies reactivas
de 6xido de nitrdgeno como eb®, que es un potente agente nitrosante (Véinal,
1998a; Wink y Mitchell, 1998; Grishaset al, 1999).

NO:- + Q — NoOs3

Debido a la rapida reaccion del NO- con otras didnialogicas como las
hemoproteinas, el ritmo al que ocurre esta reaasdemasiado lento como para tener
consecuencias notables en condiciones fisiolodicas/o a pesar de que en un medio
hidrofébico, como la membrana celular, se puedéesmremas de 1000 veces (Léab
al., 1998). Por otro lado, en las condiciones caraet@as por una [NO-] superior a la
bateria celular de dianas bioldgicas, se produeeguan cantidad de s, el principal
mediador del estrés oxidativia vivo, que puede nitrosar varias dianas bioldgicas y
generar derivados nitrosaminas y nitrosotioles (RINSotencialmente carcinogénicos
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(Wink y Mitchell, 1998; Grishanet al, 1999). La nitrosacion de aminas tiene lugar por
la interaccion del PD3; con compuestos amino y es el mejor indicador deiss
nitrosativo en los organismos vivos. De hecho, haitkbsacionin vivo puede ser
importante en la asociacion existente entre infaéma cronica y transformacion
maligna (Winket al, 1998a; Wink y Mitchell, 1998; Winlkt al, 1998b; Winket al,
1998c; Grishanet al, 1999).

Los aductos de S-nitrosotioles (RSNO) también smda faciimente mediante
la interaccion entre #D; y ciertos tioles (Wink y Mitchell, 1998; Grishaet al, 1999)
y juegan un importante papel en el transporte de N@as de transduccion de sefial, y
regulacion de expresion génica (Grishatral, 1999). Se piensa que el factor relajante
derivado del endotelio debe ser, en dltima instgncin aducto de RSNO. La
S-nitroso-albumina es una de los nitrosotioles ammdantes en el plasma humano con
concentraciones deM (Stamler, 1994; Grisharat al, 1999; Griffithset al, 2002).
Ademas, muchos RSNOs liberan NO- espontdneamenteawés de su metabolizacion,
alargando temporalmente muchas de las funcionésgimas del NO- (Ignarro, 1990), y
pueden promover o perpetuar la inflamacion crorieaS-nitrosacion de un residuo de
cisteina especifico en la proteina F2En linfocitos es critica para el intercambio de
guanina y puede resultar en la formacion de citwapipro-inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral (TNF) (Lander, 1996).

Interacciones NO--Q

A pesar de que la reaccion de NO- y fuede considerarse como una ruta
detoxificante y anti-inflamatoria por suponer léiresla de @ sin formacion de bD;
(Granger y Kubes, 1996; Wink y Mitchell, 1998). ireyor parte de los dafos tisulares
y vasculares observados en diferentes modelosfldenacion son inhibidos por SOD y
por inhibidores de NOS, sugiriendo qug YNO- son importantes mediadores del dafio
tisular y de la disfuncién organica (Granger y KgjbE996; Nathan, 1997; Grishagh
al., 1998; Hierholzeet al, 1998). Ni Q ni NO- son citotoxinas u oxidantes potentes
pero la generacion simultanea de cantidades eguitesl de ambos sinergiza, lo que da
lugar a otros agentes con gran poder oxidanteoyogico: el peroxinitrito (ONOQ y
su acido conjugado (ONOOH) (Rubbkbal, 1994; Beckman y Koppenol, 1996; Miles
et al, 1996). Esto implica que los flujos relativos de @ NO- controlan la

concentracion estandar de ONO®@vivo.
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O; + NO- -~ ONOCO

Esta hipétesis proporciona una explicacion biogcémpara los importantes,
aungue controvertidos, efectos protectores der@rastracion intravenosa de analogos

de laL-arginina en modelos de dafio tisular inflamatorio.

Las concentraciones celulares dg ® NO- en condiciones normales son
0.1-1 nM vy 0.1-1uM respectivamente (Wink y Mitchell, 1998). Estodovas sugieren
que la produccidon de Oes la que determina la localizacion de la reacertdne estos
radicales y la cantidad de ONO@rmada. La concentracion y el coeficiente de

difusién del NO- determinan si la reaccion tiergatuen alguna localizacion especifica.

Para ilustrar este concepto, es util consideranadelo de dos puntos fuente de
NO- y de @ (Fig. 7). La produccion simultanea de @ NO- produciria un estrés
nitrosativo maximo (interacciones NO»cerca de la fuente de NO-.

Estrés nitrosatiF

Estrés oxidativo
mediado por ONOO

f )

A

Concentracioén

Distancia y tiempo

Figura 7. Difusion e interaccién de NO- con superido (O,).

Conforme el NO- difunde lejos de su punto de foidracse diluye su concentracion, entonces
predominan los efectos directos sobre los indiezcBpnforme el NO- se aproxima a la fuente de O
reacciona formando peroxinitritos (ONQOCuya produccion, y estrés oxidativo derivadotares

limitados a las proximidades de la fuente de O

El peroxinitrito en solucion neutra puede oxidanles y tioésteres, nitrar y
oxidar guanosina, degradar carbohidratos, ini@apéroxidacion lipidica, romper la
cadena de DNA, y nitrar ciertos compuestos fenslicomo la tirosina para generar
3-nitro-tirosina (3-NT) (Pryor y Squadrito, 1998)e ejerce efectos dramaticos cuando

altera las rutas de sefializacion relacionadas asrtilosinas quinasas (Jaea al,
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2005). Se considera que el principal agente resiidmsle estas reacciones oxidativas
es un isomero excitado electrénicamente del ONOONCOH-) que presenta las

mismas propiedades que HO- y que;NBeckman y Koppenol, 1996).

El peroxinitrito existe en equilibrio con el ONOOM,en ausencia de sustrato
esta forma protonada se descompone generandmr(iN®s) mediante la formacion
intermediaria del isémero excitado (ONOOH:-)

ONOO + H"— ONOOH-— NO; + H'

En el tejido neural, los tipos celulares que padnpmoducir las cantidades
optimas de @ y NO- para generar ONO®on la microglia, los astrocitos reactivos vy,

posiblemente, las células endoteliales (Griskeaal, 1999).
2.2. Produccién intracelular de NO-.

El NO- se sintetiza en una reaccion de oxidacioh delel nitrogeno del grupo
guanidino de la-arginina (-Arg), con la N-hidroxi-L-arginina como intermediario y
la L-citrulina como subproducto (Michel y Feron, 199/ediante la accién de la
enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) (Palreeal, 1987; Stuehr, 1997).

NADPH  HO 3 NADPH, O,  5NADP*, H,0
2

H N H
H,N N H, N
¥ coo-
*NH,

o, NADP*
L-arginina L-hidroxiarginina L-citrulina

Figura 8. Biosintesis del NO-.

La sintesis enzimatica de NO- a partir dérg implica la formacién del compuesto intermedio
N®-hidroxi-L-arginina (-OHArg), y utiliza NADPH como donador de electron@darletta, 1989;
Moncada y Palmer, 1991; Stuehr, 1997). Esta reac¢i@ae lugar en presencia de oxigeno moleculgr (O
y tras la interaccién de la 6xido nitrico sintasa ta enzima Ca&/Calmodulina (CaM) (Bredt y Snyder,
1990), con la intervencién simultdnea de cinco cof@s y grupos prostéticos: grupo hemo*{Fe
(6R)-5,6,7,8-tetrahidro-biopterina (B} y los cofactores de flavina flavin-adenin-dimdtido (FAD) y
flavin-mononucleétido (FMN) (Hevaedt al, 1991; Stuehet al, 1991).
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2.3. La actividad 6xido nitrico sintasa (NOS).

La enzima Oxido nitrico sintasa (NOS, EC 1.14.18(8roves y Wang, 2000)
es una enzima dimérica de la que se han deschitasvigoformas (NOS-1 o nNOS,
NOS-2 o INOS, NOS-3 0 eNOS), cada una de las cymbsenta dominios similares
(Mayer y Andrew, 1998) (Fig. 9).

...........

e S Y FMN B it i -
\ > : «==¥*..| -arginina
N OXIGENASA
mNEy, § -+
: CaM c&
NADPH 55 :
REDUCTASA

.....
. .
-------

Figura 9. Estructura general de la NOS.

La proteina NOS presenta un dominio reductasar@itet (homologo con la citocromo P-450 reductasa)
donde se encuentran los sitios de union para #asnfls (FAD, FMN) y el NADPH, y un dominio
oxigenasa N-terminal que incluye los sitios de onjra un grupo hemo ¥e tetrahidrobiopterina
(BHy), y L-Arg. Ambos dominios estan unidos por un segmemt@@ aminoacidos que contiene una
secuencia de reconocimiento pard‘@almodulina (CaM). Adaptado de Aldertenal. (2001).

Todas las células del parénquima del sistema rervdentral (SNC), junto con
las del musculo liso y del endotelio de las paretietos vasos cerebrales y las células
que se infiltran en el parénquima tras cambios @nintegridad de la barrera
hematoencefalica (BHE) pueden expresar actividads NRerrill y Murphy, 1997a;
Murphy, 2000), es decir, son capaces de sintetw@r. El primer indicio de la
produccion glial de NO- surgi6 de cultivos astralgis (Murphyet al, 1993), y hoy dia
hay suficientes evidencias de que las tres isoferti@aNOS pueden ser expresadas en
estas células (Caggiano y Kraig, 1998; Colasantal, 1998; Loihl et al, 1999a;
Wiencken y Casagrande, 1999; Murphy, 2000). Bajodmones inflamatorias, la
NOS-2 es expresada de manera importante por deraenctivos y microglia, los dos
tipos celulares gliales implicados en la reguladidmune intracerebral (Bhat al,

2002). Las funciones propuestas para este NO-adleride la glia en la patofisiologia
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del SNC son muy diversas e incluyen sefalizaciderdelular, muerte necrotica de
células y patégenos invasores, apoptosis y remadaléisular (Murphy, 2000).

Mecanismo de acciéon de la NOS.

Todas las isoenzimas de NOS catalizan la reacaitie &L-Arg, O, y NADPH
para producic-citrulina, NADP y NO- (Aldertoret al, 2001).

La biosintesis de NO- puede definirse como unaci@acedox en la que se van
transfiriendo los electrones desde el NADPH a sale una cadena de oxidacion en la
que participan todos los cofactores mencionadotHascitrulina y el NO- (Fig. 9),
reaccion que puede dividirse en dos reaccionessisase de monooxigenacion

claramente diferenciadas (Fig. 10 y 11):

1.- En el primer ciclo de oxidacion se reclutan dosiejantes reductores derivados
del NADPH, para la oxidacion de laArg aL-OHArg (monoxigenasa 1) (Leorst
al., 1991; Stuehet al, 1991; Marletta, 1993; Marletta, 1994).

2.- En el segundo ciclo de oxidacion tiene lugar lautgpoxidativa del enlace C=N de
la L-OHArg (monooxigenasa lIl), formandose el aminoacido proteinogénico

L-Citrulina y el radical libre de nitrégeno final,O- (Korthet al, 1994).
En ambos pasos se consume NADPH y oxigeno molggar

El papel fundamental de los cofactores de flaveaermitir que un donador de
electrones (en este caso el NADPH) los transfiara aceptor monoelectrénico (grupo

hemo), mediante la formacion de intermediariosaadrios semiquinonicos.

Durante la reaccion de la NOS, los electrones orsferidos uno a uno, desde
NADPH hasta FAD y de este a FMN, ambos en el midominio. Desde el FMN los
electrones seran transferidos al grupo hemo, ndawtes dada la conformacion
estructural de la enzima, el FMN de una subunidéal puede transferir los electrones
al grupo de hemo de la otra subunidad, no al prffpiddhantzet al, 1996), esto hace

esencial la dimerizacién y explica la inactividadlds NOS en forma monomeérica.

Respecto a la BH la reaccibn monooxigenasa | es dependiente ragque la
monooxigenasa |l solo precisa de su actividad conealificadora del grupo hemo
(Prestaet al, 1998). Entre las funciones de la Bs¢ han descrito el acoplamiento de la

oxidacion del NADPH a la sintesis de NO- y se lerdgponsabilizado de mudltiples
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efectos alostéricos sobre la actividad enzimatatestcomo la formacion del dimero y
su estabilizacion (Aldertoet al, 2001).

La unién de CaM parece ser el punto de controladesaccion (Matsuda y
lyanagi, 1999), porque aumenta el ritmo de traesiga de electrones desde el
NADPH hasta las flavinas del dominio reductasa [Bacet al, 1996; Gachhuet al,
1998) y desde éstos hasta el grupo hemo (Abu-8bald 1994).

NADP:I FADH' I FMNH2 Fed+
NADP FADH2 FMNH" I Fe2+
-320 mV -280 mV 274 mV -248 mV

Figura 10. Potenciales redox y flujo de electronesn NOS-1.

El flujo de electrones es NADPH FAD — FMN en el dominio reductasa de un monémero hdcia e
grupo hemo del dominio oxigenasa del otro mondméms potenciales redox estan ajustados
escalonadamente para permitir que esto ocurra tBndimicamente. Los potenciales de las oxidaciones
de los 2 electrones del NADPH, del electrén de FAD¢ FMNH y del grupo hemo estan ilustrados en

el esquema, las flechas rojas indican la direcdiéinflujo de electrones. Dada la variedad de pareja
redox y la proximidad de los potenciales de FAHFMNH,, el esquema real es mas complicado que el
representado. Adaptado de Aldertdral. (2001).
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Figura 11. Formacion de NO- por NOS.

El NADPH dona los electrones’al dominio reductasa de una de las dos molédddsOS-2, y éstos
circulan a través de FAD y FMN hasta el dominiogexiasa de la otra molécula, donde se encuentra el
centro activo de la enzima. Alli interaccionan eboatién del grupo hemo #ey con la BH, catalizando

asi la reaccion del £ron la l-arginina, para producir I-citrulina y NBl-transporte de electrones a través

del dominio reductasa requiere la presencia d§CaVl. Adaptado de Aldertoet al. (2001).
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2.4. Las oxido nitrico sintasas (NOSSs).

Se diferencian dos tipos de produccion de NO-:aomatitutiva poco intensa y

una inducible que puede liberar gran cantidad de NO

Se han descrito bien tres isoformas, codificadadrps genes distintos, aunque

con bastante homologia (Fig. 12).

Dos de estas isoformas se expresan constitutivenfeNOS) y fueron descritas
en primer lugar en neuronas (NNOS, NOS-I, NOS1 &Meéuronal) y en las células del
endotelio vascular (eNOS, NOS-Ill, NOS-3 o NOS «alial), respectivamente
(Moncada y Higgs, 2006). Otra forma es induciblstidecontrolada a nivel
transcripcional. Esta isoforma se denomina NOSifa @xpresion génica es inducible
por LPS y citoquinas pro-inflamatorias (II3;1IFN-y, TNF-x) solos o combinados de
diferente forma (Janet al, 2005).

Si bien las tres isoformas requieren CaM parazaabu actividad enzimatica
(Bredt y Snyder, 1990), la dependencia de’{alistingue a la NOS inducible de las
otras dos, requiriendo estas cNOS mucho més @édertonet al, 2001). En realidad,
las NOS de expresion constitutiva dependen de tizaa®dn de la CaM por altas
[Ca?]i, condicién imprescindible para la interaccién erie NOS y la CaM en estas
isoformas. La NOS inducible resulta independiemtéadC&']; porque, a diferencia de
las isoformas constitutivas, su afinidad por CaMmesho mayor, de forma que a una
[Ca®™]; basal la NOS-2 dispone de CaM unida en todo mamemnteniendo a la NOS
en un tono activo basal, capaz de producir un fiojatinuo de NO-, en presencia de los
sustratos y co-factores adecuados (Murphy, 2008oRlemos que la union de CaM

permite el acoplamiento del flujo electrénico defdnio reductasa al oxigenasa.
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CaM NOS-1
NH; JArg/ Hemo / BH, | —{ FMN | |FMN [—{FAD  NADPH |- coon
1 221 724 757 U 949 980 1433
CaM NOS-2
nv— | Arg / Hemo / BH, |—— FMN || FMN FAD  NADPH |- coon
. E 1 504 537 687 716 1203
=3
= 0o
CaM NOS-3
i, || |Arg/Hemo/BH, | FMN | [FMN | FAD  NADPH |- coon
1 499 518 U 715 742 1153
DOMINIO OXIGENASA DOMINIO REDUCTASA

Figura 12. Dominios estructurales de los genes dfidantes para NOS-1, NOS-2 y NOS-3 humanas.
En cada isoforma se marca el sitio de unién dédluesde cisteina al grupo hemo y el de la CaM. En e
caso de NOS-3 se indican los sitios de palmitalagr miristoilacién, y en el caso de las cNOS se
indican unos bucles autoinhibidores de 40-50 ancido& insertados en medio del subdominio de unién
a FMN de cada uno de los genes. Adaptado de Aldettal. (2001).

NNOS, NOS neuronal, NOS-I, o NOS-1.

La NOS-1 es una proteina homodimérica de 1434 maaicgeso molecular de
161 kDa. La secuencia codificadora esta fracciorad@9 exones y 28 intrones y el
gen puede ser transcrito a partir de 5 promotoltesnativos (Eliassoret al, 1997;

Aldertonet al, 2001). Se expresa de forma constitutiva tipicaenen células neurales.

En el sistema nervioso central, la NOS-1 esta ptessn pequefias poblaciones
de interneuronas de la corteza cerebral, el hippoayrel cuerpo estriado, suponiendo
sé6lo el 1-2 % de la poblacion neuronal total, eceekbelo solo las células granulosas y
en cesta contienen NOS-1 (Aldertetnal, 2001).

En el SN periférico, las fibras NANC son frecuenteme NOS positivas y

liberan NO- como neurotransmisor.

En el intestino, la estimulacidon eléctrica de léesxps nerviosos mesentéricos
positivos para NOS-1 promueve el componente rd®jdel peristaltismo, el cual es
blogueado por inhibidores de la NOS, indicando €U0 actla en este caso como un

neurotransmisor (Desat al, 1991a; Desaet al, 1991b).
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La NOS-1 también esta presente en las fibras reaside las capas adventicias
y externas de los vasos largos, donde es almacegunamtacon el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) (Bredt y Snyder, 1992). Por ejempgbs nervios pélvicos, que
contienen fibras no-adrenérgicas — no-colinérgibssNC) pero NOS positivas, causan
la ereccién del pene cuando son estimulados, laesuaompletamente bloqueada por
inhibidores de la NOS (Burnedt al, 1992; Rajferet al, 1992).

Otros tejidos no nerviosos como el musculo esgaeléxpresan NOS-1 aunque
se desconoce su significado fisiologico (Silvaghal, 1996; Venemat al, 1997), los
neutrofilos expresan pequefias cantidades de lananaiya funcidén esta relacionada

con la defensa oxidativa inespecifica y la apoptdsieste grupo de granulocitos.

Una caracteristica importante de la NOS-1 es swaod@pd de generar ;0
durante la oxidacion desacoplada del NADPH en pmaale bajas concentraciones de
L-Arg 0 BH,, 0 en presencia de algunos inhibidores de la Nexb ét al, 1999). El
NO- y el Q, formados por la misma enzima, pueden combinanseaindo radicales

mas toxicos, posibles mediadores reales de lagitatiad.

Entre los factores que inducen la expresion de NGO incluyen: dafio

mecanico, hipoxia y esteroides (ChristophersonedBr1997).

eNOS, NOS endotelial, NOS-IIl, 0o NOS-3

La NOS-3, presente en el endotelio y en las célejaiteliales, consta de
1203 aa, con un peso molecular de 133 kDa. El %2 % secuencia de aminoacidos es
homdéloga a la de la NOS-1 (Lametsal, 1992).

A diferencia de las otras dos isoformas, la NOR3osgaliza en la fraccion
subcelular particulada (Forstermaeinal, 1991), esta asociacién a la membrana puede
mitigar los efectos citotoxicos del NO- sobre lélsilas endoteliales y aumentar la sefial
en el musculo liso vascular subyacente y en laguplas de la luz del vaso, asi como

ejercer algun efecto sobre receptores de la sofecklular.

Dada la alta concentracion de arginina y NADPH sasecélulas (comparadas
con sus respectivas, parece ser el Gael tnico regulador de la actividad NOS en

las células endoteliales (Forstermatmal, 1991; Aldertoret al, 2001).
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La funcion principal de la NOS-3 es la regulaci@htdno vascular. El inhibidor
competitivo de esta enzima;NMMA es un potente vasoconstrictor dependiente del
endotelio (Bookeet al, 2000). La vasoconstriccion resulta de la inhdscidel
mecanismo vasodilatador enddégeno (Moncada y HRY3G), mediado por la reaccion
de las células endoteliales a estimulos como etastmiento pulsatil de la pared del
vaso (Liet al, 2003) y el estrés por rozamiento que ejercergdiite sanguineo sobre la

superficie del endotelio (Busst al, 1993).

La sintesis endotelial de NO- puede ser estimyladaustancias liberadas por
las terminaciones nerviosas (acetilcolina, bradhiga) (Aldertonet al, 2001) o por las
plaquetas (trombina, ADP, serotonina) (Retal, 2003) a través de la interaccién con
receptores de membrana (Blair al, 1999; Fleming y Busse, 1999); por activadores
farmacoldgicos como los iondforos del calcio (Raddaet al, 1994), péptidos
formilados o ésteres de forbol (Kasiatial, 2006), baja presiéon parcial de oxigeno
arterial (Moncada y Higgs, 2006), esteroides oof@s de crecimiento (Harrison,
1997a; Harrison, 1997b).

INOS, NOS inducible, NOS-II, o NOS-2.

La también conocida como NOS inmunolégica o macN&Sencuentra en el
citosol y funciona independientemente de la comaeiiin de calcio intracelular.

La NOS-2 es una proteina homodimérica de 1153 ma geso molecular de
131 kDa. La secuencia codificadora esta fraccioread26 exones y 25 intrones. Los
primeros 500 aa incluyen el centro catalitico dedaima, y la delecion de los residuos
66-114 impide la dimerizacion y, por tanto, la fiegmcNOS (Ghosh, 1999; Loildt al,
1999b).

Promotor del gen de NOS-2.

La region promotora del gen de NOS-2 humano coatsatuencias consenso
para la union de factores de transcripcion potémeiate implicados en la sefializacion
por citoquinas y LPS (Bhat al, 2002), tales como NkB/Rel, AP-1, C/EBB y STAT
(GAS, y-IRE) (Janaet al, 2005). En la rata también existen estos contrplademas
IRF-1 (Lin y Murphy, 1997; Parkt al, 1997; Taylor y Geller, 2000; Aktan, 2004) (Fig.
13).
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NE-«kB NF-xB C/EBPp AP-1 GAS v-IRE NE-kB y-IRE T

/—B D D E\IOS-Z humano

IRE-1 NFE-xB STAT GAS v-IRE NE-kB y-IRE NF-xB

T T T T oo

Figura 13. Secuencias consenso en el promotor deln de NOS-2 humano y de rata.

Las células gliales (astrocitos reactivos y midaygén el SNC producen NO- en respuesta a la ifhucc
de NOS-2 por una serie de citoquinas, incluyenddflLTNF-u, e IFNy. Adaptado de Jaret al. (2005).

Se asume que el NO- producido en grandes cantidagledos astrocitos
reactivos y la microglia contribuye a la degenénmaaile los oligodendrocitos en las
enfermedades desmielinizantes y a la muerte neummante isquemia, trauma,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkingmedcia asociada a la infeccion
por VIH, y esclerosis lateral amiotréfica (Jagteal, 2005), sugiriendo que la inhibicion
de la expresion de NOS-2 puede resultar beneficersael tratamiento de las
enfermedades inflamatorias (Kroncké al, 1998; Bogdan, 2001; Aktan, 2004), sin
embargo, alin no se conocen plenamente las rutasdhtlares que transducen la sefal
desde la superficie celular al nacleo para la ingucdel gen de esta enzima, y su

caracterizacion es un area activa de investigacion.

Los astrocitos son las células mayoritarias del SMSE lo que la induccion de
NOS-2 en estas células constituye una importatgtéude NO- (Murphy, 2000).

2.5. Expresion astroglial de NOS-2 en el SNC.

La expresion de NOS-2 en astrocitos ocurre en estplwa diferentes estimulos
fisiopatolégicos como las infecciones (especialmerias de origen virico),
enfermedades desmielinizantes como la esclerosiipta)l caracterizadas por la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias, o aligiprocesos patolégicos que afectan
de manera especial al entramado celular. En loscétsts, se estimula la expresion de
esta enzima como consecuencia de isquemia locahgrgl, y la activacion de estos

puede dar lugar a neurodegeneracion.
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Infeccidén virica.

No esta perfectamente conocido el mecanismo pquellos virus lesionan o
producen disfunciones en el SNC sin dafio direcs. ditoquinas difusibles, junto con
las especies de nitrogeno y oxigeno reactivos pidds como componente de la
respuesta inmune contribuyen a la patologia. Sssbeiado la expresion de NOS-2 con
la infeccion virica (Lanest al, 1996; Merrill y Benveniste, 1996), aunque en atigl
estudios, el NO- resultante parece ser benefi¢idampbellet al, 1996). Sin embargo,
aungue el NO- generado por NOS-2 puede bloqueapligacion virican vitro, se ha
sugerido que no es el factor determinante de tairgdicion del virus en el SNC (Lae¢
al., 1997).

En el caso de la infeccion por VIH, el NO- puedeeteun efecto protector.
Aunque la carga viral no se afecta por los inhiledode NOS, este tratamiento
exacerba la severidad clinica y disminuye el tiedpcsupervivencia. Efectivamente,
los macrofagos infectados por VIH-1 activan traipeionalmente la NOS-2 en

astrocitos humanos (Haoet al, 1999) y el NO- resultante bloquea la replicadiibita.

Enfermedades desmielinizantes.

La esclerosis multiple y su modelo animal, la ealoghielitis autoinmune
experimental son enfermedades desmielinizantesuysan con un dafio temprano a la
barrera hematoencefalica, favoreciendo la infilnacde linfocitos y monocitos, los
cuales contribuyen al dafio, directa o indirectamemtediante secrecion de citoquinas
pro-inflamatorias o NO- (Merrill y Benveniste, 199 ambién se observa astrogliosis
alrededor de los focos de desmielinizacion, y esiprede citoquinas pro-inflamatorias
y NOS-2 en los astrocitos de la médula espinalstasdesiones y alrededor de ellas
(Grzybicki et al, 1997).

Mediante inmunocitoquimica, se ha encontrado NOS+trotirosinas en el
cerebro enfermo (Bagaset al, 1995; Okudeet al, 1997), tanto la proteina como el
transcrito de NOS-2 se colocalizan con los maraiqgrara macréfagos/microglia
(Bagasreet al, 1995) y astrocitos (Okudst al, 1997).
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Trauma.

El dafio traumatico inicia multiples procesos imgtido a células residentes en
el SNC e infiltrantes. Los elevados niveles dequitnas pro-inflamatorias proporcionan

un medio propicio para la expresion de NOS-2.

Se encuentran células productoras de NOS-2 esparpit las meninges sobre
la lesion, en el lugar lesionado y en la cortezghlral adyacente. Al principio, estas
células son polimorfonucleares y células inflamatmononucleares infiltrados. Mas
tarde, los astrocitos que rodean la lesion y dartana IV de la corteza contralateral
expresan NOS-2. El papel de la induccién de NOSgogluccién de NO- astroglial
bajo estas condiciones debe ser vasorreguladosmirdiyendo el desarrollo o
progresion del edema cerebral; sin embargo, seelaritb que los inhibidores de
NOS-2 protegen contra el dafio que el fluido puedehal cerebro (Wadst al, 1998).
Tras una lesion hipotérmica de la corteza ceredwapuede detectar la expresion de
NOS-2 poco después del dafio y persiste durantsaihoanas (Grzybiclat al, 1998).

Neurodegeneracion.

Huno y cols. describieron en 1996 una actividad NO®entada en la glia de la
substantia nigraen enfermos de Parkinson (Murphy, 2000). En leeremédad de
Alzheimer, es bien conocido que S1B§-el péptido beta-amiloide caracteristicos de la
enfermedad inducen la expresion de NOS-2 en glieefthl, 1998a), y se ha descrito
la presencia de NOS-2 y nitrotirosinas en el tefidaral de estos enfermos (Vodovotz
et al, 1996). También se encuentra activada la expredIOS-2 en regiones gliales
(astrocitos y microglia) de la médula espinal asteicon ELA en ratones transgénicos
que expresan (Cu,Zn)-SOD mutante (Collard, 1995).

El glaucoma se caracteriza por la pérdida de lagaséganglionares de la retina,
los astrocitos de las cabezas del nervio Opticestes enfermos y los de ojos de rata
con una elevada presion intraocular expresan NQ&@feld y cols. (1999) proponen
qgue los peroxinitritos dafian los axones y que Udmibidor de la NOS repararia las
neuronas ganglionares sin actuar sobre la presitaocular (Neufeld, 1999; Neufedd
al., 1999).
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Isquemia cerebral.

La isquemia cerebral induce las caracteristicasiogla de inflamacién en el
SNC, incluyendo gliosis, reclutamiento de leucagifgérdida neuronal y edema. En los
primeros minutos de isquemia se expresan genesaaoginmediatos (c-fos, c-jun,
Jun-B) en el hemisferio infartado (Feuersteinal, 1997). Después se inducen los
genes gque codifican para las proteinas hsp (pesteial choque térmico), que protegen
al cerebro isquémico previniendo la desnatural@aade proteinas y blogueando la

expresion de genes potencialmente citotoxicos dd@8-2 (Feinsteiret al, 1996).

Posteriormente, ocurre una tercera onda de exprdsidos genes que codifican
para citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas glénulas de adhesion, entre los que
se incluye el TNFe que aumenta la permeabilidad de la BHE e inducsnigesis de
otros genes (MnSOD, NOS-2). Este factor tambiéndada liberacion de mediadores
de la inflamacién y de factores de crecimiento etroaitos. De hecho, el TNé-
exdgeno exacerba el dafio isquémico focal y su igitib reduce el volumen de la
lesion (Nawashiraeet al, 1997). La induccidon temporal de los genes qudficad para
IL-1B e IL-6, y la adicion de IL{1 ex6gena imitan los efectos del THHYamasakiet
al., 1995; Loddick y Rothwell, 1996).

Tres dias después de una isquemia global tramsiéoriratas puede detectarse
NOS-2 en células que morfolégicamente recuerdastracios del cuerpo calloso, los
ganglios basales y del hipocampo (En@oblal, 1994). Esta induccién es paralela a la
reaccion glial, espacial y temporalmente, y la egigm esta restringida a astrocitos en
regiones de dafo neuronal (Loihl y Murphy, 1998ps Lastrocitos responden
rapidamente a los dafios fisicos y metabdlicosag, 24 horas de isquemia, aumentan la

proteina GFAP en la periferia de las lesiones isgces (Wuet al, 1999).

Las funciones fisiologicas atribuidas a los astascson protectoras en isquemia,

donde los niveles extracelulares deykglutamato estan elevados (&bal, 1998).

La microglia también se activa y prolifera en resgta al dafio isquémico
(ladecola y Ross, 1997), ésta juega un papel égltacitosis de restos celulares, pero
también puede contribuir a la patogénesis del dafiebral isquémico liberando agentes

citotoxicos (citoquinas, proteasas, glutamato,calds libres) (ladecola, 1997).
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La generacion aumentada de NO- tras isquemia e¢tedisido suficientemente
demostrada y se han detectado aumentos de ladadkiNOS en respuesta al dafo
isquémico (Grandatet al, 1997; ladecola, 1997; ladecola y Ross, 1997)d&ectan
tanto las proteinas como la actividad cataliticdN@sS-1 y NOS-3 de forma temprana
tras isquemia en respuesta a los altos niveleaceltrlares de calcio, mientras que la
expresion de NOS-2 ocurre posteriormente (O'Malyokgndall, 1999).

Existen evidencias de la induccion de NOS-2 enoeittrs de tejidos
isquémicos, aunque este NO- generado no contriduge estadios iniciales del dafio
isquémico (ladecola y Ross, 1997), ya que la agtivatranscripcional de la enzima en
estas células no ocurre hasta un dia después deeblgpermanente (Loitgt al,
1999a), lo que refleja la necesidad del desard#lanas condiciones apropiadas para la
activacion del gen, como la infiltracion de célulaffamatorias que o bien producen las
citoquinas relevantes (TNé-1L-1p, IFN-y) o bien inician su produccion en las células
residentes. Aunque este retraso en la expresi®iO&2 podria ser atribuida a factores
supresores de la induccidn génica. El ATP y elagh#to extracelulares estan elevados
y persisten durante horas tras la isquemia (Mugiha}, 1995; Loet al, 1998). A pesar
de que la NOS-2 no juegue un papel importante eiai@ durante las primeras 24h de
isquemia, el NO- si parece contribuir a la progresiel infarto, causando dafio
mitocondrial y al DNA, y depleciéon de NAD (Dawsat al, 1993; Samdanet al,
1997).

El NO- de NOS-2 en astrocitos se produce trascel g superéxido, por lo que
hay menor potencial de formacién de peroxinitrjgdas acciones protectoras del NO-
prevalecen, entre estas se incluyen la vasoditataffe Caterinaet al, 1995), las
propiedades anti-inflamatorias mediante el blogdeda expresion dgquimioquinasy
citoquinas pro-inflamatorias (Merrill y Murphy, 199), la proteccion del endotelio de
los efectos dafinos del TNF (Pokeal, 1997), y el bloqueo de la apoptosis mediada

por p53, que previene el aumento de la caspasaBddial, 1997).
2.6. Regulaciéon y modificacion de NOS.

La accion dual del NO- hace que la expresion de-R@Sté muy regulada para
controlar los efectos citoprotectores y citotoxicB® neuronas, el dominio PDZ de
NOS-1 dirige a la enzima hacia los lugares postgginos, donde se une a las proteinas
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de la PSD (densidad post-sinaptica) en un commejo el receptor NMDA. Esta
asociacion puede desacoplarse si se bloquea lasédprde PSD-95, en este caso se
pierde la actividad NOS inducida por glutamato gktdnet al, 2001).

De forma similar, NOS-3 es dirigida a las cavealat plasmalema mediante
miristoilacion (irreversible) y palmitoilacién (rexsible). Las caveolas son lugares de
secuestro de moléculas de sefalizacion que faciktactivacion de NOS, y no estan
restringidas a las células endoteliales (Massetiai, 1999). La depalmitoilacién causa
la translocacion de NOS-3 al citoplasma donde #ofdacion termina la actividad
enzimatica. Ademas, puede aumentarse la actividadQiS-3 en respuesta a estrés por
rozamiento, a través de la ruta de sefializacionKABt (PKB) que fosforila a la

NOS-3 en un residuo de serina en la posicion 1Di@raeleret al, 1999).

La estabilidad del transcrito es otro punto de leegan de la expresion proteica.
Tras la activacion del gen NOS-2, el transcritonety inestable (.£2-3h). Aun asi, este
tiempo puede ser disminuido por varios agente® éo¢rque se incluye el TGQF(Park
et al, 1994), aunque debe haber otras proteinas quercaestabilidad del mRNA ya
que el {,de NOS-2 se ve aumentado por inhibidores tanta trahscripcion como de la
sintesis proteica (Park y Murphy, 1996; Fotherimgtet al, 2004). Otro aspecto de
interés es la regulacion de la dimerizacién, esépeaira la funcionalidad de la NOS. En
células activas, existe NOS-2 como una mezcla merdis y mondmeros, lo que indica
que los dimeros son inestables o que el ensaméajemitado. Parece existir una
retroalimentacion negativa del propio NO-, que tinma dimerizacién impidiendo la
insercion del grupo hemo en la proteina (Stuel87 1®iurphy, 2000).

2.7. Activacion del gen de NOS-2.

Muchos estudio$n vitro han documentado la induccion de NOS-2 en células
astrogliales estimuladas con una combinacion aewihas proinflamatorias (Feinstein
et al, 1994b; Da Silvaet al, 1997; Kopniskyet al, 1997; Nishiyaet al, 1997),
productos bacterianos como el LPS, y virales caam@toteinas de la cubierta del VIH
per seo mediante la induccion de la expresion de {F{&hapshalet al, 2004), asi
como con agregados proteicos anormales entre l@s sgu incluyen el péptido
B-amiloide y el S100 (Hwet al, 1998b; Hu y Van Eldik, 1999). También algunas

proteinas derivadas de la glia activan a los dtteog potencian su activacion por el
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péptidop-amiloide (Hu y Van Eldik, 1999). La principal a@rcion del NOS-2 en glia
lo constituye la combinacion de citoquinas proanfhtorias (IL-B, TNF-a, IFN-y)
(Grzybicki et al, 1996).

En astrocitos, la IL{1 es necesaria para la induccion de la expresidnQig-2 y
la mayor expresion se obtiene con la combinaciéapll+ IFN-y (Janaet al, 2005),
estos agentes causan la activacion de los factimdsanscripcion STAT1 y NkB,
respectivamente (Aktan, 2004). Los eventos tempramplicados en la activacion de

estas dos rutas estan suficientemente descri@snuestran en la figura 14.

Jak- Jak-2

STAT1

STAT1-P IKK

P
NF«B/IxB NF-«<B/1xB

NFl-KB\qKBP

l \(Ub)n

]
i

Figura 14. Activacion de las rutas de sefializaciode NF«B y de STAT1 tras el tratamiento de las
células con IL-1 e IFN-y, respectivamente.

La unién de la IL-B a su receptor ILfA R desencadena una via de sefalizacidon en la gaetisa la
enzima kB quinasa (IKK). kB-NF-«B es un complejo inactivo en el citosol. La IKK igatfosforila a
kB, lo que le hace separarse de tB-y ser degradado por la via del proteosoma, dejlbrke a NF«B,
que se transfiere al nlcleo e induce la expressON@S-2. Por otro lado, la unién de IFNx su receptor
IFN-yR produce la fosforilacion/activacion de STAT1.HIAT1 dimeriza con otro STAT1 activado y se
transloca al nucleo e induce la expresion de N@Q$aZroduccion de NO-. Adaptado de Aktan (2004).
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Tal y como se representa en la figura 14, la ud&iiFN-y a su receptor induce
la fosforilacidn de las tirosinas asociadas al adwmnintracelular de las proteinas JAK-1
y JAK-2, las cuales se transfosforilan mutuament@yando a las proteinas citosolicas
STAT1a, que también son fosforiladas por las proteinas @A lugares especificos y
dimerizan. Estos dimeros de STAI4on capaces de translocarse al nucleo y unirse al
DNA en las secuencias correspondientes (GARE) del promotor del gen de NOS-2
(Aktan, 2004). La tirfostina B42, un inhibidor esffeco de JAK-2 (Cruzt al, 2001),
inhibe su fosforilacidn, la activacion de STAIY la induccién de NOS-2 (Kleineet
al., 2003), sugiriendo que la ruta JAK-2-STAT&s un activador importante de la
transcripcion de NOS-2 en astrocitos (Aktan, 2004).

La figura 14 representa el modelo actual propugst@ la transduccion de
sefales de la IL-1 y sus agonistas tL€ IL-18, que implica a un gran nimero de
proteinas. Su ruta de sefalizacion mejor caraetdsies la que culmina en la activacion
del factor de transcripcion NkB (O'Neill y Greene, 1998), un importante regulader
la expresion de la mayoria de los genes relaciaado inflamacion e inmunidad. No
obstante, esta misma citoquina puede desencadeaarties cascadas de sefializacion
conducentes a la activaciéon de las distintas famitie MAPKs, entre las que se
incluyen las quinasas clasicas p44/¥¥¢ o ERKs 1/2, y las quinasas activadas por
estrés p38* y INK o p54™¢ (Raingeaudet al, 1995; Kyriakis y Avruch, 1996:
O'Neill, 2000; Zhangpt al, 2004).

Ruta IL-18 — NF-«B.

Tal y como muestra la figura 15, la unién de lalllel dominio extracelular de
su receptor IL-1RI desencadena la formacion deamptejo intracelular de éste con
IL-1RACP (proteina accesoria del receptor de ILdb),que, a su vez provoca el
reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88, suasocia con IL-1RI a través del
dominio TIR en su extremo carboxilo. Esta protefgD88 interacciona con dos
quinasas asociadas al IL-1RI, IRAK e IRAK-2. IRAK entonces fosforilada, se
disocia de MyD88, y se asocia con TRAF6, que egtlarsamblado en un complejo con
TAB-2. La MAPKKK TAK-1, asociada constitutivamenteon TAB1, se asocia
entonces con el complejo TRAF6-IRAK, gracias aualcTRAF6 dispara, de forma
dependiente de ubiquitinacion, la fosforilacion gtieacion de TAK-1. Esta puede
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entonces activar una cascada de quinasas que eoadacactivaciéon de JNK, y otra
que conduce a la activacion de NB{McDermott y O'Neill, 2002).

La activacion de IKK por TAK-1 resulta en la fosfacion de kB y liberacion
del dimero NFRe¢B, lo que le permite translocarse al nlcleo y enaissus secuencias
diana en el DNA. En esta ruta canonica de activas@®ha descartado la existencia de

una quinasa especifica activadora dedBHKarin y Ben-Neriah, 2000).

MKK3/6 MKK7 MEK

s¥

p65/pS0 / «kB p38 JINK p42/p44
L, bk L
Transcripcion Transcripcion Transcripcion  Transcripcion

Traducciéon Traduccién

Figura 15. La IL-1 activa cuatro cascadas de proteas quinasas en las células.

Uno de estos culmina en la activacion dekFmientras las otras tres implican a las MAP quasatos
eventos tempranos en todas las cascadas implitdyD&8, IRAK-1, IRAK-2, TRAF6 y posiblemente
las quinasas TAK-1 (quinasa activada por Tg3KTAB-1 (proteina de unién a TAK-1 1). También se
ha mostrado un papel para fZlen la activacion de p¥8° y para Rapl como antagonista de esta

activacion. Adaptado de McDermett al. (2002).
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Ruta IL-1f — proteinas quinasas intracelulares.

La cadena de transduccién previa a la activaciOERIK es bien conocida y
consiste en pZf*Rafl-MKK1 o MKK2-ERKs 1/2. Por el contrario, losguladores de

¥APK no estan bien

las cascadas de sefalizacion previa a la activai@odNK o p3
definidos. Sus transductores inmediatos son MKKMKK7 para JNK, y MKK3,

MKK4 y MKK6 para p38"F¥ (Palssoret al, 2000), aunque otras MKKs (MKK2-5,
MLK1-3, ASK1, TAK1, PAK y otros homélogos de Ste2@)eden participar en las

rutas de p38*¥ y INK (Bhatet al, 2002; Bhatt al, 2003).

Varios estudios han indicado que MyD88 e IRAK estdplicadas en la
activacion de p524, y se han encontrado evidencias de un papel pgEz8B] IRAK y
TRAF6 en la activacion de p%& (Kanakarajet al, 1999; Kawaiet al, 1999) y de
p21Ras
2000) y de la induccion de NOS en astrocitos piimsaiPaharet al, 2000a).

como un importante componente en esta ruta hattagainasa (Palssat al,

En un estudio se ilustra una nueva ruta de sef@izague conduce a la
activacion de p38*X por IL-1, y que implica a MyD88, IRAK, IRAK2, TRAG:
p217? TAK-1, MKK3 y MKK®, con un papel supresor de Raphivel de p21*en la
ruta (McDermott y O'Neill, 2002). Esto sugiere daeparticipacion de pZfsen la
formacion del complejo de sefializacion multiprategonstituido por IRAK, IRAK2,
TRAF6 y TAK-1 conduce la sefial de la IL-1 haciativacién de p3%*~« en algun
punto de la ruta posterior a TRAF6 pero anteridvikkK3 y MKK6 (McDermott y
O'Neill, 2002).

Otro posible efector intracelular de la sefalizacigor IL-13 es la PI3K
(Sizemoreet al, 1999; Funakoshet al, 2001), una enzima asociada a membrana
relacionada frecuentemente con la actividad d&¥ZProud, 2004; Schmidét al,
2004; Yoshimuraet al, 2006) que puede activar a otras importantes gamale
sefalizacion intracelular tales como Akt y PKB Keinkampet al, 2004), cuya
participacion se ha descrito en la ruta de inducciél gen de NOS-2 por citoquinas
proinflamatorias en macrofagos (Diaz-Guestal, 1999) y en células C6 de glioma de
rata (Pahaet al, 1999).
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MAPKs y NF«B en la induccion del gen de NOS-2.

Varios estudios realizados con astroglia neonatailama o de roedores, entre
otros, indican que las MAPKs y N&B estan implicados en la induccion de NOS-2 por
citoquinas (Da Silvaet al, 1997; Alpertet al, 1999; LaPointe y Isenovic, 1999; Pahan
et al, 2000a; Pahart al, 2000b; Chan y Riches, 2001; Nomura, 2001; ldtal,
2002; Marcuset al, 2003). Sin embargo, se han obtenido resultadagadictorios
segun la familia de MAPK vy el tipo y situacion dahes (Piacet al, 2003; Wonet al,
2004; Zhanget al, 2004; Janat al, 2005; Sassanet al, 2005). Por ejemplo, algunos
estudios indican que p%&" es importante para la expresiéon de NOS-2 indugita
citoquinas (Da Silveet al, 1997; Huaet al, 2002), incluso se ha demostrado que la
induccién del gen de NOS-2 en cultivos gliales esetidiente de p¥8°* (Bhatet al,
2002), mientras que otros apoyan la implicacionazeERKs 1/2 (Doiet al, 2000;
Jiang y Gong, 2000). También la relacién de las M&Ron NF«B depende del
sistema celular. Mientras que algunos estudioseecidn a NReB como diana de las
MAPKs (Hiranoet al, 1999; Kanret al, 1999; Jiang y Gong, 2000) otros sugieren rutas
de sefalizacion independientes (Bbal, 2000; Chan y Riches, 2001).

La regidn promotora de NOS-2 contiene multiplesusacias consenso para
NF-xB y la inhibicién de este factor nuclear impideeipresion de NOS-2, estos datos
permiten establecer un papel esencial dexRFen la induccién de NOS-2 (Marces
al., 2003). Sin embargo, TNé-e IL-1B, cuando se presentan cada una por separado son
capaces de inducir la activaciéon de KB, pero no la de NOS-2, en lineas celulares
humanas (Janet al, 2005). El hecho de que se requiera una combinat@ditoquinas
para inducir la expresion de NOS-2 sugiere la ndadgle la activacion de factores de

transcripcion adicionales a NkB.

De hecho, la regién promotora de NOS-2 contienetiph€$ secuencias de
control para elementos distintos de NEB- Varias de esas sencuencias son dianas
moleculares de p38°" directa (C/EBP, ATF-2, NF«B) o indirectamente (NKB,
CREB, AP-1) (Cobb, 1999; Chang y Karin, 2001; Bkatal, 2002) (Fig. 16). En
concreto, las regiones-50 —250 y-900 —1030 coetiesitioskB y GAS, y son
importantes regiones reguladoras para la inducdénNOS-2 por LPS + IFN-
(Lowensteinet al, 1993; Xieet al, 1994; Nishiyaet al, 2000). Incluso la regién-50 —

-250 esta completamente conservada en raton, fatengno.
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Figura 16. Secuencias del promotor de NOS-2 relamiadas con la actividad de p3%*°<.
Algunas de estas secuencias son dianas molecudarg38“" directa (C/EBP, ATF-2, NkB) o
indirectamente (NkeB, CREB, AP-1). Adaptado de Bhettal. (2002).

Regulacion de NFxB independientemente de IKKkB.

La actividad transcripcional de NéB una vez liberado de su secuestro pé& |
puede ser regulada por modificaciones al propiacRFE que modulan su translocacion
al nacleo. En astrocitos se ha observado una derigodificaciones de NiB, tras la
estimulacién con citoquinas o LPS, entre las que@dayen fosforilacion y acetilacion
(Chenet al, 2001; Schmitzt al, 2001; Furiaet al, 2002). En otros tipos celulares,
estudios de mutagénesis demuestran la absolutasidedede fosforilacion de la
subunidad p65 para su unién al DNA y transactivadi@ los genes diana (Chantoate
al., 2004; Zhaiet al, 2004). Por otra parte, se ha demostrado la presele bajos
niveles nucleares de NB en astrocitos en reposo (Akamtaal, 1998; Krushekt al,
1999) y bastante altos en glioblastoma multiforB@yn y Law, 2006).

Estas observaciones sugieren que la translocaeidwF&B al nacleo no es el
anico proceso a considerar cuando se estudia suipacion, ya que el factor nuclear
puede sufrir distintas modificaciones, lo que s@an nivel mas de regulacion de su
actividad (Zhaiet al, 2004). De hecho, varios estudios apoyan la ideaque la
fosforilacion de p65 regula la competencia trapeoonal del NF<B nuclear (Jianget
al., 2003b) y se ha propuesto que uno de los posgtiéesos de la fosforilacion de p65

en su dominio TA respecto a su competencia trgggonal es el reclutamiento de
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proteinas co-activadoras tales como histona-dcatitferasas al NkB cuando éste se

une a la secuencia diana del promotor (Jetreg, 2003b).

En relacion a esta regulacion de NB-existen evidencias de que p65 puede ser
fosforilado en varios sitios, lo que proporcionagfactos diferenciales respecto a su
actividad, seleccionando incluso la proteina queeractie con NRB una vez

translocado al nucleo (Jiaegial, 2003a).

En determinados estudios, la fosforilacion de p@5la serina 529 tras la
activacion de p3&*™¢ por TNFa (Beyaertet al, 1996; Wang y Baldwin, 1998) o por
caseina quinasa Il (Wang Bt al, 2000; Chantomet al, 2004), o en la serina 536 por
p38"4PK (Songet al, 2006), NIK-IKKo (Jianget al, 2003b), PI13-K/Akt/IKKy e IKKp
(Madrid et al, 2001) y por IKK (que también fosforila en la posicion 468 de esta
misma subunidad) son esenciales para la capaciashttivadora de NkB, y ambas
posiciones se encuentran en el dominio TA1 deleexdr carboxilo de p65 (Wang y
Baldwin, 1998) (Fig. 17). Sin embargo, las fostazibnes por las IKKs parecen mas
relacionadas con la degradacion @Bd que con la activacion propiamente dicha de
p65 (Jianget al, 2003a; Hwet al, 2005; Mattioliet al, 2006).

Otros autores proponen la fosforilacion de ®B-por Akt/PKB como la que
subyace a la participacién de PI3K en la inducdéhgen de NOS-2 por citoquinas
proinflamatorias (Birkenkampt al, 2004; Yoshimurat al, 2006) y la transactivacion
de p65/RelA de forma posterior a la de TRAF6 (Fasaket al, 2001).

431 521 551

q TA 2 H TA 1 F
Union al ADN y dimerizacion Activacion transcripcional

Figura 17. Diagrama de dominios de la proteina p65

Se muestran las regiones de p65 correspondientiEsrahio de unién al DNA vy las relacionadas con la
activacion transcripcional. Cabe destacar que seegitran en la region TA1 de p65 (521-551) lasaseri
529 y 536, descritas como susceptibles de fostiditadecisivas para la actividad transactivadora de
factor nuclear. Adaptado de Jiagigal. (2003a).
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2.8. Supresores del gen de NOS-2.

Asi como la IL-1 y ely-IFN pueden inducir la expresion del gen de NOSe2,
han identificado agentes que permiten bloquearpoirsir este proceso, es decir, que

impiden la activacion transcripcional del gen deSN®por mensajeros extracelulares.

Regulacion por NO-.

El bloqueo de la activacion transcripcional del §EDS-2 por el NO- exdégeno
esta suficientemente demostrado aunque existeosensia acerca de si éste tiene lugar
a nivel del complejo NkB/DNA (Mitomo et al, 1994; DelaTorreet al, 1997; Parlet
al.,, 1997) o previo a la unién de NdB al DNA (Colasantiet al, 1995; Penget al,
1995a; Pengt al, 1995b).

Esta habilidad del NO- para bloquear la activadéhgen de NOS-2 podria
explicar la transitoriedad de la expresion deldcaito y por qué los inhibidores de la
enzima provocan la acumulacion de mRNA de NOS-3gktial, 1994). Esto plantea
un problema potencial para el uso terapéutico ties gddrmacos que supone el posible
efecto rebote de la expresion de NOS-2 y la supdgacion de NO- tras la retirada del
inhibidor.

En el tejido neural, esta regulacién negativa paX@- podria contribuir a la
baja expresién de NOS-2 observada en varias pésldgoihl y Murphy, 1998) ya que
se ha descrito la supresion tonica del gen de N@&2I| NO- producido por NOS-1
(Togashiet al, 1997).

Otros reguladores del gen en astrocitos.

No obstante, la modulacion de la expresion de NGStRavés de su regién
promotora puede llevarse a cabo por las acciones$rde reguladores del gen descritos
en astrocitos, tales como el pretratamiento condfN\a nivel de la induccion génica
por IFN+y (Stewartet al, 1997; Stewaret al, 1998), el tratamiento con angiotensina Il
en el caso de induccién con citoquinas pero ncecmiotoxinas (Kopniskegt al, 1997),
noradrenalina y dopamina mediante la disminucionadactividad del promotor de
NOS-2 (Feinstein, 1998), la expresion de la pretéiBP-70 que disminuye la actividad

de NF«kB (Feinsteinet al, 1996), asi como las interleuquinas 4 y 10 a ndeslla
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induccion génica (Grzybickiet al, 1996). Algunos son claramente inhibidores
transcripcionales mientras otros, como el TgE/odovotz et al, 1993; Parket al,
1994), desestabilizan el RNA mensajero de la pratgiPark y Murphy, 1994;
Fotheringhanet al, 2004).

El ATP altera la unién de NFxB al DNA.

La exposicion de los astrocitos a ATP y glutamaties de la induccion con las
citoquinas pro-inflamatorias obstaculiza la subigte expresion del mMRNA de NOS-2
(Murphy et al, 1995). En astrocitos de rata, los efectos moduésdde estos agentes
ocurren a nivel de la activacion transcripcional NI®S-2, de forma posterior a la
translocacion de NkB al nacleo. De hecho, la activacion y translocacdé NF«B se
observan integras mientras que ATP y glutamatocelcambios que alteran la union
de NF«B (igual en el caso de AP-1 (Tabudhial, 1994)) a las secuencias consenso
del promotor del gen de NOS-2 (Lin y Murphy, 1997@r el contrario, en astrocitos
humanos se ha observado un bloqueo de la actival@oNF«xB por ATP (Liu y
Neufeld, 2000; Livet al, 2001). Este mecanismo parece ser relevante @gldacion
de NOS-2 en patologias tales como la isquemiaasgue la concentracion extracelular

de ATP y glutamato estan elevadas (Murphwgl, 1995; Loet al, 1998).

En la mayoria de estudios realizados acerca depla@sién por el pretratamiento
con ATP, de la induccion de NOS-2 por IB;1len astrocitos de rata y humanos
(Murphy et al, 1995; Liu y Neufeld, 2000), no se ha controlado Hidrolisis
extracelular del ATP afadido, y estas células giailes, como otros tipos celulares,
presentan ecto-5’-nucleotidasas en su membranaeaga actuar sobre los nucleotidos
extracelulares (Zimmermann, 2006). De hecho, ladhgis extracelular del ATP hasta
adenosina es extremadamente rapida en el tejidalneon vidas medias inferiores a
1 segundo (Dunwiddieet al, 1997). Por ello, con tiempos de estimulacion de
minutos-horas cabe preguntarse si el agente rdalrdedulacion es el ATP, actuando a
través de un receptor P2, o bien la adenosina ggaern el medio, a través de un
receptor P1 0 A, mas aun teniendo en cuenta quectosido puede actuar a través de

receptores Aacoplados a la generacion de cCAMP (Jimeated, 1999).
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Quinasas intracelulares.

Existe una gran controversia en la bibliografia gelaciona la supresion de la
induccion del gen de NOS-2 con las enzimas quinagaacelulares. Por un lado,
algunos autores descartan la participacion derlatgipas quinasas A y C (Murpley
al., 1995). Por otro lado, sin embargo, hay autores moponen a la PKA como el
agente inhibidor de la produccién de NO- inducido PPS en astroglia de ratda
inhibicion de NF«B (Pahanet al, 1997a). Y en relacion a esta propuesta, se ha
sugerido un papel de CREB o factores tipo CREBaemédiacion del efecto supresor
del cAMP sobre la expresion de NOS-2 en céluladaglj actuando sobre la region-187
—160 del promotor. Esta participacion de CREB iogpla a la quinasa dependiente de
CAMP (Gavrilyuket al, 2001).

También se ha sugerido que la supresion relaciowcadala activacion de
receptores purinérgicos puede estar mediada pactigacion de la ruta ERK1/2 por
ATP de forma independiente de®Cé_aroche-Joubet al, 2002; Nearyet al, 2003).

Supresion por CAMP.

Segun algunos autores, la liberacion de catecolsmse puede considerar un
proceso paliativo del dafio nitroxidativo, pueste @stos agentes y la P&&levan la
concentracion citosélica de cAMP, lo que podrianitisiir el dafio por NO- (Feinstein y
Rozelman, 1997; Michel, 1997; Bookeal, 2000).

Determinados efectos de la noradrenalina tales ctananhibicion de la
respuesta inflamatoria microglial ocurren medidatalteracion de la ruta a nivel de
NF-xB (efectos sobre la produccién de NO- e interleumuB) aunque no parecen
deberse a la induccién del gen ad®d en astrocitos (cuyo maximo de mRNA tiene
lugar tras 30-60 minutos y de proteina tras 4 hoias hecho, se ha identificado la
elevacion de la [cCAMR]como efector intracelular de esta accion de ladrenalina
(Dello Russcet al, 2004). Sin embargo, esta accion no estd mediadBKA sino por
las proteinas Epac 1/2 (pequefias proteinas G moimas€on actividad Rap-GEF), lo
que sefiala a Rap como responsable de la supresida plevacion de [cCAMP]Dello
Russocet al, 2004).
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Por otro lado, la noradrenalina, al igual que lpadoina, desencadena una ruta
de sefalizacion que suprime la actividad NOS-2 wdtivos astrogliales de rata como
resultado de una disminuida actividad del promao@®rNOS-2 (Feinstein, 1998). En
concreto, se ha descrito que el tratamiento coadnenalina permite la translocacion de
NF-«B al nucleo y su unién al DNA, lo que sefala antegridad de su actividad
transcripcional como la responsable de la dismémnuae actividad del promotor, e
identifica la zona de este implicada en la supregior la catecolamina (Fig. 18)
(Feinstein, 1998).

-1588 -85
AP-2 AP-1 kB GAS AP-1 NF-IL6 l kB Oct [
] ] (—T1 R LNos-z

Figura 18. Secuencias del promotor de NOS-2 relariadas con la elevacion de [CAMR]

Se ha sugerido que la elevacion intracelular deA&P] induce un factor inhibidor que actuaria sl
region mas distal del promotor de NOS-2. Esto pravia el bloqueo de la actividad de sitios mas
proximales como el de AP-1, NF-IL6, NdB u Oct. Adaptado de Feinsteghal. (1998).

También se ha descrito la disminucion del consumeo L€rginina por
noradrenalina en células gliales de rata (Feinst&ozelman, 1997), sin embargo, este
efecto se detecta tras 90 minutos de tratamiemigué¢ indica un efecto sobre la sintesis

de receptores dearginina.

Supresion por otros moduladores.

Un ultimo grupo de moduladores, como el propio N@{ glutamato suprimen
la induccion de NOS-2, lo que interfiere la actaddtransactivadora de N&B v,
consiguientemente, reduce su capacidad de uni@s &dcuencias diand8 (Lin y
Murphy, 1997; Parlket al, 1997), de forma independiente de cAMP. Se igrsora
accion de estos neurotransmisores esta mediaddapoisma region del promotor

implicada en la regulacién por CAMP.
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Raply p2¥e

Rapl y p2T® son pequefias proteinas G relacionadas pero cdimtass
localizaciones subcelulares: mientras T2%e suele encontrar asociada a la membrana
plasmatica, Rapl es preferentemente citoplasm@iomuraet al, 2004). Y ejercen
actividades generalmente antagonistas (Bos, 1998rtKruis y Bos, 1999). Ademas de
la activacion de pZfS también se ha descrito una activacién posteroRdpl por
IL-18 (Palssonet al, 2000) (Fig. 19), al igual que ocurre con otrasiages
extracelulares como PDGF, EGF o endotelina (Bo83;18wartkruis y Bos, 1999).

Thr 180
Tyr 182

P

p3gVAPK

Figura 19. Cinética de la activacién de pZ¥°y Rap1l por IL-1.

La proteina p2¥*°se identifica como una sefial clave en la activadi® p38“7¥. La posterior activacién
de Rapl inducida por ILBlexplica la naturaleza transitoria de la sefiali@agor esta interleuquina y
sugiere, a su vez, que en células no estimuladgs, Rantiene la ruta de p%8¢ en un estado inactivo.

Adaptado de Palssaat al. (2000).
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3. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION PURINERGICA.

Es reconocido que las purinas son liberadas paonas y otros tipos celulares,
y que producen una gran variedad de efectos enpieglisistemas organicos cuando
interaccionan con receptores purinérgicos de leersige celular. Los principales
ligandos para estos receptores son adenosina, APy los diadenosina-polifosfatos
(dos adenosinas unidas mediante enlaces fosfaati-ée 3-6 fosfatos, AB)
(Humphreyet al, 1995).

La sefalizacion purinérgica constituye un mecanismgy generalizado de
comunicacion intercelular en el sistema nerviogectando a la comunicacion entre
diferentes tipos de neuronas, todos los tipos @& gl células vasculares (Fields y
Burnstock, 2006). Se puede distinguir una sefabmapurinérgica a corto plazo
relacionada con neurotransmision y neuromodula@dire otras, y una sefalizacion
purinérgica a largo plazo (tréfica) implicada emliperacién celular, diferenciacion,
migracion y muerte durante el desarrollo embrianarregeneracion neural,

envejecimiento y cancer, entre otros (Burnstockgkt, 2004).
3.1. Las purinas en la comunicacion neurona-glia.

El ATP liberado en las vesiculas presinapticas cogwrotransmisor rapido es
accesible a la glia perisinaptica (fundamentalmexsteocitos), lo que posibilita un
sistema de sefalizacion intercelular que podria fumicionalmente a la glia y las
neuronas. Estudios de astrocitos en cultivo (Neagl, 1988; Pearcet al, 1989) y en
cortes de cerebro (Kirischuét al, 1995) han mostrado respuestas de*[Caas la
aplicacion de ATP y de otros agonistas selectives rdceptores purinérgicos
especificos, al igual que en respuesta a las putibaradas durante la transmision

sinaptica (Fields y Burnstock, 2006), lo que indjc& tal comunicacion es factible.

El ATP también puede actuar como factor troficoeyctecimiento. Asi, puede
alterar el desarrollo de neuronas y glia mediaateefulacion de los dos segundos
mensajeros citoplasmaticos mas importante$’ ¢aAMP (Neary, 1996; Nearsgt al,
1996). La liberacion de ATP por la actividad nealoproporciona un nexo de unién
entre la actividad funcional de los circuitos néesg el crecimiento y diferenciacion de
las células del sistema nervioso. Este nexo seraldi mas alla de las sinapsis, puesto
gue la conduccion del potencial de accion a lodatg los axones libera adenosina y
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ATP (Kupermanet al, 1964). Las imagenes de [Cla en la glia revelan que los
receptores purinérgicos permiten a las célulasctiev&nn, oligodendrocitos y astrocitos

detectar los potenciales de accion neuronalesd@ieBurnstock, 2006).

Otro proceso importante es la comunicacion gliaagd ATP, revelado a partir
de estudios de imagen de fJaque muestran la propagacién de ondas d&TGm los
astrocitos en cultivo, de forma que salvan la lbarpie suponen las zonas libres de
células. Esto demuestra que la comunicacion gita-ggta mediada en parte por la
liberacion de moléculas de sefalizacion intercel(uthrieet al, 1999), un apoyo a
esta afirmacion lo constitutye la inhibicién depl@pagacion de la onda de fGapor
bloqueadores de receptores purinérgicos o porsap({enzima que degrada rapidamente
el ATP extracelular) (Wang £t al, 2000).

Este descubrimiento indica la capacidad de la pée detectar la funcidn
sinaptica y propagar la informacién a través deesad de células gliales, y proporciona
un sistema paralelo de comunicacion intercelulaeletejido nervioso, operando en

concierto con neuronas pero actuando a través deeganismo totalmente distinto.

La propagacion de las ondas de calcio a travé®gladtrocitos en el cerebro
intacto parece ser particularmente importante ¢émdes patolégicos como el dafio o
trauma cerebral; no obstante, la mayor parte deeddienulos fisioldgicos tienden a

activar sefalizaciones mas discretas mediante powss astrocitos (Sek al, 2004).
3.2. Origen del ATP extracelular.

Fue a principios de la década de los 70 cuandorggugo al ATP como
neurotrasmisor en los nervios no-adrenérgicos eafinérgicos, acufiandose el término
purinérgico para referirse a este tipo de nervagr{stock, 1972). Pero el ATP no se
libera solamente de la terminal presinaptica epuesta a potenciales de accion (Fig.
20), sino que también puede ser liberado de la memabpostsinaptica. Hay claras
evidencias de la liberacién vesicular exocitétiea AITP de células endoteliales y
astrocitos, entre otros (Coat al, 2003). Ademas, esta liberacion no ocurre solo en
respuesta a la estimulacion por neurotransmis@®e® que también lo hace en
respuesta a otros estados fisiolégicos como laxtap@odin y Burnstock, 2001; Coco
et al, 2003). Este repertorio de mecanismos de libemaexpande el significado

funcional potencial de la sefalizacion purinérgineel sistema nervioso.
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Otras importantes fuentes no exocitoticas de ATtaeelular son las células
dafiadas o muriendo y las células sanas en respakesstrés mecanico, hipoxia,
inflamacion y a algunos agonistas (Bodin y Burnst@&001). Por otro lado, el ATP
puede ser liberado al medio por otros mecanismo®dos transportadores ABC, los
hemicanales de conexina y los canales anionicoendiégntes de voltaje de la
membrana plasmatica (Abrahanal, 1993; Dutteet al, 2004).

En astrocitos, ademas, se han detectado protetdibetacion de vesiculas
sinapticas esenciales para la liberacion de ATEx Hseracion se afecta menos por la
toxina tetanica y se induce mas tras la activadénos receptores metabotropicos de
glutamato. Esto sugiere posibles diferencias ewdagculas que almacenan ATP vy las
que almacenan glutamato. En estas células tambeérdibera ATP durante el
hinchamiento osmatico, implicando canales reladosacon la osmorregulacion o

activados por la tension mecénica de la membraoeo(€ al, 2003).

Neurona
presinaptica

ATP

' Amina o AC

ATP
Membrana \
postsinaptica ~
\
CcAMP Ado
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Figura 20. Liberacion de purinas.

Los nucleétidos de adenina se almacenan como satisores en los granulos sinapticos. Estas vesicula
pueden contener una concentracion de ATP de h&§& mM. La adenosina (Ado) y la inosina se
acumulan en células hipdxicas, isquémicas o matamiénte activas. El cAMP se acumula como
segundo mensajero en repuesta a varios neurotisoresi Estas purinas pueden ser transportadas al
espacio intersticial por proteinas de transporteciadas a membrana. Amina, neurotransmisor

aminérgico; AC, acetilcolina; A, polifosfato de diadenosina. Adaptado de Sie@99).
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3.3. Degradacion extracelular del ATP y formacion d adenosina.

A diferencia de los neurotransmisores clasicosylegips simplemente por la
liberacion y retirada del transmisor de la hendidkinaptica, los tres enlaces fosfato del
ATP son rapidamente eliminados por hidroélisis erioa secuencial generando ADP,

AMP y adenosina en el medio extracelular (Fig. 21).

Existen varias familias de ectoenzimas implicadas l& metabolizaciéon
extracelular del ATP y otros nucleétidos (Fig. &immermann, 2000): ectonucledsido
trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas), como 8D&na ecto-ATP-difosfohidrolasa
0 ecto-apirasa (Koszalket al, 2004), de las cuales las NTPDasas 1, 2, 3, yn8 so
enzimas extracelulares ancladas a la membrana dtiaam la ectonucleétido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP), que tiesalRipos; las fosfatasas alcalinas; las
ecto-5-nucleotidasas, como CD73 (Koszalkhd al, 2004), y la ectonucledsido
difosfoquinasa (E-NDPK) (Zimmermann, 2000). Son imas esenciales para la
produccion dependiente de la actividad nerviosad#mosina a partir del ATP liberado
en condiciones fisiologicas (Dunwiddet al, 1997; Zimmermann, 2006) y de amplia

distribucion tisular, frecuentemente solapada.

NTPDasa 2|

NTPDasa 2|

NTPDasa 1

Receptores P2
N

AP

Ecto-5'-NT o AP

i

Adenosina

Receptores P1
A

Figura 21. Enzimas implicadas en la metabolizaciode ATP y derivados.

La NTPDasa 1 hidroliza el ATP directamente a AMRPelYUTP a UDP, mientras que la NTPDasa 2
hidroliza el ATP a ADP, y las 5-ectonucleotidaseatalizan la conversion de monofosfatos de
nucledsidos de purina y pirimidina a sus corresgrds nucledsidos, por ejemplo, el AMP a adenosina
La AP (apirasa) puede degradar ATP y ADP directdaendrasta adenosina. Adaptado de Fields y
Burnstock (2006).
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En el tejido nervioso se expresan todos los miemlde las familias de
ectonucleotidasas, que residen principalmente agasi a la membrana en la glia
(astrocitos, oligodendrocitos, microglia y célutessSchwann), asi como en endotelio y
epéndimo, aunque son especialmente abundantess darfainales sinapticas, donde
predominan los astrocitos como glia perisinaptéienfnermann, 2000; Zimmermann,
2006). Estas enzimas estan implicadas en la maduolde la transmision sinaptica, la
propagacion de las ondas de calcio de la céluld giediada por ATP, la funciéon
microglial (Sanz y Di Virgilio, 2000; Davalast al, 2005), la neurogénesis en el adulto
(Nearyet al, 2003) y el control del tono vascular (Dugtaal, 2004).

El ATP aplicado sobre secciones de hipocampo da est convertido en
adenosina en menos de un segundo (Dunwielda, 1997), de hecho, la ruta catalitica
total en el tejido neural es completada en unospeoentos de milisegundos. El paso
limitante parece ser la desfosforilacion del AMP stha adenosina por la
ecto-5'-nucleotidasa (Fields y Burnstock, 2006).

La desfosforilacion del AMP extracelular hasta addema, mediada por
ecto-5-nucleotidasas, es el Uultimo paso de la madenzimatica que cataliza la
degradacion de los nucleétidos de adenina extilacetu hasta adenosina. A esta
enzima pueden atribuirsele importantes funcioneselesistema nervioso como la
diferenciacion de las células neurales (Todostval, 1997; Nearyet al, 2003;
Zimmermann, 2006), sugiriendo que la formacion dienasina a partir de nucledétidos
liberados continuamente es esencial para la sweacia neuronal. Por otro lado, en
cerebro de rata, la isquemia resulta en una aalivalte la 5’-nucleotidasa en astrocitos
activos. Esto aumenta la capacidad del tejido dafde formar adenosina, de

propiedades neuroprotectoras (Linden, 2001; Lindeas).

Datos recientes muestran evidencias de la presdad@&nucleotidasas solubles
de estructura desconocida que son liberadas jumMd R de terminaciones nerviosas
simpéticas y que participan en la hidrélisis delPAflasta adenosina (Todorev al,
1997; Zimmermann, 2000; Burnstock, 2004).

Por otro lado, la formacion intracelular de ademases, al menos, tan
importante como su formacion por la degradacionAdgP extracelular (Lloydet al,
1993; Lloyd y Fredholm, 1995), especialmente eiddsjisquémicos o estresados (Fig.
20).
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3.4. Liberacién de adenosina.

Se ha descrito la liberacion de adenosina mediadaminoacidos excitadores
in vivo e in vitro, sensible a la tetrodotoxina (TTX), y dependiefgeC&" (Delaney y
Geiger, 1998; Delanegt al, 1998; Fredholnet al, 2001; Linden, 2001). Sin embargo,
es mas importante el hecho de que los nivelesceitrares de adenosina aumenten
cuando los niveles intracelulares de nucleétidoadinina caen como resultado de un
gasto energeético excesivo 0 por hipoxia/isquemia.eBta situacion, la adenosina es
transportada al espacio extracelular principalmensegliante difusion facilitada por
transportadores bi-direccionales, o incluso, sidacentracion es suficientemente alta,
simplemente difunde fuera de la célula (Rudolphial, 1992; Linden, 2005). Esta
liberacién de adenosina en respuesta a anoxialependiente del Gae insensible a la
TTX (Delaney y Geiger, 1998; Delaneyal, 1998; Wang Zet al, 2000).

Otra fuente de adenosina extracelular es el cAMI, muede ser liberado de
neuronas y convertido por las cAMP-fosfodiesterasasxtracelulares
(ecto-cAMP-fosfodiesterasas) en AMP vy, entonces,r paccion de la
ecto-5-nucleotidasa en adenosina. Se han obtenidiencias funcionales de un papel
relevante de esta via en el area tegmental venealel hipocampo (Dunwiddiet al,
1997). Sin embargo, para que esta liberacion deoastlea sea fisiologicamente
importante, es necesario que muchas células libefaP durante un periodo

prolongado de tiempo (Brundegeal, 1997).
3.5. Metabolizacion de la adenosina.

Cuando los niveles extracelulares de adenosinaakos, ésta es rapidamente
transportada a las célulag los mismos transportadores bi-direccionales, loses
igualan eficientemente los niveles intra- y exthaleees de adenosina (Linden, 2005).
Entonces es fosforilada a AMP por la adenosinaagpairo degradada hasta inosina por
la adenosina desaminasa (Fig. 22), enzima que éandsta presente en el espacio
extracelular (Lloyd y Fredholm, 1995).En el tejish@rviosoin vivo, la principal
degradacion de adenosina es intracelular, comoerwid el hecho de que los
inhibidores del transporte de adenosina como eiridgnol (100 nM — 1QM)
aumenten las concentraciones intersticiales ddeasiclo (Lloydet al, 1993; Lloyd y
Fredholm, 1995).
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Hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa

IMP

l/ Inosina Nucledsido fosforilasa Hipoxantina

l/ Adenosina desaminasa X0

5’-nucleotidasa
ATP === ADP = AMP : - Ado Xanti

Adenosina quinasa antina

lTSAH-hidrolasa X0
L S-adenosil-metionina ———> SAH Acido urico

Figura 22. Metabolizacion intracelular de la adenasa.
Se muestran las principales rutas del metabolisthradelular de la adenosina. IMP, monofosfato de

inosina; SAH, S-adenosilhomocisteina; XO, xantirialasa. Adaptado de Siegel (1999).

3.6. Funciones de la adenosina en el sistema nesgo

La adenosina ha sido descrita clasicamente contepresor central (Hustaat
al., 1996), de hecho, una primera funcién de esta @thlbicién, dependiente de €a
de la liberacién de neurotransmisores excitaddar@snayoria de estos efectos parecen
ser presinapticos y estar mediados por proteinasopladas a la inhibicion de canales
de C&" tipo N o a la estimulacién de canales deé (Kinden, 2001). La adenosina
controla la hiperexcitabilidad y la epileptogéngsiste Ultimo proceso se relaciona con

la liberacion de glutamato de los astrocitos (Teaal, 2005).

De hecho, en cortes de cerebro, la adenosina reldueetividad eléctrica
espontanea e inhibe significativamente las comgsinapticas inducidas (Mennerick y
Zorumski, 1995; Arrigoniet al, 2001), lo que se manifiesta en una menor activida
neuronal y la consecuente reduccién en la utilarade energia celular y en la demanda
de oxigeno (Linden, 2005). Este aspecto de la ailmmoesta relacionado con su
aumento en el espacio intersticial cuando la demaisdlar de oxigeno excede a su

suministro, ya que la adenosina dilata los leclasswares.

Esto hace que la adenosina sea neuroprotectora;ejparplo, cuando la
depresion de la transmision sinaptica en el hippeadurante hipoxia es paliada por los
agonistas del recepton Ale adenosina (Linden, 2001; Linden, 2005).

Los opideos inducen la liberacion de adenosinarepapaciones de cerebro,

sinaptosomas y medula espinal, y algunos de sugosfeson bloqueados por los
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antagonistas de los receptores de adenosina (Lir2d¥¥1). También algunos de los
comportamientos de los alcohdlicos pueden estaiatiesl por la adenosina, ya que
concentraciones intoxicantes de etanol bloqueamaakporte de adenosina (Linden,
2001), aumentando, al igual que el tratamiento digoiridamol, su concentracion
extracelular. Por otro lado, en algunos casos ém@sina produce efectos excitadores
en el SNC, tales como el aumento de la liberace&gldtamato en el nlcleo del tracto
solitario, lo que aumenta los efectos excitadoeediovasculares (Mosqueda-Gareia
al., 1991) y la potenciacion de la accion antinocieepte la noradrenalina en la

médula espinal (Sawynak al, 1990).
3.7. Receptores purinérgicos en neuronas y glia.

A diferencia de otros sistemas de neurotransmistaeseializacion purinérgica
presenta una gran promiscuidad, ya que los dististoductos de la hidrdlisis del ATP
pueden activar diferentes tipos de receptores (Fly. De ahi que la liberacion o
adicién del nucledtido pueda provocar tanto la tek@n como la inhibicion de la

neurotransmision (Burnstock, 2004).

El ATP y la adenosina, en general, tienen efectoggénicos, lo que
proporciona un elegante mecanismo de regulaciorebstatica (llles y Ribeiro, 2004;
Jacobsonet al, 2006; Jacobson y Gao, 2006), esta complejidadad@amilia de
receptores purinérgicos equilibra la promiscuidad G liberacion de ATP
proporcionando especificidad funcional y univedadi. Ademas, la activacion de los
receptores purinérgicos puede implicar a un grperterio de sistemas de segundos
mensajeros y otras moléculas de sefializacion eéélilda, incluyendo G4, cAMP,
IP3, fosfolipasa C, acido araquidénico y NO- (Fieldwnstock, 2006).

Tal y como se muestra en la tabla 4, los receptpuainérgicos estan
ampliamente distribuidos en el sistema nerviosar{8ock y Knight, 2004). Dentro del
grupo de los receptores de purinas o purinocepteresten dos subgrupos bien
definidos respecto a las respuestas de variososejad las purinas propuestos por
Burnstock en 1978, los receptores P1 o A de adeagsios receptores P2 o de ATP y
ADP (Fig. 23). Si bien esta clasificacion es mésita que practica puesto que algunos
de los subtipos de uno y otro subgrupo pueden act@nar con otros
nucledsidos/nucledtidos distintos (Jacobsbal, 2006; Jacobson y Gao, 2006).
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Posteriormente se propuso que los receptores Pfarpqebrtenecer a dos
familias principales: una familia P2X de receptarasales i6nicos abiertos por ligando,
y una familia P2Y de receptores metabotrdpicos ladog, al igual que los receptores
P1, a proteinas G (Fig. 23). Actualmente hay descsiete subtipos de receptores P2X
y 8 subtipos de receptores P2Y, incluyendo recept@ensibles a pirimidinas y a
azucar-nucleodtidos como UDP-glucosa y UDP-galadiesdds y Burnstock, 2006).

RECEPTORES PURINERGICOS

P1 = Adenosina P2 = ATP, UTP

A |

Al A2A A2B A3 P2X P2Y
Acoplados a proteinas G l l l l
P2X1-7 P2Y1 P2Y2 P2Y4 P2Y6
Canales Acoplados a proteinas G
operados por
ligando

Figura 23. La familia de receptores purinérgicos.

Los receptores purinérgicos se dividen en dos gsfamilias: los receptores B de adenosina, y los
receptores £ que se unen a TP o UTP. Los receptoreg Py estan acoplados a proteinas de union a
GTP. La familila de receptoresyPson canales operados por ligando. Se han destride subtipos de

receptores R, pero su identidad como receptores purinérgiceossovertida.

Tipo celular ] i ) ) o
Astrocitos Células de Schwann | Oligodendrocitos| Miaglia

Receptores
Adenosina Todos los subtipos|  AAza, Az Todos los subtipos| Todos los subtipgs
ATP P2X ]

_ _ Todos los subtipos| P2X P2X; P2X4 5,67
(ionotrépicos)
ATP P2Y

L. PZYl 2,4,6,12, 14 I:,2Y1 2 PZYl 2,4,6,11,13 I:,2Y1 2,4,6,12,13

(metabotrépicos)

Tabla 4. Receptores purinérgicos en las célulasalks.

Los estudios farmacoldgicos y de expresion de tecep revelan una amplia variedad de receptores

purinérgicos en todas las clases mayoritarias e gicluyendo las células de Schwann en el SNP y

oligodendrocitos, astrocitos y microglia en el Si@aptado de Fields y Burnstock (2006).
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Receptores P2.

Como se comentd anteriormente (tabla 4), los asiee@xpresan todos los
subtipos de receptores de purinérgicos exceptaB2F2Y;3. Aunque puede haber una
considerable heterogeneidad en los patrones dees@pr en las distintas células
individuales segun el estado fisiologico y de dedlax las purinas y pirimidinas
pueden inducir acciones marcadamente diferentela émncion glial, tales como la
mitogénesis y la apoptosis, dependiendo del estadoional de estas células, la
expresion de los subtipos selectivos de recepjol@epresencia de diferentes receptores

en una misma célula (Fields y Burnstock, 2006).

COOH

Figura 24. Receptores de membrana para ATP extratdar.

La familia de receptores,figan ATP o ADP extracelular, y esta constituida gos tipos de receptores
(Pox ¥ Poy). La subfamilia de receptoresy®on canales abiertos por ligando y la subfaméiaeteptores
P,y son receptores acoplados a proteinas G. (S-Stepdisulfuro; el-e4, bucles extracelulares 1-44j1-
bucles intracelulares 1-4). Adaptado de Fields snBtock (2006).

Receptores P2X.

Los miembros de la familia de los receptores £2360n receptores ionotropicos.
Muestran una topologia con dos segmentos transra@alyrambos extremos amino y
carboxilo terminales intracelulares. Ambos tien&tugncias consenso de unién a
proteinas quinasas. El primer segmento TM1 esthdado en la apertura del canal y el
segundo (TM2) forma el poro idnico. La porcidon exglular esta constituida por un
gran bucle entre ambos segmentos TM con diez m@sidie cisteina conservados
formando una serie de puentes disulfuro, una relgi®mrercana al vestibulo del poro y
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un sitio de unién al ATP gue puede abarcar regioeéducle extracelular adyacente a
TM1 y TM2 (Fig. 24).

Estos receptores se distribuyen ampliamente erjidotneural (tabla 5), la
mayoria de subtipos se expresan en neuronas ereérc. También algunos receptores
P2X se encuentran en regiones como el cerebelo, B2« tallo cerebral (P23. Los
receptores P2Xson principalmente presinapticos. El hipocamporesa todos los
subtipos de receptores P2X y la corteza expreseetmptores P2Xy P2X% (Fields y
Burnstock, 2006).

Estos receptores se relacionan con efectos exaisithas respuestas mediadas
por los receptores P2X en las neuronas centrgbesif@ricas indican que el ATP es un
neurotrasmisor rapido que actia abriendo canaliégdos por ligando (Edwards y
Gibb, 1993). Los efectos de los antagonistas de $tibXe las corrientes postsinapticas
excitatorias en las neuronas piramidales CA1l y Géderen que tienen un papel en la
facilitacion de la liberacién de glutamato.

Los receptores P2X son generalmente activados pér YA2-metiltio-ATP. El
a,p-metilén-ATP es un potente agonista no hidrolizalddos receptores P2X P2Xg
pero es mucho menos potente para los otros sulmtgposceptores P2X. EI ADP es un
agonista selectivo de los receptores PgX2X%;, mientras que el benzoil-ATP es un
agonista selectivo del receptor P2Xin receptor inusual, previamente llamado P2Z,
que puede causar la lisis celular promoviendo ten&eion de grandes poros en la

membrana plasmatica (tabla 5).

Un problema en el estudio de los receptores P2 esidencia de antagonistas
selectivos del subtipo de receptor. Los compuestmlos como antagonistas de
receptores P2X son compuestos de baja afinidadefextsyos. Estos incluyen el
NF023, el azul reactivo 2 (RB2) y el PPADS.
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Receptor  Distribucion principal Agonistas Antagonisas
i ) a,p-meATP TNP-ATP
Mdsculo liso, plaquetas,
ATP IP5I
P2X; cerebelo, neuronas del asta .
i ) 2-MeSATP (desensibilizacion rapida) NF023
dorsal de la médula espinal.
L-B,y-meATP NF449
i ] . ATP Suramina
Musculo liso, SNC, retina, )
_ - ATPyS iISOPPADS
P2X, células cromafines, ganglios
_ ] 2-MeATP RB2
sensoriales y autbnomos. )
a,B-meATP (sensible a pHy Zn) NF770
) 2-MeATP TNP-ATP
Neuronas sensoriales, NTS,
ATP PPADS
P2X3 algunas neuronas del
o a,p-meATP A317491
simpatico. o
ApnA (desensibilizacién rapida) NF110
ATP
P2X, SNC, motoneuronas de la  a,p-meATP TNP-ATP
médula espinal. CTP BBG
Ivermectina.
Células proliferativas de la  ATP Suramina
P2Xs piel, intestino, vejiga, timo,  a,p-meATP PPADS
médula espinal. ATPyS BBG
SNC, motoneuronas de la .
P2Xs i ) N/A (no homomultimérico) N/A
médula espinal.
i . BzATP KN62
Células apoptéticas en, por
i ) ) ATP KNO4
P2X5; ejemplo, sistema inmune,
i ] 2-MeATP MRS2427
pancreas, piel. )
o,p-meATP BBG Coomassie

Tabla 5. Caracteristicas de los receptores puringicos By.

Los agonistas y antagonistas destacados en negritdos utilizados en este trabajo. NTS: nicleo del

tracto solitario. SNC: sistema nervioso centralaptédo de Fredholet al. (2001).

Receptores P2Y.

Los subtipos de receptores P2Y metabotropicos @3y.tienen una topologia
caracteristica de receptores acoplados a prot&ias siete segmentos transmembrana
(TM), un extremo amino terminal extracelular y uwrtremo carboxilo terminal
intracelular. Los segmentos TM colaboran en la &widn de un bolsillo de

acoplamiento a ligando. Estos receptores presemargran homologia en la secuencia
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de las regiones TM, en particular TM3, TM6 y TM7sLbucles intracelulares vy el
extremo carboxilo muestran gran diversidad estratten los diferentes subtipos de
P2Y, influenciando asi el grado de acoplamiento lesn proteinas g1, Gs y G.
Muchos tejidos expresan varios subtipos P2Y y bejdas condiciones, los receptores
P2Y pueden formar ensamblajes homo- y hetero-méiticos (Fields y Burnstock,
2006).

Los receptores P2Y P2Y;; y P2Y;3 son activados principalmente por
nucledsido difosfatos, mientras que los receptB@®%, P2Y, y P2Ys son activados por
nucledtidos tanto de purinas como de pirimidinablé 6). En respuesta a la activacion
por nucleotido, los receptores P2Y recombinantesd{amte el acoplamiento a una
proteina @) activan una fosfolipasa C especifica de fosfatotes y producen una
movilizacion del C& de las reservas intracelulares dependiente de
inositol-1,4,5-trisfosfato. Este es el sistema dingduccion que se encuentra mas
frecuentemente acoplado a los receptores P2Y.Has oasos, los P2Y estan acoplados
a la adenilil ciclasa (AC) regulando los niveles d&MP. Actualmente no hay
evidencias suficientes para indicar si B2R2Ys y P2Y10 son receptores de nucleétidos,
o si afectan las cascadas de sefalizacion inttaceRespecto a P2Yes un receptor de
leucotrienos, y P2y es un receptor clonado de embriones de rana esstadio de
desarrollo en el que todos los nucleotidos sonpegeintes, y al que no se le ha descrito
un homologo en humanos, salvo en células HL60 engliiciadas (Fields y Burnstock,
2006).

La sefializaciébn por P2Y es inusual en que puede activar dos rutas de

transduccion: AC e P simultaneamente.

En la tabla 6 se muestran los agonistas y antagsrsglectivos y no selectivos
de los subtipos de receptores P2Y. Cabe destaeaelgazul reactivo 2 (RB2) puede
interactuar con todos los subtipos de receptor&s R2suramina es mas especifica de
los subtipos P2Yy P2Y, que P2Y, y el PPADS es més especifico de los receptores
P2X que de los P2Y.
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Receptor  Distribucion principal Agonistas Antagonisas
2-MeSADP
) o ADPBS MRS2179
Células endoteliales y epiteliales,
i } 2-MeSATP MRS2500
P2Y, plaquetas, células del sistema
. ADP MRS2279
inmune, osteoclastos.
ATP PIT
MRS2365
_ _ UTP
Células del sistema inmune, células Suramina
P2Y, epiteliales y endoteliales, tubulos RB2
UTPyS
renales, osteoblastos. AR-C126313
INS37217
UTP
. . RB2
P2Y, Celulas endoteliales. ATP .
Suramina
UTPyS
UDP
Algunas células epiteliales, UTP
P2Ys . ) MRS2578
placenta, células T, timo. ATP
UDPBS
AR-C67085MX _
Suramina
] ) . BzATP
P2Y, Bazo, intestino, granulocitos. RB2
ATPyS
NF157
ATP
CT50547
AR-C69931MX
2-MeSADP
) INS49266
P2Y, Plaquetas, células gliales. ADP
AZD6140
ATP
PSB0413
ARL66096
ADP
Bazo, cerebro, nddulos linfaticos, 2-MeSADP
P2Yy3 i i MRS2211
médula ésea. ATP
2-MeSATP
Placenta, tejido adiposo, estomago,
_ ) _ UDP glucosa
P2Y14 intestino, regiones concretas N/A

cerebrales.

UDP galactosa

Tabla 6. Caracteristicas de los receptores mediasi@or purinas. Py.

Los agonistas y antagonistas destacados en negnitdos utilizados en este trabajo. Adaptado de

Fredholmet al. (2001).
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Receptores de adenosina.

La adenosina, cuando se encuentra en una altantoagién puede suponer una
fuente de energia metabolizable, pero sus efectosigmles se deben a la activacion
extracelular de sus receptores. Entre estos efesosicluyen sedacion, actividad

anticonvulsiva, analgesia, neuroproteccion y dendscomotora (Linden, 2005).

A pesar de las sugerencias previas sobre la piaesdaaeceptores especificos
de adenosina en cerebro y corazén por los grupdedebareff (1965) Sattin y Rall
(1970) y de Cobbin (1974), su existencia se pralahdo se cloné el primer receptor de
adenosina en 1990 (Fredhoémnal, 2001; Fields y Burnstock, 2006).

Los receptores de adenosina fueron inicialmenteligididos en A y A, en
base a su capacidad de inhibir o estimular, resja@cente, a la adenilil ciclasa (van
Calker et al, 1979; Londoset al, 1980). De hecho, los receptores YA A, estan
acoplados a proteinas & G, respectivamente, que inhiben;@ estimulan (@ a la
AC (tabla 8). Posteriores estudios farmacologies®laron que los receptores éran
heterogéneos en su afinidad de union a la adenas&tasitando una subdivision en
Azn Y Ags. Mas tarde, se identificd un cuarto receptor denadina denominadosA
insensible a las metil-xantinas en rata, sensildbes aantinas en oveja y parcialmente

sensible a las xantinas en humanos. Este subtip@esplado a G

Estructura.

Todos los receptores de adenosina estan acoplggogednas G y presentan la
estructura de siete segmentos transmembrana Hiito$) (tipica de este tipo de
receptores) con el extremo amino terminal extrdael el carboxilo intracelular (Fig.
25). Los dominios transmembrana estan, en genal@mente conservados y se
observa que la estructura de los clonados enhrataano y raton varia poco entre las
distintas especies, existiendo, de hecho, mayeahiidad entre los distintos subtipos
dentro de una misma especie que entre los recepdetemismo subtipo de distintas
especies (Fredholet al, 2001).

Los cuatro subtipos de estos receptores son Npgbteinas y todos, excepto los
Aoa, tienen sitios de palmitoilacion en el extremobecailo. La despalmitoilacion del
receptor A lo hace susceptible de ser fosforilado por qumasareceptores acoplados a
proteinas G (GRKS), lo que resulta en una desdiasitivon (Fredholnet al, 2001).
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En general, los receptores;/ Ay Asg interaccionan preferentemente cog G
mientras que los receptores A& Az lo hacen con proteinas de la familigo,.GNo

obstante, se han descrito otras interacciones maeipas G para ambos subtipos.

NH

COOH

Figura 25. Receptores de membrana para adenosinatecelular.

La familia de receptores; ihcluye los acopados a proteinas G que mediamatienes a través de la
estimulacién o inhibicion de adenilil ciclasa (S{8jente disulfuro. *, Sitio de unién de agonistas
sustituidos en 5. ** Sitio de reconocimiento dgoaistas y antagonistas). Adaptado de Fields y

Burnstock (2006).

Distribucion tisular.

Los receptores de adenosing Axa, Az, Y Az presentan distribuciones tisulares
distintas aunque pueden estar solapadas (tablaudpymisma célula puede expresar
mas de un subtipo, es decir, la concentracion eeltrtlar de adenosina puede
determinar la activacion diferencial de los sulgimmexistentes (por ejemplo, bajas
concentraciones de adenosina activan el recept@nAeutrofilos, mientras que altas
concentraciones actiuan sobre los receptores Ahiben el efecto producido por la

ocupacion de los A.

Los receptores Ade adenosina han sido ampliamente caracterizadosl e
cerebro porque son expresados en gran densidatiaspente en corteza, hipocampo,

cerebelo, talamo, tallo cerebral, y médula espinal.

Los receptores A tienen una distribucion muy amplia que incluye tegdos
inmunes, plaquetas, el endotelio y musculo liscwas, y el SNC (tabla 7), donde la
mayor densidad estd en el estriadonetleus accumbeng el tubérculo olfatorio
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(regiones ricas en dopamina y en receptoresd® dopamina, expresados por las
neuronas GABAérgicas del estriado-pélido).

Farmacologia general.

Uno de los primeros criterios utilizados para diptiir entre los receptores de
adenosina y los de ATP fue el blogueo selectivinsi@rimeros por las xantinas cafeina
(1,3,7-trimetilxantina), teofilina (1,3-dimetilxant) y teobromina (3,7-dimetilxantina),
encontradas de forma natural en el café, el té ghektolate, respectivamente. Su
actividad estimulante se atribuye al bloqueo derdogptores de adenosina en el SNC
(Jacobsoret al, 2006; Jacobson y Gao, 2006), de hecho, el congppsgoactivo mas
ampliamente usado es la cafeina, un antagonistdiveehente selectivo de los
receptores A (Ledent et al, 1997). Actualmente se sintetizan 8-fenilxantinas,
8-cicloalquilxantinas y otros compuestos no xarmtioemo antagonistas mas potentes y
selectivos para los distintos subtipos de receptdes adenosina individuales que la
cafeina o la teofilina (Kinet al, 2000; Fredholnet al, 2001). En la tabla 7 se muestran
los agonistas y antagonistas selectivos para cada de los cuatro subtipos de

receptores Po A de adenosina.

Receptor  Distribucion principal Agonistas Antagonisas
i ) i ~ CPA DPCPX
Cerebro, médula espinal, testiculos, corazén,
Ay . ) CCPA N-0840
terminales nerviosas del autbnomo.
CHA WRCO0571
SCH58261
i CGS21680
Aoa Cerebro, corazén, pulmones, bazo. ZM241385
HENECA.
KF17837
MRS1754
Aog Intestino grueso, vejiga. NECA (no selectivo). Emprofilina
Aloxacine
MRS1220
2-CI-IB-MECA MRE308-F20
Az Pulmones, higado, cerebro, testiculos, corazén.
IB-MECA MRS1191
MRS1523

Tabla 7. Distribucién y farmacologia de los recepires mediados por purinas. P
Los agonistas y antagonistas destacados en negritéos utilizados en este trabajo como herranmsenta
farmacoldgicas. Adaptado de Fredhatral. (2001).
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Clasificacion mediante herramientas farmacolégidassubtipo A

En el caso de los receptoreg, &l agonista CPA y los antagonistas DPCPX y
8-CPT son bastante utiles, aunque el DPCPX muastaapreciable afinidad por los
receptores A y cierta afinidad con los A. De hecho, el DPCPX, a partir de cierta
concentracion (aproximadamente M) puede actuar como antagonista de todos los

subtipos de receptores de adenosinatro (Fredholmet al, 2001).

Clasificacion mediante herramientas farmacoldgidassubtipo Aa.

NECA ha sido utilizado durante mucho tiempo comonégia selectivo de los
receptores A de adenosina (siendo 18 veces mas afin por elpsultg) pero
actualmente existe un derivado suyo de mayor séabkad para los receptores;A(el
CGS-21680, obtenido mediante una sustitucion eftipos2), aunque en humanos es
menos potente y menos selectivo que en ratas. dbigona adicional del CGS-21680
como herramienta es que también puede unirse @s gitd relacionados con los
receptores A, lo que significa que en érganos o células queesgm pocos receptores
Aoa, los efectos de este farmaco pueden verse coptess®mo (Onginiet al, 1999;
Arslan y Fredholm, 2000; Ku#t al, 2000).

Hay varios antagonistas Utiles del receptex, &l mas selectivo de los cuales es
el SCH-58261 (Igp = 2.3 nM), sin embargo, otro farmaco relacionastoueturalmente
con él, el ZM-241385 (165 < 1nM), es mas facilmente asequible, aunque rnaiesdrta
afinidad (1IGo = 50nM) por los receptores,Ade adenosina (Fredholet al, 2001).

Clasificacion mediante herramientas farmacolégieh subtipo Ae.

A diferencia de los otros subtipos, para los quelispone de agonistas en el
rango del nanomolar bajo, el subtipegAnuestra poca afinidad por la mayoria de
agonistas. Entre ellos destaca NECAs¢IE€ 10nM) aunque no es altamente selectivo,

puesto que muestra afinidad por el subtipe @Cso = 22nM) (Fredholrret al, 2001).

La situacion respecto a los antagonistas es masdfale, ya que se han descrito
algunos antagonistas selectivos potentes y rehatimée selectivos tales como el
antagonista tipo xantina MRS-1754, el cual sélarse a los subtiposAde adenosina
de rata, con valores de>Knayores de 50 nM paraAy de 1.13 nM para el subtipg#

(en humanos muestra unasd@e 2 nM para Ag, 200-250 veces mas potente que para
los otros subtipos) (Kinet al, 2000).
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Clasificacion mediante herramientas farmacolégidassubtipo A

Este subtipo es insensible a muchas xantinasopgue sus antagonistas tienen
estructuras tipo no-xantina, tales como las dilpolidinas, piridinas y los flavonoides.
En general, la afinidad por los receptorgglApende de la especie. Mientras MRS-1523
es un antagonista desAle gran aplicabilidad para muchas especies, MRB-E3
extremadamente potente en la union al recepidrufnano pero no al de rata, donde es
altamente selectivo para el receptogaAPor el contrario, la afinidad del agonista
especifico del receptorsAIB-MECA, no varia en mas de un orden de magnéuite

las distintas especies estudiadas en la bibliagy(&fiedholmet al, 2001).

Efectores intracelulares de los receptores de aitemno

Ademas de la inhibicion de la AC se han descritosoefectores mediados por
proteinas G (tabla 8) entre los que se incluyeactvacion de los canales dé€ Kn
neuronas del estriado (Trussell y Jackson, 1988)iphibicion de los canales de Ca

en las células el ganglio dorsal del bulbo (Dolpétial, 1986).

Subtipo Proteina G Efectos intracelulares  Sistemaetular
G |CAMP General, células CHO
1IPy/DAG (PLC)
Aq tAraquidonico (PLA)
tPEtOH (PLD) DDT;MF-2
Go
G 1cAMP General
Aoa Got TcAMP COSs-7
G15/16 TIPS
Gs TcAMP General
Az Gyt 11Py/DAG (PLC) HMC-1, HEK 293
Gios |CAMP General, células CHO
As Gyt 1IPy/DAG (PLC) Células CHO

Tabla 8. Efectores intracelulares de los receptosade adenosina.

Aparte de inhibir a la AC, el subtipo,Anedia la activacion de distintos canales dégfobablementgia
subunidade$,y), la inactivacién de canales de’Cde tipo Q, P, y N, la activacién de fosfolipadh €xc.
Lo mismo parece ocurrir para el subtipe Ror otro lado, ambos receptorespiincipalmente estimulan
la formacion de cAMP, pero se han descrito otratbaes como la movilizacion de calcio intracelwdar
células COS-7 (&) o0 HMC-1 (Ags). Adaptado de Fredhoet al. (2001).
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Sefializacion intracelular asociada al subtipg A

La activacion de los receptores ilahibe la liberacién de glutamato y aspartato
de las terminales nerviosas en la region CAl dpbdampo, muy sensible a la
inhibicion por adenosina, y reduce los cambiosrgolglazo en la eficiencia sinaptica,
como la potenciacién a largo plazo de los picosgaios tras la estimulacion de las
fibras de Schaffer en la misma region (Wieraszkdstich, 1994).

Los receptores Ade adenosina expresados transitoriamente en sdl{s-7
pueden activar, de forma dosis-dependiente, a ERKvih las subunidade$,y
liberadas de las proteinas G sensibles a la tqéngisica, G (Schulte y Fredholm,
2003) mediante una ruta de sefalizacién sensiblesainhibidores de la PI3-K,
wortmanina y LY-294002 (Fredholet al, 2001).

Sefializacion intracelular asociada al subtipgnA

Aparte del mecanismo de activacion de la AC, pueti#nar a través de otras
proteinas G (tabla 8) (Kulet al, 2000), por ejemplo, en la mayoria de tejidos
periféricos, Aa esta acoplado aspero en el estriado, enriquecido en receptoegas A

escasean las proteinagydredominan las & (Fredholmet al, 2001).

Se han mostrado interacciones antagonicas deilaeion de los receptores A

de adenosina y de dopamina respecto a la [cAMBJacobson y Gao, 2006).

Los receptores A en el SN, en general, facilitan la liberacion de
neurotransmisores. También la activacion de lospteces A aumenta la liberacion del
factor de crecimiento nervioso (NGF) y de la proie51008 en astrocitos en cultivo
(Fields y Burnstock, 2006), y la estimulacién deeesubtipo de receptor de adenosina

potencia la liberacion de 6xido nitrico por la mglia activada (Saurt al, 2005).

La activacion de los receptorespAtambién aumenta la actividad MAPK vy el
bloqueo de éstos previene la astrogliosis readtidacida por bFGF en astrocitos

primarios de estriado de rata (Brambékaal, 2003).

Los agonistas de adenosina que ejercen efectosgénitms en células
endoteliales humanawia este subtipo activan a ERK 1/2 utilizando la ruta
cAMP-ras-MEK1 (Fredholmet al, 2001). Sin embargo, las rutas de sefializacion
utilizadas por el receptor,A parecen variar con la situacion celular y con ¢émuinaria
de sefalizacion de la que la célula dispone. Déndhela activacion de ERK 1/2
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mediada por el receptor,A en células CHO depende de-cAMP-PKA-Rapl-p68
B-raf-MEK1, mientras que en células HEK 293 implkic®KC, p2T? y Sos, pero no a
Gs, CAMP, ni PKA, incluso cuando los niveles de cAMfmentan de forma
dependiente de &Fredholmet al, 2001; Schulte y Fredholm, 2003).

El receptor Aa ha sido también propuesto como una diana prometqumioa el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Jacob&ao, 2006).

Sefializacion intracelular asociada al subtipgsA

Se han descrito receptoresgfacoplados a diferentes cascadas de sefializacion,
incluyendo la activacion de la AC, el acoplamieat®LC mediado por 8514, Y el
aumento de la concentraciéon de calcio intraceldégrendiente de ¥Ren mastocitos)
(Fields y Burnstock, 2006). Un ejemplo de esto ¢mstituyen los receptores,iA
endogenos de células HEK 293, mastocitos HMC-1 hosyay mastocitos BR caninos

que estan dualmente acopladossy Gq (Linden, 2001).

El receptor Ag de adenosina es el Unico subtipo que, por el mtameativa no
sélo ERK 1/2 sino también a JNK y p%8", sugiriendo una funcién inflamatoria como
la que se observa en las células de astrogliomaseque la activacion de los receptores
Aos aumenta la [MRNA] y la sintesis de la interleugdén (IL-6). En mastocitos
humanos (HMC), la activacién del receptor de adeaosonduce a una activacion
dependiente de tiempo y dosis de ERK 1/2 con unmagrado de fosforilacion a los
5 minutos, mientras que p¥¥" y JNK muestran diferentes perfiles cinéticos con
fosforilaciones méximas a los 1 y 10-15 minutospeetivamente (Fredholmet al,
2001). Por otro lado, en unos estudios utilizandCN y adenosina, se observo en
células HEK 293 que la activacion del recepteg aduce la fosforilacion de ERK 1/2
y la produccion de cAMP en la misma célula mostoamaia potencia similar (Fredholm
et al, 2001), mientras que en células transfectadasastr@nuna potencia 100 veces
superior de NECA y adenosina en la induccion dedtorilacion de ERK 1/2 que en la
induccién de la produccién de cAMP (Schulte y Fadah) 2003). Demostrando asi que
un receptor acoplado a proteina G puede tenen@istiotencia segun las diferentes

rutas de sefalizacion que desencadena en un misonetular.

Los efectos de la activacion del recepta pueden no ser exclusivamente

estimuladores, en las células del musculo lisouwlascdisminuye considerablemente
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los efectos mitogénicos de diferentes factores réeirniento (Jonzoret al, 1985),
probablemente de forma secundaria al bloqueo d&kBKs estimuladas por estos
factores de crecimiento (Dubeyal, 2000).

Sefializacion intracelular asociada al subtipg A

El receptor A esta ligado a proteina G, acoplandose a prot&pasGi.s Y, en
menor grado, a §a1. El receptor A, en general, inhibe la actividad de la AC, per@len
cerebro de rata, el receptor; &stimula la PLC y eleva los niveles de; I la

concentracion de calcio intracelular.

El receptor A de adenosina ha sido sugerido como activador d€ HR en
astrocitos fetales humanos, y sus agonistas CIHEZN e IB-MECA inhiben la

apoptosis en otros tipos celulares (Fredhetral, 2001).

Seqgundos mensajeros y sefales: Adenilil Ciclasa.

Los diferentes tipos de receptores de adenosina,A, estan acoplados de una
u otra manera a la adenilil ciclasa (AC), cuyausstira asocidada a membrana se
muestra en la figura 27. Esta es la enzima qudizaaia sintesis de cAMP a partir de
ATP (Fig. 26), por lo que las variaciones de la MiA; constituyen un sistema de

segundo mensajero intracelular comun a todos lospsis de receptores de adenosina.

2+ PPi H,O
g 8 8 - Mg r~ L ot r~
0=} =0=F=0" =0 i 0O \}Y NH2_4: D & SR ¢ *)\ﬁ B
or o 0o \(_7‘ ? I ! Kq N
JL e AC  ompd ), "  PpPDE on on N
o M92+
ATP AMPC AMP

Figura 26. Sintesis y degradacién de cAMP.

El cAMP es sintetizado por la enzima AC medianterkacion de un enlace fosfodiéster ciclico con el
fosfato a del ATP, liberando pirofosfato que proporcionaelaergia para la reaccion. EI CAMP es
hidrolizado hasta 5’-AMP por las fosfodiesteragembas reacciones requieren Mg
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Figura 27. Estructura comun de las diferentes formade AC.

Las ACs contienen dos dominios hidrofébicos (M1 ®)Mcada uno de los cuales contienen seis
segmentos transmembrana y dos regiones catalfiday C2) localizadas en el citoplasma. El extremo
carboxilo de las regiones C1 y C2 es el que detexrsi los complejos de las subunidaflesnhiben
(tipo 1) o estimulan (tipos Il y IV) a las ACs. Eltio C1lb contiene un sitio de union a calmodulina
(CaM), propuesto como mediador de la activacion@at/calmodulina de ciertas formas de la enzima.
(Krupinski et al, 1989; Gao y Gilman, 1991).

Los estudios bioquimicos y de clonacidon molecutatidan la existencia de
nueve formas de AC asociadas a la membrana y datasu por proteinas .6
denominadas como tipo I-IX, con distintos patrodesexpresion en los diferentes
tejidos (Coopeet al, 1995; Sunaharet al, 1996).

Propiedades reguladoras.

Todos los tipos de AC son estimulados pqg &tivas, mientras que muchas
formas de @ pueden inhibir la actividad catalitica de la ACiiada por Gs o
forskolina. Esto incluye los subtiposi G2, Gz ¥ Guz- La inhibicion de AC mediada
por G, es mas intensa para los tipos V y VI de la enzihaipo | también puede ser
inhibido por estos subtipos de,;Gasi como por €3, pero esta inhibicibn es mayor
cuando ha sido activado por®aalmodulina que por &G La AC tipo VIII parece ser

inhibida de forma apreciable por;@ielsenet al, 1996).

En funcion de sus propiedades reguladoras se gligimtres categorias de ACs:
Tipos I, 1l y VIII, activadas sinérgicamente pogs& C&*/calmodulina, e inhibidas en,
al menos, algunos casos, por las subunidgesTipos Il, IV y VI, activadas
sinérgicamente por &y By. Tipos V y VI, inhibidas por Gy C&" libre (Cooperet al,
1995; Sunaharat al, 1996).
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Al margen de esta clasificacion, todos los tiposA@ecomparten la activaciéon
directa por forskolina, un diterpeno vegetal muiizsdo para la elevacion de los
niveles intracelulares de cAMP en estudios de esgdh y purificacion enzimatica ya
gue es un potente activador de la AC {F£€ 5-10uM), especialmente potenciando la
activacion hormonal de la enzima en células intagtda inhibicion por el agente
farmacol6gico MDL-12,330A, un inhibidor irreversgébl permeable de la AC (&=
250uM) (Cooperet al, 1995; Sunaharet al, 1996).

Cambios mediados por la adenosina en la prolifénacelular vy sobre la activacion de
MAPKS.

La adenosina induce la proliferacién de la céldaoglial y la formacion de
astrocitos reactivos (Hindlest al, 1994), tal y como demuestra la expresion aumantad
de GFAP y la elongacion de los procesos positivara geste marcador especifico

astroglial (Fields y Burnstock, 2006).

La liberacion de citoquinas en respuesta a factolescrecimiento puede
afectarse por los receptores purinérgicos, inflizemo la proliferacion celular. Esta
interaccion puede ser sinérgica, como en astroait@tagonica, como en las células
de Schwann. Se ha sugerido que las cascadas dzasfin de ambos receptores se
superponen a nivel de la cascada de las MAPKsdg-iglBurnstock, 2006). Es un
hecho comdn a los receptores de adenosina A%, Azs, Y As) el acoplamiento
positivo a ERK 1/2 tanto si la ruta clasica CAMPAKs activada (4 o inhibida (A/s).
Dependiendo del contexto celular, los elementossef@lizacion requeridos varian
ampliamente aunque la activacién de una proteipadBefia de las familias de 2o
Rapl es esencial (Fredhobhal, 2001).
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS.

ANTECEDENTES Y EVIDENCIAS PREVIAS

En el sistema nervioso central (SNC) los astroditrsen un papel relevante en
los mecanismos que conducen a la lesion neuroméle etros mecanismos por
generacion de o6xido nitrico (NO-). Este es un irgme mediador implicado en
multiples procesos fisio-patologicos: En el cerefrdO- participa en los mecanismos
de respuesta/dafio a la hipoxia/isquemia, a la déifecviral y al trauma (Murphy,
2000). También esta implicado en enfermedades @ésinantes y neurodegenerativas
(esclerosis multiple, esclerosis lateral amiot@fiélzheimer) (Dawsoret al, 1993;
Nathan, 1997; Hierholzeet al, 1998; Wink et al, 1998a; Grishanet al, 1999;
Barbeitoet al, 2004).

La produccion sostenida de NO- en estos procestsbéda a la activacion de la
enzima oxido nitrico sintasa tipo 1l (NOS-2 o iINQ®) isoforma independiente de la
elevacion de CA intracelular presente en astrocitos (Tolitsal, 1999) y que se
localiza en las lesiones provocadas por estos gposcéa induccidon de la expresion de
NOS-2 en astrocitos es estimulada por agentesnaft@ios como LPS, ILfl, TNFu 0
IFNy (Feinsteinet al, 1994a; Grzybicket al, 1996; Da Silveet al, 1997; Kopniskyet
al., 1997; Nishiyaet al, 1997; Janat al, 2005), por estrés oxidativo y por accién de
algunas proteinas como la proteina de cubiertalde(Atlamsonet al, 1996; Horiet
al., 1999; Shapshalet al, 2004), S100 o el péptidp-amiloide, implicado en la
aparicion de la enfermedad de Alzheimer (Rossianétini, 1996; Akamat al, 1998;
Wink y Mitchell, 1998; Hu y Van Eldik, 1999; Bhat al, 2002).

La supresion de la expresion de NOS-2 puede dismaiudafio neuronal
subsecuente a la activacion glial por citoquinas diversos procesos de tipo
inflamatorio. Y su regulacion negativa es un procelave para la comprension de los
mecanismos del balance dafio-proteccion ejercidoslpdO- y que determina el efecto
neto del mismo y de las posibles manipulacionemdaoldgicas. Por ello parece
esencial investigar mas a fondo la regulacion ejarpor el ATP, un neurotransmisor
nuevo, de especial relevancia para los astroci@soplado a sefiales de’CaAlgunos
agentes actlan sobre la estabilidad de mRNA depestaina, como en el caso de
TGFJ (Vodovotzet al, 1993).
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Objetivos concretos del proyecto de Tesis Doctoral

. Identificar el agonista responsable de los efestqwesores de la induccion de
NOS-2.

Como ya se ha comentado, el pretratamiento con $\lpfime la induccion de
NOS-2 en astrocitos de rata y humanos induciddlptf (Murphyet al, 1995; Liu y
Neufeld, 2000). No obstante, en dichos estudiossedha controlado la hidrolisis
extracelular del ATP afiadido como agente moduldgiorelacion a esto, los astrocitos,
como otros tipos celulares, presentan ecto-5'-mticlasas en su membrana capaces de
actuar sobre los nucleoétidos extracelulares (Zimmaen, 2006). De hecho la hidrdlisis
extracelular de ATP a adenosina es extremadaméptdar en el tejido neural, con
vidas medias inferiores a 1 segundo (Dunwidgial, 1997). Por ello, con tiempos de
estimulacién de minutos-horas, cabe preguntarskagjente real de la modulacion es el
ATP, actuando a través de un receptor P2, o biaddaosina generada en el medio, a
través de un receptor A. Mas aun si se tiene entaupie la adenosina puede actuar a

través de receptores Acoplados a la generacion de cCAMP (Jimested, 1999).

. Determinar si el bloqueo de la induccion de NOS#a enediado a través de un
receptor de adenosina o de ATP e identificar efigalmplicado.

La identificacion del receptor implicado, P2X/P2i el caso de ser el ATP el
agente activo, o el subtipo de receptor de adeapsimel caso de ser ésta el efector real
de la supresion observada, es esencial para piasilal intervencion farmacolégica en

este proceso.

. Determinar si la regulacion de la expresion de NK&r ATP es dependiente de

los efectos en [CG4];.

ATP y glutamato elevan la [€% en astrocitos, por ello se ha sugerido que el
efecto inhibidor observado podria estar mediadoghar segundo mensajero como el
cd”* (Lin y Murphy, 1997), ya que los ionéforos de?Ceambién inhiben la induccién
de NOS-2 en macrofagos (Jordanal, 1995) y los receptores P2Y de ATP estan
acoplados a la viad®LCB, (Lin y Murphy, 1997; Fields y Burnstock, 2006).
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. Estudiar el efecto de los compuestos purinérgiaosios niveles de cAMP
intracelular y determinar la participacion de laA&n el efecto supresor mediado
por ATP.

De la misma manera, la contribucion de la via déVE al efecto observado
debe considerarse seriamente, a pesar de la pebegagion de cAMP por ATP en
astrocitos (Jimeneet al, 1999) y la falta de respuesta a los antagonssd®KA (Lin y
Murphy, 1997) ya que la activacion de proteinasaGopladas a la adenilil ciclasa
también pone en marcha otros procesos colateradependientes de la elevacion de
cAMP (Jimenezt al, 1999), y la elevacion de la [CAMRjuede activar otras proteinas
distintas a la PKA (de Roogt al, 2000; Laroche-Joubeet al, 2002; Christensest
al., 2003; Rehmanet al, 2003).

Por ello, la contribucién de esta via debe re-itigasse, sobre todo si la

adenosina se revela como el mediador real deloefect

El efecto supresor de la activacidon de receptonesgrgicos puede ser mediado
por la activacion, independiente de*Cale la ruta ERK1/2 por ATP (Laroche-Joubert
et al, 2002; Nearyet al, 2003)

. Estudiar el mecanismo de transduccion de la sefidlictora al complejo
promotor de NOS-2.

Por otra parte, el mecanismo a través del cualjemeeel bloqueo de la
induccion de NOS-2 por accion del ATP permaneceesalver. En astrocitos humanos
se ha observado un bloqueo de la activacion deBNg-iu y Neufeld, 2000; Liwet al,
2001), por el contrario en astrocitos de rata l@vacion y translocacion de NikB
parecen estar integras, pero el ATP parece retducapacidad de unién de NdB- al
DNA (Lin y Murphy, 1997).
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MATERIAL Y METODOS.

1. MATERIAL.

Todos los estudios han sido realizados con culiurgicados de astrocitos tipo
1 cerebelares obtenidos de ratas Wistar de 6-7deéiagda post-natal. La utilizacion de
cultivos cerebelares permitié aplicar la experiaracumulada, y el hecho de utilizar
una fuente celular definida, en region y tiempalégarrollo, facilita la asignacién de un
papel funcional a la conducta observada y reduceatabilidad celular, aspecto
importante porque los astrocitos son notoriamemterbgéneos en sus capacidades,

dependiendo de la region de procedencia.

El animal seleccionado es el apropiado para esigepto de investigacion
puesto que las instalaciones de cria y sacrifisi@reperfectamente adaptadas para ello,
ya que es una fuente celular de uso rutinario &nlaboratorio. Los animales fueron
suministrados por el bioterio del Edificio de CCld&alud de la ULPGC. El sacrificio

se realizo por decapitacion rapida siguiendo losogolosad hoc

Material general de laboratorio.

El instrumental y aparataje utilizado en la prep@made tampones, disoluciones
y medios incluyéo una balanza de precision modelol®>de METTLER y un
granatario CB-600PJ de COBOS Precision. Tambiéagaies magnético MS01 y de
membrana Shaker S-4, SkyLine de ELMI, vortex de neabBiotécnica S.L., y
pH-metro GLP 2 de CRISON. Las disoluciones se pegpa usando agua de alta
calidad suministrada por un equipo de filtracionadgia MilliQ® Gradient A10 de
Millipore. ElI material de laboratorio era de vidiRYREX o polipropileno, lavados con

agua destilada.

Para el procesado de muestras para Western-Bletomglementacion de
sueros, inactivacion de apirasa, etc. se dispusamdecentrifuga de mesa G-5 15R de
Beckman, y de un sistema de bafios y de un baf@sé&tico Tecton Bio, ambos de
SELECTA.

Para la conservacion de reactivos y productos sgusd de neveras a 4 °C, y
congeladores a -20 °C de Liebherr. Para la consérva largo plazo se dispuso de
congeladores a -70 °C verticales modelo ULT 138@%- de REVCO y ULTFreezer
de ThermoForma, y a-152 °C horizontal ultra [BRRC freede SANYO.
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Cultivos celulares.

La obtencion de las células para cultivo se reatin@ material de acero
quirtrgico de REDA. La disecciéon y limpieza de tmiles se llevé a cabo bajo un
estereoscopio Type 102 de NIKON, con una fuenttudele fibra 6ptica Fiber-Lite®
MI-150 de Doner-Jennsen industries. Para el reoueelular se usé una camara de

recuento de Neubauer y un microscopio modelo Alpbaf YS2 de NIKON.

La preparacion de suspensiones celulares y el mamejlos cultivos en
condiciones estériles se realizé en unas campanthsja de aire laminar modelos ASB
11 Cultair (n° serie 336) y BHA 48 M (n° serie 1182 Cultek S.L..

Los medios de cultivo y suero se esterilizaron e filtracion a través de
membranas de Millipore de tamafio de poro de 0.224%um, respectivamente,
autoclavadas, y se conservaron a 4 °C o a-20 t@wera. Para soluciones de pequefio
volumen se utilizaron filtros estériles para jedarde 0.22um de Millex. Los cultivos se
realizaron en placas de Petri de 35, 60 y 100 mmi@laetro Easy Grip, botellas de
75 cnf, placas de 6, 24 y 96 pocillos, todos estérilea paltivo tisular de BD Falcon.
La manipulacion de medios y tratamientos se realmotubos de fondo conico estériles
de 15 y 50 ml de BD Falcon. Los cultivos se margton en incubadores (con 5% £0
, 95% aire como condiciones de cultivo) Heraeu®\M'B0 / B. Braun Biotech S.A., y
Su seguimiento y control se realiz6 con un micrperoAxiovert 135 de ZEISS

acoplado a un sistema de captacion de imagenesIR{Sde SONY.

RT-PCR.

Los ensayos de biologia molecular se realizaron uan area reservada
especificamente para ello, y dotada de materiafeduido un juego complejo de

pipetas automaticas y puntas de pipeta), libré’Nigsas y DNasas.

Para la cuantificacion de RNA y la medida de laodtencia AsdA2so €n las
muestras se utilizd un espectrofotometro UltrosiHe0 Pro UV/visible de Amersham
pharmacia biotech.

Para las reacciones de sintesis de cDNA se emplgérmociclador modelo
MyiQ de BIO-RAD. Y para la amplificacion se dispude un termociclador modelo

Mastercycler Gradient de la casa Eppendorf para.FA@R productos de PCR se
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separaron en una cubeta de electroforesis subnfasiimntal para geles de agarosa de

Hybaid conectada a una fuente de alimentaciénglacaroforesis modelo 500 de atom.

La visualizacién de los geles se realizé con umsthaminador UV y un sistema

de adquisicion directa de imagenes con una canefatds digital modelo DC290 de

KODAK y un software asociado Quantity One de BIOIRA

Reactivos y productos quimicos.

Tabla 9. Técnicas de inmunofluorescencia.

Anticuerpos primarios

Casa comercial

Anticuerpos secundarios

Casa comercial

Anti-GFAP (conejo). SIGMA Anti-lgG de raton (H+L)- Alexa FluSr Invitrogen.
Anti-vimentina, (raton). 488, (cabra).
Anti-p38 MAPK, (conejo). Cell Signaling. Anti-IgG de conejo (H+L)- Alexa Flu6r
Anti-fosfo-p38 MAPK 546, (cabra).
(Thr180/Tyr182), policlonal, Anti-lgG de raton (H+L)- CJ"2, Jackson
(conejo). (cabra). ImmunoResearch
Anti-fosfo-NF«B p65 (Ser536), Anti-IgG de conejo (H+L) — CY'3, Laboratories, Inc.
policlonal, (conejo). (cabra).
Anti-NF-<B / p65 (Rel A) Ab-1, | NeoMarkers.
policlonal, (conejo). Anti-IgG de conejo F(ab’)- HRP, (burro), AMersham
Anti-NF-«B / p50 Ab-2, Anti-IgG de raton — HRP, (burro). Biosciences
policlonal, (conejo).
Anti-adenosina A1-R (C-19), Santa Cruz Otros productos relacionados Casa comercial

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-1kB-a (H-4), monoclonal,
(raton).

Anti-NFxB p65 (F-6),
monoclonal, (raton).

Anti-NOS2 (N-20), policlonal,

(conejo).

Biotechnology, Inc.

Medio de montaje para fluorescencia, | Vector
con DAPI, VECTASHIELD. Laboratories, Inc.
Glicerol. Anal&, BDH
Laboratories.
Tritén X-100. Scintrofi, BDH
Laboratories.
Bisbenzimida H33258. SIGMA.

Paraformaldéhido.

Suero normal de cabra (NGS).

Light Antifade Kit, SlowFad®

Molecular Probes.

Acetona. Probus S.A.

Metanol PA-ACS-ISO. Panreac.

Aceite de inmersién para microscopia geZEISS.
fluorescencia Immersol 518 F.

SuperSignél West Pico PIERCE.
Chemiluminescent Substrate.

Esmalte de ufias transparente. ESther

Papel de impresion instantanea en blancALDRICH.

y negro, tipo 667.
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Tabla 10. Cultivos celulares.

Medio de aislamiento

Casa comercial

Otros producto&ont.)

Casa comercial

Cloruro sédico (NacCl).
Cloruro potésico (KCI).
Sulfato magnésico (MgSp
HEPES.

a-D(+)-Glucosa anhidra.
BSA.

SIGMA.

Hidrogenofosfato disédico
dihidratado (NgHPQ,-2H,0).

Anal®, BDH
Laboratories.

Otros productos

Casa comercial

Medio de cultivo DMEM.

SIGMA-ALDRICH.

Suero Bovino Fetal (FCS).

GIBCO.

Dnasa | grado Il de pancreas
bovino.

Roche.

Tripan Blue, solucion 0.4%, filtrado estéril,
testado para cultivo celular.

Poli-L-lisina en solucién.

PBS de Dulbecco.

PBS W/O de Dulbecco.

EDTA.

Bicarbonato sodico (NaHGY testado para
endotoxina e hidridoma, HYBRY-MAX

Penicilina G, sal sédica, testada para culti
celular.

Estreptomicina, sulfato.

Sulfato de gentamicina, en solucion, testa
para cultivo celular.

Tripsina (EC 3. 4. 21. 4) tipo IX de pancre
porcino.

SBTI.

SIGMA.

a

i

Tabla 11. Agentes farmacolégicos utilizados.

Ruta inductora

Casa comercial

Ruta supresora (cont.

Casa comercial

IL-1B, humana recombinant&.(coli), Roche Adenosina. SIGMA.
filtrada estéril. Apirasa de patata
IFN-y, humano recombinant& (coli), Reactive Blue.
filtrado estéril. Dibutiril-AMP ciclico
IFN- v, murino recombinant¢e. coli), Calbiochem MRS-1523.
filtrado estéril DMSO, filtrado estéril.
SB-203580. NC-fenil-AMP ciclico. BIOLOG LSI.
SP-600125. 8-pCPT-2"-O-metil-AMP ciclico.
PD-98059. CGS-21680 hidrocloruro. TOCRIS.
FTI-277. IB-MECA.
LPS. SIGMA. ZM-241385.
Anisomicina deS. griseolus PSB-1115.
TNF-a, humano. PreProTech. ATP. Roche.
L-Sepiapterina. SIGMA-ALDRICH. Adenosina-desaminasa (ADA). | SIGMA-ALDRICH.

L-NAME.
LY-294002, hidrocloruro.

Suramina, sal sédica.

Ruta supresora

Casa comercial

KT-5720.

H-89.

GGTI-286.

MDL-12330A, hidrocloruro.

Forskolina deColeus forskohlii

Calbiochem.

a,B-metilén-ATP, sal de litio.
PPADS.

DPCPX.

8-CPT.

BAPTA-AM.

NE-ciclopentil-adenosina (CPA).

MRS-1754.
NECA.
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Tabla 12. Productos relacionados con determinaci@s funcionales.

Electroforesis de Western-Blot

Casa comercial

Biologia molecular (RT-BR).

Casa comercial

-mercapto-etanol, reactivo para| SIGMA. Oligo dT. BIO-RON.
electroforesis. Buffer 5X para reverasa,

Trizma® base, SigmaUltra. dNTP mix. (10 mMeach ong

Persulfato sédico (NaSs). Thermophilic DNA poly. 10X Buffer. | Promega

Glicina Inhibidor de RNasa Rnasin

Tweerf-20 Enzima RT (transcriptasa inversa).

Membrana de transferencia Millipore. MgCl, 25 mM
Immobilon-P de filtro de PVDF. DNA polimerasarag

Acido acético glacial. Anafa BDH Cebadores L-19. ClonTech

Laboratories.

Cebadores NOS-2.

DNA International

Leche desnatada en polvo. Central Lechera Agarosa (D-1 LOW EEO) Pronadisa
Asturiana, S.A. Marcadores de pesos moleculares de GibcoBRL.

Rojo Ponceau. GURR. DNA, 100bp DNA Ladder

SDS, reactivo para electroforesig. BIO-RAD. Bromuro de etidio. SIGMA.

Solucion al 40% de
Acrilamida:bisacrilamida 29:1
(3.3% C).

TEMED

Marcadores de pesos moleculare

patronesPrecision Plus

Protein™ Dual Color

D

2]

DEPC.

Determinacion de nitritos

Casa comercial

Nitrito s6dico (NaNO).
N-(1-naftil)etilendiamina.
Sulfanilamida.
2,3-diamino-naftaleno (DAN).

SIGMA.

Standards. Hidroxido sodico (NaOH). SIGMA-ALDRICH.
Papel de filtro. Acido ortofosforico (HPOy). Fluka.
Acido clorhidrico (HCI). MERCK.

Otras determinaciones (kits)

Casa comercial

Kit de cuantificacion directa de ATP mediante Iuisdencia.

Thermo-Labsystems

Kit de cuantificacion directa de AMP ciclico. SIGMA.
Kit de cuantificacion de proteinas.

Tris

La noradrenalina de Laboratorios Andalucia Farmi@ceu S.A. fue

generosamente cedida por D. Félix Cabrera (Dpt&i€ecias Clinicas de la ULPGC).
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2. METODOS.

2.1. Obtencidn de astrocitos primarios cerebelosak rata.

Todos los estudios se realizaron en cultivos maafos de astrocitos tipo 1
cerebelares obtenidos de ratas de 6-7 dias depuktanatal, segun el método descrito

por Jiménez y cols. (Jimenetal, 1999).

Los animales se sacrificaron por decapitacion.dessbelos, tras su localizacion
se separaron del cerebro con la ayuda de mateiidrgico estéril, y se introdujeron
inmediatamente en un vial con medio de aislamiestéril (tabla 13) suplementado con

antibioticos (100 Ul/ml penicilina + 10@y/ml estreptomicina) y frio.

Tabla 13. Composicion del medio de aislamiento.

Reactivo | Concentracion Reactivo | Concentracion
NaCl 130 mM HEPES 10 mM
KCI 4 mM a-D(+)-glucosa anhidra 15 mM
NaHPO,-2H,0 @ 10 mM BSA 50 uM
MgSO, 1.5 mM

pH 7.4

Brevemente, tras la retirada de las meninges lségvemscopio, se trasladaron al
interior de una campana de flujo laminar y se @oge con tijeras y escalpelo en
fragmentos menores de 1mm. Posteriormente, sediboada disgregacion tisular por
incubacion en medio de tripsinizacion (medio déaeaigento suplementado con tripsina,
EC 3.4.21.4, 25@g/ml), en presencia de DNasa | 20 Ul/ml (para redacformacion
de fibras y la consecuente pérdida de rendimieista preparacion se incubd durante
30 min en un bafio termostatico a 37 °C. La digestidn tripsina se detuvo con la
adicion de SBTI (inhibidor de tripsina de soja)galcanzar una concentracion final de
250pug/ml preparado en medio de aislamiento, y seguidtéange centrifugd a 65 xg

durante 10 min.

El sedimento obtenido a partir de la centrifugacénresuspendié en 2 ml de
medio de trituracion (medio de aislamiento eststiplementado con 20 Ul/ml de
DNasa | y 1.5:M de MgSQ) y se disperso haciéndolo pasar a traves de pipetsteur
de vidrio (las puntas fueron pulidas y estrechad&sego hasta diametros aproximados

84



MATERIAL Y METODOS.

de 0.5-0.7 mm y 0.1-0.2 mm). Esta trituracion selqmgd hasta dejar de observar

material sin triturar en suspension.

A continuacion se procedié a la purificaciéon deptaparacion en medio de
aislamiento estéril, mediante centrifugacion dwardtc min a 70xg, y tras la
resuspension del sedimento en medio de cultivo DMEla 14) suplementado con
antibiéticos (100 Ul/ml penicilina + 10@y/ml estreptomicina), se volvié a centrifugar

en las mismas condiciones.

Tabla 14. Composicién del medio de cultivo Eagle adificado por Dulbecco (DMEM).

Sales inorganicas | Concentracién Aminoéacidos | Concention
CaCb 116.6 mg/L L-Alanina 4.45 mg/L
CuSQ-5H0 0.0013 mg/L L-Arginina-HCI 147.5 mg/L
Fe(NG)s-9H,0 0.05 mg/L L-Asparagina-kD 7.5 mg/L
FeSQ:-7H,0 0.42 mg/L L-Aspartato 6.65 mg/L
MgCl, 28.66 mg/L L-Cisteina-HCI-ED 17.56 mg/L
MgSO, 48.84 mg/L L-Cisteina:2HCI 31.29 mg/L
KCI 311.8 mg/L L-Fenilalanina 35.48 mg/L
NaCl 6.996 g/L L-Glutamato 7.35 mg/L
NaH,POy 71.02 mg/L L-Glutamina 365 mg/L
NaHPO, 54.3 mg/L Glicina 18.75 mg/L
ZnSQy-7H0 0.432 mg/L L-Histidina-HCI-HO 31.48 mg/L
Vitaminas Concentracion L-Isoleucina 54.47 mg/L
Niacinamida 2.02 mg/L L-Leucina 59.05 mg/L
Piridoxal-HCI 2 mg/L L-Lisina-HCI 91.25 mg/L
Piridoxina-HCI 0.031 mg/L L-Metionina 17.24 mg/L
Riboflavina 0.219 mg/L L-Prolina 17.25 mg/L
Tiamina-HCI 2.17 mg/L L-Serina 26.25 mg/L
Vitamina B, 0.68 mg/L L-Treonina 53.45 mg/L
D-Biotina 0.0035 mg/L L-Triptéfano 9.02 mg/L
Cloruro de Colina 8.98 mg/L L-Tirosina-2Na-2kD 55.79 mg/L
Folato 2.66 mg/L L-Valina 52.85 mg/L
Mio-inositol 12.6 mg/L Otros componentes Concentracion
b-Pantotenato- G4 2.24 mg/L f\cido Linoleico 0.042 mg/L
Acido Pirtivico-Na 55 mg/L
Acido Tiéctico 0.11 mg/L
D-Glucosa 3.15¢g/L
HEPES 3.57g/L
Hipoxantina 2.1 mg/L
Putrescina-2HCI 0.08 mg/L
Rojo de Fenol-Na 8.63 mg/L
Timidina 0.37 mg/L

85




MATERIAL Y METODOS.

Tras resuspender el sedimento en 10 ml de medioNdMB& cuantificacion del
namero de células se realizé en una camara de NeulRara ello se diluyeron 1QD
de la suspensiéon celular (en DMEM) en 1 ml del noismedio (dilucion 1:10). Un
alicuota de 10Ql de esta dilucion se mezcldé con el mismo volumenadul tripan
(dilucion 1:2), se mezclé bien y se hizo el recaebgjo el microscopio 6ptico,
Unicamente se consideraron células viables aquetipaces de excluir el colorante,

contandose por tanto soélo las células no azules.

La conversion del nimero de células/campo en Hhalase llevdé a cabo
empleando el siguiente factor, que tiene en cueaitasolumen de la camara
(0.1 mm/cuadro):

Células/ml = Células viables x 40 dilucion (x10 x2)

El porcentaje medio de células viables que exclalaolorante azul tripdn era
superior al 90 %, y el rendimiento celular meditorera de 12-15-f@élulas/cerebelo.
La cantidad 6ptima de células en la siembra, @apadliferacion de este tipo celular en
las condiciones experimentales elegidas para esdtajo, fue de 500.000 células/ml y
20 mi/botella de 75 cm(10’ células/botella). El medio de cultivo empleado BEM
suplementado con antibidticos, 10 % FCS (sueronoofétal) y gentamicina 50g/ml.
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Cerebelos d
varias ratas en
ma-Ab

Retirada de
las meninge:

Troceado ;

N
DNasa |

Centrifugacion y
disgregacion del tejido
(puntas Pasteur pulidas)

307, 37°C

Centrifugacion en ma-Ab

Centrifugacion en DMEM-Ab

[ m—

—

Medio de .
cultivo liquido Recuento y siembra
(DMEM:-Ab) (500.000 células/ml) |

Suspensio
celular

Figura 28. Obtencion de astrocitos primarios ceredlosos de rata.

Adaptacion del método descrito por el grupo de ®WRton (Duttoret al, 1981).

2.2. Agitacion de las botellas para purificacion decultivo.

Cuando los cultivos primarios de astrocitos cexsmd estan proximos a la
confluencia son purificados para seleccionar astr®tipo-1 por agitacion (McCarthy y
de Vellis, 1980), lo que evita la contribucidon de rhicroglia, que puede ser muy

significativa en términos de actividad NOS, asi oaia células del linaje O-2A.
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Para la agitacion se sustituy6é el medio de culpen20 ml/botella de medio de
cultivo suplementado con HEPES 20 mM y ajustadbl & 3. La agitacion tuvo lugar a
temperatura ambiente durante 18 horas a 280 rpomeamitador orbital. Después se
retird el medio, se hizo un lavado con 20 ml de P&Safadié medio de cultivo y se

dej6 incubando otra vez hasta la confluencia.

En la figura 29 se muestran fotografias represeatatie microscopia éptica de
fluorescencia tras inmunocitoquimica con anticuerpmti-GFAP, observandose la

eficacia de la agitacion en la pureza astroglibtdhivo:

Antes de la agitacion

Tras agitacion

Fluorescencia (GFAP)

Figura 29. Fotografias de inmunocitoquimica de flarescencia en cultivos agitados y no agitados.
En estas Ultimas se observan células que no erffhiterescencia roja correspondiente a la unién del
anticuerpo anti-GFAP, demostrando que no son astsocTras la agitacion y vuelta a la confluencia,

todo el campo esta ocupado por células GFAP



MATERIAL Y METODOS.

2.3. Pasaje de células subcultivo.

Una vez que las células del cultivo en botellal{fgr@ndo en monocapa) han
alcanzado la confluencia, se subcultivan por pasajeos recipientes.

Tras unos lavados con PBS sirfdg®* para eliminar todos los restos de FCS
del cultivo que pueden inhibir la actividad tripsiy de los cationes €ay Mg*
necesarios para la estabilidad de los anclajesipost se afiaden 3 ml/botella de medio
de tripsinizacion (solucion de tripsina 50§/ml y EDTA 200ug/ml en PBS sin Cani
Mg®") y se agita la botella observando el proceso arastopio 6ptico durante un

tiempo inferior a 1 minuto.

Cuando la mayoria de las células estan redondgaslasuspension se afladen 3
ml/botella de FCS para detener la tripsinizacioogmtinuacion se recoge el medio de la

botella y se pasa a un tubo para centrifugarlo xg7d@urante 15 min.

Finalmente, se resuspende el pellet en 10 ml de @MB y se hace un
recuento de células viables tal y como se descabiériormente (ver recuento-siembra
en la obtencién de astrocitos primarios cerebeldsasata) y se realiza la siembra en los
recipientes estériles apropiados para los distittasmmientos y estudios, segun se

describe en la tabla 15.

Tabla 15. Soportes de cultivo adecuados a cada dehinacion.

Determinacion Soporte
Nitritos. Placas de cultivo tisular de 24 pocillos
Western-Blot. Placas de Petri para cultivo tisular de 60 mm
Inmunocitoquimica. Placas de Petri de 35 mm (cubreobjetos de vidaiadios)
RT-PCR. Placas de Petri de 100 mm

Placas de cultivo tisular de 6 pocillos
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2.4. Tratamiento de cubreobjetos de vidrio estérie

Es necesaria la optimizacion del vidrio como stistde adhesion y crecimiento
celular. Aunque se ha utilizado paklernitina en algunas ocasiones en este estudio,
principalmente se trataron los cubreobjetos deiovidon FCS o con poli-lisina. Se
dejaron los cubreobjetos flotando sobre FCS opb$ina (soluciéon comercial 0.01 %)
en una placa de Petri durante, al menos, 1 hagenperatura ambiente en condiciones
de esterilidad. Posteriormente se lavaron los alipeéos en PBS o0 en agua destilada
estériles y se dejan secar en placas de Petri da88stériles (3 cubreobjetos/placa) a

temperatura ambiente.
2.5. Tratamientos.

Los agentes farmacoldgicos utilizados en este joapaus concentraciones de
uso se muestran en cada una de las figuras condisptes. Cabe mencionar la
composicion del tratamiento de inducciooitomix (IL-1p 500°ng/ml + IFNy
50°Ul/ml).

Protocolos de tratamiento y de recogida de muestras

Los agentes farmacoldgicos se afadieron segunosbcoto de tratamiento

correspondiente mostrado en las tablas 16 y 17.

Respecto al protocolo de recogida de muestras,n@®maomo tiempo cero el
momento en el que se afiade el tratamiento de irude la NOS-2djtomix (IFN-y +
IL-1B), TNF-0. 0 LPS) o el activador permeable de JNK y '8, anisomicina. A
partir de este momento, se recogieron el mediautter@ por aspiracion o las muestras

celulares por raspado de la monocapa de célulala @8).

Tabla 16. Protocolo de tratamiento: farmacos afiadids 60’ antes queitomix.

L Agonistas de 3 Antagonistas | Otros
Purinérgicos . Moduladores de NOS-2 Analogos del cAMP )
purinérgicos de MAPKs antagonistas
ATP CPA L-NAME Dibutiril-cAMP SB-203580 MDL-12330A
Adenosina CGS-21680 L-Sepiapterina 6-fenil-cAMP SP-600125 FTI-277
a,B-metilén-ATP NECA 8-CPT-2'-O-Me-cAMP PD-98059 GGTI-286
IB-MECA LY-294002
Farmacos de la tabla 17 si no se han afiadido purirgicos
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Tabla 17. Protocolo de tratamiento: farmacos afiadids 90’ antes queitomix.

Antagonistas de receptores purinérgicos

Otros, re@onados con purinérgicos

ATP Adenosina Adenosina-desaminasa (ADA)
PPADS DPCPX Apirasa
Azul reactivo 2 (RB-2) | 8-CPT Apirasa inactivada (1 h, 95 °C)
Suramina ZM-241385 Dipiridamol
MRS-1754 BAPTA-AM
PSB-1115 H-89
MRS-1523 KT-5720
Tabla 18. Protocolo de recogida de muestras.
Medio de cultivo Muestras celulares

Tras 24 horas

Tras 10 minutos

Tras 60 minutos Tra8 horas

Tras 6 horas

Determinacion de

nitritos.

fosforilada mediante

Western-Blot.

intracelular mediante
ELISA.

Determinacion de p38™

Determinacion de [cAMP]

fosfo-p65 mediante
inmunocitogquimica.

Estudio de degradacion deBto.
mediantéWestern-Blot.

Determinacion de p65 fosforilada Determinacion de
mediantéNestern-Blot. mRNA de NOS-2
Estudio de localizacion de p65y, mediante RT-PCR.

Estudio de sintesig
de NOS-2
mediante
Western-Blot.

2.6. Determinaciones funcionales.

Medicion de ATP: Método de luciferina/luciferasa.

Esta medicion se basa en la siguiente reaccidaljzada por la luciferasa:

ATP +D-luciferina + Q — oxiluciferina + AMP + PP+ CG, + LUZ

La luz generada es detectada mediante un luminontér utiliza el método en

su forma cinética en la que la velocidad de laadiéacy el ritmo de produccién de

fotones son constantes. De esta forma la intensidda sefal luminosa es proporcional

a la concentracion de ATP de la muestra. La algi#idad de este método permite

recoger multiples muestras de un mismo cultivohidxdlisis extracelular de ATP se

midié mediante cuantificacion del ATP extracelyter luminiscencia con un sistema

comercial (ThermoLabsystems) y en un lumindbmetroelm 1253 de la casa comercial

BioOrbit, utilizando patrones de ATP exdgeno (vetgcolo en la tabla 19).
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Tabla 19. Protocolo de determinacion de ATP mediaetluminometria.

130ul buffer
+ 50ul muestra/patrén 1° valor (blanco)
+ 20ul ATPmr 2° valor (muestra/patrén); Valor real = 2°-1°

Todos los reactivos se mezclan en una misma cueeliaminémetro. La concentracion de ATP
en las muestras se determind por interpolaciéradsefial luminosa determinada en la muestra en una
curva patron obtenida al medir estandares de ctiaogn conocida (0.2 — M) de ATP. La sefial de

patrones y muestras fué obtenida usando la mismelanesactiva.

Determinacion de nitritos en el medio extracelular.

Todos los efectos que, sobre la actividad NOSgtieestos tratamientos han
sido determinados cuantificando los nitritos acwadas en el medio tras 24 horas de
incubacion con etitomix (IL-1p 500°ng/ml + IFNy 50°Ul/ml). Los soportes de cultivo
han sido placas de 24 pocillos conteniendo 1 mhmeelio de cultivo, y la lectura
colorimétrica de este medio recogido se realizplaoas de 96 pocillos en un lector de

placas y ssoftwareasociado.

NO- + Q — NOy

NO; + 2H — H,0O + NO'

Para ello se ha usado fundamentalmente la reaa@orGriess (Fig. 30).
Alternativamente, la acumulacion de nitritos en rmakedio extracelular puede
determinarse fluorimétricamente, mediante la réecde DAN/NAT. Como muestra la
figura 31, los nitritos/NO- pueden reaccionar cordiamino-naftaleno (DAN) para
originar un compuesto fluorescente, el nafto-tlia@®AT). Esta reaccién presenta
mayor sensibilidad que la reaccion de Griess. Nsiapibe, dada la elevada produccion
de NO- en los cultivos utilizados se empleo rutamaente la determinacion por Griess

en todo este trabajo.

Ambos métodos requieren la preparacion de una cyvardn con

concentraciones conocidas de nitrito sodico (Feoogit al, 1997). Para la
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determinacion por la reaccion de Griess, el rangade 0 a 8QM. La concentracion de
nitritos de la muestra se obtiene interpolando auespondiente valor de DO en la

grafica de la curva patron de NaNO.

Sulfanilamida

NO
H,NSO; NH, V
H+

«— NO* + H,0

H, NSO *EN tNH H,

N-(1-naftil)etilén-diamina
H NSOON N NH NHZ

Derivado diazélico

Figura 30. Reaccion de Griess para cuantificaciéde nitritos.
La induccion de NOS-2 se determind por la acumatade nitritos durante 24 horas, medidos por la
reaccién colorimétrica de Griess (Prieatal, 1997). Cada pocillo contenia 100de medio de muestra o

patrén y 10Qul de reactivo de Griess. La lectura se realiz6 arg6.

NO,"

H+
.
H H,O
Diamino-naftaleno

NO*
NH, N=N"
—> —

Figura 31. Reaccion de DAN/NAT para cuantificaciorde nitritos.
La induccion de NOS-2 (en presencia de argininajeserminé tras 24 horas de tratamiento mediante la

2,3-nafto-triazol

cuantificacion de NAT, un derivado fluorescentdaldl-nitrosilacion de DAN (Marzinzigt al, 1997).
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Tras la realizacion de un estudio comparativo deekperimentos (recogiendo y
midiendo la cantidad de nitritos tras la adicion amquinas a distintos tiempos)

obtuvimos la curva de la cinética de acumulaciénittéos mostrada en la Fig. 32.

100 | I

INO,1, %
al
o
]

0 . ‘ ‘ J_,/,/
C 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h '~ 24h
Tiempo (horas)

Figura 32. Cinética de produccion de nitritos indgida por citoquinas proinflamatorias.

El tratamiento de induccion fue witomix por una mezcla de IFN{50UI/ml) e IL-13 (500ng/ml). Los
resultados mostrados corresponden a la determmangdiante la reaccién de Griess de los nitritos
acumulados en el medio de cultivo tras la induccidmcitomix El resultado de la reaccidn se cuantificd

por colorimetria con un lector de placas a 562nm.

Se observa en la figura 32 el comienzo de la acacian de nitritos en torno a
las 4 6 5 horas tras la estimulacion ctomix por lo que la produccién de NO- por la
NOS-2 debe comenzar en torno a las cuatro horas l&rainduccion. La gran
acumulacion de nitritos tras 24 horas de trataroi@oin citomix permitidé marcar las
directrices experimentales que se seguirian eastb el trabajo: tratamiento durante
24 horas sin suero bovino fetal (FCS 10%).
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Determinacion semicuantitativa de la expresion d®8-2 (RT-PCR).

Aislamiento de RNA total.

El RNA total se extrajo a partir de placas de Peé&il00 mm de diametro
(1.67-168 células/placa) usando 1 ml de TRREAGENT vy siguiendo las instrucciones
del fabricante (SIGMA). Después se suplementaran drtractos con cloroformo
(200ul), se agitaron vigorosamente (15 seg) y centrifoigan frio (12000 xg, 20 min,

4 °C) para separar las fases (Chomczynski y Sat88i). Se afiadio a la fase acuosa
un volumen igual de isopropanol (2-propanol), ypil&s de 24 horas en reposo
(-20 °C), el precipitado de RNA se aislé mediargatigfugacion (12000 xg, 20 min,
4 °C), se lavo con etanol al 75 % a-20 °C paraieéimtodo el isopropanol y se dejo
secar a temperatura ambiente hasta eliminar todeetahol, posteriormente se
resuspendio en 1Q0 de HLO/DEPC.

La absorbancia se determind en alicuotasl)(8le cada muestra, obteniéndose
de forma consistente una relacidng#A,s0 siempre igual o superior a 1.8 y un

rendimiento de 40 £ 10g RNA total por tratamiento y placa.

Sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA a partir deufy de RNA total (75 min a 42 °C) se realizé en
un volumen final de 2Ql de tampdén de PCR suplementado con 500 ng dedpoli-
12-18, 1 mM dNTPs, 5 Ul de AMV-RT y 20 Ul de RNagsembas obtenidas de
Promega (Madison, WI, USA). Las muestras se proocasde acuerdo al protocolo
To-T2 mostrado en la tabla 22, después del cuaiyamlaron (-20 °C) hasta su posterior

utilizacion.

Tabla 20. Protocolo de transcripcion inversa y coposicion del tampén de PCR.

Transcripcién inversa (sintesis de cDNA). Composiin del tampén de PCR.

95

Temperatura Tiempo Reactivo Concentracion
70°C 15 min. KCI 50 mM

4°C 10 min. Tris-HCI 10 mM

48 °C 60 min. Tritén X-100 0.1%

75°C 5 min.

4°C pH 9.0
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Amplificacién por reaccion en cadena de la polimarfPCR).

Se incubaron 10l del producto de sintesis de cDNA (equivalentdé2%ng de
RNA) resuspendidos en tampon de PCR (volumen fieaR5ul) suplementado con
15 pmol (~ 125 ng) de cada cebador, 1.5 mM MgC0.625 Ul de DNA polimerasa

Taqg (Pharmacia, Barcelona, Espafia).

La amplificacion se realiz6 en un termociclador tdesycler Gradient
(Eppendorf). Con los perfiles térmicos y numerccibdos que se describen en la tabla
21. Como control interno de amplificacion se usoOptateina ribosomal L-19 (de
expresion constitutiva) y una pareja de oligonudai®es especificos comerciales
(ClonTech, PA, USA).

En estos experimentos usamos oligonucleétidos ampitarios de las
secuencias conocidas de NOS-2 de ratdn, que gefraganentos de amplificacion de
tamano caracteristico ya descrito y que reconoeenesicias del gen de NOS-2 de rata
(Santaneet al, 1996; Tabrauet al, 1997). Los cebadores y fragmentos esperados se
indican en la tabla 21.

El procedimiento comenzd con una fase comun deatiestizacion (3 min,
94 °C), seguido de una fase de hibridacion (990 88¢°C) y una de elongacion (90 seg.,
72 °C). Posteriormente se realizaron 25 ciclos éenaturalizacion (1 min, 94 °C),
hibridaciéon (90 seg., 59 °C) y elongacion (90 s&8.°C), finalmente se llevé a cabo

una ultima fase de elongacién de 7 min a 72 °C.

Tabla 21. Protocolo de PCR.

] . Fragmento @ T2 N°
Genes | Secuencia de bases de la pareja de cebadores - o )
amplificado | hibridacion | ciclos

S5 -CTGCAGGTCTTTGACGCTCGG-3

NOS-2 A5-GTGGAACACAGGGGTGATGCT-3

807 pb 58 °C 25

S5 -TGAAGGTCGGTCTGAACGGATTTGGC-3 o
L-19 A5-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’ 197 pb 58°C 25

Las condiciones de amplificacion en todos los casobasaron en estudios previos que demuestran la

linealidad de la sefial respecto al nUmero de ciclos
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Separacion y deteccion de los productos amplifisado

Los productos de amplificacion se suplementaron Boih de tampdn de
electroforesis, se extrajeron con cloroformo y aemaron en frio (-20 °C) hasta su
posterior analisis. Alicuotas (5-10) de las muestras amplificadas se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa (1.8 %), cartdaibromuro de etidio (dg/ml) en

tampon TAE. Las bandas se visualizaron con luavititeta.

Tabla 22. Composicion de los tampones.

De carga (en tampén TAE) TAE
Reactivo Concentraciéon Reactivo Concentraciéon
Glicerol 50 % Tris-acético 40 mM
Azul de bromofenol | 0.1 % EDTA 1mM
pH 8.0

2.7. Técnicas inmunoldgicas.

Western-Blot

Procesado de muestras.

El tratamiento se realiz6 en placas de Petri den60con células confluentes.
Tras el tiempo de estimulacion con los tratamies®safiadidé tampdn de carga (LB)
(para la determinacion de cinéticas de fosforilakia la placa y se despegaron las
células utilizando un rascador estéril, se pasd abo Eppendorf y se calenté el tubo
Eppendorf (bien cerrado) en el bafio a 100 °C denawdts de 20 min. Este proceso fué
realizado con una sola placa al mismo tiempo, gasrdo la realizacion del proceso lo
mas rapidamente posible. Para determinacionesrgges@ran de una determinacion de
proteinas se afadié tampdn de lisis, PBS-TDS, preeedio al contaje de proteinas

mediante el método del acido bicinconinico.

Método del acido bicinconinico (BCA).

Se basa en la propiedad de las proteinas de rezlumbre Il a cobre |, y en la
reaccion cromogeénica altamente especifica del cblren el acido bicinconinico,

gracias a la que se forma un complejo violeta (@omaximo de absorcién a 562 nm).
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De esta forma, al afiadir a la muestra sulfato teeecth y acido bicinconinico ambos en

exceso, la DO resultante es directamente propakteta concentracion de proteinas.

Cobre (Il) + proteinas> Cobre (I)

Cobre (I) + BCA— complejo violeta (562 nm)

Este metodo requiere la preparacion de una curirdrpaon concentraciones
conocidas de una proteina estandar, habitualmémimma de suero bovino (BSA). La
concentracion de proteinas de la muestra se obtmtegolando los valores de sus

respectivos valores de DO en la grafica de la cpatsdn de BSA.

Tabla 23. Composicion del tampén de carga (LB).

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
Tris 6.2 mM B-mercapto-etanol | 5 mM
SDS 2% Azul de bromofenol 1 %
Glicerol 20 %
pH 6.8

Separacion de proteinas mediante electroforesis.

Para la separacion se utilizaron cubetas de elertsis vertical modelo SE 600
Series de Hoefer Scientific Instruments conectadasa fuente de alimentacion modelo
EPS 600 de Pharmacia Biotech. Se utilizaron getepdliacrilamida en presencia de
SDS (SDS-PAGE) con un porcentaje de reticulaci@taado al tamafio de la proteina
de estudio (Maizelet al, 1970), y se incluyeron patrones de proteinas e

moleculares pretefiidos (BIO-RAD, Madrid, Espafiahcageferencia.

Las muestras de los distintos tratamientos seildliggeron en los pocillos,
poniendo la misma cantidad de proteinas {@@0o un volumen en relacién 2:3 de

proteina total : proteina fosforilada.
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Posteriormente se sometieron las proteinas a séfarelectroforética con el
amperaje constante y el voltaje suficiente parangrtal amperaje, a 4 °C y durante el
tiempo necesario para cada proteina, variando &ntr& horas.

Transferencia e Inmunodeteccion.

Tras transferir las proteinas del gel a membraradrahsferencia modelo
Immobilon-P (Millipore) mediante un sistema de sf@mencia en humedo (modelo
Mini PROTEAN® de BIO-RAD) conectado a la fuente démentacion con un
amperaje de 150 mA, un voltaje de 20 V, y una potete 1 W, a 4 °C durante 18 — 24
horas. Tras la transferencia se incubaron las namabr en solucion de bloqueo
(TBS-T) durante, al menos, una hora a temperatonidieante. Y, posteriormente, se
incubaron con el primer anticuerpo a la dilucigrafirecomendada por el fabricante, en
TBS-T. Posteriormente se lavan las membranas ettamente (5 lavados durante 10
minutos) con tampdén TBS-T y se incuban durante énhuna dilucion 1:2500 de
anticuerpo secundario anti-lgG conjugado a la pmatéHRP (peroxidasa de rabano)
(Amersham Biosciences, Madrid, Espafia) en una mgrheion y se visualizaron las
proteinas usando reactivos de quimioluminiscenciupérSignal® West Pico
Chemiluniniscent Substrate) y siguiendo las insiames del fabricante . Estas
membranas se analizaron mediante una camara dmaiftolaroid de Amersham Life

Science y una maquina de revelado CURIX 60 de AGFA.

Tabla 24. Composicion de TBS-T

Reactivo Concentracién Reactivo Concentracion
Tris 10 mM Leche desnatada en polvo (bloqueo) 5 %

NacCl 150 mM Leche desnatada en polvo (incubacionB %

Tween-20 0.05%

Cinéticas de fosforilacion: p¥8°X v p65.

Tras comprobar que los astrocitos primarios tip@xpresan p3%¥X se
realizaron diferentes experimentos de inducciénaskeocitos primarios cogitomix

(IFN-y + IL-1B) y posterior andlisis medianWestern Blopara estudiar la cinética de

99



MATERIAL Y METODOS.

fosforilacion de p3¥*7¥ tras esta induccién. Para ello se utilizaron aetigos
especificos de p¥8~ y de p38“FX fosforilada en THFYTyr'®? (lugar de activacion
de esta quinasa por citoquinas pro-inflamatoriasn@eaucdet al, 1995; Palssoet al,
2000)) (Fig. 33).
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Figura 33. Cinética de fosforilacién de p3%*¥.

El tiempo O’ representa el momento de adicionad@mix Las fotografias de la parte superior de la
figura corresponden a un resultado significativadalisis de las muestras mediaWestern Blgtpara el
que se utilizaron anticuerpos especificos de p88t(al) y de p38 fosforilado en THYTyr'® La grafica

ha sido obtenida mediante densitometria de, al mdres experimentos en los que se estudio laicinét

de fosforilacion de p38 en Tl Tyr'®2

La figura 33 muestra la fosforilacion de*38X a partir de los cinco minutos (de
estimulacion comitomix), con un maximo a los 10 minutos, a partir del comienza a
descender la cantidad de proteina fosforilada. pAsis, en todos los experimentos

posteriores se midié la fosforilacién de 38 10 minutos tras la induccién.

100



MATERIAL Y METODOS.

Para determinar la cinética de fosforilacion dedeana 536 de la subunidad p65
de NF«B realizamos diferentes experimentos induciendooesbs primarios con
citomix y deteniendo el proceso a distintos tiempos, éssiltados de este estudio se

muestran en la figura 34.
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Figura 34. Cinética de fosforilacién de p65.

El tiempo 0’ representa el momento de adicion ai@mix Las fotografias de la parte superior de la
figura corresponden a un experimento significatieoanalisis de las muestras mediaestern Blat
para el que se utilizaron anticuerpos especifieopéd (control) y de p65 fosforilado en la seriBé.5.a
grafica de la parte inferior ha sido obtenida meidiadensitometria de, al menos, tres experimentos

revelados en los que se estudio6 la cinética deritesfion de p65 en la serina 536.

Se observa en la figura 34 un aumento de p65 ftziar a partir de los
30 minutos, con un maximo a los 60 minutos que aetemdrd a partir de este tiempo.
Asi pues, en todos los experimentos posterioresi@® la fosforilacion de p65 en la

serina 536 tras una hora de induccion.
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Inmunocitoquimica — microscopia de fluorescencia.

Los ensayos inmunocitoquimicos se realizaron saitreobjetos redondos
estériles de 10 mm de didmetro (ver “Tratamientoud®eobjetos de vidrio estériles”).

Procesado de muestras (Fijacion).

Los tratamientos se afadieron al medio de las pldeaPetri de 35 mm que
contenian los cubreobjetos tratados sobre los geeian las células a tratar. Este
método ofrece la posibilidad de realizar estudmstpplicado (3 cubreobjetos:placa).

Tras el tiempo adecuado a cada tratamiento seléifanélulas sumergiendo los
cubreobjetos, bien en acetona:metanol en relaci@inai?20 °C durante 10-20 min
(proteinas no solubles y de gran estabilidad taleso la proteina GFAP del
citoesqueleto de astrocitos), bien en paraformaldedl 4 % en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente y en oscuridad (proteinadlesiio compartimentalizadas tales
como p38“PK o0 p65).

Aungque, una vez que las células de los cubreobjestdn fijadas pueden
conservarse a-20 °C hasta el momento de uso, senggr continudé la

inmunocitoquimica inmediatamente después de laidifa

Técnica.

Todos los pasos sucesivos se realizaron a tempei@nbiente. La preparacion
se rehidraté en PBS/BSA (3 %) y bloqued con BSAG|BTriton X-100 (0.1 %) en PBS
durante 1-2 h.

Tras dos lavados con PBS, los cubreobjetos fuermubados durante

18-24 horas a 4 °C con los anticuerpos primarioespondientes segun la tabla 25.

Tabla 25. Dilucion de los anticuerpos primarios ulizados.

Anticuerpo (animal productor)  Dilucion Anticuerpo (animal productor) = Dilucion
Anti-GFAP (conejo) 1:400 Anti-p65 (ratén) 1:200
Anti-vimentina (raton) 1:100 Anti-fosfo-p65 (conejo) 1:600
Anti-p65 (conejo) 1:200 Anti-p50 (ratén) 1:200

El medio de dilucidn de los anticuerpos fue PBSesupntado con BSA (3%) y NGS (2%).
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A continuacién los cubreobjetos se lavaron 3 vexes PBS para eliminar el
exceso de anticuerpos primarios y se mantuvierosolrcion de blogqueo durante un
periodo de 10 min, tras el que se lavaron 3 veneBRS y se incubaron durante, al
menos, una hora a 37 °C con anticuerpos secungaadscidos en cabra, anti-IgG de
raton conjugados con FITC (para revelar viment;edn Cy2™ 1:40 (para revelar p65
0 p50), anti-IgG de conejo conjugados con TRITOgpavelar GFAP) o con Cy3™
1:20 (para revelar p65y fosfo-p65).

El exceso de anticuerpos secundarios se elimin@sdeubreobjetos mediante

varios lavados durante una hora con PBS estéihadratura ambiente.

Para el montaje de las preparaciones se utilizétinthmente medio de montaje
formado por SlowFade Light Antifade Kit (Molecular Probes) suplementado con
bisbenzimida Jug/ml, o bien el medio ya preparado con DAPI, Vdutld® (Vector
Laboratories, Inc.). Finalmente, se montaron |dsreobjetos sobre portaobjetos y se

sellaron con esmalte de ufias para retrasar laat@érale las muestras.

Microscopia confocal.

Las muestras procesadas por inmunocitoquimica g$edi@on con un
microscopio especifico Axiovert 1M-200 de dos lasefHelio/Nedn y Argon) con un
moédulo de microscopia confocal LSM-510 “Pascal’bamde ZEISS, y ssoftware
asociado. Todos estos aparatos y sistemas infaosate encuentran instalados en el
Area de Bioquimica y Biologia Molecular del Dptoe dioquimica y Biologia
Molecular, Fisiologia, Genética e Inmunologia, Bdificio de Ciencias de la Salud de

la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.

Para el estudio de la localizacion de kB--en las células, recurrimos a la
microscopia confocal porque el MB- inactivo se encuentra en el citoplasma pero
preferentemente dispuesto en la zona perinucleastocitos (Akamaet al, 1998;
Krushel et al, 1999), esto hace que la microscopia Optica naayeoporcionar su
localizacion exacta debido al espesor de las krida region perinuclear.

La microscopia confocal permite obviar el probleeda luz procedente de las
regiones superiores e inferiores, es decir, dedsgspde la célula. Realizamos capturas

de imagenes de una zona focal con un espesor astédna micra centrado en la zona
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media de la regidn nuclear de la célula. En estemsliciones es posible distinguir

claramente ndcleo y citoplasma (ver Fig. 35).

Figura 35. Ejemplo de la utilidad y necesidad de lanicroscopia confocal.

Ambas fotografias corresponden al mismo cultivoeyobserva como en la fotografia digital parece
localizarse p65 principalmente en el ndcleo, aurgumicroscopia confocal confirma que realmente se
encuentra en el citoplasma. En ambos casos, laipeop65 esta marcada con un anticuerpo ligado al

flurocromo Cy3.

Ensayos de produccién de cAMP.

Procesado de muestras.

Las placas multipocillo (24 pocillos) se dispusieomn su base sumergida en un
bafio termostatico de agua a 37 °C. El medio devoulimponado con CZHCOs fue
retirado y se adicion6 medio tamponado con HEPES efla forma se garantiza la
maxima funcionalidad fisiologica de las célulaseyfacilita la adicion y retirada de

agentes al medio de cultivo.

Los cultivos se estumularon durante 10 min. contides agentes
farmacoldgicos (véase méas adelante). Después iular ret medio se detuvieron los
procesos celulares con 20@ipocillo de HCI 0.1 M, y se homogeniz6 la muegia
pipeteo repetido. Finalmente, se centrifugaron dagractos celulares a 13000 xg
durante 10 min. y a 4 °C para eliminar los resebdslares particulados que quedan en el
precipitado. Las muestras se mantuvieron a-20 8@lg momento de uso.
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Cuantificacion del cAMP por ELISA.

Para este estudio se ha utilizado un kit comer@G#GMA), el cual es un
inmunoensayo competitivo para la determinacién AR en muestras bioldgicas. La

figura 36 describe graficamente la técnica.
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Figura 36. Técnica de ELISA competitivo.

El kit utiliza un anticuerpo policlonal anti-cAMRug se une de forma competitiva al CAMP de la maestr
o al cAMP proporcionado por el kit y que tiene umslécula de fosfatasa alcalina (AP) unida
covalentemente. Tras esta reaccion tendremos tsiarpos anti-cAMP unidos a cCAMP de la muestra y
a cAMP-enzima del kit, entonces se incuban las trag®n una placa de 96 pocillos cubiertos con
anticuerpo secundario. Tras un lavado, se afiasigstato de la fosfatasa alcalina (p-nitrofenifdos) y

se deja incubar, generando un color amarillo quéeig® posteriormente a una longitud de onda de
405 nm en un espectrofotometro lector de placa®d bamedida resulta asi menor cuanto mayor sea la
[cAMP] de la muestra, al desplazar al cAMP-uniddR. Para la cuantificacion se emplea una curva
patrén construida a partir de estandares de cAM&deentracion conocida (suministrado con el kit) e
escala logaritmica frente al porcentaje de unideroto.

Para el estudio de la [cCAMP] se utilizaron valoragos log[cAMP] se situaban
sélo en la parte lineal de la curva (entre losnesd y 2.1), en la que el valor dgy&
era inversamente proporcional al logaritmo decideala [CAMP]. Se obtuvo una curva

patrén similar a la mostrada en la figura 38 elusevalores de [CAMP] 10 y 125 nM.
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Figura 37. Valores de [cCAMP] utilizados en el estlio.

Se observa la linearidad de la curva entre losrgalde log[cAMP] 1y 2.1, equivalentes a 10 y 1Rb n
respectivamente.
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1. INDUCCION DE NOS-2 Y SU SUPRESION POR ATP.

Con la intencién de comprobar que en las condisiangerimentales bajo las
que se desarrollaba este trabajo tienen lugarr&asipas descritas en la bibliografia y
sobre las que se basa este proyecto de investigddimdulacion por ATP y derivados
purinérgicos de mecanismos pro-inflamatorios (NQ$¢Rel sistema nervioso central”,

se realizaron previamente los experimentos sigesent
1.1. La induccion de NOS-2 por citoquinas pro-inflenatorias.

Una primera premisa para nuestro estudio es qued8-2 es inducida en
astrocitos por citoquinas pro-inflamatorias (Akta@p4). Como se ha descrito antes, el
NO- se convierte en NQ cuya acumulacion en el medio es una medida detiadad
de NOS-2 . Para determinar la actividad inducci@ NOS-2, determinamos la
acumulacion de nitritos a distintos tiempos, raitorrespondientes a la produccion de
NO- por la enzima NOS-2 tras la induccion de laresipn del gen por un tratamiento

con citoquinas.

El tratamiento estandar de induccién consistio @a unezcla de IFN-
(50 Ul/ml) e IL-18 (500 ng/ml) ¢itomixX) presentado durante diferentes tiempos hasta
24 horas (ver “Protocolo de tratamiento” en “Maikyi Métodos”). Para confirmar que
los nitritos acumulados en el medio de cultivo peoen del NO- generado por la
actividad de NOS y no por otros mecanismos, siaridn dos agentes farmacoldgicos
permeables, la-sepiapterina, precursor de la BHofactor de la NOS y e-NAME,
un analogo de la-arginina que actia como inhibidor especifico deSNBbu-Soudet
al., 1994; Korthet al, 1994; Tabrauet al, 1997)
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Figura 38. Efecto de las citoquinas pro-inflamataas IFN-y + IL-1p sobre la actividad de NOS-2.

Los astrocitos en cultivo fueron tratados con lanlcimacién IFNy (50 Ul/ml) + IL-18 (500 ng/ml)
(citomix) durante 24 horas, de forma aislada y en comhinacon L-sepiapterina (2QM) o con
L-NAME (200uM). Al final de los experimentos se recogieron logdios de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica de<$sr Los resultados mostrados (media =+ SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

La grafica de la figura 38 muestra claramente uespuesta celular a la
induccién con etitomix que supone un aumento de aproximadamente 35 £€k Va
produccion basal de nitritos. Esta induccién esnt&la por accion del-NAME y
potenciada por la-sepiapterina. Estos datos confirman que los alwosetd nitritos por

accion dekitomixse deben al aumento en la actividad de NOS.

La acumulacion de nitritos por accién d@fomix es muy superior a lo que
cabria esperar en el caso de tratarse de una @fasnas constitutivas de NOS, lo
qgue nos lleva a concluir que la responsable deleatoren la concentracion de nitritos
en cultivos de astrocitos primarios por accionaiteimix es la isoforma NOS-2 o0 iINOS,
la Unica isoforma capaz de producir suficiente N@ra dar cuenta de tal [ND

Ademas solo ella responde a la induccion por cita@gupro-inflamatorias.
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1.2. El ATP inhibe la induccién de NOS-2 por acciéde las citoquinas.

Una segunda premisa para este estudio consistau@relgATP suprime la
induccién del gen de NOS-2 producida por las citwagi pro-inflamatorias (Murphet
al., 1995; Lin y Murphy, 1997). Para confirmar estehte se coadministrarasitomix
y ATP al mismo tiempo y se tratd coitomixa células preincubadas durante una hora
con ATP.
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Figura 39. El pretratamiento con ATP inhibe la incduccion de NOS-2 por el citomix.

Astrocitos en cultivo fueron pretratados con ATB (M) durante distintos tiempos (0 — 90 minutos).
Tras este tiempo, las células fueron tratadascg@omix (IFN-y (50 Ul/ml) + IL-18 (500 ng/ml)) durante

24 horas. Al final de los experimentos se recogidas medios de cultivo para la determinacion de
nitritos mediante la técnica de Griess. Los redokamostrados (media + SEM) son datos obtenidos en

cuatro experimentos diferentes.

Se observa en la figura 39 una clara supresiéa dalliccion de NOS-2 por las
citoquinas cuando las células fueron preincubadasAd P durante una hora previa a la
inducciéon. Por el contrario, el ATP afadido al mistempo que ekitomix y la
preincubacion durante 30 minutos no ejercieron tmnegfecto significativo, indicando

gue el agente purinérgico precisa de un tiempoi@eela induccion para suprimir ésta.
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1.3. Estudio dosis-respuesta a ATP.

Para completar el estudio de los efectos del ntided@e adenina sobre la
induccién de la expresién de NOS-2 se realizarsinya&xperimentos dosis-respuesta

cuyos resultados se muestran en las figuras sigsien

En primer lugar, se determind la concentracion manide ATP capaz de
producir una supresion completa de la induccion NI@S-2 por las citoquinas
pro-inflamatorias, de los resultados obtenidos sestna la gréfica siguiente, en la que
se observa que en las condiciones experimentalestdetrabajo, esta concentracion

minima capaz prevenir totalmente la acumulacionigliéos ronda M.
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Figura 40. Efecto de diferentes concentraciones d€TP sobre la acumulacion de nitritos inducida

por citoquinas pro-inflamatorias.

Astrocitos en cultivo fueron pretratados duranta hara con distintas concentraciones de ATP. T8t&s e
tiempo, las células fueron tratadas citomix (IFN-y (50 Ul/ml) + IL-18 (500 ng/ml)) durante 24 horas.
Al final de los experimentos se recogieron los medile cultivo para la determinacion de nitritos
mediante la técnica de Griess. Los resultados awmssr (media + SEM) son datos obtenidos en cuatro

experimentos diferentes.

La figura 40 muestra una curva concentracion-regpueepresentativa de los
correspondientes experimentos sobre la supresib®pB de la induccién de NOS-2
por elcitomix Tras el analisis estadistico de los datos mesli@hprograma Microcal
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Origin Graph se obtuvo una 4£&=6.36 + 0.031IM. Se observd que basta una
concentracion de ATP de 8-u para obtener una supresion completa de la
acumulacion de nitritos. Por lo tanto, se utilizdauconcentracion 1OM como

tratamiento supresor estandar.
1.4. Mecanismo de accion del ATP. Sistema de segondensajero asociado al ATP.

Los receptores de ATP en astrocitos pueden estptagios a varias cascadas de
segundos mensajeros, pudiendo estar relacionadosacelevacion de la [G§; via
PLC-IP; (Nearyet al, 1988; Pearcet al, 1989; Kirischuket al, 1995; Guthrieet al,
1999; Wang Z.et al, 2000) o acoplado a una proteina quie estimula a la AC,
aumentando los niveles intracelulares de cAMP (INe&996; Nearyet al, 1996;
Jimenezet al, 1999; Laroche-Joubertt al, 2002; Nearyet al, 2003). Por ello
determinamos si el pretratamiento con ATP resuitalgin cambio en estos segundos

mensajeros.

Las variaciones en la [CE].

Se realizaron experimentos para determinar sidaisiaiones de los niveles de
Ccd" intracelular participan en la supresién por ATPa@éduccién de NOS-2 por las
citoquinas. Para ello bloqueamos las posibles ssfi# [C4]; durante una hora con
10uM de BAPTA-AM, la forma permeable del quelante d&*CLos resultados de
estos experimentos se muestran en la figura 4htes estudios, este tratamiento ha
mostrado una anulacién de las sefiales dé iBducidas por ATP en astrocitos de rata
(Dieter et al, 1993; Jordaret al, 1995; Urbano y Buno, 1998; Garcia-Leostaal,
1999; Andersoret al, 2004; Mongin y Kimelberg, 2005).
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Figura 41. Participacion de las variaciones en [fCa?"]; (BAPTA-AM).

Citomix estandar. ATP y BAPTA-AM fueron afiadidos una hgrdos horas antes de la induccion,
respectivamente. Al final de los experimentos segieron los medios de cultivo para la determinacio
de nitritos mediante la técnica de Griess. Losltados mostrados (media + SEM) son datos obtergdos

cuatro experimentos diferentes.

En la figura 41 se observa claramente como elgiegtriento con el quelante de
cd*, BAPTA-AM, no muestra un efecto significativo sebia ruta inductora ya que no
previene la induccion de NOS-2 porcgbmix ni tampoco interfiere en la supresion por
ATP, que continda siendo practicamente total. Estegltados permiten concluir que,
bajo nuestras condiciones experimentales, la nvadiin de las sefiales de fGano
participa en la ruta de induccion de NOS-2 poraquitpas ni en la ruta supresora

desencadenada por el ATP exdgeno.

Las variaciones en la [CAMR]

Tras haber descartado la participacion de las egftld C& intracelular en la
supresion por ATP, nos propusimos realizar un essmbre los efectos de la elevacion
de la [cCAMP] intracelular con el fin de comprobaresta via de sefializacion esta

implicada en el mecanismo supresor del agente gngjico.
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Figura 42. El dibutiril-cAMP reproduce los efectosde ATP.
ATP vy dibutiril-cAMP fueron afadidos una hora antis la induccion cortitomix Al final de los
experimentos se recogieron los medios de cultiva [gadeterminacién de nitritos mediante la técaiea

Griess. Los resultados mostrados (media + SEMYatws obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Con este objeto empleamos el dibutiril-cAMP, unlag@ permeable del cAMP
no hidrolizable por las fosfodiesterasas intraceld . En la figura 42 se observa que
este analogo reproduce por si mismo el efecto sapdel tratamiento con ATP, lo que
sugiere una implicacién de la elevaciéon de los lasséntracelulares de cAMP en la
supresion por ATP de la induccién de NOS-2 paciteimix Esto nos llevé a disefar
varios experimentos para conocer la variacion deA&P] intracelular y su posible

participacion en la supresion por el agente pugicér

Estudio de la variacion de [CAMPDbor ATP.

Para confirmar que los efectos supresores del AgtBnemediados por el
aumento en la [cCAMP] se determind la cinética de produccion de cAMV&ES tel
tratamiento con forskolina (activador permeablelaleAC) o con ATP, ambos en
presencia y en ausencia de IBMX (inhibidor permeat¢ la PDE, la enzima que
degrada el cAMP). Tras el tiempo indicado en Igsras 43 y 44, la adenilil-ciclasa fue
inactivada, las células lisadas y el contenidolaelkecogido para la determinacion de

cAMP como se describe en “Material y Métodos”.
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Figura 43. Produccion de cAMP por estimulacién d&C por forskolina.
El tiempo O corresponde a la adicién de forskol(ib@duM). ElI IBMX (50 uM) se afadiéo 30 minutos
antes que la forskolina. La cantidad de cAMP c@oade a un pocillo con aprox. 225000 células. Los

resultados mostrados (media + SEM) son datos almisr@n, al menos, tres experimentos diferentes.
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Figura 44. Produccion de cAMP por estimulacion d&C por ATP.
El tiempo O corresponde a la adicion de ATP (). El IBMX (50 uM) se afiadié 30 minutos antes de
la estimulacién con ATP. La cantidad de cAMP cqroegle a un pocillo con aprox. 225000 células. Los

resultados mostrados (media £ SEM) son datos aliisr@n, al menos, tres experimentos diferentes.
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Cuando comparamos las figuras 43 y 44 se apre@aclama similitud en el
perfil de acumulaciones de cAMP en respuesta a WdRorskolina, tanto en presencia
como en ausencia de IBMX. El ATP, por lo tantoinegta la AC en los astrocitos en la
misma medida que la forskolina. Ello indica que existen subpoblaciones o
compartimentos subcelulares de AC no sensiblesT& Axtracelular, lo que parece
apoyar la idea de que el efecto supresor del pgit@ esta mediado por la activaciéon
de AC.

También en ambas figuras se observa el efecto deDla de cAMP. En
presencia de IBMX, con la PDE bloqueada, el cAMRegado por la estimulacion de la
AC se acumula en el medio, describiendo una cuevgdcAMP] creciente hasta
aproximadamente 10 minutos de tratamiento, a p#etla cual se mantiene estable. Por
el contrario, en ausencia del mismo, la actividadlal PDE degradando cAMP se
manifiesta en el caracter transitorio de la eledadel CAMP, que cae a niveles basales
tras un maximo en torno a los 10 minutos de traatni Este pico maximo es un
30-40% menor que el maximo valor alcanzado con rfosmos tratamientos en
presencia del inhibidor de la PDE de cAMP.

A la luz de la cinética descrita en las figurasy481, en ulteriores experimentos
se utilizdé un tiempo de 10 minutos de incubaciérapa recogida de muestra para la
determinacion de la [CAMP] en otros tratamientos.

Estudio de la participacion de la AC (Adenilil Ce$a).

Para confirmar la hipétesis de que la participadénAC en la supresion por
ATP de la induccién de NOS-2 por las citoquinasipftamatorias llevamos a cabo un
estudio de determinaciéon de la produccién de odritras distintos estimulos en
presencia de un inhibidor de la adenilil ciclas®D(12330A).
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Figura 45. Participacion de la Adenilil Ciclasa.

El ATP fue afiadido una hora antes de la induccaimcgomix El MDL-12330A fue afiadido dos horas
antes de la induccion. Al final de los experimensas recogieron los medios de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica dee$Sr Los resultados mostrados (media £+ SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Los resultados mostrados en la figura 45 indicas lguinhibicion de la AC no
altera los niveles basales de produccién de, NO la induccion de NOS-2 por
citoquinas proinflamatorias, que permanece inta®it@.embargo, la preincubacion con
MDL-12330A blogue6é completamente la capacidad deP Ale suprimir la induccion,
lo que muestra claramente que la activacion dedas esencial para el efecto supresor
del ATP sobre la induccion de NOS-2.
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2. NATURALEZA DEL AGENTE PURINERGICO.

La elevacion de la concentracion intracelular déBAse correlaciona con la
adicién de ATP y con el efecto supresor de esteestzb inducciéon de NOS-2 por
citoquinas, sin embargo, se ha descrito una ragédmadacion extracelular del ATP,
por ello disefiamos experimentos para determinpetmanencia del purinérgico en el

medio extracelular.
2.1. ATP o adenosina.

Por otro lado, otros agentes pueden aumentar\‘acdas de la concentracion de
CAMP intracelular. Entre estos agentes se encudatrmdenosina, generada por la
degradacion extracelular del ATP descrita en lddghkafia. Por esta razén, decidimos
estudiar la posible participacién de la adenosoraaagente supresor de la induccién
de NOS-2 por las citoquinas.

El ATP extracelular es rapidamente degradado.

Otro aspecto descrito en la bibliografia es ladamglegradacion del ATP en el
medio extracelular, especialmente en el tejidoaledonde se han descrito tiempos de
vida media inferiores a un segundo (Dunwiddieal, 1997). En estudiom vitro, el
ATP puede ser degradado por las ecto-nucleotidashdares que se encuentran
ancladas a la membrana celular, y por las estedatasiero, hasta adenosina, de forma

muy eficiente.

Este es un aspecto importante, puesto que el Aa&idgien el mismo momento
de la induccién no ejerce el efecto supresor obserypreviamente, lo que podria
sugerir la conversion del nucleétido en otro conspugue fuera el agonista real. Por lo
tanto, resulta interesante determinar el tiempsugpervivencia del ATP como tal en el
medio extracelular. Para ello se cuantificd la emi@cion de ATP extracelular tras
haber tratado las células con diferentes agentegé&mlogicos como el antagonista de
los receptores de ATP, PPADS, y la apirasa, unamenzjue degrada el ATP
directamente hasta AMP (Ver “Medicién de ATP: Méadke luciferina/luciferasa” en

“Material y Métodos”). Los resultados de este eistiseé muestran en la figura 46.
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Figura 46. El ATP exdgeno estd completamente deglado tras 24h en el medio.

Las barras corresponden a la cuantificacion lumétdoa de ATP en el medio de cultivo tras 24 haeas
tratamiento. C: Cultivo control sin trataCitomix: IFN-y (50 Ul/ml) + IL-18 (500 ng/ml). Ado:
adenosina.

Tomamos el periodo de 24 horas porque es el tiempomo para la
determinacion de nitritos (ver figura 32 en “Ma&éry Métodos”), periodo durante el
cual estaban en contacto el ATP extracelular yédhslas. Tras 24 horas de incubacion
en las condiciones del cultivo (presencia de u®4l@e suero fetal bovino (FCS)), la
[ATP] es de 4-10 nM, concentracion incapaz de actavlos receptores P2, los cuales

reconocen concentraciones minimas de 100-500 ndldg@-y Burnstock, 2006).

Destacan en la figura 46 las concentraciones dee&kilBs casos del tratamiento
con apirasa, que degrada el ATP hasta AMP, y cohDSP que puede actuar como
inhibidor de las ecto-nucleotidasas celulares vy, tpoto, impedir la degradacion del
ATP (Hoffmannet al, 2000).

Tras haber observado que la concentracion de ATpude de 24 horas en las
condiciones de cultivo es insuficiente para actiedectivamente sus receptores
celulares, es necesario determinar la velocidaddelgradacion del ATP exdgeno

adicionado para estimar la supervivencia del ntideddurante el tiempo de
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preincubacion anterior a la adicion de citoquinaseé protocolo de induccion de

NOS-2.

100
.C_E 75 F
O
=
X
o
—_ 50 F
& Medio cultivo
< +FCS 1%
+FCS 10%
25 F + Astrocitos
O -
240

Tiempo, minutos

Figura 47. Cinética de degradacién extracelular deATP exdgeno.

En las tres primeras condiciones se analizé larsiyiencia del ATP en medio de cultivo en ausencia
en presencia de distintas concentraciones de @smen ausencia de células. En la dltima condicion
(+ Astrocitos) se midio la concentracion de ATP edrmedio de pocillos de cultivo de astrocitos en

ausencia de suero afadido. El medio de cultivdidMM&M suplementado con antibidticos, 37 °C).

La figura 47 muestra la rapida degradacion del &XtPacelular por las enzimas
del suero (FCS) del medio de cultivo y por las eutoleotidasas celulares. La alta
velocidad de degradacién hace que la persisteetidTd® en el medio sea fugaz, por lo
que este resulta incapaz, dada su baja concemtyat@omodular la induccion a largo
plazo de NOS-2 por citoquinas, proceso que requimias horas. Incluso en medio sin
suero, el ATP es degradado completamente en men@shiras. La degradacién de

ATP genera adenosina, otro posible efector depeaesion observada tras la adicién de

ATP al medio.
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Los receptores P2 de ATP y A de adenosina.

Con el propdsito de investigar la hipo6tesis dedlaversion del ATP exégeno en
adenosina, siendo entonces la adenosina la redpenda la accion supresora,
estudiamos el efecto de un analogo no hidrolizalgde ATP, asi como de varios

antagonistas P2 (receptores de ATP) y P1 (receptieradenosina).

La figura 48 muestra el efecto de dichos agentésesta supresion de la
induccion ejercida por ATP. ElI andlogo no hidrdilea a,p-metilén-ATP
(a,p-me-ATP), que no puede ser convertido en adenosmanuestra efecto supresor
alguno. Al mismo tiempo, los antagonistas P2 PPARRul reactivo no bloquearon el
efecto supresor del ATP exdgeno. Por el contrdramtagonista de adenosina DPCPX
si anul6 por completo el efecto supresor. Ello exgggue la supresion esta mediada por

receptores de adenosina y no por receptores Patotidos.
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- - + — - - a,B-me-ATP (10uM).
- - - + - - DPCPX (10uM).
- - - - + - PPADS (25uM).
_ — — — - + Azul reactivo 2 (25uM).

Figura 48. Participacion de los receptores P2 en hccion supresora del ATP.

Las barras corresponden a la acumulacion de sitdtoante 24 horas tras la induccion cowimix
ATP y a,p-me-ATP fueron afiadidos una hora antes de la indlucDPCPX, PPADS y Azul Reactivo 2
se afiadieron 30 minutos antes que el ATP. Al fdwllos experimentos (tras 24 h) se recogieron los
medios de cultivo para la determinacién de nitritosediante la técnica de Griess. Los resultados

mostrados (media £ SEM) son datos obtenidos emaeaperimentos diferentes.
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Solo DPCPX reduce el efecto supresor del ATP masmjue PPADS y RB2 no
lo hacen, por lo que se disefié un estudio parézanal efecto de la adenosina exdégena
por si misma y en presencia de los antagonistd3PADS y azul reactivo 2, asi como
del antagonista selectivo de los receptores decadenDPCPX. De forma adicional, se
estudiaron los efectos de la coadministracion émesina-desaminasa junto a ATP y a
adenosina, esta enzima degrada la adenosina masiaa, un subproducto inactivo
sobre los receptores de adenosina.estos farmatnsgua adenosina, los resultados de

este estudio se muestran en la figura 49.
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_ + + + + + — Adenosina (10uM).
_ _ — — - - + ATP (10uM).
_ _ + — - - —  DPCPX (10pM).
_ _ - + - - —  PPADS (25uM).
_ — — - + - - Reactive Blue (25uM).
_ _ — - - + + Ado-desaminasa (5Ul/ml).

Figura 49. Estudio de la participacion de los reqe#ores de adenosina en la accidn supresora de
adenosina.

Las barras corresponden a la acumulacién de sit2dohoras tras la induccion corceébmix Adenosina

y ATP se afiadieron una hora antes de la inducddCPX, PPADS, azul reactivo 2 y ADA
(adenosina-desaminasa) se afiadieron 30 minutos gurela adenosina. Al final de los experimentos se
recogieron los medios de cultivo para la deternidmacle nitritos mediante la técnica de Griess. Los

resultados mostrados (media + SEM) son datos aliisr@n cuatro experimentos diferentes.

La figura 49 indica que, efectivamente, la adermgiede, por si misma,

realizar la misma accion supresora que el ATP. &b, la ausencia de supresion en
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presencia de adenosina-desaminasa, tanto cuandeas@&TP como cuando se usa
adenosina como agonista indica que el agente mgalpgovoca la supresion es el
nucledsido. Ambas figuras 48 y 49 demuestran gsieédoeptores P2 de ATP no estan
implicados en el proceso de supresion puesto quaritagonistas de estos receptores,
PPADS y azul reactivo 2, son inactivos. Por otaplda supresion inducida tanto por
ATP como por adenosina es inhibida completamente MBCPX. La supresion
inducida por ATP es blogueada de forma concentmagépendiente por DPCPX (como
se muestra en la figura 50), cuyad@s menor de M, lo que corresponde al bloqueo
de receptores de adenosina. Todo ello indica queflctos supresores observados con

ATP y adenosina estan mediados, en ambos casasga tle receptores de adenosina.
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Figura 50. Estudio dosis-respuesta a DPCPX.
El ATP (10uM) se afiadié una hora antes de la induccion cait@hixy el DPCPX 30 minutos antes

que el ATP. La muestra control (C) constituye éd%0de supresion de la induccion e inclay@®mix +
ATP. IC, = 0.54M. Al final de los experimentos se recogieron logdms de cultivo para la

determinacion de nitritos mediante la técnica dee$Sr Los resultados mostrados (media £+ SEM) son
datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Obtenidos estos resultados cabe preguntarse sTRlekxdgeno pudiera actuar
uniéndose a receptores de adenosina. Sin embdrde@cleo de que el analogo no

hidrolizablea,-me-ATP, que no puede ser convertido en adenasmeyuestre efecto
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supresor alguno indica que la hidrolisis y transi@acion en adenosina es un paso previo

y obligatorio para la accion supresora del ATP.

Considerando estas Ultimas ideas podemos afirmadayadenosina generada
tras la degradacion extracelular del ATP es lald&fialogica que, actuando a través de
receptores de adenosina, modula la expresion de2@&iuciendo su induccion por
citoquinas pro-inflamatorias. Por lo que decidirdeserminar 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 dabreluccion de NOS-2 es
debido a la accion de la adenosina, generada pdedeadacion del ATP, sobre los
receptores de adenosina resulta relevante cawmmterual o cuales de los cuatro

subtipos de estos receptores media el efecto supres
3.1. Estudio dosis-respuesta a adenosina.

Primeramente realizamos una curva concentracijgpuessa para adenosina a
fin de comparar su potencia agonista con la obdarcan el ATP, obteniéndose los

resultados mostrados en la figura 51.
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Figura 51. Estudio dosis-respuesta a adenosina.

La adenosina se afiadio una hora antes de la irsuccincitomix Al final de los experimentos se
recogieron los medios de cultivo para la deternidmacle nitritos mediante la técnica de Griess. Los
resultados mostrados (media £+ SEM) son datos aliisr@n cuatro experimentos diferentes.

La curva dosis-respuesta mostrada en la figura blestra una potencia
supresora muy similar a la observada para ATPfigera 40). Basta una concentracion

de adenosina de 8-1MM para observar una supresion completa de la pobdluaie
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nitritos (induccion de la expresion de NOS-2 pooduinas pro-inflamatorias). La ¢
observada para adenosinasg€ 6.64 + 0.81uM) es virtualmente idéntica a la obtenida

para ATP (Fig. 40), como cabria esperar si el agameal es el mismo en ambos casos.

Para determinar cuales de los cuatro subtipos cept@es de adenosinai(A
Aoa, Azs, A3) expresan los astrocitos se realizaron analisismieroscopia de
fluorescencia a muestras de cultivos de astrogosiarios marcados mediante
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos ga@da uno de los cuatro subtipos

distintos de receptores de adenosina.

Control Control

Subtipo A, Subtipo A, Subtipo A g Subtipo A,

Figura 52. Los astrocitos expresan los cuatro supbs de receptores de adenosina.

Acl: Anticuerpo primario especifico para cada umolas cuatro subtipos distintos de receptores de
adenosina. En la figura se muestran imagenes datenras el procesado de las muestras mediante
inmunocitoquimica de fluorescencia indirecta. Cada de las fotografias de la fila superior de dart
corresponde a un cultivo incubado con un anticuprpoario especifico mientras que las imagenesde |
fila inferior de la figura (controles) correspondarun cultivo no incubado con anticuerpos primarios
Todos los anticuerpos primarios fueron policlongdesporcionados por Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(ver tabla 9). Todas las muestras fueron incubamtas anticuerpos secundarios especificos. Los

resultados mostrados correponden a campos repagestde cada cultivo.

Como puede observarse en la figura 52, los astopitimarios de cerebelo de
rata en cultivo expresan todos los subtipos depteces de adenosina. Por esto,
tratamos las células con distintos agonistas yganiatas farmacoldgicos especificos de
cada uno de los diferentes subtipos de receptarasiehosina (A Aza, Azs Y As), con
el fin de caracterizar de manera precisa el sultipreceptor que media la supresion de
la induccion de NOS-2.
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3.2. Estudio de la participacion del subtipo Ade receptor de adenosina.

Para este estudio empleamos CPA (agonista espeddicsubtipo A) y DPCPX
(antagonista selectivo del subtipg) A
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Figura 53. Efecto del agonista CPA (f) sobre la produccién de nitritos inducida por cit@uinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante 24 horas tras la adiciéh
citomix cuyo tratamiento corresponde a la barra con@dl Ado: adenosina 1. Adenosina y CPA
fueron afiadidos una hora antes de la inducciércitomix Todos los tratamientos incluyefiomix Al
final de los experimentos se recogieron los med®sultivo para la determinacion de nitritos metian
la técnica de Griess. Los resultados mostrados iémed SEM) son datos obtenidos en cuatro
experimentos diferentes.

En la figura 53 puede observarse como el tratamieoh CPA, incluso a altas
concentraciones (101), no reproduce el efecto observado con la adaeapsi
demostrando que el subtipg Ao esta implicado en la supresiéon por adenosinia de
induccién de NOS-2 por las citoquinas.
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Figura 54. Efecto del antagonista DPCPX (A sobre la produccion de nitritos inducida por
citoquinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante las 24 horas siguientks a
adicién delcitomix Todos los tratamientos mostrados incluyeciomix y adenosina 1M adicionada
una hora antes de la induccion, la concentracionitdéos correspondiente a este tratamiento dmtea
control (C). El DPCPX fue afiadido 30 minutos argas la adenosina. Al final de los experimentos se
recogieron los medios de cultivo para la determdéracle nitritos mediante la técnica de Griess. Los
resultados mostrados (media + SEM) son datos aliisr@n cuatro experimentos diferentes.

La figura 54 muestra los resultados tras tratar dékilas con citoquinas
pro-inflamatorias y diferentes concentraciones d@CBX. La 1@y calculada para
DPCPX es del orden de 500 nM £G 0.49 £+ 0.121M). DPCPX es un antagonista
selectivo de los receptores A concentraciones inferiores a 100nM, a concentias
mayores, como aqui, DPCPX puede actuar tambiém sttws receptores de adenosina
(Fredholmet al, 2001). Por lo tanto este resultado corroboratecieision anterior de
gue los receptores Ao participan en el efecto supresor de la adeagsiresto que

DPCPX a concentraciones inferiores a 100 nM no depa supresion inicial de la
induccion de NOS-2.
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3.3. Estudio de la participacion del subtipo A de receptor de adenosina.

En este caso hemos utilizado los agentes farmacoR@GS-21680 (agonista
especifico del subtipo A) y ZM-241385 (antagonista selectivo del subtipgn)A

obteniendo los resultados que se muestran enueafkp.
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Figura 55. Efecto del agonista CGS-21680 ¢4 sobre la produccién de nitritos inducida por
citoquinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante 24 horas tras la adiciéh
citomix cuyo tratamiento corresponde a la barra con@dl Todos los tratamientos incluyeroitomix.
Ado (adenosina 1M) y CGS-21680 fueron afiadidos una hora antes dellaccion. 1G, = 1.38M. Al
final de los experimentos se recogieron los med®sultivo para la determinacion de nitritos metian
la técnica de Griess. Los resultados mostrados i@med SEM) son datos obtenidos en cuatro

experimentos diferentes.

En la figura 55 puede observarse como CGS-2168apz de ejercer el efecto
supresor de la induccion de NOS-2 pero el ajustesidatos a la curva dosis/respuesta
es aparentemente complejo, lo que puede indicaelgagonista no esta actuando sobre
una poblacion homogénea de receptores. De hecteoagente es capaz de unirse y
activar a otros tipos de receptores de adenosstimtis de A, a altas concentraciones
(ICso para Ag = 2.8 + 0.1uM) (Feoktistov y Biaggioni, 1998; Onginet al, 1999;
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Arslan y Fredholm, 2000; Kulet al, 2000) por lo que podemos atribuir el efecto

observado a su unidn a otros receptores, no axes A
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Figura 56. Efecto del antagonista ZM-241385 (A) sobre la produccion de nitritos inducida por
citoquinas.

La grafica muestra la acumulacion de nitritos emetlio de cultivo durante las 24 horas siguientkzs a
adicion delcitomix Todos los tratamientos mostrados incluyeoitomix y adenosina (1QM). La
adenosina fue afiadida una hora antes de la indydaibarra control (C) corresponde a este tratatmie

El ZM-241385 fue afiadido 30 minutos antes que kEnasdina en los tratamientos correspondientes. Al
final de los experimentos se recogieron los med®sultivo para la determinacion de nitritos metian
la técnica de Griess. Los resultados mostrados i@med SEM) son datos obtenidos en cuatro

experimentos diferentes.

Por otra parte, la figura 56 muestra como el tregato con el antagonista
especifico del subtipo A, ZM-241385, previene sélo parcialmente el efechorasor
de la adenosina y soélo a concentraciones supeaatgM (ICso = 3.5QM). Puesto que
la afinidad de unién del farmaco por los receptdigsde rata es del orden de 300 nM
(Fredholmet al, 2001), este resultado indica que el ZM-24138%a egtrciendo una
accion inespecifica sobre receptores de adenostiatols de los Ax. De hecho, a este
antagonista se le ha descrito cierta afinidad pgosubtipo Ag de receptores de
adenosina (Ongiret al, 1999).
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3.4. Estudio de la participacion del subtipo Ag de receptor de adenosina.

En el estudio llevado a cabo para determinar lébf@participacion del subtipo
Aos de receptores de adenosina se emplearon los agtarteacologicos NECA
(agonista relativamente especifico del subtipg) & MRS-1754 (antagonista selectivo
del subtipo Ag (Linden, 2001)).
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Figura 57. Efecto del agonista NECA (&) sobre la produccion de nitritos inducida por cit@uinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante 24 horas tras la adiciéh
citomix cuyo tratamiento corresponde a la barra con@l Todos los tratamientos incluyeroitomix
Ado (adenosina 1M) y NECA fueron afiadidos una hora antes de ladodu. IG, = 35.80nM. Al
final de los experimentos se recogieron los med®sultivo para la determinacion de nitritos metian
la técnica de Griess. Los resultados mostrados i@med SEM) son datos obtenidos en cuatro

experimentos diferentes.

Puede observarse en la figura 57 como el tratamiest NECA reproduce, a
bajas concentraciones (200nM), el efecto supresdiacadenosina, apuntando a este
subtipo Ag como el responsable de la supresion por adenasnia induccién de
NOS-2 por las citoquinas.
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Figura 58. Efecto del antagonista MRS-1754 (#) sobre la produccion de nitritos inducida por
citoquinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante las 24 horas siguientks a
adicién delcitomix Todos los tratamientos mostrados incluyeoiiomix y adenosina (4M). La
adenosina fue afiadida una hora antes de la indydai®arra control (C) corresponde a este tratamie

El MRS-1754 fue afiadido 30 minutos antes que lan@glea en los tratamientos correspondientes.
IC50 = 5.99 nM. Al final de los experimentos se recogielos medios de cultivo para la determinacion de

nitritos mediante la técnica de Griess. Los redokamostrados (media + SEM) son datos obtenidos en
cuatro experimentos diferentes.

Los resultados ilustrados en la figura 58 apoyamipatesis de la participacion
de Ags sugerida por los resultados mostrados en la figdrguesto que el tratamiento
con el antagonista del subtipo;gA MRS-1754, suprime totalmente incluso a bajas
concentraciones (10nM) el efecto de la adenosiaaodtrando que este subtipgsAi

esta implicado en la supresion por adenosina dandacciéon de NOS-2 por las
citoquinas.

3.5. Estudio de la participacion del subtipo Ade receptor de adenosina.

En este estudio cuyos resultados se muestran im@acitn he trabajado con los
agentes farmacoldgicos IB-MECA (agonista especifieb subtipo A) y MRS-1523
(antagonista selectivo del subtipg) A
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Figura 59. Efecto del agonista IB-MECA (A) sobre la produccién de nitritos inducida por
citoquinas.

La gréafica muestra la acumulacién de nitritos emetlio de cultivo durante 24 horas tras la adiciéh
citomix, cuyo tratamiento corresponde a la barra con€dl Todos los tratamientos incluyeroitomix

Ado (adenosina 1M) e IB-MECA fueron afadidos al medio de tratamienina hora antes de la
induccion. Al final de los experimentos se recagietos medios de cultivo para la determinacién de
nitritos mediante la técnica de Griess. Los redoamostrados (media + SEM) son datos obtenidos en

cuatro experimentos diferentes.

En la figura 59 puede observarse como el tratamieo el agonista especifico
del subtipo A, IB-MECA, no reproduce el efecto observado coadanosina, ni a la
concentracion de IM, suficientemente alta teniendo en cuenta laafitdadad de este
farmaco por el subtipo Ade rata descrita en la bibliografia (1.1 nM) (Frad et al,
2001).
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Figura 60. Efecto del antagonista MRS-1523 @\ sobre la produccién de nitritos inducida por
citoquinas.

La gréfica muestra la acumulacion de nitritos emetlio de cultivo 24 horas después de la adicién de
citomix Todos los tratamientos mostrados incluyecdomix y adenosina (1QM). La adenosina fue
afadida una hora antes de la induccion, la barmaadC) corresponde a este tratamiento. El MR3315
fue afiadido 30 minutos antes que la adenosina erdtamientos correspondientes. Al final de los
experimentos se recogieron los medios de cultive [zadeterminacion de nitritos mediante la técdiea

Griess. Los resultados mostrados (media + SEMYsatws obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

De forma complementaria a los resultados mostradda figura 59, la figura 60
muestra como el tratamiento con el antagonistaulgipo A, MRS-1523, no suprime
el efecto de la adenosina, demostrando que elpsuld4 no esta implicado en la
supresion por adenosina de la induccion de NOS-Bapaitoquinas.

Considerando de forma conjunta los resultados mexis$ren las figuras 51 — 60,
podemos concluir que el subtipo implicado signtfiGamente en nuestro estudio es el
receptor Ag de adenosina, a pesar de la supresion parcia delliccion de NOS-2
observada con el agonista desAa altas concentraciones (CGS-21680,uD),

probablemente por su ligera afinidad por el subfipg

Una vez identificado el receptor implicado en lgresgion orientamos la
investigacion hacia la identificacién de la rutaanelular que subyace a la supresién de
la induccién de NOS-2.
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4. MECANISMO DE ACCION DE LAS CITOQUINAS Y DE LA SU PRESION.

A grandes rasgos, la induccion de NOS-2 por citmagiimplica la activacion
de, al menos, dos vias de sefalizacién. Una queucera la translocacion de MB-y
otra, dependiente de p¥% necesaria para la fosforilacion y activacion tdtor
nuclear. Esta segunda implica a la'¥3%, no obstante, se ha descrito la participacion
de otros mecanismos en diferentes tipos celul@ipeit et al, 1999; Sizemoret al,
1999; Charet al, 2001; Nomura, 2001; Marcwet al, 2003; Birkenkampet al, 2004;
Chantomeet al, 2004).

4.1. Mecanismo de la supresion.

Como ya se ha descrito anteriormente, la adenagerae un efecto supresor
mediante su interaccion con el subtipgsAPara identificar al efector intracelular de
esta supresion, y puesto que la adenosina extlacgdtovoca la elevacion de la
[CAMP] intracelular, disefiamos varios experimententrados en el estudio de la
posible participacion del cAMP en la supresion parinérgicos de la induccion de
NOS-2 por las citoquinas.

Elevacion de la [CAMP]

En la figura 61 se muestran los resultados obteri@s varios experimentos en
los que se han estudiado los efectos respecta@itaulacion de cAMP intracelular de
la forskolina (activador permeable de la AC), |@ramkina y los agonistas especificos

para cada uno de los cuatro subtipos de recepteradenosina.
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Figura 61. Estudio de la variacion de [cAMP] Forskolina, adenosina y agonistas.

La grafica muestra la concentracion de cAMP infidaeen distintas muestras de astrocitos primat®s
rata tratados con los distintos tratamientos. Tddedratamientos fueron afiadidos al mismo tiempo y
recogidos para determinar la [cCAMP] tras 10 minut@scantidad de cAMP corresponde a un pocillo con
aprox. 225000 células. Al final de los experimenses recogieron los medios de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica de<sr Los resultados mostrados (media + SEM) son
datos obtenidos en cuatro experimentos diferel@egontrol (no tratamiento). Fsk: Forskolina. Ado:
Adenosina. CGS: CGS-21680. IB-M: IB-MECA.

Tal y como se esperaba tras la confirmacion delagi@strocitos expresan los
cuatro subtipos de receptores de adenosina (Figdé2jue la elevacion de la [cCAMP]
se correlaciona con la supresiéon por ATP o adeaa$éna induccion de NOS-2 por las
citoquinas (Fig. 42 — 45) y de que, en generabstimulaciéon de los subtipos; A& As
disminuyen la [cCAMPB]ya que se han descrito acoplados por lo genegatimamente a
la AC probablementeria una G (ver tabla 8) mientras que la de los subtipgs A
(frecuentemente acoplados a la estimulacion deQapfobablemente via unagQa
aumentan (Fredholmat al, 2001; Fields y Burnstock, 2006). La figura 61 stteecOmo
el tratamiento con los agonistas especificos deslimipos A y Az de receptores de
adenosina (CPA iM e IB-MECA 1uM) hace disminuir la [cCAMP] intracelular a
niveles préximos o incluso por debajo del nivel td@lamiento control, por otro lado, el
tratamiento con el agonista especifico del sub#pg la aumenta hasta niveles
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proximos a los obtenidos tras el tratamiento caoski@ina, adenosina o ATP, lo que
apoya la conclusion obtenida previamente segundbAgs es el subtipo de receptor de
adenosina implicado en la supresion por los pugioés de la induccion de NOS-2 por

las citoquinas (Fig. 52 — 60).

Respecto a los resultados obtenidos del estudie $alparticipacion del subtipo
Aza en la elevacion de la [cCAMP] intracelular con gbaista especifico (CGS-21680
1 uM) no son tan decisivos y no nos permiten obtenaraonclusién tan clara, nosotros
sugerimos la interaccion de CGS-2168@M con el subtipo Ag descrita en la
bibliografia (Onginiet al, 1999; Arslan y Fredholm, 2000; Kt al, 2000).

De forma complementaria al estudio con los agamistpecificos de cada uno
de los cuatro subtipos de receptores de adenositiav® a cabo un estudio con los
antagonistas especificos para cada uno de elloslaHigura 62 se muestran los
resultados obtenidos en este estudio sobre lotosfde estos agentes farmacologicos
sobre el aumento de [cAMRJroducido por el tratamiento con adenosina. Serghsn
esta figura como el cotratamiento de adenosina losnantagonistas especificos
confirma las conclusiones a las que se han llegads caso de los tratamientos con los
distintos agonistas selectivos (Fig. 61). De hecbke, distinguen dos grupos
estadisticamente significativos (P<0.05), los dtuistbs por el tratamiento control (sin
adicion de adenosina) y el que incluye MRS-1754a(@onista selectivo de,4), y el

grupo constituido por el resto de tratamientos.

El tratamiento con el antagonista del subtipa Ao muestra un efecto supresor
de la estimulacién de AC promovida por la adengsioaque demuestra que este
subtipo de receptor de adenosina no participa @urekento de la [CAMPpromovido
por el tratamiento con el derivado purinérgico. wds, el tratamiento con el
antagonista del subtipo,A (acoplado a la estimulacion de la AC) junto adaresina
suprime el efecto de ésta sobre la [CAMHB]sminuyendola hasta los valores basales,
confirmando la hipétesis de que es este subtipeeckptor de adenosina el implicado

en el aumento de la [cAMRjenerado por el tratamiento con adenosina.
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Figura 62. Estudio de la variacién de [cCAMP] Adenosina y antagonistas.

La grafica muestra la concentracion de cAMP infidaeen distintas muestras de astrocitos primat®s
rata tratados con los distintos tratamientos. Tddegratamientos fueron recogidos para deterniear
[cAMP] 10 minutos tras la adiciéon de adenosina[d&MP] nM es pmol/ml en cada pocillo conteniendo
20Qul y obtenido de un pocillo de cultivo/tratamientonteniendo aprox. 225000 células. DPCPX,
ZM-241385, MRS-1754 y MRS-1523 fueron afiadidos luma antes que la adenosina. La noradrenalina
se afiadié al mismo tiempo que la adenosina. Al fiealos experimentos se recogieron los medios de
cultivo para la determinacion de nitritos medidatéécnica de Griess. Los resultados mostradosiémed

SEM) son datos obtenidos en cuatro experimenteseattifes.

Efectores del cAMP intracelular: PKA y proteinas Bps 1/2.

La proteina intracelular mas frecuentemente asacmda elevacion de la
[CAMP] intracelular es PKA aunque otras proteinama las epacs también han sido
descritas como efectoras activadas por esta miwaoc®n de [CAMP] (de Roogt al,
2000; Laroche-Joubest al, 2002; Christensert al, 2003; Rehmanmt al, 2003).
Con el proposito de determinar el agente efectotadelevacion intracelular de la

[cCAMP] se disefiaron los experimentos cuyos resafiag muestran a continuacion.
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Estudio de la participaciéon de PKA (KT-5720 y H-89)

Se han realizado experimentos para determinar $iblpoparticipacion de la
PKA en el efecto supresor del ATP sobre la indutadé NOS-2 por las citoquinas.
Para ello se han utilizado KT-5720 y H-89 (inhibig® permeables selectivos de PKA
pero no de PKG, PKC ni MLCK).
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Figura 63. Estudio de la participacion de PKA end supresion de la induccion (KT-5720 y H-89).

El ATP fue afiadido una hora antes de la inducc@maitomix KT-5720 y H-89 fueron afiadidos 30
minutos antes que el ATP. Al final de los experitoense recogieron los medios de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica dee$Sr Los resultados mostrados (media £+ SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

A la luz de la figura 63, la presencia de ambosbidbres no modifica la
induccién de la NOS-2 y la consecuente acumulag&nitritos, y tampoco bloquea el
efecto supresor del ATP extracelular sobre estaciridn, esta ausencia de efecto de los
inhibidores especificos de PKA indica que en la dé la sefal supresora no es esencial
la participacion de esta quinasa, a pesar de qadi¢égdn de ATP aumenta los niveles
de cAMP intracelulares que la activan.

Tras haber descartado la participacion de PKA yetelo en cuenta que el
efecto supresor se acompafa de una elevacion fEAMP] (Fig. 42 — 45, y 63)

consideramos la posible participacion de las peagipiioteinas G monoméricas Epacs
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1/2 o Rap-GEFs 1/2, puesto que una elevacion deARP]; puede activar a estas
proteinas, las cuales a su vez, activan a Rapéndadenando una ruta de sefalizacion

relacionada, en general, con las proteinas MAPKSs.

PKA vsEpac (6-fenil-cAMP y 8-CPT-2’-O-Me-cAMP).

Tras comprobar que los astrocitos primarios debedoede rata expresan las
proteinas Epac 1y 2 (ver figura 64), se realiz@studio farmacoldgico utilizando dos
agonistas permeables del cAMP intracelular, unoetles, el 6-fenil-cAMP, es
especifico de PKA y carece de efectos sobre laseipas Epacl/2, el otro, el
8-CPT-2'-O-Me-cAMP es un agonista respecto a lasginas Epac 1/2, capaz de unirse
y activar a las mismas, pero no ejerce ningun efeabre PKA.

Figura 64. Los astrocitos primarios de rata exprean las proteinas Epac 1y 2.

Imagenes obtenidas tras inmunocitoquimica de fagamcia indirecta. En la parte superior de la &igur
la fotografia de la derecha muestra un cultivostemaitos primarios marcados con anticuerpos prosar
frente a Epac 1 mientras que la fotografia dedaierda muestra el mismo cultivo pero no marcado co
el anticuerpo primario (control). Las fotografiasld parte inferior de la figura corresponden amismo
cultivo tras el marcaje con anticuerpos especifftars la proteina Epac 2 (derecha) y sin este fearca

(izquierda, control). Cada fotografia correspond& @ampo representativo del cultivo.
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Figura 65. Efectores de cAMP: PKA y Epacs (6-fenitAMP).
ATP y 6-fenil-cAMP fueron afiadidos una hora antesla induccidon corcitomix Al final de los
experimentos se recogieron los medios de cultive [zadeterminacion de nitritos mediante la técdiea

Griess. Los resultados mostrados (media + SEMpstws obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Tal y como muestra la figura 65, el tratamiento &sfenil-cAMP (agonista
especifico de PKA sin efecto sobre Epac 1/2) meetj@or si mismo ningun efecto sobre
los niveles basales de produccion de,N@® su induccion por citoquinas. Es mas, la
presencia de 6-fenil-cAMP no interfiere, ni potencii bloquea, la supresion de la
induccion por ATP extracelular. Estos resultadasaden con los obtenidos con los
antagonistas farmacoldgicos de PKA, KT-5720 y H-88mostrando que la ruta
desencadenada por el ATP extracelular, aunque empafia de la elevacion de

[CAMP], no requiere la participacion de la PKA.
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Figura 66. Efectores de cAMP: PKA y Epacs (8-CPT:20-Me-cCAMP).

ATP y 8-CPT-2-O-Me-cAMP fueron afadidos una hordea de la induccién caoritomix Al final de

los experimentos se recogieron los medios de outtara la determinacién de nitritos mediante laitéc

de Griess. Los resultados mostrados (media + SEM) datos obtenidos en cuatro experimentos

diferentes.

De acuerdo a los resultados mostrados en la fig@d el
8-CPT-2'-O-Me-cAMP, agonista permeable especifi@m lds proteinas Epac 1/2,
reproduceper se a la concentracion de 100nM, el efecto suprebsemwado en los
tratamientos con ATP. Adicionalmente, cabe destquaren ambos casos la supresion
es total. No hay un mayor efecto en el tratamiestmultdneo con ATP vy
8-CPT-2’-O-Me-cAMP.

A la luz de ambas figuras 65 y 66, se puede canglue la activacion de las
proteinas Epac 1/2 es esencial para la supresgsmna@ua con ATP, lo que sugiere que
la ruta de supresion desencadenada por el agenteéngico es dependiente de la
activacion de las proteinas Epacs 1/2 por la elémade la concentracion del cCAMP
intracelular. EI hecho de que estas proteinas esamciales en la ruta de supresion por
ATP induce a pensar en la posible participacidtaderoteina Rapl, una proteina que

es directamente activada por éstas (véase mantajela
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4.2. Via de la induccioén.

La ruta de induccién de NOS-2 pora#iomix que parte de la interaccion de la
IL-1B con su receptor esta asociada a varias proteinaa dominio citoplasmatico y
puede implicar a distintas proteinas intraceluldaedss como PI3-quinasa y las tres
subfamilias de MAPKs. Convergiendo las diferentetag en la translocacion y
activacion de NReB. Para delimitar la ruta de induccion desencadenazal esta
interleuquina (IL-B) en astrocitos primarios de rata se realizarorosaxperimentos
con antagonistas especificos para cada una de (gstesas celulares, los resultados

obtenidos se muestran a continuacion.

Estudio de la participacion de PI3-quinasa.

La PI3-quinasa es una enzima que ha sido desaitalgunos autores como
asociada al receptor de la interleuquifa(Reddyet al, 1997; Marmiroliet al, 1998;
Sizemoreet al, 1999; Funakoshet al, 2001; Schmidet al, 2004).

Para determinar si esta quinasa participa, al igual en otros tipos celulares
(Diaz-Guerraet al, 1999; Paharet al, 1999), en la induccién de NOS-2 por las
citoquinas pro-inflamatorias en astrocitos de regaealizé un estudio de determinacion
de nitritos tras tratamiento de induccion @iomix en cultivos celulares preincubados
durante una hora con el inhibidor farmacolégicoeeffiro de la enzima (LY-294002,
ICs0 = 1.4uM) que actla sobre el sitio de unién a ATP de @4&hoset al, 1994).
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Figura 67. Efecto del inhibidor LY-249002 sobre Iproduccion de nitritos inducida por citoquinas.
Todos los tratamientos incluyeraitomix LY-294002 fue afiadido al medio de tratamiento hoea
antes de la induccion. Al final de los experimensas recogieron los medios de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica dessr Los resultados mostrados (media + SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Tal y como puede observarse en la figura 67, ¢hrtreento con el inhibidor
especifico de la PI3-quinasa junto con las citoamino afecta de forma significativa a
la induccion de NOS-2, por lo que podemos dedugir lg PI3-quinasa no participa en
la cascada de sefializacion a través de la cueittagiinas pro-inflamatorias inducen la
expresion de NOS-2 en astrocitos primarios envaulti

El ligero efecto observado en el tratamiento tras preincubacion con
LY-294002 a concentraciones altas comou®RDy 25uM permite descartar que su
efecto se deba a la supresion de la induccion d8-Ri@or IFNy, como ocurre en
células microgliales BV2 (Tsaét al, 2004), incluso podria deberse a reacciones
celulares inespecificas, y también se ha descutaymayor concentracion afecta la
actividad de MAPKSs y otras quinasas (Diegal, 1995; Vlahoset al, 1995; Yanoet
al., 1995). En particular, una inhibicién inespecifizacial de la p3&*** bastaria para

explicar este efecto (véase mas adelante).
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Estudio de la participacion de las diferentes MAPKs

La cascada de sefializacion desencadenada poefacein entre la ILfly su
receptor esta frecuentemente relacionada con tasipas quinasas de la superfamilia
de las MAPKs, actuando, segun el tipo celular, avés de una o varias de las
representantes de las tres subfamilias de MAPK&Y455 (también conocida como la
quinasa de estrés SAPK-2), p%4(también conocida como la quinasa de respuesta a
estrés SAPK-1 0 JNK), y p42p¥£* 0 ERKs 1/2 (McDermott y O'Neill, 2002).

En general, las quinasas de estrés (SAPKsY558y JNK participan en las
respuestas celulares relacionadas con inflamacipoptosis, entre otras, mediante la
actuacion sobre NkB, y AP-1, respectivamente, mientras que las ERR®&tan mas
relacionadas con las respuestas proliferativasanaglia actuacion sobre otros factores
de transcripcion, tales como CREB (Cobb, 1999; &4erly Brown, 1999; LaPointe y
Isenovic, 1999; Chang y Karin, 2001; Dental, 2003).

Para dilucidar la posible participacion de cada dedas representantes de las
tres subfamilias de MAPKs se realizaron experimentmpleando inhibidores
especificos de cada una de estas familias. Esadi@s cuyos resultados se muestran
en la figura 68, consistieron en el cotratamient dtomix con los agentes
farmacoldgicos SB-203580, SP-600125 y PD-98059, ibidbres permeables
especificos de p¥8™, p54"*y las ERKs 1/2, respectivamente.
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Figura 68. Tratamientos supresores de cada una dad tres familias de MAPKs.

Todos los tratamientos incluyeraitomix SB: SB-203580; SP: SP-600125; PD: PD-98059. kes t
agentes supresores se afiadieron al medio de temf@mmuna hora antes de la induccion y a la
concentracién de 20M. Al final de los experimentos se recogieron loedibs de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica dessr Los resultados mostrados (media + SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

Tras observar los resultados ilustrados en la digi8 pudimos concluir que
p38"PK es |a Gnica de las subfamilias de MAPKs que ppstien la induccién gen de
NOS-2 por citoquinas pro-inflamatorias y que esesada para ella, ya que el

SB-203580 fue el Unico agente capaz de bloquezeeio inductor de las citoquinas.

La ligera supresion de la induccion de NOS-2 pantgbidor de la otra quinasa
de estrés p5A¢ (SP-600125) a altas dosis (@0) puede deberse a una respuesta
celular inespecifica al farmaco o a algun efecpeelico del mismo ajeno a la ruta de
induccién, puesto que se ha descrito a SP-60018% aegulador de la expresion
génica y como inductor de apoptosis en células tale® (Krumenackeet al, 2005;
Xia et al, 2006).

Por el contrario, la curva concentracion-respupata SB-203580 mostrada en
la figura 69 indica que el blogueo provocado pote eagente se produce a
concentraciones inferiores a @M (ICso=14.4+1.8M). En este intervalo,
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SB-203580 es especifico de 88 y no bloquea significativamente otras MAPKs
(Saleshando y O'Connor, 2000; Pe&ial, 2003).

100

% induccién
(6] ~
o a1
1 1

25

- [ T T )
log [SB-203580], M

Figura 69. Estudio de la participacion de p38*™* (SB-203580).

Todos los tratamientos incluyeraitomix SB-203580 se afadié al medio de tratamiento ona &ntes

de la induccién. 16 = 14.39M. Al final de los experimentos se recogieron lcedins de cultivo para la
determinacion de nitritos mediante la técnica dessr Los resultados mostrados (media + SEM) son

datos obtenidos en cuatro experimentos diferentes.

La supresion de la induccion de NOS-2 por el irtdbi de p3¥*FK

(SB-203580) de forma dosis-dependiente mostraddaefigura 69 demuestra la
participacion obligada de esta quinasa en la retaedializacion desencadenada por las

citoquinas proinflamatorias.

La anisomicina es un potente activador permealplecéfico de JNK y p3§*~¥,
por lo que el tratamiento con este agente farmgomoé puede dilucidar si la
participacion de la subfamilia de p%8X es suficiente para la induccién del gen de
NOS-2 por IL-B. En tal caso, la anisomicina podria sustituir alllalp en el
tratamiento de induccién, para ello se realizé studio en el que se presentaron al
cultivo cada uno de los dos componentescdemix por separado, pero conjuntamente

con la anisomicina.
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Figura 70. La anisomicina no puede sustituir a niguno de los componentes del citomix.
La anisomicina se afiadié en el momento de la indocconcitomix Al final de los experimentos se
recogieron los medios de cultivo para la deternidmacle nitritos mediante la técnica de Griess. Los

resultados mostrados (media + SEM) son datos aliisr@n cuatro experimentos diferentes.

Los resultados mostrados en la figura 70 indicam @yesar de la conclusion
anterior, la anisomicina no ofrece una induccionNd@S-2 adicional pero tampoco
basta para sustituir a ninguno de los dos constiti®g detitomix siendo necesaria la
combinacion de ambas citoquinas para la induccglrgdn de NOS-2 lo que sugiere
que la participacion de la p3&, si bien es necesaria, no es suficiente.

Participacion de p2T®y de Rap1.

La participacion de p38°K sefiala a la proteina g2 como el posible nexo
entre el receptor de interleuquina y la activadéria MAPK, ya que las MAPKs estan
frecuentemente relacionadas con B2{ver figura 15). Rapl, al igual que 2% es
una pequefia proteina monomeérica de union a GTR pEsteina se encuentra dispuesta
preferentemente en la region perinuclear, aparatdcdigi y endosomasclusive

(Nomuraet al, 2004) y es activada directamente por las progeiipacs 1/2 activadas.

Ambas, p2%* y Rapl, se encuentran descritas en la bibliogratimo

homologas con actividad antagonista (Zwartkruis os,B1999; Palssort al, 2000;
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Nomuraet al, 2004). Ras debe estar anclada a la membranagtosifarnesilo para ser
activa, no asi Rapl. Por ello, para el estudi@adgmlticipacion de ambas proteinas de la
misma familia se han utilizado los agentes farm@giobs FTI-277, un inhibidor
selectivo de la farnesil-transferasa §J€ 100 nM), enzima indispensable para la
sintesis de pZ* (Sunet al, 1995)) que no afecta a RaplA 4G 5QuM) (Lerner et

al., 1995a; Lerneret al, 1995b) y GGTI-286, un inhibidor especifico de la
geranil-geranil-transferasa @&= 2uM) (Lerner et al, 1997; Qianet al, 1998) que
impide la prenilacién de Rap1A pero no la deF2Momuraet al, 2004).
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+ + + + + Citomix.
_ + — — + ATP (10uM).
_ — + — - FTI-277 (200nM).
_ _ — + + GGTI-286 (5uM).

Figura 71. Esencialidad de Rapl y pZ%* (GGTI-286 y FTI-277, respectivamente).

Todos los tratamientos incluiasitomix ATP se afiadié una hora ante de la induccion, GX86ly
FTI-277 fueron afadidos dos horas antes de la @idincAl final de los experimentos se recogieras lo
medios de cultivo para la determinacién de nitritnediante la técnica de Griess. Los resultados

mostrados (media £ SEM) son datos obtenidos emaeaperimentos diferentes.

Se observa en figura 71 cémo el inhibidor espexifie p2T® (FTI-277)
suprime la induccién de NOS-2 por las citoquinagntnas que el inhibidor especifico
de Rapl (GGTI-286) no ejerce ningun efecto sobiadaccion por citoquinas. Por lo
que podemos concluir que p2ies esencial para la induccién de NOS-2 por las
citoquinas pro-inflamatorias, mientras que RaplIlmoes. Respecto a la ruta de

supresion por el ATP, la figura 71 muestra compretratamiento con GGTI-286, que
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bloquea la accién de Rapl pero no de"p?1a anula totalmente mientras que el

pretratamiento con este farmaco no afecta a lecoidin de NOS-2 por el citomix.

Para verificar la participacion de p&ien la activacion de p¥87¢ realizamos
estudios coadministrando la anisomicina juntocitdmix y a distintos antagonistas

utilizados previamente y que habian impedido lalpccion de NO-.
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— - - + SB-203580 (20uM).

Figura 72. Efecto de antagonistas tras la activamn directa de p38“F* por anisomicina.

Todos los tratamientos incluyer@itomix La anisomicina se afiadié en el momento de laciido.
FTI-277 y SB-203580 fueron afiadidos una hora améek induccion. Al final de los experimentos se
recogieron los medios de cultivo para la deternidmacle nitritos mediante la técnica de Griess. Los

resultados mostrados (media + SEM) son datos aliisr@n cuatro experimentos diferentes.

La figura 72 muestra cOmo la anisomicina revierteefecto supresor del
inhibidor de p2%2° (inhibidor de la farnesilacién, FTI-277) pero rialel antagonista de
p38'4PK (SB-203580), lo que apoya la idea anterior (F&) 6e que la p38™* es
esencial en la induccion de la expresion de NOSR las citoquinas y que la
participacion de esta quinasa en la ruta de addivase encuentra después de la

activacion de p2¥S

Por lo tanto, p2¥ y Rapl parecen, efectivamente, mantener una delaci
antagonica entre si en los astrocitos en cultiaplRes modulada por las proteinas Epac
1/2 (Kawasakiet al, 1998). Por lo tanto, es posible plantear quectavacion de las
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Epacs estimula a Rap1, lo cual resultaria en lacadn de la estimulacién de p%1 Y
esto, a su vez, significa una menor activacion 8&85¥. La participaciéon de las
proteinas Epacs 1/2 como efectoras de la suprésigéna elevacion intracelular de la
[CAMP] demostrada anteriormente sefiala a la pratBapl como posible efectora de

la supresion.

Estos resultados apoyan la hipétesis de la paatitip de Rapl en la supresion
por el agente purinérgico y de p2len la ruta inductora, asi mismo, y teniendo en
cuenta el antagonismo existente entre ambas pastgdermite reducir la supresion por
los agentes purinérgicos de la induccion de NO®M2gb citomix al ambito de las

proteinas G homoélogas Rapl y p¥1

Fosforilacién y activacion de p38*¥«.

Segln los resultados anteriores, la participaciérp88"* parece necesaria
para la induccién de NOS-2 por citoquinas. La"h’38 se activa tipicamente por doble
fosforilacion en THPYTyr'®2 Por lo tanto, decidimos estudiar la activacionedea
quinasa mediante determinacién de la fosforiladi@n estos residuos tras diversos
tratamientos de induccion y de supresion.

En la figura 73 puede observarse como las citoguyanainflamatorias provocan

182 (y por tanto, la activacién) de p38¥. El

la fosforilacion en THPYTyr
pretratamiento con adenosina o ATPuM (dato no mostrado), SB-203580 o con el
inhibidor de p2t® (FTI-277) impiden esta fosforilacién de Y38 provocada por la
induccién con etitomix lo que coloca a pZ#° previamente en la ruta de activacién de
p38"PX por las citoquinas. De forma adicional, el inhdsicde la adenilil ciclasa
(MDL-12330A) impide el efecto supresor de la adémmslo que sefiala a la elevacion
de la [cAMP] como la mediadora en la supresion por los purioésgde la

fosforilacion de la MAPK desencadenada parigmix

Esta figura muestra también cémo la preincubacamaet inhibidor especifico
de Rapl (GGTI-286) suprime totalmente el efectopdeinérgico sobre la fosforilacion
de p38“"¥ lo que concuerda con los resultados obtenidogigmnente mediante la
determinacion de nitritos (Fig. 71). Similares temips se obtuvieron utilizando ATP o
dibutiril-cAMP en lugar de adenosina (todosi) (no mostrado aqui). De esta forma

se demuestra que el efecto supresor de los puidnér(ATP/adenosina) tiene lugar en
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algtin punto previo a la fosforilacién de P38 y que Rapl es esencial para la

supresion por ATP/adenosina de la induccién poitemix
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Figura 73. Adenosina, FTI-277 y SB-203580 impidda fosforilacion de p38"F«.

La anisomicina se afiadi6 en el momento de la indoccon citomix Adenosina y SB-203580 se

afadieron una hora antes de la induccion. FTI-®7afgadi6 120 minutos antes de la induccion.
MDL-12330A y GGTI-286 se afadieron 30 minutos y 1B@inutos antes que la adenosina,
respectivamente. Las fotografias de la parte supelé la figura muestran el resultado del andlisis

gIAPK

mediante Western-Blotde la p3 total (control interno, anticuerpo primario par@8{*™«

independiente de la fosforilacién) y de la fostribn de esta en THETyr'®?

(anticuerpo primario
especifico de fosfo-p887) tras distintos tratamientos. La grafica de latgoamferior de la figura se
obtuvo mediante densitometria de la imagen supekmrfotografia mostrada es representativa de, al

menos, tres experimentos en los que se estudiddtioa de fosforilacion de p¥&™.
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La adenosina bloquea la fosforilacién y activaai@énp38"¥¢, nos planteamos
determinar qué subtipo de receptor de adenosinticipar en el control de la
fosforilacion de p3¥*"*. Para ello llevamos a cabo varios experimentos: par
determinacion de la fosforilacion de 338 en Thi®Tyr'®? tras la estimulacién o el
bloqueo de cada uno de los cuatro subtipos distid® receptores de adenosina,
mediante el tratamiento con los distintos agoni¢fag. 74) y antagonistas (Fig. 75)
especificos para cada uno de ellos.

En la figura 74 podemos observar como soélo el mriiato con el agonista
especifico del subtipo A de receptores de adenosina (NECA, 100 nM) repmdlic
efecto supresor de ésta sobre la fosforilacion 385" promovida por ekitomix

apuntando a este subtipo como el mediador de @stasson por el agente purinérgico.

Por otro lado, podemos observar en la figura 75cc@mtratamiento con el
antagonista del subtipo,A(MRS-1754, 10 nM) es el Unico que evita la sugdregior
adenosina de la fosforilacién por citoquinas de 638 lo que confirma la
participacion del subtipo A de receptores de adenosina en la supresion @Eodeda

fosforilacion de p3¥*F¥ desencadenada poraiiomix

Este resultado obtenido al determinar directamknfesforilacién de p3%**«
coincide con los obtenidos cuando usamos comoadddicla produccién de nitritos tras
tratamientos con agonistas y antagonistas de aden@3g. 53 — 60). Lo que sefala a a
la fosforilacion de esta MAPK como la diana efeatde la supresion por el agente

purinérgico.
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Fosfc-p3eMAPK
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Figura 74. Efecto sobre la fosforilacion de p38°¥ de los agonistas de receptores de adenosina.

La adenosina y los agonistas se afadieron unaambea de la induccién cantomix Los resultados del
analisis mediant®/estern Blomostrados en la parte superior de la figura cporden al estudio de la
fosforilacion de la p3%*™* en Thi®YTyr'® (P-p38) tras distintos tratamientos adtomix, adenosina, y
los distintos agonistas especificos de los cuatitigos de receptores de adenosina, en el misniiziana
se estudié la cantidad de P38 total (p38) de cada cultivo y tratamiento, cuyesuttados nos sirven
como control interno de la técnica. En la parteriof, se muestra el resultado de la densitomé#itas
bandas de proteina fosforilada relativa a la pnatédtal (razén P-p38/p38). Este indice fue noadh
haciendo corresponder el valor de 100% al trataimide inducciénditomiy). La fotografia mostrada es

representativa de, al menos, tres experimentosoemlie se estudié la cinética de fosforilacion de
p38v|APK
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Figura 75. Efecto sobre la fosforilacién de p38¢ de los antagonistas de receptores de adenosina.
La adenosina se afiadié una hora antes de la idgluconcitomix Los antagonistas especificos de cada
subtipo se afiadieron 30 minutos antes que la amkendss resultados del andlisis mediawestern
Blot mostrados en la parte superior de la figura cpomesen al estudio de la fosforilacion de la {588

en Thi®YTyr'®? (P-p38) tras distintos tratamientos coiomix, adenosina, y los distintos agonistas
especificos de los cuatro subtipos de receptoresieeosina, en el mismo andlisis se estudié ladzaht
de p38“"¥ total (p38) de cada cultivo y tratamiento, cuyesuttados nos sirven como control interno de
la técnica. En la parte inferior, se muestra elltado de la densitometria de las bandas de peotein
fosforilada relativa a la proteina total (razén 3B4p38). Este indice fue normalizado haciendo
corresponder el valor de 100% al tratamiento deudobn €itomiX). La fotografia mostrada es

representativa de, al menos, tres experimentooemlie se estudio la cinética de fosforilacion de
pgglePK_
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4.3. Estudio de la participacion de NR¢B en la induccion de NOS-2 por las

citoquinas.

NF-«xB es un factor nuclear frecuentemente relacionadon @rocesos
inflamatorios y con la activacion de p%8X. Puesto que esta MAPK se ha mostrado
esencial para la induccion de NOS-2 por citoquiprasnflamatorias, nos propusimos
estudiar la posible participacion de MB-en esta induccién. Para ello disefiamos
experimentos para determinar la translocacién detof nuclear al nucleo, y su

fosforilacion en sus dianas especificas pard'j38

Translocacion de NFxB al nucleo.

El factor nucleaxB es un dimero formado por las subunidades p650ycp&
habitualmente se encuentra retenido en el citoglgsmmla proteina kBa. Cuando ésta
es fosforilada y degradad#&a ubiquitina-proteasoma, el dimero p65/p50 se toaashl
nacleo donde se une a los promotores correspoerdientsus genes diana, entre los que

se encuentra el gen de NOS-2.

Para determinar la localizacién intracelular de ®;-se empled la técnica de
inmunofluorescencia y microscopia confocal. El wscopio confocal permite
diferenciar claramente el compartimento citosolicoel nuclear, y por lo tanto,

determinar si el NkeB permanece en el citosol o se ha translocadociéou

Como se muestra en la figura 76, p65 reside erntadlasma en localizacion
perinuclear en astrocitos sin tratar (campo “cdf)framientras que se localiza
preferentemente dentro del nucleo en astrocitosadwa con citoquinas (campo
“citomixX’). Es decir, NF«B se encuentra en el citoplasma hasta que se ingluce
translocacion por las citoquinas (Baetlal, 1999). En experimentos subsiguientes se
determind la localizacion de NEB tras una serie de tratamientos que ya hemos
mostrado que provocan la supresion de la producdemitritos o que bloquean la

fosforilacion de p38*F«.
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+ 5B-203580 +FTI-277

Figura 76. Localizacién de p65 en cultivos celulas una hora tras la induccién.

Las fotografias mostradas corresponden a un caggpesentativo para un cultivo. Mientras que en los
cultivos sin tratamiento se encuentra p65/&-tmarcado con Cy3™, fluorescencia roja) principee
en el citoplasma, en todos los demas tratamiergazbserva esta subunidad de RB-translocada al

nucleo. Las fotografias mostradas representarefastados de, al menos, tres experimentos.

En el campo correspondiente al pretratamiento &2@E580 se observa que, a
pesar de la inhibicién de la P88, NF«B se sigue translocando al nticleo por accién
de las citoquinas. Sin embargo no se induce laesi@r de NOS-2, como se ha

demostrado anteriormente (ver figuras 68, 69 y 72).

Igualmente, observando los campos correspondieates tratamientos
“citomix+ FTI-277” (inhibidor de p219y y “citomix+ adenosina” (suprime la
induccién de NOS-2 por las citoquinas impidienddfdsforilacién de p38*°¥, ver
figuras 74 — 76) podemos concluir que ni el inhibide p2X®ni la adenosina evitan la
translocaciéon de p65 al nucleo celular inducidalgsrcitoquinas, a pesar de que ambos
suprimen la induccién de NOS-2 vy la fosforilaciée p38"F¥ por citoquinas (ver
figuras 71y 73).
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Basandonos en estos resultados, llegamos a laustirtlde que las citoquinas
siguen la ruta candnica y liberan a NB-de su proteina inhibidora en el citoplasma
(IxBa); esto deja al dimero p65/p50 libre para transkeal nacleo (ver figura 14). Sin
embargo, la mera presencia de dEF-en el nicleo no es suficiente para inducir la
expresion de NOS-2. Lo que indica que es necesaricegundo proceso para la

gIAPK

activacion del factor nuclear, probablemente ldofilacion por p3 , & Su vez

activada por las citoquinas en una forma depersligap2£2 (Fig. 73).

Cinética de degradacion dexBa.

IkB es la proteina que mantiene a kF-secuestrado en el citoplasma
impidiendo su accién nuclear. Por lo tanto, la slacacion de NRB implica la
separacion de este complejo, lo que ocurre nornmépor degradacion deB. Por lo
tanto, decidimos investigar como las citoquinasiatoras de NOS-2 daban lugar a la

degradacion dexB.

Tal y como puede observarse en la figura 77, enrdssiltados de ambos
experimentos, tras 20 minutos de la adicién ad&mix la concentracién dexBa
empieza a disminuir, teniendo un minimo a los 6Quttis de tratamiento, tras el cual
Su concentracion se recupera y vuelve a aumerdtr,qlie casa perfectamente con la

localizacion nuclear de la subunidad p65 (ver Bgi®).

La figura 77 muestra como la preincubacion con asi@a no altera de manera
importante la cinética de degradacion gBol respecto a la descrita porafomix lo
que apoya la conclusion previa de que la supred#dta induccion de NOS-2 por el

agente purinérgico no esta relacionada con laltremsion de p65 al nucleo.

A modo de compendio, la figura 78 muestra las wastobtenidas mediante
densitometria de la fosforilacion de 38 y de p65, y de la degradacién & (ver
figuras 33, 34 y 77), asi como el momento de toaeslion de p65 al ndcleo tras la
induccién descrito en la bibliografia (Bawd al, 1999). Comparando las curvas
ilustradas en la figura 78 se observa como losratifes procesos representados
tuvieron lugar siguiendo un orden logico de acuerdo las afirmaciones comentadas
en la introduccidon y los resultados obtenidos dalgo del trabajo, tales como la
degradacion dexBa y la translocacion de p65 y p50 al ndcleo o la$didlaciones de
p38"PX en Thi®ITyr'®? y de p65 en SB¥. En el caso del mismo tratamiento de
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induccién a cultivos preincubados durante una koraadenosina solo tienen lugar la
curva de tBa y la translocacién al nucleo de p50 y p65 una @ la induccién, no
ocurriendo la fosforilacion de p%8™* en Thi*YTyr'®? ni la de p65 en S&F, y no
acumularse nitritos en el medio (Fig. 51). Mercedstos resultados nos propusimos

estudiar la fosforilacion de NiB.

Tratamiento: 0} 100 20° 40' 1h2h 4h 6h 8h 24h

citomix W —— T —————
Tratamiento: 0 10 20 40 1h2h 4h 6h 8h 24h
100 r
5 F
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mlé 50 F —@— + adenosina
25 F
O - Ll 1 1 1 1 1 1 1_[/[/ 1
0 1h 2h 4h 6h 8h 24h

Tiempo (horas)

Figura 77. Cinéticas de degradacion dekBa.

El tiempo 0’ es el momento de adicion diomix La adenosina fué afiadida una hora antes que el
citomix La fotografias de la parte superior de la figunaestran el andlisis dexBa mediante
Western-Blotras distintos tratamientos de induccidn y de esipn. La grafica muestra el porcentaje de
degradacion dexBa tomando el valor 100% al valor inicial de la pfote (tiempo cero) y ha sido
obtenida densitometrando las imagenes Western-Blotcorrespondientes. La fotografia mostrada
corresponde a un experimento representativo deosvaalizados para determinar la cinética de

degradacion decBo.
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Fosforilacion de NF#B en la induccion de NOS-2 por las citoquinas.

Tras haber comprobado que en la induccién de N@82I citomix no basta
con la liberacibn de NkB respecto axBa y su translocacion al nucleo, parece
oportuno estudiar la posibilidad de un segundo tevaeecesario para la actividad de
este factor nuclear en la ruta de induccion, eacr@ a esto se ha descrito en la
bibliografia la necesidad de la fosforilacién desldunidad p65 de N&B en distintos
puntos por diferentes quinasas celulares, sienderiaa 536 un lugar de fosforilacion
de p65 por p3&**K (Songet al, 2006) (ver “Regulacién de NiEB independientemente

de IKK-IkB” en “Introduccion”).

Con el propdsito de estudiar la fosforilacion dé pé la serina 536 se llevaron a
cabo analisis mediantd/estern-Blotde muestras celulares tomadas 60 minutos tras
distintos tratamientos. El tratamiento con las quioas resulta en una clara

fosforilacion de la serina 536 de p65, como se mbsen la figura 78.

100 T —®—Pp65
L N —®  pPp3s

+ L * IkBa,
__I5F
S
<
c
‘© 50 F
S
o

25

0 - 1 'l L L L L L L L Il 'I’L Il
0 20" 40" 1h 2h 3h 24h
Tiempo

Figura 78. Procesos asociados a la translocacionatear de NF«B.
Las cinéticas han sido recopiladas de figuras mdat previamente en este trabajo y corresponden a |

cinética de fosforilacion de p3&™ en Thi®yTyr'82

(rojo, figura 33), la cinética de fosforilacion 065
en Se?* (negro, figura 34), la cinética de degradaciéridiu (verde, figura 77), y la translocacion de
p65 al nicleo una hora después de la induccidmuffr(Baudet al, 1999)). El tiempo 0’ es el momento

de la induccién conitomix
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La fosforilacion de NReB es impedida por los tratamientos que impiden la
inducciéon de NOS-2. El andlisis mediantéestern-Blotmostrado en la figura 79
muestra la ausencia completa de fosforilacion &eft® de p65 cuando las células son
pretratadas con los inhibidores de ¥2AFTI-277) y de p3¥*"* (SB-203580) por
separado. Ello indica que ambas proteinas son arg@epara dicha fosforilacion y que
la supresién de la induccion de NOS-2 es explicpbiteeste bloqueo de la fosforilaciéon
de NF«B. Por otro lado, la anisomicina promueve la fatdordn de p65 en el mismo
sitio (por accién de p38™X), sin embargo, no se observa produccién de rstier
figuras 70 y 72), por lo que se puede deducir quéasta la fosforilacion de p65 en
Ser® para inducir la expresién de NOS-2 por citoquip@snflamatorias en astrocitos
primarios de rata. Por su parte, el efecto suprdeda adenosina se acompafa de un
bloqueo total de la fosforilacion de NdB- aunque no de su translocacion al nucleo (ver
figura 76).

Fosfo-p65

B ot e —— — —

- + + + - + + Citomix.

- - + - - - - FTI-277 (200nM).

- - - + - - - SB-203580 (20uM).

- - - - + + - Anisomicina (100ng/ml)
- - - - - - + Adenosina (10uM).

Figura 79. Los inhibidores de p3%""¢ y de p2£® impiden la fosforilacién de p65 en Ser®.
Los resultados han sido analizados mediaffestern-Blot60 minutos después de la induccién con
citomix o anisomicina. Adenosina, FTI-277 y SB-203580 Bad&ron al medio una hora antes de la

induccién corcitomix

Experimentos anteriores habian sugerido que ldmabe la adenosina estaba
mediada por cAMP. Se observa en la figura 80 quepreltratamiento con
dibutiril-cAMP reproduce el efecto supresor de éeerzosina sobre la fosforilacion de
p65 en Ser® demostrando que la elevacion de cAMP es sufiigrara explicar

completamente la accion supresora de la adenosina.
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Fosfo-p65
p65
_ + + + + + Citomix.
_ — + + - - Adenosina (10uM).
_ - — + — — 6-fenil-cAMP (100nM).
_ _ _ - + - Dibutiril-cAMP (10uM).
_ - — — — + 8-CPT-2-O-Me-cAMP (100nM).

Figura 80. Agentes purinérgicos y agonista de Epasuprime la fosforilacion de p65.
Determinacién mediant@/estern-Blotle p65 total (utilizada como control) y p65 fodifmta en Séf® en
muestras de cultivos astrogliales tomadas 60 msndespués de la induccién caeiomix (FN-y
(50Ul/ml) + IL-1B (500ng/ml). Adenosina, dibutiril-cAMP, 6-fenil-cARly 8-CPT-2'-O-Me-cAMP se

afiadieron al medio de tratamiento una hora antéss idduccion.

El pretratamiento con 6-fenil-cAMP (agonista especide PKA) no reproduce
el efecto de la adenosina, o que corrobora la ddegue PKA no participa en la ruta
supresora. Por otro lado, el hecho de que el agoespecifico de las proteinas Epacs
(8-CPT-2'-O-Me-cAMP, 100 nM) ofrezca un resultadmitar al observado con los
pretratamientos con adenosina y con dibutiril-cANMIPunta a estas proteinas como

mediadoras de la supresion por el agente purireygpor la elevacion de la [CAMP]

Paralelamente a los estudios mediante WesterngBl®tnos indican la masa de
p65 fosforilado, investigamos la localizacién sublee de dicha proteina mediante

microscopia confocal. Los resultados de estos arpatos se muestran en la figura 81.
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Anisomicina

Cibm ix+ SB-203580 Cromix + FTI-277 Cromix + Adenosina

Figura 81. Fotografias confocales de cultivos cddwes una hora tras la induccion.

Las fotografias mostradas corresponden a un cagppesentativo para un cultivo. Mientras que en los
cultivos sin tratamiento se encuentra p65/&-tmarcado con Cy3™, fluorescencia roja) principee

en el citoplasma, en todos los demas tratamiergazbserva esta subunidad de RB-translocada al

nacleo. Las fotografias mostradas representarefagtados de, al menos, tres experimentos.

Los campos correspondientes al tratamiento comtr@tomix en la figura 81
relacionan la cascada de sefalizacion de la in@ocde NOS-2 por citoquinas
proinflamatorias con la fosforilacién de p65 en°&ey con su translocacién al nicleo.
Se observa como en los cultivos tratados con adenoBTI-277 o SB-203580 no
existe sefial para la fosfosertfade p65 (marcado con Cy3™, fluorescencia roja) al
igual que en los cultivos controles sin tratar (g campo). Por el contrario, en los
cultivos tratados conitomix 0 anisomicina si que que se observa esta fosfanilade
p65, sin embargo, en el primer caso p65 esta patroente en el nicleo mientras que
en el caso de la anisomicina se localiza en eda@litd.0 que indica que la activacién de
p38'4PK y fosforilacion de NFeB no son suficientes para su translocacion.

A la luz de los resultados mostrados en las figdfas 81 se puede concluir que
la translocacion de NkB promovida por etitomix no es suficiente para la induccion

de la expresion de NOS-2, sino que precisa desfaritacion de p65 en, al menos, la
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Ser*® para que NRB pueda ejercer plenamente su actividad transalctiea Asi como
gue ambos procesos de translocacién y fosforilacittn la serina 536 son
independientes. Tras haber demostrado que la adanakigual que los inhibidores de
p217®y de p38“PX impide la activacion de p¥8™ por las citoquinas (ver figuras 73
y 74), concluimos que el efecto supresor se debm@dimento de la activacion de
p38"PX por las citoquinas y de la subsecuente fosfodilade p65 en S&F, asi como
que la expresion de NOS-2 en nuestros cultivos ndicmnes experimentales es
controlada por la activacion de NiB, la cual requiere la liberacion del factor nuclea
p65/p50 respecto aBo (dependiente de las citoquinas pero no de'f§3%8ni de
p217% y |a fosforilacién de p65 en S&t (dependiente de p%¥8° y de p2f* a su vez
dependientes de las citoquinas).

4.4. Expresion del gen de NOS-2.

Llegados a este punto nos preguntamos si la aativide p3¥"~¢

y la

translocacion y fosforilacion de p65 son los Unigrecesos determinantes de la
supresion por adenosina de la induccién de NOSr2lmatomix Por ello se disefiaron
varios experimentos para determinar la cinéticeexjgresion del gen de NOS-2 asi

COmMo su expresion tras varios tratamientos, ladteetos se muestran a continuacion.

Estudios sobre la proteina NOS-2.

En primer lugar se determiné el patron de expred@la proteina NOS-2 tras el
tratamiento de induccion con @tomixy tras el tratamiento de supresion de ésta por la
adenosina, determinacion que se llevd a cabo mediestern-Blat En este caso
utilizamos anticuerpos anti-NOS-2 policlonales @atd Cruz Biotechnology, Inc., los
cuales proporcionan, tras el revelado, una bandzoadl inespecifica que usamos
como control interno para la cuantificacion de phad NOS-2. Los resultados de estos

analisis se muestran en la figura 82.
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Citomix

Banda inespecifica R . B e £ b
NOS-2 T R
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+ adenosina
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Figura 82. Cinética de proteina NOS-2 tras tratam@ntos citomix y citomix+adenosina.

Las imagenes de la parte superior muestran lodtades obtenidos tras la determinacion de proteina
NOS-2 mediant&Vestern-BlatEl tiempo 0’ es el momento de adicién digdbmix La adenosina (10M)

se afiadio una hora antes de la induccion. La gréficla parte inferior de la figura fue obtenida po
densitometria de las bandas correspondientes eriolagrafias mostradas en la parte superior y
representa la concentracion de NOS-2 en la mue&taslor 100 % es el valor mas alto obtenido tras
dividir cada banda de NOS-2 entre su corresporgliebanda inespecifica (ambos valores
densitometrados).

Una primera observacion destacable en la figure82jue en el caso de la
adenosina no existe expresion de NOS-2, lo que eésinau que la ausencia de
produccion de NO- en este tratamiento observaderiamhente (Fig. 51) se debe

efectivamente a la ausencia de expresién de laipeotNOS inducible y no a una
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posible desestabilizacion de la proteina ya siddt o a la inhibicion de la actividad de

la enzima.

También se puede concluir de la figura 82 que noabiacién de 6 horas tras la
induccién es suficiente para obtener una cantigagrdteina significativa por lo que
este periodo de tiempo es el que se utilizo emtperimentos posteriores conducentes
a verificar la accién de los distintos tratamientos1 un efecto ya conocido sobre la
acumulacion de nitritos sobre la expresion de taghna NOS-2. Los resultados de
estos experimentos se muestran a continuacion hase incluido los resultados

obtenidos previamente respecto a la produccion@eddn estos mismos tratamientos.

Banda inespecifica
NOS-2

Produccion de NO- - + - - + + - - +

Figura 83. Estudio de la supresion de la expresidtel gen de NOS-2 (proteina).

La imagen muestra los resultados obtenidos traslei@erminacion de proteina NOS-2 mediante
Western-BlatSe incluye la banda inespecifica que usamos @amiwol interno y la banda especifica de
NOS-2, asi como los resultados obtenidos previagnmespecto a la produccion de NO- con estos mismos
tratamientos. El tiempo 0’ es el momento de indrc@on anisomicina (100ng/ml)aitomix Adenosina

(10 uM), SB-203580 (2@M), SP-600125 (2@M), PD-98059 (2QuM) y FTI-277 (200 nM) se afadieron

una hora antes de la induccion. Las muestras fuernadas 6 horas después de la induccion.

A la luz de los resultados mostrados en la figuBas® puede concluir que los
efectos supresores de los distintos tratamientbeeda induccion de NOS-2 por las
citoquinas se deben, efectivamente, a la supre&da produccion de la enzima, lo que
nos permite descartar una inhibicién de la activida la enzima.
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Estudios sobre el gen de NOS-2 (RT-PCR del mRNA).

La dltima conclusién nos lleva a preguntarnos siupresion tiene lugar a nivel
de la induccién génica, de la transcripcion, dedibilidad del mRNA de NOS-2 o de

la traduccion.

Nuestra hipotesis inicial a este respecto es gqgepeesion radica en la falta de
unién de p65/p50 al promotor del gen de NOS-2 fijgairas 76 — 81), sugerida también
por otros en la bibliografia (Murphst al, 1995; Lin y Murphy, 1997). No obstante, es
necesario estudiar la cinética de produccion deARNMNensajero de la proteina para
confirmar que los efectos observados se debenfiveieente, a una ausencia de
induccion génica o determinar si existe una aceidiore la traduccion del mRNA de
NOS-2.

En la figura 84 se muestran los resultados derefectsis en gel de agarosa de
los productos de RT-PCR y la grafica correspondi@fitenida por densitometria, se
observa la variacion de RNA mensajero de NOS-2etation al tiempo de contacto
con elcitomixmostrando un maximo de mensajero a partir de faw#s de tratamiento
y hasta las 8 horas, cuando empieza a descendedospracticamente inexistente a

partir de las 12 horas.

En posteriores experimentos, la determinacion délAie NOS-2 se realiz6 en
muestras extraidas seis horas después de la idduoon elcitomix ya que, segun se
observa en la figura 84, tras este periodo de telamantidad de mRNA proporciona
una cantidad de fragmentos suficiente para estlaiaduccion del gen de NOS-2 por

el citomix

La cinética de expresion de mRNA de NOS-2 se apmdtacinética de proteina

NOS-2 determinada anteriormente mediaihtestern-Blo(ver figura 82).
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Figura 84. Cinética de expresion de mMRNA de NOSifas tratamiento citomix.

Las imagenes de la parte superior muestran lodtades de la determinacion de mRNA de NOS-2
mediante RT-PCR tras distintos periodos de incdivacon el tratamientos de induccion. El tiempo9’ e
el momento de adicion deltomix El tamafio de los fragmentos de NOS-2 es de 80migmtras que los
fragmentos del RNA control utilizado en este estugiroteina ribosomal L19) son de 194 pb. El valor
100% es el valor mas alto obtenido tras dividirechdnda de mRNA de NOS-2entre su correspondiente

banda de L19 (ambos valores densitometrados).

Sintesis del RNA mensajero de NOS-2 en distinaianmientos.

También se realizé un estudio tomando las muesta$ horas de induccion de
células preincubadas durante una hora con distagestes farmacoldgicos que habian
mostrado en estudios previos una supresion detless de NOS-2 y de la acumulacion

de nitritos, observando en todos los casos unaneiasde RNA mensajero de NOS-2.
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Tratamiento _ Cyto +Ado
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«— L19
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Figura 85. Sintesis del RNA mensajero de NOS-2 drstintos tratamientos.

La figura muestra los resultados de la determimacdé mRNA de NOS-2 mediante RT-PCR tras
distintos tratamientos. El gel de la parte supetimia fotografia corresponde a los resultadosnatas

con los cebadores de NOS-2 y el gel de la partiorfa los obtenidos con los cebadores de L19, las
alicuotas de un mismo tratamiento tomadas parayuo&ra ampliacion corresponden a una misma
muestra. El tamafio de los fragmentos de NOS-2 e80depb, mientras que los fragmentos del RNA
control utilizado en este estudio (proteina ribosbbhi9) son de 194 pb. El tiempo 0’ es el momerdo d
adicion delcitomix (Cyto). Ado (adenosina, 1M), SB (SB-203580, 20M) y F (FTI-277, 200 nM)
fueron afadidos una hora antes de la induccion(amsomicina, 100 ng/ml) se afiadié al mismo tiempo

que elcitomix Las muestras fueron tomadas 6 horas despuédrtkitzion.

A la luz de la figura 85 se puede concluir que pomcipales tratamientos
realizados caracterizados por la falta de acumirdade nitritos en el medio tras
24 horas y la ausencia destacable de proteina N@&2nente suprimen la induccién
génica correspondiente reduciendo asi su campoccdénasupresora a la falta de
capacidad activadora de NdB- cuando la subunidad p65 no esta fosforilada errSe
(adenosina, FTI-277, y SB-203580) o cuando estandw se transloca al ndcleo

(anisomicina).

Estabilidad del transcrito.

De forma adicional a la supresion de la inducciongitoquinas cuando se han
preincubado las células con adenosina, se ha dogana posible alteracion de la
estabilidad del RNA mensajero por el nucledsidakRa al, 1994; Park y Murphy,
1996; Fotheringharnet al, 2004), disminuyendo asi el tiempo de traduccidiay
cantidad de NOS-2 sintetizada. Para comprobar bgiatesis se trataron con

actinomicina D (5ug/ml), un inhibidor de la transcripcion, célulagipcubadas durante
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6 horas con el tratamiento inductotomix y se analizé la cantidad de RNA mensajero

en las siguientes 3 horas, mediante RT-PCR, taimocse muestra a continuacion.

. . +Cyto +Actinomicina D
25 ciclos Tiempo 0 6h 15 30' 60' 120'180
e

1000 -

800 - - - «——NOS-2

500 -

«—— L19

Primers
L19

%

Figura 86. Estabilidad del transcrito: Actinomicina D.

Imagenes de PCR a punto final marcadas con brodwustidio tras electroforesis en el gel de agamrsa,
las que se muestra mMRNA de NOS-2 y la proteinasoimal L19 determinados mediante RT-PCR. El
tamafio de los fragmentos de mMRNA de NOS-2 es dep80Qientras que los fragmentos del RNA
control utilizado en este estudio (proteina ribosbbhi9) son de 194 pb. El tiempo 0’ es el momerdo d
adicion delcitomix (Cyto). La actinomicina D (hg/ml) se afadié 6 horas después de la inducciés. La

muestras fueron tomadas en los tiempos indicadtesfetografia a partir de 6 horas tras la induacio

La figura 86 muestra una permanencia en el medion&NA de dos horas, a
continuacion se repitio el mismo experimento pelicianando al mismo tiempo que la
actinomicina D, adenosina (1) y un factor descrito como desestabilizador ddAR
mensajero, el TGB-(10 ng/ml) (Parlet al, 1994), ofreciendo los resultados mostrados

en la figura 87.
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Figura 87. Estabilidad del transcrito: Actinomicina D + TGF- y Actinomicina D + Adenosina.
Imagenes de PCR a punto final marcadas con brodwustidio tras electroforesis en el gel de agamrsa,
las que se muestra mMRNA de NOS-2 y la proteinasoimal L19 determinados mediante RT-PCR. El
tamafio de estos fragmentos de NOS-2 es de 807 iphiras que los fragmentos del RNA control
utilizado en este estudio (proteina ribosomal Lk®) de 194 pb. El tiempo 0’ es el momento de adlicio
del citomix (Cyto). La actinomicina D (hg/ml), TGFf (10 ng/ml) y adenosina (1M) se afadieron 6
horas después de la inducciéon. Las muestras fuemadas en los tiempos indicados a partir de 6shora

tras la induccién.

En la figura 87 se muestran los resultados de dtmtamientos con TGE-y
adenosina junto a citomix + actinomicina D y sedauebservar una cantidad de mRNA
de NOS-2 marcadamente menor 120 minutos despuéasadecion de actinomicina D y
TGF{$ mientras que en el caso del tratamiento que iechgenosina, una cantidad
similar se observa 180 minutos después de la addeéesta junto a la actinomicina D,
un dato muy parecido al observado en la figura @hdo tratamos los cultivos con

actinomicina D solamente.

Para ilustrar graficamente los resultados mostraaosas figuras 86 y 87 se
densitometraron las bandas correspondientes adtstds tiempos y tratamientos y se
obtuvieron las cinéticas de degradacion de mMRNANGS-2 que se muestran en la

figura 88.
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Figura 88. Estabilidad del transcrito: figuras 89 y90.

Los datos se obtuvieron mediante densitometrisageb&indas de mRNA de NOS-2 de los resultados
mostrados en las figuras 89 y 90, realizando ummalizacion con sus respectivas bandas de la peotei
ribosomal L19 usada como control. El valor 100%regponde a la [MRNA] de NOS-2 inicial de cada
uno. El valor 0% corresponde a la minima [MRNA]JNI@S-2. El tiempo 0’ es el momento de maxima
cantidad de mRNA (6 horas tras la adicionad&miX. Las cinéticas de degradacién corresponden a los

tratamientos con actinomicina D soéla (rojo), juatdGF$ (azul) y junto a adenosina (verde).

En la figura 88 se muestran las cinéticas de degrad del mMRNA de NOS-2
tras distintos tratamientos y se observa claramedi®o en cultivos primarios de
astrocitos, el TGIB; que favorece la degradacion del mRNA, generadimgtica de
[MRNA] que comienza a disminuir tras la primera ehate cotratamiento junto a
actinomicina D y alcanza un minimo tres horas déspmientras que en el caso del
tratamiento con actinomicina D Unicamente y juntoadgenosina, la disminucion

comienza a partir de la segunda hora y describemassimilares.

Comparando ambos cotratamientos (T&k- adenosina) entre si y con el
tratamiento con actinomicina D sola se puede afirqmee la adenosina no altera la
estabilidad del transcrito ya que la concentradéreste comienza a disminuir a partir
de la tercera hora de cotratamiento, al igual gueele caso de tratamiento con

actinomicina D, y considerablemente diferente &latamiento con TGB-
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DISCUSION.

La produccion de oOxido nitrico en gran cantidadaestlacionada con
enfermedades desmielinizantes y neurodegenerativafxcito-toxicidad tras procesos
de isquemia-reperfusiéon, y con estados patologieospo inflamatorio. Los astrocitos
en el cerebro sano no son capaces de produciregatidades de NO- pero cuando
se activan, desarrollan la capacidad de generareN@iveles inflamatorios deletéreos
(Bhatet al, 2002). Por esta razon, el control de la inducdérNOS-2 por citoquinas
pro-inflamatorias constituye una diana terapeupiaea paliar los efectos nocivos de

ciertos estados patologicos que cursan con inflamac

Las combinacion de citoquinas pro-inflamatorias 1+ IFN-y induce la
expresion de NOS-2 y la consecuente generacionQleeN astrocitos cerebelosos, que
se acumula en el medio como nitritos. La induc@émapida, tanto en la produccion de
MRNA como en la de proteina se activan en astsgtonarios de tal forma que en
4-6°horas existe una acumulacion significativa detos. Estos datos contrastan con
los resultados del grupo de Murphy en 2000, quectkdta nitritos producidos por
NOS-2 astroglial tras 24 horas de isquemia. Es$tas@ puede deberse a la necesidad de
una activacion microglial previa que constituya tuente de IL-B (Hu y Van Eldik,
1999), es mas, la NOS-2 astrocitica se colocabral@ IL-13 microglial en el cerebro
post-mortende enfermos de encefalomielitis asociada a indecpor VIH (Zhaoet al,
2001).

Esta necesidad del gen de NOS-2 en astrocitos algrrena segunda sefal
inductora (Bhatt al, 2003) constituye un mecanismo de regulacion deflamacion.
Los astrocitos son el tipo celular mayoritario sistema nervioso central y su reaccion
inflamatoria, aunque a nivel individual sea muyendr a la de la microglia, puede
llegar a ser importante. La proliferacion inflanréiale astrocitos, la formacion de una
cicatriz glial, es un proceso que altera la orgaeitn topografica y la funcion del tejido
neural circundante, lo que tiene consecuenciasidoales. Por ello, es importante

regular de manera precisa la induccién de la N@Stdglial.

En los estudios de expresion, tanto del mMRNA comdadproteina NOS-2, el
pretratamiento con adenosina la suprime dramaticeendo que apunta a que la
ausencia de produccion de NO- se debe a la faltaddecion de NOS-2 y no a otras
acciones. De hecho, la ausencia total de mRNA derdédeina en los cultivos
preincubados con el nucleésido indica que la siufprese debe exclusivamente al
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impedimento de la induccion génica por citoquinae-ipflamatorias, y descarta
posibles alteraciones de la traduccion o un retegsta induccion génica. También se
ha sugerido que la supresién se debe a una afierdei la estabilidad del mensajero
(Park y Murphy, 1996; Fotheringhaet al, 2004). Sin embargo, en nuestro estudio, el
cotratamiento deitomix con actinomicina D (un inhibidor de la transcrui, en el
gue la [MRNA] permanece estable en el medio durdogsehoras, tanto al cotratar las
células con actinomicina D como con ésta mas adenoy a diferencia del
cotratamiento de actinomicina D junto a T@F4n agente desestabilizador del mRNA,

en el que la [MRNA] permanece estable durante area h

Finalmente, la comparacion mediante RT-PCR del mRMANOS-2 de los
cotratamientos que muestran una supresion de lenudacion de nitritos, de la
fosforilacion de p38*"c en Thi®9Tyr'® o de p65 en S&F o de la translocacién de
éste ultimo al ndcleo, demuestra que la suprestgddebe Unicamente a la falta de
capacidad activadora de NB- cuando la subunidad p65 no esta fosforilada por
p38"PX en, al menos, la SEf (adenosina, FTI-277, SB-203580) o cuando estastdo e

fosforilado, no se transloca al nucleo (anisomic(fég. 88).
Induccion de NOS-2 en astrocitos cerebelosos.

La produccién de nitritos tras la adicién de lamdaiiinas pro-inflamatorias
IL-1B + IFN-y ocurre gracias a varias cascadas de sefalizadama ¢t al, 2005).
Respecto a la ruta desencadenada por elylEN-astrocitos, la ruta canonica descrita
implica a las proteinas JAK/STAT (Aktan, 2004). Rao las cascadas de sefalizacion
relacionadas con la ILB] en ellas se incluyen varios grupos de proteinasagas tales
como PKC (Diaz-Guerraet al, 1996), CaMK-2 y las tirosina quinasas solubles,
implicadas en la activacion de NiB, entre otros, en astrocitos (Neatyal, 1999; Abe
y Saito, 2000; Chaet al, 2001; Marcust al, 2003).

NF-xB es un dimero formado por las subunidades p630ygp® habitualmente
se encuentra retenido en el citoplasma por la im@teB, cuando esta es fosforilada y
degradadavia ubiquitina-proteasoma, el dimero p65/p50 se toaashl nucleo, donde
se une a los promotores correspondientes de si&s gisina (Bauckt al, 1999), en

nuestro estudio el gen de NOS-2.
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También otros trabajos han descrito la participacié NFxB en la induccion
de NOS-2 (Diaz-Guerrat al, 1996; Nishiyaet al, 2000; Liuet al, 2001; Nomura,
2001; Janaet al, 2005) y se le ha atribuido un papel clave en dévacion
transcripcional de la enzima en respuesta a LP8oguinas proinflamatorias en la
mayoria de tipos celulares gliales (X&eal, 1994; Eberhardet al, 1998; Gansteet
al., 2001) incluidos los astrocitos (Kristal A. BL al, 1994; Kristal B. Set al, 1994;
Kristal et al, 1996; Parlet al, 1997).

JakHak-2
:' E'STATl-P

STAT1
STAT1-P

Figura 89. Las rutas de sefalizacion de IFN- e IL-1p implican a Jak/STAT y a NF«B,
respectivamente.

La induccion de NOS-2 en astrocitos cerebelosodapoombinacion de citoquinas IFN+ IL-1B ocurre
mediante dos rutas de sefalizacion intracelulainths e independientes. Por un lado, la ruta daadén
descrita en la bibliografia para el IFNgue implica a las proteinas Jak/STAT (Aktan, 3084por otro,

la ruta desencadenada por la B,-tjue implica al factor nucleaB, y que es el objeto de estudio en este

trabajo.
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La cascada de sefalizacion desencadenada porffadh-astrocitos implica a la
protefna p21® la cual puede provocar la activacién de distigisisasas celulares por

diferentes vias.

Una quinasa frecuentemente asociada a la actividad p2f* es la
fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI3K) (Birkenkangd al, 2004; Proud, 2004; Schmidt
al., 2004; Yoshimuraet al, 2006), no obstante, el tratamiento con su inbibid
farmacoldgico especifico (LY-294002) descarta ldigipacion de esta quinasa tanto en
la ruta de induccién de NOS-2 por el las citoquic@®o en la ruta de supresion por los

compuestos purinérgicos en los cultivos primar@sastrocitos cerebelosos de rata.

Otras quinasas intracelulares relacionadas coit®paibn las MAPKs. Estas
proteinas pueden regular muchas respuestas cslot@@iante cambios en la expresion
génica, incluyendo proliferacion, la respuestaamihtoria, e incluso la muerte celular,
segun el tipo celular y las condiciones fisiologiq&yriakis y Avruch, 1996; Ip vy
Davis, 1998; Cobb, 1999; Chang y Karin, 2001).

La superfamilia de las MAPKs incluye tres subfaasii p38“~¢ (también
conocida como la quinasa de estrés SAPK-2)”Y5&ambién conocida como la
quinasa de respuesta a estrés SAPK-1, o quinasaextteino N-terminal de c-jun,
INK), y p42/pa¥*PX o ERKs 1/2.

En general, las ERKs 1/2 son activadas por recepttirosina quinasas y
receptores acoplados a proteinas G, y estan masiomddas con las respuestas
proliferativas mediante la actuacion sobre factol@sranscripcion, tales como CREB,
mientras que las quinasas de estrés (SAPKs), JpB8&Y/*"*, son activadas por sefiales
de estrés ambiental y proinflamatorias, y participen las respuestas celulares
relacionadas con inflamacion y apoptosis, entrasptmediante la actuacion sobre
NF-«xB y AP-1, entre otros.

La supresion de la induccion de NOS-2 tras elnaato con el inhibidor de la

farnesilacién, FTI-277, indica la participacion p217®

y sugiere la del complejo de
sefializacién de ILflen la activacion de p23°descrita en la bibliografia (McDermott
y O'Neill, 2002). Complejo al que se reclutan last@inas IL-1RI e IRAK, y donde
p2
linaje mixto MLK-3, que podrian conducir a la aemon de MKK3 o MKK6

1®puede activar varias MAPKKKs, tales como PAK, TAKASK1 o la quinasa de
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(Bagrodiaet al, 1995; Moriguchiet al, 1996; Ranaet al, 1996; Ichijoet al, 1997),
quinasas relacionadas con §3%".

También, en distintos tipos celulares, F2%ks esencial en la ruta clasica de
activacion de las ERKs 1/2 por factores de crecitoi€¢lzquierdo Pastoet al, 1995;
Tan et al, 1996; Grumblest al, 1997; Efimovaet al, 1998; He y LaPointe, 1999;
Matsumotoet al, 1999; Rausch y Marshall, 1999; Inowsteal, 2000). De acuerdo con
esta ruta, la pZ'f° activa interacciona con el dominio de unién a"82de Raf-1, que
dispara la cascada de las MAPKs (Inoeyal, 2000). Estas quinasas estan implicadas
en la induccion de NOS-2 mediada por citoquinasP len células gliales primarias
(Raingeaucet al, 1995; Da Silveet al, 1997; Bhatet al, 1998; Bhatet al, 1999), sin
embargo, su papel no esta claramente definido yasguhan obtenido resultados
contradictorios segun la familia de MAPK y los dietes tipos y situaciones celulares
(Piaoet al, 2003; Woret al, 2004; Zhanget al, 2004; Jana&t al, 2005; Sassanet al,
2005).

Asi pues, en los astrocitos cerebelososfladtiva a p21%S pero ¢qué quinasa o

quinasas son activadas por PZ&n los astrocitos cerebelosos?

La ruta Ras-Rafl-ERKs descrita en otras célulasd@tiet al, 1997) no tiene
lugar en astrocitos porque carecen de la prote@fid RDuganet al, 1999). Es mas, en
nuestras condiciones experimentales, la falta det@fdel tratamiento con PD-98059
descarta la participacion de p42/§4% (Da Silvaet al, 1997; Nishiyaet al, 2000).
Mientras que los resultados obtenidos con los agefdarmacoldgicos SB-203580
(inhibidor permeable especifico de [38) y SP-600125 (inhibidor permeable
especifico de p54") implican claramente a la p3¥8 en la induccién de NOS-2 por
el citomix ya que soélo se observa la ligera supresion dediaccion de NOS-2 por

SP-600125 a altas dosis (A®), cuando los efectos inespecificos predominan.

La participacion de p3%8° también se ha descrito en la induccién por
TNF-a + IL-1B en astrocitos neonatales murinos (Da Sdval, 1997), aunque no esta
exenta de controversia puesto que se ha descréoinfluencia inhibidora sobre la
expresion de NOS-2 en la astroglia de ratas ad(Mascuset al, 2003). Segun este
altimo estudio, la induccidn de la expresion de NOfor la combinacion de ILBly
TNF-o se atenda tras la inhibicion de tanto ®B-como MEK, estos resultados
proporcionan una importante evidencia de quexBRr ERKs 1/2 son componentes de
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dos rutas de sefializacion autbnomas por las qu@ LTNF-a estimulan la expresion
de NOS-2 (Marcust al, 2003). Sin embargo, la disminucién de la acunidiace
nitritos en el tratamiento con PD-98059 no alcaeliz&0% del total de induccion. Por
otro lado, la necesidad de estimulacion con dosas wmitoquinas del promotor de
NOS-2 puede explicar la necesidad de la partiamade las MAPKs p42/p44 en el
caso de la induccién del gen de NOS-2 por Ti\F diferencia de las condiciones
experimentales de este trabajo en las que la datitan complementaria a la ILBles

el IFN-y, indiscutiblemente relacionado con la ruta de @otihn de JAK/STAT (Fig.
89).

PAK
TAK-1
ASK1
MLCK-3

|
o Sog's

pA2IpadneK l

. 7

p3gVAPK

Figura 90. La ruta de la IL-1p implica a p21°®y a p38"7«

La proteina p2¥° puede actuar sobre muchos efectores que condudes MAPKs, en especial a
p38"PK  Los astrocitos no expresan la proteina Raf-1apneluce la sefial desde fZla p42/padA«
en otros tipos celulares. Adaptado de McDerrabé#l. (2002).

El paso siguiente a la activacion de ¥3% nos centra en la participacion del
factor nucleaxB, ya descrita en la activacion transcripcionalN{@S-2 astroglial por
citoquinas proinflamatorias (Pask al, 1997). Respecto a la relacién entre'H38 y
NF-kB, el inhibidor especifico de p%8™, SB-203580, es capaz de inhibir la actividad
de unién al DNA de Nk&B en una linea celular de macrofagos murinos (Ghéfang,
1999) y suprime la activacion de MB-por MKK3 y MKK6 en células C6 de glioma
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de rata (Bhaet al, 2002), lo que sugiere la implicacion de estecdiaauclear en la
induccién de NOS-2 por p38°.

En otros estudios se ha apuntado la participaaidotis factores nucleares: en
unos se ha mostrado que las MAPKs, ERKs 1/2 y'#3%8regulan la expresién de
NOS-2 a través de la modulacion de dF-y de AP-1 (Kristofet al, 2001), sin
embargo, la ausencia de secuencias consenso pdkaeARl promotor de la NOS-2 de
rata descarta la participacion de AP-1 (Jahal, 2005). También, el tratamiento con
JNK-1, un inhibidor especifico de JNK que impideatdivacion de AP-1 inducida por
IL-1B, carece de efecto sobre la expresion de NOS-Ziaawpor IL-13 e IFNy en
astrocitos humanos primarios (Aktan, 2004). Pague podemos afirmar que AP-1 no
juega un papel esencial en la expresion de NOSHK2cida por esta combinacién de
citoquinas en astrocitos cerebelosos de rata. Ews aistudios se ha indicado la
participacion de GAS porque su induccion por H-Ninergiza con la activacion de
NF-xB inducida por IL-B para una mayor inducciéon de NOS-2, pero la adtivade
GAS no es esencial para la expresion de NOS-2 glaada2005).

Translocacion de NFxB al nucleo.

Si analizamos la participacion de MB-en la cascada de sefalizacion de la
induccién de NOS-2 en astrocitos primarios de @doetle rata, se observa que la ruta
canodnica descrita en la figura 89 para el tratamidfRN-y + IL-1f promueve la
translocacion de NkB al nucleo de forma independiente de la activadiémp38-7<.
Pero en esta situacion no se produce expresion@8-2 ya que es necesaria la
participacion de la quinasa, a su vez, activaddgsocitoquinas de forma dependiente
de p2£*

En las condiciones experimentales de este estndal,inhibidor especifico de
p38"PK  (SB-203580) ni los agentes farmacolégicos que dewpi su
fosforilaciéon/activacion por las citoquinas (FTI7®vitan la liberacion de NkB y su
translocaciéon al nucleo, pero si la induccion deSNOpor las mismas citoquinas,
haciendo necesario un estudio con el propositcodérmar que NF¢B precisa de una
activacion por p38**¥ para poder inducir la expresién del gen de laginat NOS-2
(Beyaertet al, 1996; Wang y Baldwin, 1998; Soegal, 2006).
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Fosforilacion de NF«B (Ser® de p65).

La anisomicina (activador permeable de JNK y'Hb38) induce per sela
fosforilacién en Sér® de p65, lo que demuestra que ésta es una diarecutal de
p38"4PK en astrocitos de de cerebelo de rata (Setngl, 2006). Sin embargo, esta
fosforilacion no es suficiente para inducir la egn de NOS-2 en los astrocitos
puesto que, en esta situacion, el factor nucleangece en el citoplasma. Por lo que
podemos concluir que la participacion de dB-<en esta ruta precisa de dos sefiales
independientes desencadenadas por lapjLgdor un lado, su liberacion decB
(independiente de p¥8™ y de p21®) que lo capacita para translocarse al nicleo. Y

por otro lado, la fosforilacion por la P38, dependiente de p2%

La relacién entre p38°X y la fosforilacién de p65 ha sido descrita eninlies
modelos animales y tipos celulares, tales comdnkal L929 de fibrosarcoma murino
(Vanden Berghest al, 1998), corazén de raton (Zhao al, 2001), macréfagos RAW
246.7 (Chen y Wang, 1999), microglia humana y de ¢&/ilms et al, 2003), y en
células epiteliales de pulmon murino y bronquiaegpulmdén humano (Schmeekal,
2004), entre otros. También se ha descrito la fiimfidn de p65 por p38FX en las
serinas 529 y 536 (Madrit al, 2001), entre otras.

Accion supresora de los compuestos purinérgicos éminduccion de NOS-2.

La preexposicion al ATP suprime la induccion de NDor la combinacion de
citoquinas de forma dosis-dependiente, sin embdegoapida degradacion del ATP
hasta adenosina en el medio lo hace incapaz delanddunduccion a largo plazo de
NOS-2 por citoquinas, proceso que requiere varmash De forma adicional, la
preincubacién con adenosina ofrece resultados nmijases a los obtenidos en los
estudios con ATP, y el tratamiento con adenosisati@asa revierte totalmente la
supresion por ambos purinérgicos, sefialando akasiclo como el efector real de la
supresion en ambos casos. Ademas, el hecho dd goélego no hidrolizable del ATP
(a,p-metilén-ATP) no reproduzca el efecto supresor,icendque la degradacion
extracelular del ATP hasta adenosina es un pasoestipdible para la supresion
purinérgica de la induccion por citoquinas. Segéta e&onclusion, el ATP no es el

agente supresor de la induccion de NOS-2 por ditaguen el estudio realizado por el
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grupo de Murphy, puesto que en €l solo se obsersa@sion cuando se preincubaba

con el agente purinérgico durante un tiempo (Murgthgl, 1995).

De la misma forma, los antagonistas de los receptB2 de ATP (PPADS y
azul reactivo 2) no tienen efecto sobre la supregh contrario, el DPCPX, un clasico
antagonista de receptores de adenosina, si quadsalag efecto supresor. Esto es, la
disminucién del efecto supresor de la producciénitigos de forma dosis-dependiente
con la concentracion creciente de DPCPX apunta adoeptores de adenosina como
mediadores de la supresion. Por lo que podemosuioque la adenosina generada tras
la degradacion del ATP es la sefial fisioldgica quéjando a través de receptores P1 o

A de adenosina, reduce la induccion de NOS-2 pogueinas pro-inflamatorias.

En los experimentos llevados a cabo para caraateglzsubtipo de receptor de
adenosina implicado en el efecto supresor de éstitilzaron agonistas y antagonistas

farmacoldgicos especificos de cada uno de losmaghtonocidos.

Los resultados obtenidos en los experimentos cenagonistas apuntan al
subtipo Ag como el implicado en la supresién por adenosingugla preincubacion
con NECA imita el efecto observado con la adenogimentras que la preincubacion
con los agonistas especificos de los subtipes AAa ¥ As (CPA, CGS-21680 e
IB-MECA, respectivamente) no ofrece un efecto samal de la adenosina. El ligero
efecto supresor observado a altas concentracion€3G5-21680 puede deberse a la
afinidad de este farmaco por el subtipg Aredholmet al, 2001).

De forma adicional, los resultados obtenidos tidaas células previamente a
la adicion de adenosina con los antagonistas dmpacide los cuatro subtipos de
adenosina también apuntan al receptog Aomo implicado en la supresién por
adenosina. Puesto que el tratamiento con el antigaspecifico de A (ZM-241385)

o de A (MRS-1523) no impide la supresion por adenosiaias concentraciones y el
tratamiento con DPCPX sélo lo hace a una conceatranayor de 1M, a la cual ya
no es especifico del subtipo, Aino supresor de todos los subtipos (Fredhetral,
2001).

Considerando conjuntamente los resultados obter@ddss experimentos con
agonistas y antagonistas especificos se llegacarialusion de que el Unico subtipo

implicado de forma significativa en nuestro estudgel receptor A& de adenosina.
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Este subtipo se ha relacionado con distintos poscgee afectan a la induccion génica
en células astrogliales, tales como la sintesigyldedgeno en astrocitos mediante
modulacién de la expresién génica (Allametral, 2003), un aumento de la liberacion
de interleuquina @ vivo en astrocitos del estriado murino (Vazqeeal, 2008), o su
regulacion por el factor de necrosis tumoral emogit humana (Trincavellet al,
2004; Trincavelliet al, 2008), entre otros. Respecto a sus efectorexeitiares, se ha
descrito la acumulacién de cAMP en astrocitos primsade rata (Peakman y Hill,
1994), en cultivos de astrocitos derivados de (ldlaskaet al, 2008) y en astrocitos
cerebelares tipo 1 (Jimenez al, 1999). En este ultimo tipo celular también se ha

descrito la potenciacién de las sefiales déJGdimenezet al, 1999).

Mecanismo de la supresion de la induccibn de NOS-por compuestos

purinérgicos.

El receptor Az de adenosina puede estar acoplado a varias cascada
segundos mensajeros, tales como la elevacién [@&d4; via PLC-IP; o el aumento de
los niveles intracelulares de cAMA proteina GAC (Jimenezt al, 1999).

En astrocitos, los resultados obtenidos con el amqiel de calcio, BAPTA,
demuestran que el efecto supresor mediado poné esta relacionado con las sefiales
de variacién de la [¢4;. De hecho, la supresion por los purinérgicos dedaccion de
NOS-2 por citoquinas implican la elevacion de lneles intracelulares de cAMP.

A la luz de estos ultimos resultados y el acoplatoiedel subtipo Ag a la
enzima Adenilil Ciclasa descrito en la bibliograffaredholmet al, 2001; Fields y
Burnstock, 2006) parece inevitable sefialar a lacA@o nexo de unidn entre;Ay la
elevacion de la [cAMR]idea que corroboran la supresion del efecto deldsmosina por
el tratamiento con el inhibidor permeable de la MDL-12330A, y los estudios de
cuantificacion de cAMP intracelular mediante ELI8Ampetitiva tras el tratamiento
con el activador permeable de la AC, forskolinaJaanque destaca la similitud en las
curvas de [cCAMP] tras los tratamientos con adermosincon forskolina, tanto en

presencia como en ausencia de IBMX.

El cAMP tiene varias dianas intracelulares, aundgueaas importante y utilizada
es la PKA, el cAMP también se une a canales iordependientes de cCAMP y a otras

proteinas (Laroche-Joubedt al, 2002). Entre ellas, las proteinas Epac 1 y 2

186



DISCUSION.

(Christensenret al, 2003; Rehmanret al, 2003). Estas proteinas son factores GEF
dependientes de cAMP que regulan varios procedok@s mediante la modulacion
de la actividad de algunas proteinas G pequefias &ap (de Rooigt al, 2000). Una

de estas proteinas G pequefas reguladas por las EpdRap (de Roogt al, 2000;
Laroche-Jouberet al, 2002; Rehmanet al, 2003; Tsakt al, 2004; Wonet al, 2004).
Esta se encuentra normalmente en un estado inaatida a GDP. Cuando este GDP
es transformado en GTP por las Epacs 1/2 (Rap-GEEk induce un cambio

conformacional de Rap hacia un estado activo.

Respecto a los efectores intracelulares de la @tavale la [CAMP] intracelular,

la ausencia de efecto significativo de los inhibédoespecificos de PKA (KT-5720 y
H-89) y del agonista permeable del cAMP, 6-feniMiA (especifico de PKA pero
carente de efectos sobre las proteinas Epaclspl@e la produccion de nitritos indica
que en la ruta de la sefial supresora desde eltoedep de adenosina no es esencial la
participacion de PKA, idea apoyada por el resultddbtratamiento con el agonista
permeable del cAMP, 8-CPT-2’-O-Me-cAMP (potente ragta de cCAMP respecto a las
proteinas Epac 1 y 2 pero sin efecto sobre la PkA)xual demuestra que la ruta
supresora dependiente de la elevacion de la [cARNGPfequiere la participacion de la
PKA, sino la de las pequefias proteinas G mononséEipac 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 mrtalade supresion por
adenosina induce a pensar en la posible partiéipatz la proteina Rapl. Descrita en la

bibliografia como antagonista de p2(Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999).
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Figura 91. Participacion de las proteinas epac 1% en la ruta supresora.
Las proteinas epac 1 y 2 son el nexo de union émtedevacion de la [CAMP] y la supresién de la

induccion por citoquinas.

También, el hecho de que la preincubacion con ai®@ono revierta la
degradacion de #B promovida por citoquinas demuestra que la sugmegior el
nucledsido no esta relacionada con la translocag@mp65 al nucleo. Por lo que el

efecto supresor debe afectar a la ruta que imaljg2f®y a p3&~¥.

Las proteinas Epac, activadoras de Rapl, particesarmultiples procesos
fisioldgicos vy tipos celulares (Holet al, 2006; Metrichet al, 2008; Roscionkt al,
2008; Borlandet al, 2009). En astrocitos cerebelares de rata, laamifin de Rapl por
las epacs interfiere la activacion de P38 por p2£® lo que indica que las epacs
actian como supresoras de la induccion de la agprde NOS-2 por citoquinas. Esta
conclusion contrasta con algunas de la bibliogmfizas que se describe una activacion
de p38“PX por las epacs en otros tipos celulares como nasroerebelares (Stet al,
2007) o fibroblastos del tejido adiposo (Clegral, 2007), entre otros. Por otro lado, las
epacs son capaces de activar a JNK de forma indegpgé@ de su actividad como Rap-
GEFs (Hochbaunet al, 2003), sin embargo, los resultados ofrecidosgbanhibidor
especifico de JNK, SP600125, descartan esta pdaitbil
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La ausencia de supresién de la activacion d&¥%8en los casos de induccion
tras la inhibicion de la geranil-geranilacion (G&R86), asi como tras esta inhibicion y
preincubacién con adenosina, indica que Rapl esciesgara la supresion por la
elevacion de la [cAMR]promocionada por la adicion de ATP o adenosindade

induccién por citomix.

No obstante, no se conoce el mecanismo inhibidactexde Rapl en esta ruta
pero el antagonismo entre p2ly Rap radica en el secuestro de los efectore@d&%
por parte de Rap, que los retiene lejos de la mamabplasmatica, zona de influencia de
Ras (Nomuraet al, 2004). Puesto que que p2ly Rap se localizan en diferentes
compartimentos subcelulares, el primero se asotaan@eembrana plasmatica mientras
gue el segundo se encuentra en la zona perinueleda, que se incluyen el aparato de
Golgi y los endosomas (Mochizuét al, 2001). El dominio que abarca los aminoacidos
85-89 de RaplA es importante para su localizaciérinpclear, mientras que la
localizacion en la membrana plasmética de Ras seiaason el extremo carboxilo

terminal, susceptible de modificacion lipidica.

El mecanismo que proponemos en funcion de losteetad obtenidos es que las
proteinas Epac 1/2 activan a Rapl haciendo queséstma a los efectores de P¥1
(Bos, 1998; Zwartkruis y Bos, 1999), es decir, &estro estudio, cuando p2ies
activado por la ruta de sefalizacion desencadepadda union de la IL-A a su
receptor no puede actuar sobre sus efectoresidesgpor Rapl (McGuiret al, 1996),
previamente activado por la ruta de sefalizaci®emigadenada por estimulacion de

receptores de adenosina (Pabtal, 1997a).
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Figura 92. Duelo de homélogos en la fosforilacidae p38*™*
Este estudio ilustra una ruta de sefializacién neewaucente a la activacion de 3% por IL-18 que
implica a p2%*, con un papel negativo de Rapl teniendo lugariall mle p2f* en la ruta. Estos

resultados coinciden con los descritos por el gdg®&alsson (McDermott y O'Neill, 2002).

La activacién de Rapl es una importante moduladera expresion del gen de
NOS-2: mientras que la activacion de Rapl posteriarde p21*por la misma IL-B
(Palssoret al, 2000; Marcuset al, 2003) explica la transitoriedad de la expresiéh d
transcrito y la cinética de fosforilacion de 38 descrita en la bibliografia (Piaet
al., 2003). Cuando preincubamos las células con ATdlemosina, la proteina Rapl
estaria activada previamente a la activacion dé¥par las citoquinas, manteniendo a
los efectores de p3%alejados de la membrana (McDermott y O'Neill, 2002

Esta conclusion esta apoyada por un estudio coneplamo realizado con un
activador permeable especifico de esta quinasmisomicina (Hazzaliret al, 1998),
el cual revierte el efecto supresor de los purtegi(adenosina) y del inhibidor de
p2172 (inhibidor de la farnesilacién, FTI-277) a nivel t fosforilacion de p38FX, lo
que indica que la supresion, en ambos casos, ltigae antes de la activacion de esta
MAPK. Sin embargo, la anisomicina no basta parétausa ninguna de las citoquinas
constituyentes detitomix, y es necesaria la combinacién de ambas parallgéion
del gen de NOS-2. De lo que se puede deducir gpartipacion de p3&©X, si bien
es esencial, no es suficiente, y que la pL#licia una segunda ruta adicional a la

activacion de esta quinasa.
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En relacion a estas ultimas premisas y a la fataatos acerca de que NB-
actle previamente a p38 (Nishiyaet al, 2000) podemos afirmar que la esencialidad
de p38"PX no radica en la liberacién de NdB- para su translocacién al nucleo sino en
otro tipo de activacion del factor de transcripg¢igor lo que, confirmando datos previos
(Liu et al, 1996; Wesselborgt al, 1997), la activacién de p38™ vy la liberacién de
NF-xB respecto axB se produce por diferentes vias, al igual quesétoeitos murinos
tratados con IL-& + TNF-a, donde la inhibicion de p¥87¢ bloquea la expresion
génica de NOS-2 sin efecto sobre la translocacgdNEB al nucleo (Da Silvat al,
1997), y que estos autores interpretaron comodasigad de una segunda ruta activada
por alguna de estas dos citoquinas para genesafik suficiente para la induccion de
NOS-2 (Da Silveet al, 1997), esta conclusion puede corresponderseosore$ultados
observados en el tratamiento con anisomicina, equel a pesar de detectarse la
fosforilacion de la subunidad p65 de NB-en Set® por p38A"X  ésta permanece en
el citoplasma sin translocarse al nacleo, necetitau liberacion de #B, lo que a su

gAPK

vez esta provocado por una segunda ruta indepaadierp3 pero desencadenada

por la misma IL-8.

Considerado conjuntamente con la descripcion des/aitios de fosforilacion
en NF«xB necesarios para su union al DNA e induccion degamnes diana (Beyaeat
al., 1996; Wang y Baldwin, 1998; Wang Bt al, 2000; Funakoslet al, 2001; Madrid
et al, 2001; Birkenkamget al, 2004; Chantomet al, 2004; Zhaiet al, 2004; Huet
al., 2005; Mattioliet al, 2006; Songpt al, 2006; Yoshimurat al, 2006), los resultados
obtenidos en este estudio demuestran que la partién de NFReB en la induccion de
NOS-2 por las citoquinas requiere la confluenciadds procesos: 1) La liberacion
respecto a kB por parte de las citoquinas de forma independidatp2T2sy p38"PK,

y no susceptible de supresion por ATP o adenogi@a,La fosforilacion en, al menos,
la Ser® de la subunidad p65 por parte de 3%, a su vez activada por las citoquinas
de forma dependiente de 52y susceptible de supresién por adenosina.
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Figura 93. La participacion de NFxB en la ruta inductora requiere su liberacion de kB y la
fosforilacién de la subunidad p65 en Sé&f° por p38"4PK
La supresion por ATP o adenosina consiste en etdinpento de la fosforilacion de esta quinasa yade |

consecuente plena activacion de RB:-

Esta compleja regulacién del factor nuclear est@igenente descrita en la
bibliografia (Pahart al, 1997b; Wesselboret al, 1997; Bhatt al, 1998; Bauckt al,
1999; Johret al, 2001; Liuet al, 2001; Madridet al, 2001; Tannoust al, 2001; Bhat
et al, 2003; Wilmset al, 2003; Chantomet al, 2004; Janat al, 2005), incluso otras
proteinas podrian participar en este proceso, gakj per sees una diana molecular
de varias quinasas incluyendo miembros MEKK (Isra@D0), también se ha descrito
una relacion independiente déBlentre Rac, una pequefia proteina de unién a GIEP, y
habilidad transactivadora de p65 (Jefferies y QIN2DOO) y la activacién de la ruta
MKK3/6 — p38"*PX por Rac cuando es activada por H-Ras (®hi, 2005).

Una vez comprobado que la supresion por adenosinareoa nivel de la

fosforilacion de p38*"X, y tras haber descartado otras posibles acciaiesidleésido.
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Los resultados de nuestros experimentos demudstrsupresion de induccion
génica por la falta de unién de p65/p50 al promdirgen de NOS-2 sugerida en la
bibliografia (Murphyet al, 1995; Lin y Murphy, 1997).

Las rutas de induccion desencadenadas por I8 lkstimulan la expresion de
NOS-2 via activacion de NReB, y aunque la situacidim vitro de los astrocitos
primarios de rata no imita perfectamente la sitwa@n vivo de los astrocitos en el
cerebro de pacientes con enfermedades inflamatariaseurodegenerativas, estos
resultados sugieren que la diana especifica quensugF«B debe ser importante para
detener el dafio mediado por el NO- en el tejideioso inflamado. Especialmente si se
tiene en cuenta que la mayoria de genes relacisramoinflamacion contienen sitios

de uniénkB en sus regiones reguladoras (O'Neill y Green@3)119

Por otro lado, el hecho de que NB-necesite en este estudio dos pasos de
activacion hace replantearse muchos de los estedides que se considera la plena

activacion del factor nuclear y su translocaciontalleo como un mismo proceso.

La elevacion de la [CAMPEs la sefal supresora de la induccion de NOS-2 por
IL-1B en astrocitos, y el hecho de que actlie impididadactivacion de p38™ y la
fosforilacién de p65 en SEP (ambas relacionadas con inflamacién), por unalsefia
inductora tan generalizada como la interleuquipaldre el abanico terapeutico para la
regulacion de los procesos inflamatorios a otrosiljes agentes elevadores de la

[CAMP]; como las catecolaminas.

La activacion de Rapl por las proteinas Epacs 1deg@endientes de cAMP,
puede tenerse en cuenta en el tratamiento de asjyeltologias caracterizadas por una
proteina p21®*activa, tales como algunos tipos de tumores.
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La IL-1B induce la expresion de NOS-2 en astrocitos cevsbsl de forma
dependiente de la proteina %1 De las proteinas normalmente asociadas a la
actividad de p21 sélo la p3¥*7¥ es un efector implicado en la induccién de
NOS-2 en los astrocitos. Los resultados de la ioidib de otras enzimas indican
la nula participacion de PI3K o las ERK y no sugmeruna participacion
destacable de p3¥‘. En los astrocitos, tras la estimulaicén con fi,.4a p38"F¥

es la responsable de la fosforilacion de la sulathjgb5 de NReB, un proceso
adicional a la liberacion de NEB de su secuestro pokB y esencial para su

actividad como factor de transcripcion nuclear.

Los compuestos purinérgicos, ATP o adenosina, émhila generacion de NO-
estimulada por citoquinas en astrocitos cerebeldssie efecto transcurre con una
reduccion de la acumulacion de la proteina NOSH2aag una disminucion de la
transcripcion del mRNA de NOS-2. Por lo tanto, tmsnpuestos purinérgicos

suprimen la induccién de la expresiéon del gen d&MOnducida por citoquinas.

La accién del nucleétido ATP requiere la convergibevia a adenosina, no es
reproducido por analogos no hidrolizables y nolegueado por antagonistas de
receptores de nucledtidos sino por antagonistaseckptores de adenosina. El
perfil de activacion y bloqueo por agonistas y gotastas selectivos de
receptores de adenosina indica que la accién suprés la induccion de NOS-2

esta mediada por un receptor de tipg &n los astrocitos.

La accidn supresora de la adenosina no impidealasitwcacion al nucleo de
NF-«xB pero si su actividad inductora. La adenosinaipnevla activacion de
p38"PX en los astrocitos, lo que indica que la acciémesgra de la induccién de
NOS-2 tiene lugar por interferencia con la rutaP2a38"7¢, esencial para la

fosforilacion y activacion de NkB.

La adenosina estimula la acumulacion de cAMP eragtsocitos. Los analogos
del cAMP reproducen por si mismos el efecto suprgém accion de la adenosina
puede ser bloqueada por la inhibicion de la ademdiasa. Por lo tanto, la
supresion de la expresion de NOS-2 por adenositdanesdiada por la ruta de

sefializacién del cAMP y no por rutas relacionadas[€& ;.

197



CONCLUSIONES.

6.-

La supresion de la expresion de NOS-2 en astrocéosbelosos por cCAMP no
estd mediada por su efector mas frecuente, la BKW, por las proteinas Epac,
reguladoras de proteinas G pequefas. La supresitmidduccién de NOS-2 es
debida a la prevencién de la activacion de"h38 probablemente por secuestro

via Rapl, y por lo tanto el bloqueo de la activaciériNéF«B por fosforilacion de

su subunidad p65.
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. IL-1p induces NOS-2 expression in cerebellar astrocirtea p2f®dependent
manner. Many proteins have been described as effertlated to pZ* activity.
Among these enzymes, just P38¢ is essential for the induction pathway in
astrocytes. While PI3K and the other MAPKs, ERK2 (p42/p44*P¥) and p54™,
were not involved. In astrocytes, IlB1promotes NFReB release from WB.
Additionally, p38""* phosphorylates the subunit p65 of NB; which is an
essential step for its transactivating capability.

. Purinergics inhibit NO- accumulation elicited bytakines in cerebellar astrocytes.
This effect includes a decrease in both NOS-2 praed mRNA. Thus, purinergics
suppress the NOS-2 gen induction elicited by cyteki

. The suppressive effect of ATP requires its previoosversion into adenosine. The
effect it is not reproduced by non-hydrolizable Adalogs and it is not blocked by
antagonists of nucleotide receptors but by antag®mf adenosine receptors. The
experiments related to activation and blockadedaihasine receptors by selective
agonists and antagonists demonstrates that theresgnge effect of ATP and
adenosine on NOS-2 induction by cytokines is mediaty the Ag subtype of

adenosine receptors present in astrocytes.

. The purinergic suppression does not blockkFtranslocation into the nucleus but
prevents its transcription-stimulating activity. éwbsine impedes p4%&"
activation in astrocytes, thus interfering with theuction pathway pZ£2p38'4PK,

which is essential to phosphorylation and activabd NF«B.

. Adenosine promotes cAMP accumulation in astrocyt@dP analogs reproduce
per sethe suppressive effect, which is blocked by irtinlgi adenylyl-cyclase. Thus,
the intracellular mediator involved in NOS-2 sumsien is [CAMP] and not

[Ca®]i-related signalling.

. The suppression is not mediated by the cAMP mesjuient effector, PKA, but by
Epac proteins, regulators of Rapl small G profEive suppressive effect is due to a
blockade of p3¥*F¥ activation, probably by Rapl keeping F38 out of
p21”®%induced activation, thus preventing MB-p65 phosphorylation.
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ANEXO. GLOSARIO DE AGENTES FARMACOLOGICOS.






GLOSARIO DE AGENTES FARMACOLOGICOS.

6-fenil-AMPc (6-Phe-cAMP).

Activador altamente selectivo de PKA.
o A0
Na' o ?/\;_?/ 7
i N
o'\o on

8-CPT.

Antagonista selectivo del receptor; Ale
adenosina.

sesse
X

8-pCPT-2"-O-Me-AMPc.

Activador permeable de la proteina Epac
(cAMP-GEF) in vitro e in vivo, sin efecto
sobre PKA.

S
+ o N>=
Na . ?/\Q/ 74 \
O N
E\O o N~
CHj,

Actinomicina D.

Actinomicina IV.

Inhibidor de la transcripcion a nivel de la
RNA polimerasa.

229

Adenosina desaminasa (ADA).

Adenosina aminohidrolasa.

Enzima que cataliza la desaminacion de
adenosina y 2’-desoxiadenosina.

a,p-metilén-ATP.

Agonista de los receptores P2, mas potente
gue el ATP para los subtipos P2X.

Anisomicina.

Activador de las proteinas quinasas
activadas por estrés, INK/SAPK y #38°,
en células de mamifero.

HO .O—C—CH,
N CH;@*O-CHa

Apirasa (NTPDasa).
ATP-disfosfatasa.

ATP  difosfo-hidrolasa.  Cataliza la
liberacion del fosfatoy del ATP vy del
fosfatop del ADP.

BAPTA-AM.

Forma permeable del quelante del*Ca
intracelular BAPTA.

o Jg N S
Qg%ﬂ(m



GLOSARIO DE AGENTES FARMACOLOGICOS.

CGS-21680.

Agonista del receptor A de adenosina.

CPA.

Agonista del receptor £de adenosina.

hEneas

Dibutiril-AMPc (2But-AMPc, 2bcA).

Analogo permeable del cAMP.

N—C—(CH,);"CH,
?“Q’ \J\V

? (CHZ)2 CH,
o

Dipiridamol.

Inhibidor permeable de la fosfodiesterasa
de cGMP (PDE V; Ig = 900 nM). Potente
inhibidor de la actividad ectonucleosidasa,
también bloquea el transporte de
nucleosidos en mamifero.

t @
O

SN

DPCPX.

Antagonista del receptor,Ale adenosina.

POSe
A
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Forskolina.

Activador de la adenilato ciclasa.

FTI-277.

Inhibidor de FTasa (l§g = 50 nM). Inhibe
el procesado de H-Ras €= 100 nM)
pero no el de RaplA geranilgeranilado
incluso a 10 uM.

GGTI-286.

Inhibidor de GGTasa I.

H-89.

Inhibidor permeable selectivo de PKA.

/N\/\
o O

IB-MECA.

Agonista del receptor £de adenosina.

A
(o} N
H.C N
\NJ\Q/ z \ 1
H
N N
HO OH
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IBMX.

Inhibidor permeable de las fosfodiesterasas
de cAMP y cGMP (IG, = 2-50 uM).

o
HaCw

ISy,

Y

Inhibidor permeable selectivo de PKA.

KT-5720.

HO
= /\/\/\
o

LY-294002.

Inhibidor especifico de PI3 quinasa.

MDL-12330A.

Inhibidor irreversible de la adenilato ciclasa
(|C5o =250 HM)

H
Cr

-HCI

MRS-1523.

Antagonista selectivo del receptor; Ale
adenosina en rata.
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MRS-1754.

Antagonista del receptor,Ade adenosina.

”3C\L jI” I =
o)N\N | H\>_< >—o/_<qo

CH,

L-NAME.

NC®-Nitro-L-arginina-metil-éster

Inhibidor estereospecifico de la sintesis de
oxido nitrico (NO-) a partir de-arginina.

H H HN, ,H
N N\/\/<
O,N \ﬂ/ CO,CH,
NH

-HCI

NECA.

Agonista de receptores de adenosina con
similar afinidad por los subtipos; A A..

5
IZ>
o
e

PD-98059.

Inhibidor selectivo de MAP quinasa
guinasas (MEK) que actia inhibiendo la
activacion de MAP quinasa.

PPADS.

Antagonista selectivo de los receptores P2.

HO
HO o PON,

| X
L
NaO,S SO,Na

H,C
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Reactive Blue 2 (RB 2).

Basilen Blue.

Antagonista de los receptores P2Y, el
antagonista mas potente para los canales
activados por ATP.

SB-203580.

Inhibidor permeable y altamente especifico
de p38"°* (ICso = 34 nMin vitro, 600 NnM

en célula). No inhibe significativamente a
INK ni p42"*¥ incluso a 100 pM.

|\1 X
= H //o
L~
N CH,

F

HCI
Sepiapterina.
L-Sepiapterina.
Cofactor de la NOS, convertida

intracelularmente en BH

)\\ OH
H,N" "NT TN
H
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SP-600125.
SAPK Inhibitor II.

Inhibidor permeable selectivo de JNK.
Presenta 300 veces mas selectividad para
JNK que para ERK1 y p38 MAP quinasas.

—NH

(0]

Suramina.

Antagonista de los receptores P2X y P2Y.
También desacopla las proteinas G de sus
receptores e inhibe la PLD.

ZM-241385.

Antagonista del receptor,A de adenosina,
con selectividades de 1000, 91 y 500000
sobre A, Az Y As, respectivamente.



