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1. Células glíales e inflamación en el SNC  
 

La inflamación es una respuesta inmediata y localizada, causada por 

infecciones o traumatismos, que se caracteriza por una serie de cambios 

fisiológicos en el área afectada. La respuesta inflamatoria incluye vasodilatación 

local, aumento de la permeabilidad de los capilares, infiltración de células del 

sistema inmunitario y activación de mecanismos moleculares dirigidos a eliminar 

el agente infeccioso o las células dañadas.  

 

El sistema nervioso central (SNC) ha sido considerado un sistema 

inmunológicamente privilegiado ya que el aislamiento que le proporciona la 

barrera hematoencefálica le protege de la invasión de agentes inflamatorios y de 

la respuesta desencadenada por los mismos. Sin embargo, el SNC se ve 

afectado por procesos inflamatorios en respuesta a infecciones bacterianas, 

como consecuencia del daño tisular causado por traumatismos y en los procesos 

relacionados con la patogénesis de trastornos neurológicos degenerativos como 

las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (EA), la esclerosis múltiple (EM) o la 

demencia asociada a la infección por el virus de inmudeficiencia humana (VIH) 

(revisiones en Minagar y col, 2002; Wyss-Coray y Mucke, 2002).  

 

Para contrarrestar las acciones de los agentes inflamatorios o de las 

situaciones inductoras de inflamación, las células del SNC poseen sus propios 

mecanismos de protección. La microglía y la astroglía son las células del SNC 

que participan más activamente en los procesos neuroinflamatorios y su 

activación constituye una de las características más notables de la respuesta 

inflamatoria en el tejido nervioso (revisión en Piehl y Lidman, 2001). La 

activación glial incluye cambios morfológicos, como la transformación de la 

microglía ramificada quiescente en células ameboides o la condensación de 

filamentos en la astroglía, y moleculares, como el aumento de la expresión de 

GFAP (proteína acídica fibrilar de glía) en astrocitos y de diferentes proteínas 

inmunoreguladoras (citocinas y quemocinas) y mediadores de inflamación 

(especies reactivas de oxígeno y NO) en los dos tipos celulares (revisiones en 

Dong y Benveniste, 2001; Aloisi, 2001).  

 

La reactividad glial y expresión aumentada de citocinas proinflamatorias 

son características comunes del proceso inflamatorio asociado a las patologías 

neurodegenerativas (revisión en Rothwell y col., 1996). Las citocinas son 
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proteínas de bajo peso molecular (entre 8 y 26 KDa) que se sintetizan en casi 

todos los tipos celulares (revisión en Benveniste, 1998). Se identificaron primero 

en células linfoides leucocitarias y se han clasificado en proinflamatorias (IL-1β, 

TNF-α, INF-γ, IL-6, etc) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-12, etc). En el SNC se 

ha detectado IL-1β y TNF-α en el cerebro adulto de animales de 

experimentación y en tejido post-mortem de humanos sanos (revisión en Vitkovic 

y col., 2000) y se ha descrito su participación en procesos fisiológicos como la 

regulación del sueño (Krueger y col., 1998) y del apetito (Plata-Salaman., 2001). 

Sin embargo, la mayoría de los estudios sobre la neurobiología de estas 

citocinas se centran en su participación en procesos patológicos en los que junto 

a las células del sistema inmunitario infiltradas, la microglía y los astrocitos son 

los principales productores de estos mediadores de inflamación. Este hecho ha 

sido comprobado por inmunohistoquímica en muestras post-mortem de tejido 

cerebral de pacientes de enfermedades neurodegenerativas como las ya 

mencionadas (Sheng y col., 1996; Hermans y col., 1997) y en modelos animales 

que reproducen características de enfermedades del SNC. También en cultivos 

celulares de astroglía y microglía de roedores y humanos se ha demostrado 

liberación de citocinas en respuesta a estímulos inflamatorios como el 

lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Chung y Benveniste, 1990), los péptidos β-

amiloides (Hu y col., 1998) o las propias citocinas IL-1β, TNF-α y combinaciones 

de las mismas con INF-γ (revisión en Benveniste, 1997). 
  

 

2. El óxido nítrico como mensajero biológico 
 

El óxido nítrico (NO) fue considerado hasta hace pocos años un gas 

tóxico sin aplicaciones terapéuticas conocidas y se pensaba que su biosíntesis 

se limitaba a bacterias nitrificantes y desnitrificantes. Sin embargo, el 

descubrimiento del factor relajante derivado del endotelio (EDRF) y su 

identificación como NO demostró que las células de mamífero son capaces de 

sintetizarlo y evidenció la participación del mismo en importantes procesos 

fisiológicos (Ignarro y col., 1987; Palmer y col., 1987).  

 

El NO es una molécula no cargada, que posee un electrón desapareado y 

que presenta un carácter altamente hidrofóbico. Debido a su condición de radical 

libre el NO reacciona rápidamente con otras moléculas. Así por ejemplo, 



Introducción 

 - 3 - 

reacciona con el oxígeno formando NO2, en una reacción que implica dos 

moléculas de NO y una de O2. Esta reacción es lenta aumentando su velocidad 

a concentraciones altas de NO y se produce a través de intermediarios como el 

N2O3, formándose nitrito como producto. Otra reacción del NO fisiológicamente 

importante es la que ocurre con el anión superóxido dando lugar a la formación 

de peroxinitrito (-OONO). Este compuesto y su forma protonada, el ácido 

peroxinitroso, son moléculas muy reactivas y capaces de oxidar 

irreversiblemente prácticamente todas las biomoléculas (revisiones en Stamler y 

col., 1992; Försterman, 1994). 

 

La interacción del NO con grupos tiol puede tener varias funciones 

fisiológicas en las células induciendo la S-nitrosilación de numerosas proteínas. 

Por un lado, puede provocar la oxidación de tioles críticos para el funcionamiento 

de la proteína causando su inhibición, como ocurre con el receptor de N-metil-D-

aspartato (NMDA) (Lipton, 1998) y con la adenilil ciclasa (AC), o su activación, 

como en el caso de la proteína quinasa C (PKC) (revisión en Lander y col., 

1996). Por otro, puede suponer un mecanismo que permita secuestrar NO 

producido en exceso y así evitar sus efectos neurotóxicos, como se ha descrito 

en el caso de la unión del NO a la proteína rica en grupos tiol metalotioneina 

(Montoliu y col., 2000). 

 

Se sabe que el NO reacciona rápidamente con metales de transición. De 

esta manera, se une a los centros ferrosulfurados de diversos enzimas 

inhibiendo su actividad, así como al Fe2+ del grupo hemo, lo que hace que las 

hemoproteínas sean potenciales dianas moleculares del NO. Se ha descrito, que 

el NO se une con alta afinidad a los grupos hemo de la mioglobina y 

hemoglobina impidiendo la unión del O2 (revisión en Patel, 2000). También la 

hemoproteína cicloxigenasa (COX), que cataliza el paso limitante de la síntesis 

de prostaglandinas, tromboxano A2 y prostaciclina a partir de ácido 

araquidónico, es inhibida por NO a altas concentraciones pero activada a bajas 

concentraciones (Wu, 1995). Sin embargo, la interacción fisiológica más 

importante del NO es su unión al Fe2+ del grupo hemo de la guanilil ciclasa 

soluble produciendo la activación del enzima que cataliza la formación de GMP 

cíclico (cGMP) a partir de GTP. Este nucleótido cíclico ha sido implicado en 

muchas de las acciones fisiológicas del NO, tanto en tejidos periféricos como el 

vascular, donde media la vasodilatación o la inhibición de la agregación 

plaquetaria (revisión en Ignarro y col, 1998), como en el SNC, donde modula 
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procesos de plasticidad sináptica y formación de memoria, procesamiento 

sensorial y visual, desarrollo cerebral, secreción neuroendocrina y regulación del 

flujo sanguíneo cerebral.  

 

 

2.1. Biosíntesis del NO 

 

El NO es sintetizado por las óxido nítrico sintasas (NOS) (EC 1.14.13.39), 

enzimas que utilizan O2 y NADPH como cosustratos y oxidan el grupo guanidino 

de la L-arginina generando L-citrulina como coproducto (Moncada y col., 1991). 

La reacción oxidativa implica 5 electrones y ésta estequiometría impar de la 

transferencia de electrones permite la generación de un radical libre. Se han 

descrito tres isoformas de NOS, productos de genes distintos, que se pueden 

distinguir por la dependencia de calcio (NOS-1 y NOS-3) y por la inducibilidad 

(NOS-2) (Schmidt y col., 1992; Förstermann y col., 1994). La NOS-1 o nNOS y la 

NOS-3 o eNOS son enzimas constitutivas que fueron originalmente identificadas 

en neuronas y células endoteliales, respectivamente (Bredt y Snyder, 1990). 

Posteriormente, se identificó la NOS-2 o NOS inducible (iNOS), clonada 

originalmente a partir de macrófagos (revisiones en Förstermann y Kleinert, 

1995; Alderton y col., 2001). La NOS-1 se ha localizado, además de en células 

nerviosas, en epitelio pulmonar, en células beta del páncreas, en la mácula 

densa del riñón y en músculo esquelético (Schmidt y col., 1992), mientras la 

NOS-3 se expresa también en determinadas poblaciones neuronales (Dinerman 

y col., 1994). La NOS-2 puede expresarse en muy diversos tipos celulares como 

condrocitos (Charles y col., 1993), hepatocitos (Geller y col., 1993), células 

gliales (Murphy y col., 1993) y neuronas (Minc-Golomb y col., 1996). Las 

actividades NOS-1 y NOS-3 son estimuladas como consecuencia del aumento 

de la concentración intracelular de calcio y generan niveles moderados de NO 

(picomoles) que modulan procesos rápidos como la neurotransmisión y la 

dilatación de los vasos sanguíneos. La NOS-2, que se induce a nivel 

transcripcional, genera altas cantidades de NO (nanomoles) por largos periodos 

de tiempo que pueden tener efectos citotóxicos (Nathan, 1997). 
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2.2. El NO en el sistema nervioso central 
 

La amplia distribución de las isoformas de NOS en el cerebro indica que 

el NO es un importante mensajero biológico en multitud de procesos en el 

sistema nervioso central (SNC). Se ha detectado NOS-1 en poblaciones 

neuronales concretas de cerebelo, bulbo olfatorio accesorio, giro dentado del 

hipocampo, bulbo olfatorio principal, colículos superiores e inferiores, núcleo 

supraóptico, corteza cerebral y caudado putamen (Bredt y col., 1991). También 

ha sido localizada  en astrocitos de hipocampo y cerebelo (Kugler y Drenkhahn, 

1996). La NOS-3 se expresa en neuronas del hipocampo y de la capa granular 

interna del bulbo olfatorio (Dinermann y col., 1994), y en astrocitos corticales 

(Wiencken y Casagrande, 1999). La microglía y los oligodendrocitos no parecen 

expresar actividad NOS constitutiva (Keilhoff y col., 1998).  

 

En cuanto a la NOS-2, se ha detectado su inducción en microglía y/o 

astroglía en animales con infecciones víricas crónicas o agudas (Sun y col., 

1995; Grzybivki y col., 1997), en modelos animales de EM (encefalitis alérgica 

experimental, EAE) (Okuda y col., 1997), de isquemia cerebral (Endoh y col., 

1994; Loihl y col., 1999), de EA (Lüth y col., 2001) o tras la inducción de lesiones 

cerebrales (Grzybivki y col., 1998). En humanos se ha detectado NOS-2 en 

astroglía reactiva de cerebros de pacientes de EM (Bö y col., 1994), EA (Wallace 

y col., 1997), enfermedad de Parkinson (Hunot y col., 1996) y de Krabbe (Giri y 

col., 2002) y en el nervio óptico de pacientes de glaucoma (Liu y Neufeld, 2000). 

También existe evidencia de la expresión de NOS-2 en neuronas 

inmunoestimuladas de roedores y humanos (revisión en Heneha y Feisntein, 

2001). Sin embargo, en oligodendrocitos la expresión de NOS-2 ha sido 

demostrada únicamente en células de roedores en cultivo (Merrill y col., 1997; 

Molina-Holgado y col., 2001)   

 

Estudios de células en cultivo demuestran que en astrocitos y microglía 

de roedores, se induce NOS-2 en respuesta a LPS o combinación de las 

citocinas proinflamatorias IL-1β, TNF-α e INF-γ (Hewett y col., 1993; Simmons y 

Murphy, 1993), mientras que en astrocitos humanos se produce en respuesta a 

IL-1β en combinación con TNF-α e INF-γ, pero no a LPS sólo o en combinación 

con citocinas (Hu y col., 1995; Zhao y col., 1998). Hay datos sobre la inducción 

de NOS-2 en microglía humana en respuesta a combinaciones de citocinas 
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(Colasanti y col., 1995; Ding y col., 1997) aunque otros autores niegan su 

expresión en estas células (Liu y col., 1996).  

 

 

3. Síntesis de cGMP 
 
3.1. Guanilil ciclasas 
 

El cGMP es producido por una familia de guanilil ciclasas (GC; 

pirofosfato-liasa ciclasa; EC 4.6.1.2) que catalizan su formación a partir de GTP. 

Se ha identificado actividad GC en la fracción soluble y particulada de la mayoría 

de las células y se ha demostrado que esas actividades corresponden a dos 

enzimas diferentes: la GC de membrana o particulada (pGC) y la GC citosólica o 

soluble (sGC). 

 

 Las pGC son enzimas cuya actividad es regulada por péptidos 

específicos, poseen un dominio extracelular de unión al ligando (extremo N-

terminal), un dominio transmembrana y un dominio intracelular con alta 

homología con dominios tirosina quinasa, además del dominio ciclasa (revisiones 

en Garbes, 1999; Lucas y col., 2000). Las pGC que se expresan en el SNC 

pertenecen a la familia de receptores de péptidos natriuréticos. Por medio de 

técnicas inmuhistoquímicas se ha detectado acumulación de cGMP en respuesta 

al péptido natriurético atrial (ANP) en astrocitos de regiones concretas del 

cerebro de rata adulta y en pocas estructuras neuronales (De Vente y 

Steinbusch, 1992), pero no en oligodendrocitos, ni en células microgliales 

(Tanaka y col., 1997) 

  

 La sGC es un enzima formado por subunidades alfa (α) y beta (β) que 

contiene ferroprotoporfirina IX como grupo prostético, el cual constituye el sitio 

de unión del NO. Todas las subunidades de la sGC tienen un dominio catalítico 

ciclasa en el extremo C-terminal, homologo al dominio catalítico de las pGC y las 

adenilil ciclasas (AC), un dominio central relacionado con la dimerización y un 

dominio N-terminal implicado en la unión al grupo hemo.  

 

Se conocen dos isoformas de cada subunidad de la sGC, α1, α2, β1 y β2 

cada una de ellas codificadas por un gen diferente (Koesling y col., 1991; 

Koesling y Friebe, 1999). Las subunidades α1 y β1 se purificaron como 
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heterodímero a partir de pulmón bovino y de rata obteniéndose proteínas α1 de 

82 KDa (rata) y 73 KDa (bovina) y β1 de 70 KDa (Koesling y col., 1988, 1990; 

Nakane y col., 1988, 1990). Las isoformas α2 (82 KDa) y β2 (76 KDa) se 

clonaron a partir de cerebro fetal humano y de riñón de rata respectivamente 

(Harteneck y col., 1991; Yuen y col., 1990) y han sido localizadas también en 

diferentes tejidos de rata (revisión en Koesling, 1999). Los heterodímeros α1/β1 

y α2/β1 han sido detectados a nivel de proteína y presentan una actividad 

enzimática similar (revisiones en Denninger y Marletta, 1999; Russwurm y 

Koesling, 2002). La subunidad β2 presenta actividad catalítica en respuesta a 

NO en ausencia de otras subunidades (Koglin y col., 2001), aunque también se 

ha demostrado, mediante el uso de sistemas de expresión, que puede formar 

dímeros catalíticamente activos con la α1 pero menos sensibles a NO que la 

combinación α1/β1 (Gupta y col., 1997).  

 

El heterodímero α1/β1 es la forma mayoritaria de la sGC en múltiples 

tejidos, pero estudios recientes demuestran una elevada localización del 

heterodímero α2/β1 en pulmón y en cerebro de ratón (Mergia y col., 2003). En 

los heterodímeros que contienen la subunidad β1, el grupo hemo se une al 

enzima mediante un enlace de coordinación entre el Fe2+ y un nitrógeno 

imidazólico de la histidina 105 de esa subunidad (Foerster y col., 1996; Koesling 

y Friebe, 1999).   

 

Se han postulado dos hipótesis diferentes para explicar el mecanismo de 

activación de la sGC por unión del NO a su grupo hemo. La primera propone que 

el NO se une a la sexta posición de coordinación del Fe2+ del grupo hemo 

provocando la ruptura del enlace entre el Fe2+ y la histidina 105. Aunque no está 

del todo claro, parece que la activación se debe a que el cambio conformacional 

inducido por el desplazamiento de la histidina axial expone la región catalítica al 

GTP citosólico (revisiones en Koesling, 1999; Deninger y Marletta, 1999). La 

segunda hipótesis, propuesta recientemente por Lawson y col. (2000), sugiere 

que el NO se une al hemo por el lado proximal, rompiendo el enlace Fe2+-

histidina y ocupando el NO la quinta posición de coordinación. En el caso de la 

activación de la sGC por CO, el cual puede unirse también al grupo hemo del 

enzima activándolo, parece que éste no rompe el enlace con la histidina 105 

produciendo un efecto poco significativo sobre la actividad catalítica del enzima, 



Introducción 

 - 8 - 

a pesar de que la afinidad del CO por el grupo hemo de la sGC parece ser muy 

alta (Deinum y col., 1996). 

 

 

3.2. Expresión de la sGC en el SNC 
 

Mediante hibridación in situ, se ha demostrado tanto en cerebro de ratas 

adultas (Matsuoka y col., 1992; Furuyama, 1993), como recién nacidas (Gibb y 

Garthwaite, 2001), una amplia expresión del mRNA de la subunidad β1, mientras 

que la localización de las subunidades α1 y α2 es mas limitada y no se ha 

detectado la presencia de la subunidad β2. Los primeros estudios 

inmunohistoquímicos, realizados con anticuerpos monoclonales frente a la sGC 

purificada de cerebro de rata, demostraron inmunoreactividad en neuronas y 

astrocitos (Ariano y col., 1982; Nakane y col., 1983). De acuerdo con esto, en 

cortes histológicos de diferentes regiones del cerebro de rata estimulados con 

donadores de NO también se ha detectado inmunoreactividad frente a cGMP en 

neuronas y en astrocitos (revisión en De Vente y Steinbusch, 2000). Sin 

embargo, en oligodendrocitos se ha detectado inmunoreactividad frente a cGMP 

en cerebros de ratas recién nacidas, pero no de rata adulta, y parece que las 

células microgliales no acumulan cGMP en respuesta a NO (Tanaka y col., 

1997). También se ha detectado la formación de cGMP dependiente de NO en 

cultivos primarios de astrocitos de diferentes regiones cerebrales de rata, pero 

no en microglía (Agulló et al., 1995).  

 

 En humanos se ha demostrado mediante northern blot la expresión de 

mRNA de las subunidades α1 y β1 en diferentes regiones de cerebro fetal y 

adulto. En este ultimo la expresión de β1 es mayor que la de α1 en todas las 

regiones estudiadas. También se ha detectado por la misma técnica, expresión 

de la subunidad α2 en cerebro humano con una distribución diferente a la α1 

(Budworth et al., 1999; Zabel et al., 1998). Por otro lado, se ha demostrado 

acumulación de cGMP en cultivos primarios de astrocitos de cortex fetal humano 

tras la inducción de NOS-2 (Ding y col., 1997) y en respuesta a donadores de 

NO (García y Baltrons, en prensa).  
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3.3. Regulación de la actividad y la expresión de la sGC  
 

La sGC requiere cationes divalentes como cofactores para alcanzar la 

máxima activación. Las especies que probablemente actúan como cofactores 

fisiológicos son el Mn2+ y el Mg2+ (más este último ya que su concentración 

intracelular es mayor) (revisión en Waldman y Murad, 1987). Por el contrario el 

Ca2+ inhibe la actividad sGC, al parecer, mediante la interacción con la región 

catalítica del enzima que disminuye su afinidad por el sustrato (Parkinson y col., 

1999; Serfass y col., 2001).  

 

En estudios con la proteína sGC purificada se ha descrito un aumento de 

su actividad enzimática por fosforilación por PKC y por proteína quinasa A (PKA) 

(Zwiller y col., 1981, 1985). Igualmente, en células cromafines bovinas se ha 

demostrado una relación entre el grado de fosforilación de la subunidad β1 y la 

actividad sGC y se ha descrito, que la activación de la proteína quinasa 

dependiente de cGMP (PKG) produce indirectamente la desfosforilación y 

consecuente inhibición de la sGC (Ferrero y col., 2000).    

 

Estudios en diferentes tipos celulares demuestran que la exposición 

continuada a donadores de NO produce la inhibición de la sGC (Ujie y col., 1994; 

Papapetropuolos y col., 1996a; Davis y col., 1997). En células de músculo liso 

vascular esta inhibición se ha relacionado con el fenómeno de la tolerancia a  los 

nitrovasodilatadores. Papapetropoulos y col. (1996a) observaron una 

disminución de la acumulación de cGMP en respuesta a nitroprusiato sódico 

(SNP) en células de músculo liso de aorta de rata que era prevenida inicialmente 

por agentes reductores con grupos tiol y que posteriormente implicaba una  

disminución de la sGC producida por un mecanismo sensible a cGMP y PKA. 

Los mismos autores habían demostrado previamente que agentes que causan 

un aumento en la concentración intracelular de cAMP son capaces de disminuir 

la expresión de la sGC mediante un mecanismo que implica la activación de la 

proteína quinasa A (PKA) (Papapetropoulos y col., 1995). Estudios posteriores 

llevados a cabo también en células de músculo liso de vasos sanguíneos han 

demostrado que la disminución de la proteína y del mRNA de la sGC causada 

por exposiciones prolongadas a donadores de NO es dependiente de 

transcripción y síntesis de proteínas (Filippov y col., 1997). Por otro lado, en 

células cromafines bovinas, el mismo efecto está parcialmente mediado por la 

proteína quinasa G (PKG) (Ferrero y col., 2002). 
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En células cerebelares de rata en suspensión, se ha demostrado que el 

fenómeno de la desensibilización de la sGC por NO es rápido, ocurre tras 

escasos segundos de poner en contacto el sistema celular con la fuente de NO y 

la recuperación se produce algo más lentamente requiriendo varios minutos 

(Bellamy y col., 2000). En nuestro laboratorio también se ha observado una 

rápida disminución de la formación de cGMP dependiente de NO en astrocitos 

cerebelares en cultivo pre-expuestos a donadores de NO (Sardón y col., en 

preparación). A tiempos de exposición inferiores a 2 horas, la desensibilización 

de la sGC es revertida por agentes reductores con grupos tiol, pero después de 

18-20 horas se produce una inhibición irreversible de la sGC que va 

acompañada de una ligera disminución de los niveles de la subunidad β1 y una 

disminución más evidente del mRNA de las subunidades α1 y β1 de la sGC.  

 

En células de músculo liso vascular, agentes capaces de aumentar los 

niveles endógenos de NO, como el LPS o citocinas proinflamatorias también 

producen una disminución de los niveles de proteína y de mRNA de las 

subunidades α1 y β1 de la sGC que es dependiente de NO (Tsuchida y col., 

1994; Papapetropoulos y col., 1996b; Takata y col., 2001). Sin embargo, 

estudios previos de nuestro grupo han demostrado que el tratamiento de 

astrocitos de rata con LPS o con péptidos β-amiloides (Aβ) produce una 

disminución de la actividad sGC que va acompañada de una disminución de la 

subunidad β1 y es independiente de NO (Baltrons y García, 1999; Baltrons y col., 

2002). Una disminución de los niveles de sGC ha sido demostrada también en 

células de feocromocitoma de rata PC12 expuestas al factor de crecimiento 

nervioso (NGF) (Liu y col.,1997) y en neuronas de ratas expuestas a aluminio 

(Llansola y col., 1999) o hiperamonemia (Miñana y col., 1999). En humanos 

existen pocos datos sobre regulación de sGC en células nerviosas. Se ha 

descrito la disminución de la actividad sGC en el lóbulo temporal de pacientes de 

Alzheimer (Bonkale et al. 1995) y alteraciones en la expresión de las 

subunidades de la sGC en tejido cerebral de pacientes con insuficiencia hepática 

(Corbalan y col., 2002). 

 

El contenido de cGMP y el grado de estimulación de su síntesis en el 

cerebro de rata disminuyen durante la maduración y el envejecimiento (De Vente 

y Steimbusch, 1992). Si bien la localización de las subunidades α1, α2 y β1 en 

distintas regiones cerebrales, demostrada por hibridación in situ, es semejante 
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en ratas recién nacidas y adultas, en estas últimas es más débil su señal 

(Matsuoka y col., 1992; Gibb y Garthwaite, 2001). También en humanos se ha 

demostrado una disminución de la expresión de las subunidades de la sGC 

dependiente de la edad (Ibarra y col., 2001).  

 
 
4. Degradación del cGMP. Fosfodiesterasas 
 

Las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos (PDEs) son los enzimas 

responsables de la hidrólisis del cGMP y el cAMP a sus correspondientes 

nucleósido 5’-monofosfato (revisión en Beavo, 1995). Las PDEs conocidas hasta 

la fecha se pueden clasificar en tres grupos: 1: PDEs que hidrolizan tanto cGMP 

como cAMP (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 y PDE11); 2: PDEs que hidrolizan 

cAMP (PDE4, PDE7 y PDE8) y 3: PDEs específicas de cGMP (PDE5, PDE6 y 

PDE9A). De este último grupo, la PDE6 es específica de fotoreceptores donde 

está implicada en procesos de fototrasducción y la PDE9 muestra la más alta 

afinidad por cGMP de las estudiadas hasta ahora (Soderling y col., 1998; 

Andreeva y col., 2001). 

 

En células gliales y en neuronas de diferentes regiones cerebrales se ha 

detectado una mayor acumulación de cGMP en respuesta a donadores de NO 

en presencia de un inhibidor inespecífico de PDEs, indicando la presencia de 

actividad PDE en esas células (De Vente y Steinbusch, 2000). En estudios de 

hibridación in situ se ha descrito la expresión de PDE9 y PDE5 en células de 

cerebelo de rata (Andreeva y col., 2001; Kotera y col., 1997). La PDE9 también 

ha sido detectada en hipocampo y bulbo olfatorio donde presenta una 

distribución similar a la de la NOS-1 y la sGC (Andreeva y col., 2001). Por otro 

lado, se ha descrito una importante actividad cGMP-PDE dependiente de calcio-

calmodulina (PDE1) en cerebro de rata (Shenolikar y col., 1985), y han sido 

localizadas diferentes isoformas de esta familia en estructuras neuronales de 

diversas regiones (Sharma y col., 1984; Kinkaid et al., 1987; Yan et al., 1994; 

1996; Furuyama et al., 1994). En estudios previos de nuestro grupo se describió, 

en cultivos neuronales y de astrocitos obtenidos a partir de cerebelo de rata, la 

implicación de una PDE dependiente de Ca2+-CaM en la degradación del cGMP 

(Baltrons y col., 1997) de características bioquímicas y farmacológicas similares, 

en los dos grupos celulares (Agulló y García, 1997). Otros autores utilizando 

inhibidores selectivos de PDEs han implicado a la PDE5 y, en menor medida a la 
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PDE4, pero no a la PDE1 en la hidrólisis de cGMP en células aisladas de 

cerebelo de rata de una semana de edad (Bellamy y Garthwaite 2001). 

 

 

5. Salida de cGMP al medio extracelular 
 

Desde hace tiempo se sabe que los nucleótidos cíclicos pueden salir de 

las células. Se ha detectado cGMP en fluidos como la orina, plasma y fluido 

cerebroespinal y en el medio extracelular de diferentes tejidos (Heuze-Joubert, 

1992, Tjörnhammar y col., 1983; Hamet y col., 1989; Schultz y col., 1998) 

incluido el cerebro (Kapoor y Krishna, 1977; Tjörnhammar y col., 1986). También 

se ha detectado cGMP en el medio extracelular de cultivos de diferentes tipos 

celulares, como hepatocitos tras la inducción de NOS-2 por citocinas 

proinflamatorias y LPS (Billiar y col., 1992), plaquetas activadas (Wu y col., 

1993) y eritrocitos en respuesta a aumentos en la concentración de cAMP 

(Schultz y col., 1998),. En la mayoría de los estudios la salida de cGMP se ha 

relacionado con la concentración intracelular del nucleótido y se ha interpretado 

como un mecanismo que junto a la acción de las fosfodiesterasas limitaría el 

aumento en la concentración intracelular de cGMP. Sin embargo, actualmente 

existen evidencias en diversos tipos celulares, incluidos los astrocitos, de que la 

salida del cGMP es sensible a inhibidores de transportadores de aniones 

orgánicos (Touyz y col., 1997; Schultz y col., 1998). En membranas de eritrocitos 

se ha caracterizado un sistema de transporte de cGMP que es dependiente de 

energía (Sunkvist y col., 2002). Este transportador podría ser un miembro de la 

familia de las Multidrug Resistance Proteins (MRPs). En estudios recientes se ha 

demostrado que el cGMP es un sustrato de alta afinidad de una de las isoformas 

de esta familia de transportadores de aniones orgánicos, la MPR5 (Jedlitschky y 

col, 2000).  

 

Estudios en células nerviosas en cultivo indican que el cGMP extracelular 

puede regular la actividad de proteínas de membrana a través de interacciones 

con sitios extracelulares. Se ha descrito que en neuronas granulares de cerebelo 

el cGMP extracelular inhibe respuestas mediadas por receptores de cainato 

(Pouloupoulou y Novak, 1998) y protege de la toxicidad inducida por glutamato 

(Montoliu y col., 1999). En astrocitos, el cGMP liberado después de la 

estimulación de la pGC con péptidos natriuréticos inhibe a un intercambiador de 

Na+/H+ conduciendo a la acidificación del medio intracelular, lo cual podría 
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afectar funciones astrogliales como la conductancia al K+ o la proliferación 

celular (Touyz y col., 1997).    

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. OBJETIVOS 
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Datos previos obtenidos en el laboratorio donde se realizó este trabajo 

habían demostrado que agentes inflamatorios capaces de inducir la NOS-2 en 

células gliales,  tales como el LPS y los Aβ, disminuyen la actividad sGC en 

astroglía de rata en cultivo. Teniendo en cuenta que estos compuestos son 

capaces de inducir la síntesis y liberación de citocinas proinflamatorias en 

células gliales y que muchas de sus acciones son mediadas por dichas citocinas, 

el primer objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto de citocinas pro-

inflamatorias sobre la acumulación de cGMP dependiente de NO en 

cultivos primarios enriquecidos en astroglía de cerebro de rata. 

 

Los resultados demostraron que, al igual que el LPS y los Aβ, la IL-1β 

hace disminuir la actividad sGC, asi como los niveles de la proteína enzimática, 

por un mecanismo independiente de NO, pero dependiente de transcripción y de 

síntesis de proteínas. Dado que en distintos tipos de células, incluidos los 

astrocitos, la exposición prolongada a donadores de NO es capaz de 

desensibilizar a la sGC y hacer disminuir el nivel del mRNA de sus subunidades, 

el segundo objetivo de esta tesis fue estudiar si estos tres agentes 

inflamatorios afectaban a los niveles de mRNA de las subunidades de la 

sGC en cultivos enriquecidos en astroglía y en el cerebro del animal adulto. 

 

Durante el transcurso de la caracterización del efecto de la  IL-1β sobre la 

formación de cGMP en la astroglía, se observó que el nucleótido formado tras la 

inducción de la NOS por la citocina se acumulaba en el medio extracelular y no 

en el intracelular, por lo que otro objetivo que se planteó fue estudiar el efecto 

de la  IL-1β sobre la salida de cGMP  . 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. MATERIAL 
 

1.1. Animales 
 

Para los estudios en cultivos se utilizaron ratas albinas recién nacidas o 

de una semana de edad de la cepa Sprague-Dawley criadas en el estabulario de 

la Universidad Autónoma de Barcelona. Los animales fueron mantenidos con la 

madre hasta el momento de ser sacrificados, en condiciones constantes de luz 

(ciclos de 12 horas luz-oscuridad) y temperatura (21-24ºC), con acceso libre a 

comida y bebida. Para los estudios ex vivo se utilizaron ratas Sprague-Dawley 

adultas de 250-300 g de peso criadas en el estabulario de la Universidad de 

Bonn, Alemania (ver apartado 2.2.1). 

    

 

1.2. Reactivos 
 

- Material de cultivos: Las placas y frascos de cultivo fueron proporcionados por 

Costar; el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) por Flow o ICN 

Biomedicals; el suero fetal bovino (SFB) por Ingelheim Diagnóstica y Tecnología, 

BioWittaker o Biological Industries; los compuestos arabinósido de citosina, poli-

L-ornitina, tripsina 10x, sulfato de estreptomicina, penicilina G y nigrosina por 

Sigma. Los medios y soluciones se prepararon con agua Milli-Q (Millipore) y 

fueron esterilizados por filtración utilizando filtros de acetato de celulosa de 0,2 

µm de tamaño de poro (Whatman).  

 

- Otros Reactivos:  Las citocinas recombinantes de rata IL-1β, TNF-α e INF-γ 

fueron suministrados por Pepro Tech; el compuesto U107 por RBI; los 

compuestos SB202190, U0126, N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone 

(TPCK), antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra), 3-isobutil-1-metilxantina 

(IBMX), trizma maleato, cGMP, N-2-hidroxietilpiperacina-N'-2-etanosulfónico 

(HEPES), ditiotreitol (DTT), leupeptina, inhibidor de tripsina, fluoruro de 

fenilmetilsufonil (PMSF), pepstatina A, trietilamina, carbón activado, GTP, 

creatina fosfato, creatina kinasa, etilenglicol-bis-(2-aminoetil)-N,N,N´,N´-

tetraacético (EGTA), Tween 20, azul de bromofenol, bromuro de etidio, 

cicloheximida, cloroformo, isopropanol, Tris-base, Tris-HCl, nitroprusiato sódico 
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(SNP), albúmina sérica bovina (BSA) y el veneno de serpiente crotalus atrox 

fueron suministrados por Sigma; los compuestos H89, KN-93 y KT5823 por 

Calbiochem; los compuestos ácido ascórbico, ácido fosfórico y benzamidina, por 

Merck; el etanol y el metanol, por Scharlau; el acetato sódico por Carlo Erba; 

[3H]cGMP (33 ó 34.5 Ci/mmol) y [3H]guanosina (7 mCi/mmol) por New England 

Nuclear; el líquido de centelleo biodegradable BCS por Amersham; los 

compuestos ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), urea, dodecilsulfato sódico 

(SDS), β-2-mercaptoetanol, glicerol, acrilamida, bisacrilamida, persulfato 

amónico, nitrito sódico, sacarosa, glucosa, NaCl, KCl, KH2PO4, Na2HPO4, CaCl2, 

NaOH, glicina, sulfanilamida y anhídrido acético, por Fluka; el TEMED, la 

agarosa y las membranas de nitrocelulosa, por BioRad; la leche desnatada en 

polvo por Molico; el film fotográfico por Kodak; el Trizol, el enzima Superscript-II, 

los hexámeros de desoxinucleótidos aleatorios, la mezcla de desoxinucleótidos 

(dNTP), el enzima taq DNA polimerasa, por Gibco, BRL; el antisuero anti-

subunidad β1 de la sGC, por Cayman o Calbiochem; el antisuero anti-conejo 

conjugado con peroxidasa por Amersham Life Science; el antisuero anti-cGMP 

utilizado en el radioinmunoensayo se obtuvo en el laboratorio siguiendo el 

protocolo  descrito por Brooker y col. (1979).  

 

 

2. MÉTODOS 
 
2.1. Cultivos primarios de cerebro de rata 
 

2.1.1. Cultivos primarios enriquecidos en astrocitos  
 

Los cultivos primarios enriquecidos en astrocitos se prepararon a partir de 

cerebelo de ratas de siete días de edad o a partir de cortex e hipocampo de 

ratas recién nacidas por el método rutinariamente utilizado en el laboratorio 

(Agulló y col., 1995). Las ratas se sacrificaron por decapitación y se diseccionó el 

cerebro mantenido en un medio salino (medio D1: NaCl 137 mM; KCl 5,5 mM; 

KH2PO4 2,22 mM; Na2HPO4 0,17 mM; glucosa 5 mM y sacarosa 58,5 mM) a pH 

7,4. La disgregación del tejido se realizó por pasos sucesivos a través de mallas 

de nylon de 210 y 135 µm de poro en el medio D1. La suspensión celular 

obtenida se centrifugó a 500 g durante 5 min y las células se resuspendieron en 
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medio de cultivo (90 % DMEN, 10 % SFB, 20 unidades de penicilina y 20 µg/ml 

de estreptomicina) a 37ºC. En esta suspensión se realizó un recuento de células 

viables utilizando un hemocitómetro, determinando la viabilidad por exclusión del 

colorante vital nigrosina (concentración final 0,25 % p/v). Las células se 

sembraron a una concentración de 0,6 x 105 células viables / ml en placas de 

cultivo de 35 mm (2 ml / placa), 60 mm (5 ml / placa) ó 100 mm de diámetro (10 

ml / placa) y se incubaron a 37ºC, en atmósfera de 90 % aire-10 % CO2, con una 

humedad del 95 %. El medio se cambió a los 7 días y los cultivos fueron 

utilizados a los 14 días. Estudios previos del laboratorio en cultivos obtenidos por 

este método, demuestran que la mayoría de las células presentes en cultivos 

confluentes de 14 días son GFAP positivas. La contaminación por neuronas y 

oligodendrocitos es escasa, y  la presencia de células de microglia puede variar 

considerablemente de una preparación a otra, pudiendo alcanzar un 30 % del 

total (Agulló y col., 1995). Para los estudios en los que se disminuyó la 

contamicanión microglial se trataron las células con el citostático arabinósido de 

citosina (10 µM) a partir del día 10 en cultivo hasta el día de su utilización (día 

14). Este tratamiento disminuye la contaminación microglial hasta alrededor de  

un 2 % del total de acuerdo con estudios previos de nuestro laboratorio (Agulló y 

col., 1995).  

 

 

2.1.2. Cultivos enriquecidos en neuronas granulares de cerebelo 
 

Los cultivos primarios enriquecidos en neuronas granulares se 

prepararon a partir de cerebelo de ratas de 7 días (Baltrons y col., 1995). Los 

cerebelos se disgregaron tal y como se indica en el apartado 2.1. en DMEN-10% 

SFB y antibióticos. Las células se resuspendieron en DMEM suplementado con 

KCl 25 mM  y 10 % SFB y se sembraron a una concentración de 12 x 105 células 

viables / ml en placas de cultivo de 35 mm de diámetro (2 ml / placa), 

previamente tratadas un mínimo de 2 horas con poliornitina (0,01 % p/v en 

tampón borato 0,15 M, pH 8,4) a 37ºC. A las 24 horas, se añadió arabinósido de 

citosina (cit-ara) a una concentración final de 10 µM. Estudios previos del 

laboratorio en cultivos obtenidos siguiendo este método indican que más del 95 

% de las células presentes en el cultivo son positivas para la enolasa específica 

de neuronas (Agulló y col., 1995).  
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2.2. Experimentos ex vivo 
 

2.2.1. Animales 

 

 Ratas Sprague Dawley (250-300 g de peso) fueron mantenidas en grupos 

de 3 en condiciones estandar de estabulación (12 horas de luz y 12 horas de 

oscuridad y acceso libre a agua y comida). Los animales fueron anestesiados 

con pentobarbital (50 mg / Kg) intraperitonealmente y fijados en un aparato 

estereotáxico (Stoelting, USA). Con una broca de 0,2 µm de diámetro se practicó 

un orificio de 0.3 µm de profundidad en el punto de inyección. Los tratamientos 

se realizaron en el laboratorio del Dr. Michael Heneka en la Universidad de Bonn 

(Alemania), donde se hacen en rutina, y siguiendo un protocolo aprobado por el 

comité ético de dicha universidad. 

 

 

2.2.2. Inyecciones intracraneales 
 

 Los agentes inmunoestimulantes (IL-1β, 5 µg / ml; LPS, 5 mg / ml; 

peptido β-amiloide 1-40 agregado 0,5 µg / ml) o el vehículo (salino tamponado 

con fosfato, PBS: NaCl, 155.1 mM; KH2PO4, 1.06 mM; Na2HPO4, 2.9 mM) fueron 

inyectados bilateralmente en cortex frontal (+/- 2,5 rostral; +/- 2.5 lateral; y +/- 4.0 

ventral), hipocampo (+/- 3.0 anteroposterior; +/- 2.0 lateral; y +/- 5 ventral) y 

vermis cerebelar (+/- 12.5 anteroposterior; +/- 0.0 lateral y +/- 5.0 ventral) usando 

una jeringa Hamilton de 2 µl durante 120 segundos (Esquema 1). La aguja se 

dejó en el sitio de la inyección durante 3 min para evitar el reflujo de las 

soluciones. Finalmente el orificio fue tapado con cera para huesos (Bondwax, 

Sigma) y la herida cerrada con puntos de sutura.  

  

 

2.2.3. Obtención del tejido y procesamiento de las muestras 

 

A las 6, 24 ó 48 horas los animales fueron decapitados después de una 

sobredosis de pentobarbital. Se extrajo cuidadosamente el cerebro completo y 

se diseccionaron las partes inyectadas. En el caso de las inyecciones en cortex 

frontal, se tomo una fracción de tejido a partir de 0.5 cm del punto de inyección,  
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el hipocampo fue extraído en su totalidad, así como el vermis cerebelar, que se 

utilizaron para extracción de RNA total y posterior RT-PCR. 

 

 
Esquema 1. Sección longitudinal (A) y transversal (B) de cerebro de rata donde 

se muestra  los puntos de inyección intracraneal. 

 

 

 
2.3. Medida de la fomación de cGMP 
 

La formación de cGMP se determinó en cultivos de astrocitos y de 

neuronas por radioinmunoensayo, según el método de Brooker y col (1979), con 

algunas modificaciones (Agulló  y García, 1997). 

 

 

2.3.1. Material utilizado 
 
 - [3H]cGMP: El [3H]cGMP comercial se diluyó en etanol-H2O (1:1, v/v) hasta una 

concentración de 25 pmoles / 50 µl  y se distribuyó  en alícuotas  de 40 µl. Éstas  

se mantuvieron a -20ºC hasta su utilización. Para la realización del 

radioinmunoensayo las alícuotas se evaporaron en una centrífuga de vacío 

("Speed-VAC") y se resuspendieron  en 700 µl  de tampón acetato 5 mM, pH 4,8. 

- Soluciones patrón de cGMP: Para obtener los patrones de cGMP de la curva 

estándar se preparó una disolución de 20 µM en tampón acetato 5 mM, pH 4,8, 

Cortex frontal 

Hipocampo

Cerebelo

A B

Cortex frontal 

Hipocampo

Cerebelo

A B



Material y Métodos 

 - 20 - 

se diluyó 100 veces y se distribuyó en alícuotas que se mantuvieron a – 80ºC 

hasta su utilización. A partir de éstas se obtuvieron soluciones patrón en un 

intervalo de concentraciones de 10 a 5.120 fmoles / 150 µl. 

 

- Antisuero frente a cGMP succinilado: El anticuerpo anti-cGMP se obtuvo 

previamente en el laboratorio por inmunización de conejos con cGMP succinilado 

según el protocolo descrito por Brooker y col. (1979). 

 

 

2.3.2. Estimulación de las células 
 

Las células fueron pretratadas o no con las citocinas proinflamatorias y 

otros agentes en ausencia de suero. Después del tratamiento, el medio de 

cultivo fue recogido para la determinación de nitritos y de cGMP extracelular. Las 

monocapas fueron lavadas, se añadieron 900 µl de una solución (medio de 

estimulación) que contenía NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, CaCl2 2.5 mM, MgSO4 

1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, glucosa 10 mM y HEPES 20 mM, ajustada a pH 7,4 

con NaOH y seguidamente se estimularon añadiendo 100 µl de medio de 

estimulación conteniendo o no 100 µM SNP. Una vez finalizada la incubación se 

aspiró el medio de estimulación y se añadió 1 ml de etanol absoluto a 4ºC. Los 

extractos de etanol, los medios de cultivo y los medios de estimulación se 

evaporaron en una centrífuga de vacío (Speed-VAC) y los extractos secos se 

guardaron a –20ºC hasta el momento de realizar la medida del cGMP por 

radioinmunoensayo. Todas las determinaciones se realizaron en triplicados.  

 

 

2.3.3. Radioinmunoensayo 
 

Los extractos secos se resuspendieron por agitación en tampón acetato 5 

mM, pH 4,8. Las muestras y las soluciones patrones se distribuyeron en tubos de 

pirex (volumen final 150 µl) y se acetilaron como describen Brooker y col. (1979), 

añadiendo trietilamina (2 µl / 100 µl de muestra) y anhídrido acético (1 µl / 100 µl 

de muestra), agitando después de cada adición. Seguidamente en cada tubo se 

añadieron 50 µl de [3H]cGMP acetilado (100 fmoles; 34,5 Ci / mmol) y 

posteriormente 100 µl de la solución de antisuero frente a cGMP succinilado 
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(1:1.000 dilución final; 25-35 % de unión al [3H]cGMP acetilado). 

 

Después de 18-24 horas de incubación a 4ºC, se adicionó a cada tubo 1 

ml de una suspensión de carbón activado al 0,5 % (p/v) en tampón fosfato 100 

mM, pH 6,3, con albúmina al 0,25 %. Al cabo de 15 minutos, se centrifugaron los 

tubos a 4.000 g, 10 minutos y se tomaron 900 µl del sobrenadante para contar la 

radioactividad presente. Esta se determinó después de añadir 4 ml de líquido de 

centelleo biodegradable BCS (Amersham), en un contador Packard Tri-Carb 

2100 TR con una eficiencia del 40-45 %.  

 

 

2.3.4. Análisis de los resultados 
 

Los valores de radioactividad obtenidos se transformaron en fmoles de 

cGMP por interpolación en la curva estándar, ajustada mediante un programa de 

regresión no lineal a la ecuación "four-parameter logistic" (Dudley y col., 1985): 

 

      

cpm([3H] cGMP unido) =                                          + d 

     

 

donde cpm ([3H]cGMP unido) representa la radioactividad recuperada en el 

sobrenadante y cGMPf la cantidad de cGMP no marcado añadido en cada caso. 

Los parámetros ajustados a, d, c y b hacen referencia al máximo y mínimo de la 

curva, al punto de inflexión de la sigmoide y a la pendiente, respectivamente. 

 

 

2.4. Medida de la actividad sGC 
 
2.4.1. Preparación de fracciones citosólicas de astrocitos de cerebelo 
destinados a la medida de las actividades enzimáticas sGC y PDE 
 

Después de aspirar el medio y lavar 2 veces las monocapas con PBS a 

4ºC, las células fueron despegadas de las placas de cultivo con la ayuda de una 

espátula y se homogeneizaron en un tampón 50 mM Tris-HCl (pH 7,4 a 37ºC) 

(1ml / placa de 100 mm) que contenía  1 mM EDTA, 0,2 mM leupeptina, 10 mg/l 

1 +(log cGMPf/c)b 

a - d 
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inhibidor de tripsina y 100 mg/l fluoruro de fenilmetilsufonilo (PMSF), 1 mg/l 

pepstatina A, y 0,2 mM benzamidina a 4ºC. Todas las homogenizaciones se 

realizaron mediante 10 subidas y bajadas manuales en un homogenizador tipo 

Potter-Elveheim. Las fracciones citosólicas de los homogenados se obtuvieron 

centrifugando las muestras a 100.000 g durante 1 hora. Durante todo el proceso 

las muestras se mantuvieron a 4ºC y fueron utilizadas el mismo día de su 

preparación. 

 
 
2.4.2. Medida de la actividad sGC 

 

Alícuotas de fracciones citosólicas de astroglía (30-50 µg) se incubaron 

10 min a 37ºC en presencia de 1 mM GTP, 4 mM MgCl2, 15 mM creatina fosfato, 

200 mg / l creatina kinasa, 1 mM IBMX y 1 mM EGTA, con o sin SNP 100 µM. La 

reacción se paró añadiendo 0,4 ml de acetato sódico 20 mM (pH 3,9), tras lo cual 

las muestras se mantuvieron a 100ºC durante 5 min. El cGMP producido se 

determinó por radioinmunoensayo, como se ha descrito previamente en el 

apartado 2.3. Todas las determinaciones se realizaron en triplicados. 

  

 

2.4.3. Medida de la actividad PDE 
 

Alícuotas de 75 µl (15-20 µg) de las fracciones citosólicas obtenidas a 

partir de astrocitos fueron incubadas en un volumen final de 100 µl de 50 mM 

Tris / HCl (pH 7.4), conteniendo 10 µM [3H]cGMP (0.075 µCi), 1 mM MgCl2, 0.5 

mM EGTA en presencia o ausencia de 25 µM CaCl2. La concentración de Ca2+ 

en la solución de reacción fue calculada por medio del programa RECIPC (S. 

Robertson, Universidad de Cincinnati, 1981) siendo menos de 1 nM cuando no 

se añadió CaCl2.. Las mezclas se incubaron durante 5 min (+Ca2+) o 30 min (-

Ca2+) a 37°C. Después de detener la reacción por ebullición de las muestras a 

100°C por 5 min, se añadieron 50 µg de veneno de serpiente (crotalus atrox) en 

1 ml de agua para transformar el [3H]GMP en [3H]guanosina, incubándose la 

mezcla por 15 min a 37 °C. Los restos de proteína desnaturalizada fueron 

separados por centrifugación de las muestras (1.500 g, 10 min) y los 

sobrenadantes fueron pasados por columnas de resina de intercambio catiónico 
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(Dowex-X4, 200-400 mesh). Finalmente, la [3H]guanosina fue eluida de las 

columnas con una solución 3 M de hidróxido de amonio. Alrededor del 95 % de 

la [3H]guanosina fue recuperada de las columnas.  

 

 

2.5. Determinación de los niveles de la subunidad β1 de la sGC por western 

blot 
 
2.5.1. Preparación de extractos celulares  
 
 Después del tratamiento, las células se lavaron dos veces con PBS , se 

recogieron en urea 8 M (0,5 ml / placa de 100 mm) con la ayuda de una 

espátula, y se homogeneizaron mediante 10 subidas y bajadas en un 

homogenizador tipo Potter-Elveheim. A continuación los homogenados se 

centrifugaron a 1.600 g durante 20 minutos y se recogió el sobrenadante. 

Durante todo el proceso las muestras se mantuvieron a 4ºC. Tras separar una 

alícuota para la determinación de proteínas, los homogenados se mezclaron con 

tampón de carga: Tris-HCl 62,5 mM, SDS 2 % (p/v), glicerol 10 % (v/v), 2-

mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromofenol 0,03 % (concentraciones finales) y 

se incubaron a 100ºC durante 5 min. Las muestras se conservaron a –80ºC 

hasta su utilización.  

 

 

2.5.2. Western blot 
 

- Preparación del gel de poliacrilamida (7,5 %):  

a) Preparación de soluciones: 

   - Solución A: 29,2 % acrilamida, 0,8 % bisacrilamida.   

- Solución B: Tris 1,5 M, SDS 0,4 % , pH 8,8. 

- Solución C:  Tris 0,5 M, SDS 0,4 %, pH 6,8. 

b) Gel separador (7,5 %): Sobre 2,5 ml de agua se añadieron 1,25 ml de 

solución B y 1,25 ml de solución A. Después de desgasificar esta 

mezcla durante 10 minutos, se añadieron 2,5 µl de TEMED y 25 µl de 

persulfato amónico 10 %, y se dejó polimerizar el gel. 
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c) Gel apilador (3,5 %): El gel apilador se preparó mezclando en estricto 

orden  1,9 ml de agua, 0,75 ml de solución C, 0,35 ml de solución A, 3 

µl de TEMED y 15 µl de persulfato amónico 10 %. 

 

- Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): Las muestras (25-35 µg 

de proteína de los extractos de urea) se cargaron en el gel apilador, y 

seguidamente las proteínas se separaron mediante electroforesis en tampón 

Tris-glicina-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %). Marcadores 

premarcados (Bio-rad) se usaron como indicadores de peso molecular.  

 

- Electrotransferencia: Las proteínas se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa a 100 V durante 1,5 horas a 4ºC, en tampón Tris 25 mM, glicina 

192 mM, metanol 20 %.  

- Bloqueo de uniones inespecíficas: Para evitar las uniones inespecíficas de los 

anticuerpos, las membranas se incubaron en tampón PBS-5 % leche desnatada 

durante 16-24 horas a 4ºC. 

 

- Incubación con el primer anticuerpo: Las membranas se incubaron con 

anticuerpos policlonales de conejo contra la subunidad β1 de la sGC (dilución 

1:1000 en PBS-5 % leche desnatada) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

 

- Incubación con el segundo anticuerpo: Después de varios lavados (3 x 15 

minutos) con el tampón de lavado (0,05 % Tween 20 en PBS), las membranas 

se incubaron con IgGs anti-conejo conjugadas con peroxidasa (dilución 1:4000 

en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. 

 

- Visualización del segundo anticuerpo: Tras varios lavados (3 x15 minutos) con 

tampón de lavado, el segundo anticuerpo se visualizó mediante 

quimioluminiscencia (Supersignal Ultra analysis system; Pierce), siguiendo el 

protocolo que indica este producto. La intensidad de las bandas marcadas en el 

film fotográfico se cuantificó mediante el programa Molecular Analyst (BioRad).  

 

 

2.6. Determinación de la variación del nivel del mRNA de las subunidades 
de la sGC por RT-PCR 
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2.6.1. Extracción de RNA 
 

El RNA se extrajo de las células o de las regiones cerebrales inyectadas 

con el reactivo Trizol (Gibco-BRL), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Tras aspirar el medio de incubación, se añadió 1 ml de reactivo Trizol sobre la 

monocapa o sobre el tejido inyectado, el lisado se agitó varias veces con la 

pipeta, se recogió en un tubo Eppendorf y se incubó a temperatura ambiente 5 

min para completar la disociación de complejos nucleoproteicos. Sobre el lisado 

se añadieron 100 µl de cloroformo, se agitaron los tubos vigorosamente 15 seg, 

se incubaron a temperatura ambiente 5 min y se centrifugaron a 12.000 g 

durante 15 min a 4ºC. Tras la centrifugación se recogió la fase acuosa y se 

precipitó el RNA añadiendo 0,5 ml de isopropanol. Los tubos se centrifugaron a 

1.600 g durante 10 min a 4ºC, el precipitado formado se lavó con 1 ml de etanol 

75 % y se dejó secar al aire. Una vez evaporado el etanol, el RNA se disolvió en 

30-50 µl de agua estéril libre de RNAsas. La concentración resultante de RNA se 

determinó por espectrofotometría y su calidad mediante elecroforesis en gel de 

agarosa (1 %).  

 

 

2.6.2. RT-PCR 
 

- Retrotranscripción del RNA: En un volumen final de 20 µl de tampón de 

reacción se añadieron 1 µg de RNA total, 1 U de Superscript-II, la mezcla de 

dATP/dCTP/dGTP/dUTP (200 mM cada uno), DTT 20 mM y cebadores 

hexaméricos aleatorios 0,3 µg/µl. La reacción de retrotranscripción se llevó a 

cabo a 42ºC durante 1 hora, y se finalizó calentando la mezcla 5 min a 95ºC. El 

producto resultante se diluyó 5 veces con agua estéril libre de RNAsas 

 

- PCR: Mediante PCR se amplificaron secuencias específicas de los cDNAs de 

las subunidades α1 y β1 de la sGC, la  NOS-2 y la gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 50 

µl que contenía 5 µl de solución de cDNA (producto de la RT), 10 mM Tris-HCl 

pH 8,3, 50 mM  KCl, 1,75 mM MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 0,2 U de taq DNA 

polimerasa (Gibco, BRL) y 0.5 pmoles/ml de cebadores específicos, y se 
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desarrolló como muestra el siguiente esquema: 

 
 

     Desnaturalización
   30 s

Anilamiento
25 s

Elongación
25 s95ºC

59ºC: α1 sGC  
61ºC: β1 sGC, 
NOS-2, GAPDH 

72ºC

β1 sGC 34 ciclos
 NOS-2 30 ciclos 
 GADPH 25 ciclos Ciclos 

  Desnaturalización 
 1 min    

95ºC 

Elongación final

5  min 

72ºC 

 
 
Esquema 2. Representación esquemática de los tiempos y temperaturas 

empleados en la PCR.  

 

 

Los cebadores usados para la amplificación fueron: 

 

α1 sGC  

Forward (F):  5´-ATACGGGTGAGGAGATGGGATAACT-3´  

Reverse (R): 5´-CCTCATTGAACTTCTTGGCTTGC-3´  

 

β1 sGC: 

F: 5´-GCCAAAAGATACGACAATGTGACCA-3´ 

R: 5´-TTGCCATCTACTTGAACTTGACCAG-3´ 

 

NOS-2:  

F: 5’-CTGCATGGAACAGTATAAGGCAAAC-3’ 

R: 5’-GAGACAGTTTCTGGTCGATGTCATGA-3 

 

La amplificación de la GAPDH se uso para controlar la diferencia de eficiencia en 

la síntesis de cDNA entre distintas muestras. Los cebadores empleados fueron:  

 

F: 5´-GCCAAGTATGATGACATCAAGAAG-3´ 

R: 5´-TCCAGGGGTTTC TTACTCCTTGGA-3´.  
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Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en gel de 

agarosa (agarosa 2 % - bromuro de etidio 0,5 mg / ml) y se visualizaron con luz 

ultravioleta. La cuantificación de las bandas se realizó mediante el programa 

Molecular Analyst (BioRad). La amplificación del cDNA resultó lineal entre 33-37 

ciclos para la α1 sGC, entre 32 y 36 ciclos para la β1 sGC, entre 28 y 32 ciclos 

para la NOS-2 y entre 20 y 26 ciclos en el caso de la GAPDH.  

 
 
2.7. Otros métodos 
 
2.7.2. Determinación de la concentración de nitritos 
  

La determinación de nitritos se realizó mediante la reacción de Greiss. Se 

pasaron 150 µl del medio de incubación a placas de 96 pocillos, donde se 

mezclaron con el mismo volumen de solución de reacción: sulfanilamida 0,5 % 

(p/v), acido fosfórico 2,5 % (v/v) y NEDA 0,05 % (p/v). Tras 30 minutos de 

incubación a temperatura ambiente se leyó la absorbancia a 540 nm. La 

concentración de nitritos acumulados se calculó utilizando soluciones de nitrito 

sódico de concentraciones conocidas (0 – 100 µM) procesadas en paralelo como 

estándares. 

 

 
2.7.3. Determinación de la concentración de proteínas 

  

Para determinar la cantidad de proteínas en los cultivos celulares se 

lavaron las monocapas 2 veces con 1 ml de tampón PBS y se dejaron durante 

18-20 horas con NaOH 1 N. Después de verificar que la monocapa de células se 

había levantado y disgregado, se determinó la cantidad de proteína mediante el 

método descrito por  Lowry y col. (1951). Para determinar la cantidad de proteína 

en homogendados citosólicos, se usó el reactivo de Bradford para disminuir 

interferencias con los reactivos presentes en la solución. En los dos casos se 

utilizó albúmina sérica bovina como estándar. 
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2.8.2. Análisis estadístico 
 

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante el test de la t 

de Student apareado. Las diferencias entre medias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando P < 0,05. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV. RESULTADOS 
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1. Efecto de citocinas pro-inflamatorias sobre la acumulación de cGMP 
dependiente de NO en astroglía 
 

1.1. Efecto de la IL-1β, el TNF-α y el INF-γ sobre la acumulación 
intracelular de cGMP 
 
 El tratamiento de cultivos primarios enriquecidos en astrocitos de 

cerebelo con 10 ng/ml de IL-1β durante 20 horas produce la acumulación de 

nitritos en el medio (Fig. 1B), probablemente como consecuencia de la inducción 

de NOS-2. Sin embargo, no se observa una acumulación significativa de cGMP 

intracelular (Fig. 2). Por otro lado, en células tratadas durante tiempos largos con 

IL-1β y posteriormente estimuladas con SNP (100 µM, 3 min) se observa una 

menor capacidad de acumular cGMP (Fig. 1A). El tratamiento con TNF-α (10 

ng/ml, 20 h) no produce acumulación de nitritos en el medio (Fig. 1B), ni de 

cGMP intracelular (Fig. 2), pero sí disminuye la acumulación de cGMP en 

respuesta a SNP, aunque en menor medida que la IL-1β (Fig. 1A). El tratamiento 

con INF-γ (10 ng/ml, 20 h) no produce acumulación de nitritos y disminuye 

ligeramente (17 %) la acumulación de cGMP en respuesta a SNP (Fig. 1). Sin 

embargo, aunque potencia la acumulación de nitritos inducida por la IL-1β (Fig. 

1B), no potencia la disminución de la acumulación de cGMP dependiente de NO 

observada en células tratadas con la citocina (Fig. 1A). Al tratar las células con la 

combinación IL-1β + TNF-α ( 10 ng/ml, 20 h) no se produce mayor acumulación 

de nitritos ni disminución en los niveles de cGMP que con IL-1β sola (Fig. 1). La 

no aditividad de los efectos de estas dos citocinas sugiere que actúan por un 

mecanismo similar por lo que en este estudio se ha caracterizado principalmente 

el efecto de la IL-1β. 

 

 El efecto de la IL-1β ó el TNF-α sobre el cGMP acumulado en respuesta 

a SNP es dependiente del tiempo y de la concentración de citocina. Como se 

observa en la Fig. 2, la disminución en los niveles de cGMP es máxima a la 

concentración de 10 ng/ml para las dos citocinas y es evidente después de 3 

horas de tratamiento. A las 20 horas la inhibición de la formación de cGMP en 

células tratadas con IL-1β es de un 81 % (88.9 ± 7.5 y 17.0 ± 1.9 pmoles/mg 

proteína en células no tratadas y tratadas respectivamente, n = 10) y un 51 % en 
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células tratadas con TNF-α (97.0 ± 12.6 y 46.3 ± 6.2 pmoles/mg proteína en las 

células no tratadas y tratadas respectivamente, n = 5). 

 

 
 

Figura 1. Efecto de las citocinas proinflamatorias IL-1β, TNF-α e INF-γ 
sobre la acumulación de cGMP y de nitritos en respuesta a SNP en 
cultivos primarios de astrocitos cerebelares. Los cultivos fueron tratados 
durante 20 horas con 10 ng/ml de IL-1β, TNF-α o INF-γ o las combinaciones 
indicadas. Después del tratamiento se aspiró el medio para la determinación 
de la acumulación de nitritos y las monocapas fueron lavadas y estimuladas 
con SNP 100 µM durante 3 minutos. El cGMP fue medido por 
radioinmunoensayo como se describe en Materiales y Métodos. Los 
resultados, expresados como % del efecto del SNP en células no tratadas, 
en el caso del cGMP, son media ± SEM de 3-5 experimentos (∗ p< 0.05 
respecto al efecto del SNP en células control, test apareado de la t de 
Student). 

 
 

  

Las principales células contaminantes en los cultivos primarios 

enriquecidos en astrocitos son las células microgliales, que según estudios 

anteriores del laboratorio donde se ha realizado esta tesis, pueden llegar a 

constituir el 30 % del total (Agulló y col., 1995). Teniendo en cuenta que la 

microglía tiene la capacidad de producir y de responder a citocinas inflamatorias, 

se determinó si la presencia de microglía contribuía al efecto de la IL-1β sobre la 

acumulación de cGMP dependiente de NO, utilizando cultivos en los que está 
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disminuida la contaminación microglial. Para este propósito se trataron las 

células con el citostático arabinósido de citosina (cit-ara, 10 µM) desde el día 10 

de cultivo, cuando se alcanza la confluencia de la monocapa de astrocitos, hasta 

el día 14 en que las células son utilizadas. Este periodo corresponde al de 

máxima proliferación microglial (Agulló y col., 1995). Como se muestra en la Fig. 

3, el tratamiento de los cultivos con cit-ara no altera significativamente los 

niveles de cGMP tras la estimulación con SNP. Por otro lado, la disminución en 

los niveles de cGMP provocada por la IL-1β tampoco se ve alterada (Fig. 3). 
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Figura 2. El tratamiento de astrocitos de cerebelo en cultivo primario 
con las citocinas proinflamatorias IL-1β o TNF-α disminuye la 
acumulación de cGMP dependiente de NO de forma dependiente del 
tiempo y de la concentración. Las células fueron tratadas con 10 ng/ml 
de IL-1β (○, ●) o TNF-α (∆, ▲) durante los tiempos indicados (A) o con 
diferentes concentraciones de citocina durante 20 horas (B). Después de 
cada tratamiento las monocapas fueron lavadas y estimuladas (símbolos 
abiertos) o no (símbolos cerrados) con SNP 100 µM durante 3 minutos. Los 
resultados, expresados como % del efecto de SNP en células no tratadas, 
son media ± rango de dos experimentos realizados por triplicado en 
diferentes preparaciones celulares. 
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Figura 3. Efecto de la IL-1β sobre la acumulación de cGMP en 
respuesta a SNP en cultivos de astrocitos cerebelares tratados con 
arabinósido de citosina. Células tratadas o no con arabinósido de citosina 
(cit-ara, 10 µM) desde el día 10 de cultivo hasta su utilización el día 14, 
fueron incubadas con IL-1β (10 ng/ml) durante 20 horas, lavadas y 
estimuladas con SNP (100 µM, 3 minutos). Los resultados son media ± 
SEM de tres experimentos realizados en diferentes cultivos.    
 

 

La acumulación de nitritos en el medio, así como la disminución en la 

acumulación de cGMP producidas por la IL-1β, no son respuestas limitadas a 

astrocitos cerebelares. En cultivos primarios enriquecidos en astrocitos 

provenientes de cortex y de hipocampo se observa una acumulación de nitritos 

de similar magnitud (Fig. 4 B). Sin embargo, la disminución de la acumulación de 

cGMP inducida por el tratamiento con IL-1β es menor que en astrocitos 

cerebelares (Fig. 4 A). En astrocitos de cortex la IL-1β (10 ng/ml, 20 h) disminuye 

la acumulación de cGMP en respuesta a SNP en un 37,6 % y en hipocampo en 

un 47,3 %. 
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Figura 4. Efecto de la IL-1β sobre la acumulación de cGMP y de 
nitritos en cultivos de astrocitos de cortex e hipocampo. Las células 
provenientes de las regiones cerebrales indicadas fueron incubadas con 
IL-1β (10 ng/ml, 20 horas) y posteriormente estimuladas con SNP (100 µM, 
3 minutos) en presencia del inhibidor inespecífico de fosfodiesterasas 
IBMX (1 mM). Los resultados son media ± rango de dos experimentos 
realizados en diferentes cultivos. 

 

 

 

En neuronas granulares de cerebelo, población neuronal en la que se han 

descrito respuestas a citocinas inflamatorias como la inducción de NOS-2 (Minc-

Golomb y col., 1994), el tratamiento con las citocinas proinflamatorias IL-1β, INF-

γ o TNF-α no afecta significativamente a la acumulación de cGMP (Fig. 5)  
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Figura 5. Efecto de citocinas inflamatorias sobre la acumulación de 
cGMP en respuesta a SNP en neuronas granulares de cerebelo. Los 
cultivos de neuronas granulares fueron tratados durante 20 horas con las 
citocinas IL-1β, TNF-α o INF-γ (10 ng/ml) y posteriormente se determinó el 
cGMP acumulado en respuesta a SNP. Los datos son media ± SD de un 
experimento representativo de tres realizados en preparaciones celulares 
independientes. 

 

 

 

1.2. Efecto de la IL-1β sobre la salida del cGMP al medio extracelular 

 
1.2.1. Acumulación extracelular del cGMP formado en células tratadas con 

IL-1β 

 
Como se ha visto en el apartado anterior, el tratamiento de cultivos primarios 

enriquecidos en astroglia con IL-1β produce acumulación de nitritos en el medio 

(Fig. 1) lo cual indica que se está formando NO como consecuencia de la 

inducción de NOS-2 y por tanto, es esperable la formación de cGMP por 

estimulación de la sGC. Ya que no se había detectado una acumulación 

significativa de cGMP intracelular, se examinó la posibilidad de que el nucleótido 

saliese de la célula y se acumulase en el medio extracelular.  
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Figura 6. La IL-1β estimula la acumulación extracelular de cGMP y de 
nitritos en astrocitos cerebelares. Las células fueron tratadas con IL-1β 
(10 ng/ml) durante los tiempos o con las concentraciones indicadas (20 
horas). El medio de cultivo fue recolectado para la determinación de cGMP 
extracelular (A, C) o de nitritos (B, D). El cGMP intracelular fue 
determinado en las monocapas después de lavadas. Los resultados son 
media ± SEM de tres (A, B) o media ± rango de dos (C, D) experimentos 
realizados en diferentes cultivos.  
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Como puede observarse en la Fig. 6 (A, C), el cGMP producido en células 

tratadas con IL-1β se acumula en el medio extracelular donde empieza a 

detectarse después de las 3 horas de tratamiento y aumenta linealmente por lo 

menos hasta las 20 horas, máximo tiempo estudiado. La salida de cGMP 

inducida por IL-1β presenta un patrón dosis-efecto/tiempo-efecto que concuerda 

con el de la acumulación de nitritos en el medio (Fig. 6 B, D). El INF-γ o el TNF-α 

no producen acumulación extracelular de cGMP, pero tal como ocurre con la 

acumulación de nitritos, el INF-γ potencia la acumulación extracelular de cGMP 

inducida por IL-1β (Fig. 7). 

 

La acumulación extracelular de cGMP y de nitritos inducida por la IL-1β 

es una respuesta mediada por el receptor de IL-1 de tipo I (IL-1RI) ya que se 

bloquea al coincubar las células con el antagonista de dicho receptor, IL-1ra (2 

µg/ml) (Tabla 1). Igualmente, el pretratamiento de las células con el inhibidor de 

NOS, L-NMMA (1 mM) inhibe la acumulación extracelular de nitritos y de cGMP. 

Este último efecto de la IL-1β es bloqueado por el inhibidor específico de la sGC, 

ODQ (1 mM) (Tabla 1). Estos resultados indican que el cGMP acumulado en el 

medio extracelular proviene de la activación de la sGC por el NO generado tras 

la inducción de la NOS-2 por IL-1β. 

 
 
TABLA 1. Efecto de diferentes agentes sobre la acumulación extracelular 
de cGMP y de nitritos inducida por IL-1β en cultivos primarios de astroglia 
 
 
Tratamiento 

% del efecto 
cGMP Extracelular 

de IL-1β 
Nitritos 

 -IL-1β          + IL-1β -IL-1β          + IL-1β 
   
Control 1.1±0.3        100   43±6             100    
IL-1Ra, 2 µg/ml 
L-NMMA, 1mM 

1.0±0.3        16±1 
0.3±0.1        2±1.2 

39±6             43±8 
36±13           40±13 

ODQ, 1mM 0.4±0.1        0.2±0.1 ND                ND  
 
 
Las células fueron tratadas con IL-1β (10 ng/ml, 20 horas) en ausencia o presencia de 
los compuestos indicados, añadidos 1 hora antes. Los resultados están expresados 
como % del efecto de la IL-1β y son media ± SEM de tres a cinco experimentos 
realizados por triplicado en diferentes preparaciones. ND: no determinado. 
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Figura 7. Acumulación extracelular de cGMP (A) y de nitritos (B) en 
astrocitos cerebelares tratados con citocinas proinflamatorias. Las 
células fueron tratadas con IL-1β, INF-γ o TNF-α (10 ng/ml) solas o en 
combinación durante 20 horas. El cGMP extracelular y los nitritos fueron 
determinados en el medio de incubación. El cGMP intracelular fue 
indetectable en todos los casos. Los datos, expresados como % del 
efecto de la IL-1β, son media ± SEM de tres experimentos.   
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1.2.2. Estimulación por IL-β de la salida del cGMP formado en células 
tratadas con LPS o estimuladas con un donador de NO. Implicación de un 
transportador. 

 

El tratamiento de astrocitos cerebelares en cultivo primario con 

lipopolisacárido de la pared celular de bacterias gram negativas (LPS, 10 ng/ml, 

20 h) produce una acumulación de nitritos en el medio mayor que la inducida en 

respuesta a 10 ng/ml de IL-1β (17.5 ± 2.4 y 3.0 ± 0.6 µM respectivamente, n = 6). 

Además se observa una notable acumulación de cGMP intracelular, pero no 

extracelular (Fig. 8). El tratamiento de las células con la combinación IL-1β + 

LPS causa una acumulación de nitritos aditiva (20.4 ± 0.9) y una acumulación 

extracelular de cGMP 5 veces mayor que la inducida por IL-1β, mientras que el 

cGMP intracelular tiende a disminuir. Estos resultados indican que la IL-1β 

estimula la salida del cGMP producido en respuesta a LPS. 

 

Con el fin de investigar si la salida del cGMP en respuesta a la IL-1β está 

mediada por un transportador, estudiamos el efecto de algunos inhibidores de 

transportadores de aniones orgánicos. La incubación de las células con 

probenecid (1 mM) o verapamil (10 µM) afecta a la acumulación intracelular de 

cGMP en respuesta al LPS que disminuye un 56.8 % y un 44.1 % 

respectivamente (Fig. 8), probablemente por inhibición de la actividad sGC 

(Hewet y col., 1993). Sin embargo, la presencia de estos inhibidores bloquea 

completamente la salida de cGMP inducida por IL-1β (Fig. 8). Estos resultados 

concuerdan con la presencia de un transportador de cGMP cuya actividad es 

potenciada por la IL-1β. 

 



Resultados 

 - 39 - 

 

 c
G

M
P 

(p
m

ol
es

 / 
m

g 
pr

ot
eí

na
)

0

2

4

6

8

10

12

14

cG
M

P 
(p

m
ol

es
 / 

m
g 

pr
ot

eí
na

)

0

400

800

1200

1600

Intracelular

Extracelular

Verapamil

Con
tro

l
IL-

1β LP
S

IL-
1β

+LP
S

Probenecid

Con
tro

l
IL-

1β LP
S

IL-
1β

+LP
S

Con
tro

l
IL-

1β LP
S

IL-
1β

+LP
S

  
 
 
 

Figura 8. Efecto del probenecid y del verapamil sobre la acumulación 
intracelular y extracelular de cGMP en astrocitos cerebelares tratados 
con IL-1β y LPS.  Las células fueron tratadas o no con IL-1β y/o LPS (10 
ng/ml, 20 horas) en ausencia o presencia de probenecid (1 mM) o 
verapamil (10 µM) añadidos 1 hora antes. El cGMP extracelular fue medido 
en el medio de incubación. Las monocapas fueron lavadas y recogidas 
para determinación de cGMP intracelular. Los resultados son media ± SD 
de triplicados en un experimento representativo que fue repetido seis veces 
sin inhibidores, tres con probenecid y dos con verapamil en diferentes 
preparaciones celulares con resultados similares. 
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El tratamiento con IL-1β también estimula la salida del cGMP formado en 

respuesta a SNP. Como se observa en la Fig. 9, en células tratadas o no con IL-

1β durante 20 horas y estimuladas por diferentes tiempos con SNP (100 µM), la 

acumulación de cGMP intracelular es mayor a los 3 minutos que a tiempos más 

largos, pero en células tratadas con IL-1β la acumulación de cGMP intracelular 

es un 70 a 80 % menor que en células control a los tres tiempos estudiados.  Por 

otro lado, tanto en células control como en células tratadas con IL-1β se observa 

un aumento gradual de la acumulación extracelular de cGMP. Sin embargo, es 

evidente que en células tratadas con IL-1β la proporción de cGMP extracelular 

es mucho mayor con respecto al intracelular (Fig. 9). Por otro lado, al estimular 

las células con SNP en medio de estimulación carente de Na+ disminuye 

ligeramente la acumulación intracelular de cGMP y se bloquea su liberación al 

medio extracelular. Sin embargo, en las células tratadas con IL-1β no se 

restablecen los niveles intracelulares de cGMP alcanzados en células control. 

Estos resultados demuestran que la salida de cGMP en astrocitos es 

dependiente del gradiente de Na+, y probablemente de ATP y que en células 

tratadas con IL-1β la estimulación de la salida de cGMP no es responsable de la 

disminución de la acumulación intracelular del nucleótido.   
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Figura 9. La IL-1β estimula la acumulación extracelular de cGMP 
formado en respuesta a SNP en cultivos primarios de astrocitos 
cerebelares de forma dependiente del gradiente de Na+. Las células 
fueron tratadas o no con IL-1β (10 ng/ml)  durante 20 horas y posteriormente 
expuestas a SNP durante los tiempos indicados en medio conteniendo NaCl 
(118 mM) o colina (125 mM). EL cGMP extracelular se midió en el medio de 
estimulación. Las monocapas fueron lavadas y procesadas para medición de 
cGMP intracelular. Los resultados son media ± SEM de tres experimentos 
realizados por triplicado en diferentes preparaciones celulares. 

 

 

 

2. Mecanismo del efecto inhibitorio de la IL-1β sobre la acumulación 
intracelular de cGMP dependiente de NO en astroglía cerebelar 
 

2.1. Efecto de la IL-1β sobre los enzimas responsables del metabolismo del 
cGMP 
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Los niveles intracelulares de cGMP tras estimulación con NO dependen 

de la velocidad de su síntesis y degradación por las actividades sGC y PDEs 

respectivamente. Así, la disminución en la capacidad de las células para 

acumular cGMP en respuesta a SNP producida por el tratamiento con IL-1β 

podría ser causada por una disminución de la actividad sGC o un aumento de la 

actividad PDE. Para establecer cual de las actividades enzimáticas es afectada 

por dicho tratamiento se estudió la estimulación de la formación de cGMP por 

SNP durante diferentes tiempos (0-120 segundos), en presencia del inhibidor 

inespecífico de PDEs IBMX (1 mM). 
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Figura 10. Efecto de la IL-1β sobre la formación de cGMP en respuesta 
a SNP en presencia de IBMX en función del tiempo. Las células fueron 
tratadas o no (controles) con IL-1β durante 20 horas y estimuladas durante 
los tiempos indicados con SNP (100 µM) en presencia del inhibidor de 
PDEs IBMX (1 mM). Los resultados se expresan como media ± SEM de 
dos experimentos realizados por triplicado en diferentes preparaciones. 
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Como se observa en la Fig. 10, tanto en células no tratadas (control), 

como en las que han sido expuestas a IL-1β, el aumento del cGMP intracelular 

es ya evidente a los 10 segundos. En células control se alcanza un estado 

estacionario a los 90 segundos (92.1 ± 6.1 pmoles / mg proteína) mientras que 

en células tratadas con IL-1β, la velocidad inicial de síntesis de cGMP es 

aproximadamente la mitad que en células control y se alcanza un estado 

estacionario a los 30 segundos (21.8 ± 0.3 pmoles / mg proteína). Estos 

resultados sugieren que el tratamiento de las células con IL-1β afecta a la 

velocidad de síntesis de cGMP. Para confirmarlo se determinaron las actividades 

sGC y PDE en la fracción soluble de homogenados provenientes de astrocitos 

cerebelares tratados con IL-1β (10 ng/ml, 20 horas). El tratamiento no modifica 

las actividades PDE dependientes o independientes de calcio (Fig. 11 A). Sin 

embargo, al medir la actividad sGC se observó una tendencia a disminuir en la 

actividad basal y una disminución de un 70-75 % en la actividad estimulada por 

SNP (Fig. 11 B).  

 

Con el objeto de investigar si la disminución de la actividad sGC inducida 

por IL-1β se debía a una disminución de la proteína enzimática, se analizaron, 

mediante western blot,  los niveles de la subunidad β1 de la sGC, para la cual se 

dispone de anticuerpo. Como puede observarse en la Fig. 11, el tratamiento de 

las células con IL-1β produce una notable disminución de la subunidad β1 de la 

sGC (inserto).  

 

 

2.2. Mecanismo de la disminución de la actividad sGC inducida por IL-

1β 

 

En células de tejidos periféricos se ha demostrado que la exposición 

prolongada a NO conduce a una disminución de la expresión de la sGC 

(Filippov y col., 1997; Takata y col., 2001). Teniendo en cuenta que el 

tratamiento de cultivos primarios enriquecidos en astrocitos con IL-1β 

produce un aumento en la acumulación de nitritos en el medio indicativa de 

la generación de NO,  con el objeto de averiguar si es el NO el responsable 

de la disminución de la sGC se examinó el efecto de la IL-1β en células 

cotratadas con el inhibidor de la actividad NOS L-NMMA (1 mM) o el 
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inhibidor de la inducción de NOS-2 dexametasona (10 µM). Como se 

observa en la Fig. 12, la disminución de la formación de cGMP en 

respuesta a NO causada por la IL-1β no es bloqueada al inhibirse la 

síntesis de NO. Sin embargo, el TPCK inhibidor de serina-proteasas 

implicadas en la activación del factor nuclear κB (NF-κB, 10 µM), bloquea 

tanto la acumulación de nitritos, como la disminución en los niveles de 

cGMP inducida por el tratamiento con IL-1β (Fig. 12). Por otro lado, tal 

como se ha observado previamente en células tratadas con LPS (Baltrons y 

García, 1999), los inhibidores de la transcripción, actinomicina-D (4 µg/ml) y 

de la síntesis de proteínas, cicloheximida (20 µM), impiden la disminución la 

disminución de los niveles de cGMP causada por IL-1β o TNF-α indicando 

que estos agentes inducen la expresión de una proteína directa o 

indirectamente implicada en la disminución de la sGC (Fig.13). En trabajos 

complementarios del grupo de investigación donde se realizó esta tesis se 

ha comprobado que en células tratadas con LPS o IL-1β (10 ng/ml, 20 

horas) la disminución de la subunidad β1 de la sGC es independiente de 

NO y dependiente de transcripción y síntesis de proteínas. Además se ha 

demostrado que es debida a una disminución de la vida media de la 

proteína ya que los niveles de dicha subunidad disminuyen más 

rápidamente que en células tratadas con cicloheximida (Pedraza y col., 

enviado). 
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Figura 11. Efecto del tratamiento de astrocitos cerebelares con IL-1β 
sobre las actividades enzimáticas PDE y sGC y sobre la subunidad β1 
de la proteína sGC. Las actividades enzimáticas y la inmunodetección de 
la subunidad β1 de la sGC fueron determinadas, tal como se describe en 
Materiales y Métodos, en la fracción soluble de homogenados celulares de 
astrocitos tratados con 10 ng/ml de IL-1β durante 20 horas. Los resultados 
se expresan como media ± SEM de cinco (PDE) o cuatro (sGC) ensayos 
realizados por triplicado en distintas preparaciones celulares. El western 
blot (inserto) es representativo de tres realizados en las mismas 
preparaciones en las que se midió la actividad sGC.  
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Figura 12. El efecto de la IL-1β sobre los niveles de cGMP es 
independiente de NO e implica la activación de serina-proteasas. Las 
células fueron tratadas con IL-1 β (10 ng/ml, 20 horas) en presencia o 
ausencia de L-NMMA (1 mM), TPCK (10 µM) o dexametasona (10 µM), 
añadidos una hora antes. Después de los tratamientos se determinaron los 
nitritos (A) y el cGMP intracelular (B) tal como se describe en Materiales y 
Métodos. Los resultados son media ± SEM de tres experimentos con L-
NMMA y TPCK y media ± rango de dos con dexametasona (DEX). 

 

 
 



Resultados 

 - 47 - 

 

 

cG
M

P 
(%

 d
el

 e
fe

ct
o 

de
l S

N
P 

en
 c

él
ul

as
 c

on
tro

l)

0

20

40

60

80

100

120

Control IL-1β TNF-α

− CHX ACT-D  
 

Figura 13. La disminución de la formación de cGMP en respuesta 
a NO inducida por IL-1β y TNF-α es dependiente de transcripción 
y síntesis de proteínas. Los inhibidores cicloheximida (CHX, 20 µM) 
y actinomicina-D (ACT-D, 4 µg/ml) fueron añadidos una hora antes 
que las citocinas IL-1β o TNF-α (10 ng/ml). Después de 20 horas de 
tratamiento se determinó el cGMP acumulado en respuesta a SNP. 
Los resultados son media ± rango de dos experimentos. 

 

 

 

La disminución en los niveles de cGMP causada por el tratamiento 

con IL-1β es mediada por unión de la citocina a su receptor de tipo I, ya que 

la proteína antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra, 2 µg/ml) bloquea 

dicho efecto (Fig. 14). Para averiguar qué componentes de las vías de 

señalización desencadenadas por la activación del receptor de la IL-1β 

están implicados en la disminución de la actividad sGC, se estudió el efecto 

de diferentes inhibidores. Inhibidores de fosfolipasas C/A, (U107, 1µM) y de 

proteína quinasas dependientes de cGMP (KT5823, 2 µM), de cAMP (H-89, 

2 µM) y de calcio calmodulina (Ca2+/CaM, KN93, 10 µM) no previenen la 

disminución de los niveles de cGMP inducida por IL-1β.  Por otro lado, el 

inhibidor de proteína quinasa C estaurosporina (20 nM), el inhibidor 

inespecífico de proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), 
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apigenina (25 µM), así como los inhibidores específicos de ERK 1/2 

(quinasas reguladas por señales extracelulares) U0126, (10 µM) y MAPK 

p38, SB202190 (5 µM), son capaces de impedir la disminución de los 

niveles de cGMP inducidos por el tratamiento con IL-1β (Fig. 14). 

 

cGMP 
(% del efecto del SNP en células control)

0 20 40 60 80 100

IL-1β, 10 ng/ml

U0126, 10 µM
SB202190, 5 µM
Apigenina, 25 µM
Estaurosporina 20 nM
KN93, 10 µM
H89, 2 µM
KT5823, 2 µM
U107, 1 µM

IL-1ra, 2 µg/ml

 
 
Figura 14. Efecto de diferentes compuestos sobre la disminución de la 
acumulación de cGMP inducida por IL-1β. Los agentes indicados fueron 
añadidos al medio de incubación 1 hora antes que la IL-1β (10 ng/ml, 20 
horas). Los resultados, expresados como % del efecto del SNP en células 
no tratadas,  son medias ± SEM de tres a cinco experimentos realizados 
por triplicado en distintas preparaciones celulares. 

 

 

 

3. Efecto de distintos agentes neuroinflamatorios sobre los niveles de 
mRNA de las subunidades de la sGC 
 

3.1. Efecto de la IL-1β y del LPS 
 

3.1.2. Disminución del mRNA de las subunidades de la sGC en astroglía en 
cultivo. Dependencia del NO 
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Trabajos de otros autores en células de músculo liso de vasos 

sanguíneos demuestran que agentes que inducen la producción de NO 

producen una disminución del mRNA de las subunidades de la sGC 

(Papapetropoulos y col., 1996a; Takata y col., 2001). En este trabajo se ha 

estudiado mediante RT-PCR el efecto del tratamiento de astrocitos 

cerebelares con IL-1β o con LPS (10 ng/ml, 20 horas) sobre los niveles de 

mRNA de las subunidades α1 y β1 de la sGC. Como se observa en la Fig. 

15 y en la tabla 2, se produce una disminución significativa del mRNA de 

las subunidades α1 y β1 de la sGC tanto en respuesta a IL-1β (29 % y 33 % 

respectivamente) como a LPS (30 % y 35 %, respectivamente). Por otro 

lado, al cotratar las células con el inhibidor de NOS, L-NMMA (1 mM), o con 

los inhibidores de la expresión de NOS-2, PDTC (100 µM) que bloquea la 

activación del NFκB, y cicloheximida (20 µM), se previenen los efectos del 

LPS y la IL-1β, indicando la implicación del NO (Tabla 2). 

 

 

 
 
 

Figura 15. La IL-1β y el LPS disminuyen los niveles de mRNA de las 
subunidades de la sGC de forma dependiente de NO. Los inhibidores 
L-NMMA (1 mM), cicloheximida (20 µM) y PDTC (100 µM) fueron 
añadidos al medio de incubación una hora antes que el LPS o la IL-1β (10 
ng/ml). El RNA total se procesó para RT-PCR como se describe en el 
apartado Materiales y Métodos. Este experimento es representativo de 
tres realizados en diferentes preparaciones celulares. 
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TABLA 2. Análisis densitométrico de los niveles de mRNA de las 
subunidades de la sGC en astrocitos tratados con IL-1β o LPS 

 
 
 

LPS L-NMMA L-NMMA 
+LPS 

PDTC PDTC 
+LPS 

CHX CHX 
+LPS 

α1 70±2.5* 105±7.5 111±7.6 110±26.8 123±10.5 123±13.5 119±14.2 

β1 65±0.1** 98±3.8 92±8.0 89±0.7 97±1.0 93±4.2 91±5.0 

 
Los resultados se expresan como % de cada subunidad con respecto al control 
previamente normalizado por los valores de GAPDH en cada tratamiento y son media ± 
SEM de tres experimentos (∗ p< 0.05; ∗∗ p< 0.01 respecto al control, test apareado de 
la t de Student).  
 

 
3.1.3. Disminución del mRNA de las subunidades de la sGC en cerebro de 
rata adulta 
 

Para determinar si el efecto inhibitorio de la IL-1β y el LPS sobre la 

expresión de los mRNAs de las subunidades de la sGC observado en astrocitos 

en cultivo primario también se producía in vivo, se realizaron tratamientos 

mediante inyecciones intracraneales (i.c.) de IL-1β (5 µg/ml) o LPS (5 mg/ml) en 

el cortex frontal y en el vermis cerebelar de ratas Sprague Dawley, utilizando las 

coordenadas estereotáxicas descritas por Patxinos y col. (1985) tal como se 

explica en Materiales y Métodos. Se analizó por medio de RT-PCR la variación 

en los niveles de mRNA de la NOS-2 y de las subunidades de la sGC en el tejido 

después de 6 y 24 horas de la inyección con los agentes indicados. Como se 

observa en la Fig. 16 A, después de 6 horas de la inyección en el vermis 

cerebelar se produce un considerable aumento de los niveles de mRNA de la 

NOS-2 que disminuyen después de 24 horas. También se observa una 

disminución en los niveles de mRNA de las subunidades α1 y β1 de la sGC que 

es evidente a las 6 horas en respuesta a LPS pero no a IL-1β. La disminución 

causada por el LPS en las dos subunidades se acentúa después de 24 horas, 

tiempo al que también se observa una disminución en respuesta a IL-1β (Fig. 16 

A y Tabla 3).  

   %  DEL CONTROL    

  
 
 

IL-1β L-NMMA L-NMMA 

+IL-1β 

PDTC PDTC 

+IL-1β 

CHX CHX 

+IL-1β 

α1 71±.3.1* 105±7.5 97±5.4 106±6.3 111±10.1 96±3.6 109±4.4 

β1 67±3.1* 100±6.5 103±6.2 89±7.7 95±1.1 99±3.2 93±3.0 
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La inyección de IL-1β o LPS en el cortex frontal induce un ligero aumento 

del mRNA de la NOS-2 después de 6 horas que se mantiene pasadas 24 horas 

en animales tratados con LPS y parece volver a los niveles del control en 

animales tratados con IL-1β. En cuanto a las subunidades de la sGC se observa 

una notable disminución del mRNA de las subunidades α1 y β1 después de 24 

horas de inyección con LPS, mientras que el tratamiento con IL-1β disminuye 

significativamente el mRNA de la subunidad α1 de la sGC (Fig. 16 B y Tabla 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Efecto de la inyección intracraneal de IL-1β y LPS 
sobre los niveles de mRNA de la NOS-2 y de las 
subunidades α1 y β1 de la sGC. Las ratas fueron anestesiadas 
e inyectadas intracranealmente en el vermis cerebelar (A) o en 
el cortex frontal (B) con IL-1β (5 µg/ml) o LPS (5 mg/ml). 
Después de 6 o 24 horas fueron decapitadas y la zona inyectada 
fue separada, como se indica en Materiales y Métodos, y 
procesada para extracción de RNA y posterior RT-PCR. Los 
resultados son de un animal representativo de otros dos. 
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Tabla 3. Análisis densitométrico de la expresión de los mRNAs de las 
subunidades de la sGC en ratas inyectadas intracranealmente con IL-1β o 
LPS 
 
 

 
Los resultados se expresan como % de cada subunidad con respecto al control 
previamente normalizado por los valores de GAPDH de cada tratamiento y son media ± 
SEM de tres animales (∗p< 0.05; ∗∗p<0.01 con respecto al control, test apareado de la t 
de Student) 
 
 
 
3.2. Efecto del péptido β-amiloide (1-40) 
 
 
3.2.1. Disminución de los niveles de mRNA de las subunidades de la sGC 
en astroglía en cultivo 
 
 

Datos recientes de nuestro laboratorio demuestran que la exposición de 

astrocitos en cultivo primario durante periodos prolongados de tiempo (48 horas) 

a péptidos β-amiloides (Aβ) disminuye la actividad sGC y los niveles de la 

subunidad β1 de la proteína enzimática (Baltrons y col., 2002). En este trabajo 

hemos examinado el efecto del tratamiento de astrocitos cerebelares con el 

péptido Aβ1-40 agregado (20 µM) sobre los niveles de mRNA de las 

subunidades de la sGC. Como se observa en la Fig. 17, el tratamiento disminuye 

el mRNA de las subunidades α1 (40 %) y β1 (44 %) de la sGC (Fig. 17).  

 
 

 % DEL CONTROL 
Tiempo después de 

la inyección  6 h  24 h 

Cerebelo              α1                     β1 α1                   β1 

IL-1β        97.1±4.5            98.0±1.1 78.7±3.2∗        73.5±5.4∗ 

LPS 63.4±3.2∗∗        45.2±2.2∗∗ 1.5±0.3∗∗        7.9±0.8∗∗ 

Cortex              α1                     β1 α1                   β1 

IL-1β        96.7±6.5            97.5±1.3 81.6±0.7∗        94.6±9.4 

LPS 98.3±3.2            99.0±3.5 9.7±1.9∗∗        17.0±1.1∗∗ 
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Figura 17. Efecto del péptido Aβ(1-40) sobre los niveles de mRNA de 
las subunidades α1 y β1 de la sGC. Las células fueron tratadas durante 
48 horas con el péptido Aβ(1-40) (20 µM), previamente agregado (5 días a 
37 ºC). El RNA total fue extraído y procesado para RT-PCR. Los 
resultados del análisis densitométrico (B) se expresan como % de cada 
subunidad con respecto al control previamente normalizado por los valores 
de la GAPDH y son media ± SEM de tres experimentos, como el 
presentado en A, realizados en preparaciones celulares diferentes. 

 

 

 

3.2.2. Disminución de los mRNAs de las subunidades de la sGC en cerebro 
de rata adulta 
 

La inyección i.c. de péptido Aβ(1-40) en estado agregado (0,5 µg/µl) en 

cerebelo produce una disminución del mRNA de las subunidad β1 de la sGC que 

se evidencia después de 24 horas (44.2 %) y se mantiene por lo menos hasta 

las 48 horas de tratamiento (30.4 %). Esta disminución en la subunidad β1 se 

observa también en hipocampo 48 horas después de la inyección (32.6 %). Los 

niveles de mRNA la subunidad α1 parecen no afectarse en respuesta a Aβ(1-40) 

(Fig. 18 y Tabla 3). 
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Figura 18. El péptido Aβ(1-40) inyectado intracranealmente disminuye 
el mRNA de la subunidad β1 de la sGC. El péptido Aβ1-40 (0.5 µg/ml), 
previamente agregado (5 días a 37 ºC), fue inyectado intracranealmente en 
el vermis cerebelar y en el hipocampo como se describe en Materiales y 
Métodos. Después de cada tiempo de tratamiento la zona inyectada fue 
procesada para extracción de RNA y posterior RT-PCR. El resultado es de 
un animal representativo de otros dos.  

 

 

 

Tabla 3. Análisis densitométrico de la expresión de los mRNAs de las 
subunidades de la sGC en ratas inyectadas intracranealmente con  Aβ1-40 
 

  

Los resultados se expresan como % de cada subunidad con respecto al control (ratas 
inyectadas con vehículo) previamente normalizado por los valores de GAPDH de cada 
tratamiento y son media ± SEM de tres animales (∗ p< 0.05; ∗∗ p< 0.01 con respecto al 
control, test apareado de la t-Student). ND: no determinado. 
 

 % DEL CONTROL 
Tiempo después de la 
inyección de Aβ(1-40) 24 h 48 h 

Cerebelo              α1                     β1 α1                   β1 

 90.8±16.1            55.8±8.9∗∗ 91.1±20.1        69.6±16.6∗ 

Hipocampo              α1                     β1 α1                   β1 

                     ND                     ND 90.5±6.4        67.4±12.6∗ 

GAPDH

sGCα1

sGCβ1

Cerebelo

Control  Aβ
24 h

Hipocampo

Control  Aβ
48 h

Control  Aβ
48 h

GAPDH

sGCα1

sGCβ1

Cerebelo

Control  Aβ
24 h

Hipocampo

Control  Aβ
48 h

Control  Aβ
48 h



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V. DISCUSIÓN 
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En los procesos inflamatorios del SNC causados por traumatismos, 

infecciones o enfermedades neurodegenerativas, los niveles de las citocinas 

proinflamatorias IL-1β y TNF-α se encuentran elevados debido a su aumentada 

síntesis en las células glíales reactivas y en las células infiltradas del sistema 

inmunitario (Benveniste y Benos, 1995; Rothwell y Luheshi, 2000). Las citocinas 

proinflamatorias, a su vez, inducen en las células del SNC la expresión de NOS-

2 provocando una producción elevada y sostenida de NO. En muchos estudios 

se han descrito los efectos neurotóxicos del NO cuando se produce en elevadas 

concentraciones (revisión en Murphy, 2000). Por el contrario, existen evidencias 

sobre el papel neuroprotector del cGMP, segundo mensajero fisiológico del NO 

(Rauhala y col., 1998; Pantazis y col., 1998). Se sabe muy poco sobre la 

regulación de la formación de cGMP dependiente de NO en células del SNC 

durante la neuroinflamación. En el presente trabajo se aportan evidencias que 

demuestran que agentes inflamatorios como las citocinas IL-1β y TNF-α, el LPS 

y los péptidos Aβ regulan el metabolismo de cGMP en células astrogliales de 

rata en cultivo, así como en el cerebro de la rata adulta, indicando que durante la 

neuroinflamación la señalización vía NO-cGMP se encuentra alterada. 

 

 

Efecto de la IL-1β, el TNF-α y el INF-γ sobre la acumulación de cGMP 
dependiente de NO 
 

El tratamiento de astrocitos cerebelares en cultivo primario con IL-1β 

produce una acumulación de nitritos en el medio extracelular como consecuencia 

de la inducción de NOS-2, efecto que se ve potenciado por el cotratamiento con 

INF-γ. La inducción de la expresión de NOS-2 por agentes inflamatorios como el 

LPS o combinaciones de citocinas ha sido ya descrita en astroglía en cultivo 

(Murphy y col., 1993; Hewett y col., 1993). También ha sido descrita la 

acumulación intracelular de cGMP como consecuencia de la activación de la 

sGC por el NO generado en células expuestas a LPS (Baltrons y García 1999). 

Sin embargo, en este trabajo no se ha observado una acumulación significativa 

de cGMP intracelular en respuesta al tratamiento con ninguna de las citocinas 

solas o en combinación, pero si se ha observado acumulación extracelular del 

nucleótido en respuesta a IL-1β o a la combinación IL-1β/INF-γ, tal como se 

discute más adelante. 
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Por otro lado, los resultados presentados demuestran que el tratamiento 

de astrocitos de cerebelo de rata por largos periodos de tiempo (mas de 3 horas) 

con IL-1β o TNF-α disminuye la acumulación de cGMP producida en respuesta 

al donador de NO SNP, de forma dependiente del tiempo y de la concentración 

de citocina (máxima a 10 ng/ml). El INF-γ (10 ng/ml) también disminuye 

significativamente la acumulación de cGMP después de 20 horas de tratamiento, 

aunque en mucho menor medida que la IL-1β y el TNFα. Contrariamente a lo 

que ocurre con la acumulación de nitritos, el INF-γ no potencia la inhibición de la 

acumulación de cGMP inducida por IL-1β, sugiriendo la implicación de 

mecanismos diferentes en estos efectos. 

 

El LPS y las citocinas proinflamatorias inducen liberación de citocinas y 

expresión de NOS-2 en las células microgliales (Chao y col., 1992; Zielasek y 

col., 1992; Boje y Arora, 1992), principales contaminantes en los cultivos 

primarios enriquecidos en astroglía de cerebro de rata (Agulló y col., 1995). Sin 

embargo, la microglía no parece contribuir a la disminución de la acumulación de 

cGMP inducida por IL-1β. Este parece ser un efecto directo sobre las células 

astrogliales ya que no se ve alterado al disminuir la presencia de microglía 

mediante el tratamiento de los cultivos con cit-ara (Agulló y col., 1995). Nuestros 

resultados también demuestran que el efecto de la IL-1β no es específico de 

astrocitos cerebelares ya que en astrocitos provenientes de cortex cerebral e 

hipocampo también se observa una disminuida acumulación de cGMP. Sin 

embargo, en neuronas granulares de cerebelo, células que también responden a 

citocinas proinflamatorias, por ejemplo con la inducción de NOS-2 (Minc-Golomb 

y col., 1994; Sato y col., 1995), no se observa una disminución significativa de la 

acumulación de cGMP en respuesta a ninguna de las citocinas, indicando que al  

menos en esta población neuronal, el metabolismo del cGMP se regula de 

diferente manera que en astrocitos.  

 

 

Estimulación por IL-1β de la salida de cGMP al medio extracelular. 
 

 Al analizar el medio de incubación de astrocitos tratados con  IL-1β se 

detectó una notable acumulación extracelular de cGMP que aumentaba 

linealmente durante el tiempo de tratamiento y era dependiente de la 

concentración de la citocina. La salida del cGMP se bloqueaba al inhibir las 
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actividades NOS y sGC, indicando que se trataba de cGMP formado por la sGC 

en respuesta al NO producido tras la inducción de la NOS-2. En contraste, en 

células tratadas con LPS, potente inductor de NOS-2, se produce una elevada 

acumulación intracelular de cGMP, pero no hay acumulación del nucleótido en el 

medio extracelular. Sin embargo, cuando las células son cotratadas con IL-1β, 

parte del cGMP acumulado intracelularmente en respuesta a LPS sale al medio 

extracelular. Igualmente, en células pretratadas con IL-1β y estimuladas de 

forma aguda con SNP se observa una mayor proporción del cGMP formado en el 

medio extracelular en comparación con células no tratadas. Estos datos 

demuestran por primera vez que la IL-1β estimula la salida del cGMP en la 

astroglía.  

 

Desde que se descubrió en la orina (Ashman y col., 1963), se sabe que el 

cGMP sale al medio extracelular en diferentes tejidos, incluido el nervioso 

(Tjörnhmmar y col., 1986; Vallebuona y Raiteri, 1993), pero se conoce muy poco 

acerca de la regulación de su salida. Se ha descrito que el cGMP producido por 

activación de la pGC en células de la musculatura lisa de los vasos sanguíneos, 

sale de las células en contra de un gradiente de hasta 7 ordenes de magnitud y 

que esta salida es bloqueada por el inhibidor de transportadores de aniones 

orgánicos probenecid (Hamet y col., 1989). Inhibidores de estos transportadores 

también inhiben la salida del cGMP formado tras la estimulación con péptidos 

natriuréticos en astrocitos corticales (Touyz y col. 1997) o la inducida por IL-1β 

en este trabajo. En este último caso, el transporte requiere la integridad del 

gradiente de Na+ lo cual sugiere que depende de energía. Estas características 

también las presenta el transportador de alta afinidad para el cGMP de eritrocitos 

humanos (Schultz y col., 1998; Sundkvist y col., 2002). Recientemente, se ha 

descrito que uno de los transportadores de aniones orgánicos perteneciente a la 

familia de las multidrug resistence proteins (MRPs), la MRP5, presenta elevada 

afinidad por el cGMP (Jedlitschky y col., 2000). Este transportador se expresa en 

astroglía (Hirrlinger y col., 2002), así pues, la salida del cGMP estimulada por IL-

1β observada en este trabajo podría estar mediada por dicha MRP y sería 

interesante investigar si la citocina aumenta su actividad.  

 

En muchos estudios se ha interpretado la acumulación extracelular de 

cGMP, como un mecanismo que junto a la acción de las PDEs retornaría el 

cGMP intracelular a niveles basales tras la estimulación de su síntesis. Sin 
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embargo, diversas evidencias indican que el cGMP podría regular actividades 

celulares mediante la interacción con sitios de unión extracelulares en proteínas 

de membrana. Por ejemplo, en neuronas granulares de cerebelo se ha 

demostrado que el cGMP extracelular inhibe respuestas celulares mediadas por 

receptores de kainato (Pouloupoulou y Nowak, 1998) y protege de la toxicidad 

inducida por glutamato (Montoliu y col., 1999). En astrocitos corticales,  el cGMP 

extracelular induce la acidificación del medio intracelular al inhibir la actividad de 

un intercambiador de Na+/H+ (Touyz y col., 1997), lo cual podría afectar 

funciones astrogliales tan relevantes como el mantenimiento de la concentración 

extracelular de potasio. 

 

 

Mecanismo de la disminución de la acumulación de cGMP dependiente de 

NO inducida por IL-1β. 
 

La acumulación intracelular de cGMP en células estimuladas con NO 

depende de la velocidad de su síntesis por parte de la sGC, de su degradación 

por parte de las PDEs o de su salida al medio extracelular. Los resultados 

presentados en este trabajo demuestran que la salida de cGMP inducida por IL-

1β no es responsable de la disminución de la acumulación intracelular del 

nucleótido formado en respuesta a SNP, ya que al bloquear el supuesto 

transportador de cGMP, usando probenecid o verapamil o depletando el medio 

extracelular de Na+ , no se restituyen los niveles intracelulares del nucleótido. 

 

Estudios de diferentes autores han demostrado actividad PDE en células 

gliales (De Vente y Steinbusch, 2000). En resultados previos de nuestro grupo, 

utilizando inhibidores específicos, se demostró una actividad PDE dependiente 

de Ca2+/CaM (PDE1) capaz de hidrolizar cGMP tanto en neuronas, como en 

astrocitos cerebelares en cultivo (Agulló y García, 1997; Baltrons et al. 1997). 

Otros autores, utilizando células de cerebelo de ratas de una semana en 

suspensión, han descrito la implicación de las PDEs independientes de Ca2+, 

PDE5 y en menor medida de la PDE4, en la hidrólisis del cGMP (Bellamy y 

Garthwaite 2001). En este trabajo, el hecho de que la disminución en la 

acumulación de cGMP en células tratadas con  IL-1β se observara en presencia 

de un inhibidor inespecífico de PDEs, el IBMX (1 mM), sugería que no era debido 

a un aumento en dicha actividad. De acuerdo con estos resultados, la 

determinación de la actividad PDE en extractos celulares demostró que ni la 
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actividad PDE dependiente, ni la independiente de Ca2+ eran afectadas por el 

tratamiento con IL-1β, lo que está de acuerdo con que la disminución de la 

acumulación de cGMP causada por esta citocina se debe a una disminuida 

síntesis.  

 

El tratamiento con IL-1β disminuye la actividad enzimática sGC, efecto 

que se correlaciona con una disminución de los niveles de proteína sGC 

analizados por western blot, usando un anticuerpo que en extractos de nuestras 

células reconoce la subunidad β1 del enzima. La disminución en la subunidad β1 

de la proteína enzimática, podría explicar la disminuida actividad sGC causada 

por el tratamiento con IL-1β, ya que esta subunidad forma parte de los 

heterodímeros catalíticamente activos α1β1 y α2β1. Estos dos heterodímeros 

presentan una actividad enzimática similar y son las isoformas mas abundantes 

y extendidas en cuanto a su distribución en los diferentes tejidos (revisión en 

Koesling y Friebe, 1999). En estudios previos del laboratorio donde se realizó 

esta tesis doctoral se describió un efecto similar sobre la actividad sGC y los 

niveles de la subunidad β1 en respuesta al tratamiento con LPS (Baltrons y 

García, 1999). Ya que este agente inflamatorio es capaz de inducir la expresión 

de citocinas proinflamatorias en varios tipos celulares (Lieberman y col., 1989; 

Chung y Benveniste, 1990), se podría pensar en la mediación por IL-1β de su 

efecto sobre la formación de cGMP. Sin embargo, en trabajos realizados en el 

laboratorio con la colaboración de M. A. Baltrons (Pedraza y col. En revisión), 

hemos observado que mientras la acumulación de nitritos inducida por LPS es 

parcialmente bloqueada por el antagonista del receptor de la citocina (IL-1ra), la 

disminución de la acumulación de cGMP prácticamente no se ve afectada, lo que 

indica que este último efecto del LPS no es mediado por IL-1β. También se ha 

observado que la disminución de la subunidad β1 en células tratadas con IL-1β o 

LPS es más rápida que en células tratadas con cicloheximida, lo que sugiere que 

después de 20 horas de tratamiento, los mencionados agentes inflamatorios 

aumentan la velocidad de degradación del enzima (Pedraza y col., enviado). Por 

otro lado, resultados previos sobre el efecto del LPS (Baltrons y García, 1999) y 

los péptidos βA (Baltrons y col., 2002) y los presentados en este trabajo con la 

IL-1β, demuestran que la inducción de la disminución en la formación de cGMP 

es dependiente de transcripción y síntesis de proteínas, lo que indica que estos 

agentes inducen la expresión de una proteína involucrada de manera directa o 

indirecta en aumentar la velocidad de degradación de la sGC. Es probable que la 
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proteasa implicada en la degradación de la sGC sea una serina-proteasa tal 

como lo sugiere la inhibición por TPCK. 

 

Diferentes estudios describen la participación del NO en la regulación de 

la actividad y expresión de la sGC en varios tipos celulares. (Ujie y col., 1994; 

Papapetropoulos col., 1996a; Filippov y col., 1997; Tsuchida y col., 1994; Liu y 

col., 1997). Muchos de esos estudios se han llevado a cabo en células de 

músculo liso vascular, en las que la incubación prolongada con donadores de 

NO disminuye la actividad, la proteína y el mRNA de las subunidades de la sGC, 

lo cual se ha sugerido como un mecanismo que podría participar en el desarrollo 

de tolerancia a los nitrovasodilatadores (Papapetropoulos col., 1996a; Tsuchida 

y col., 1994). Resultados recientes de nuestro grupo, demuestran que en 

astrocitos en cultivo, la exposición a donadores de NO también desensibiliza la 

actividad sGC. A tiempos de exposición de hasta 2 horas, el efecto es revertido 

por agentes reductores con grupos tiol, sin embargo después de 20 horas de 

tratamiento la disminución en la actividad sGC va acompañada de una ligera 

disminución en el nivel de la subunidad β1 y una disminución más pronunciada 

en el nivel de mRNA de las subunidades α1 y β1 del enzima (Sardon y col., 

2001., en preparación). Estos resultados concuerdan con los observados por 

otros autores en células cromafines bovinas (Ferrero y col., 2002) y en células 

intersticiales de médula de rata (Ujie y col., 1994). 

 

Los estudios sobre los efectos del NO administrado exógenamente 

sugerían la posibilidad de que el aumento de los niveles de NO producido 

endógenamente tras la inducción de la NOS-2 en respuesta a la exposición a 

agentes inflamatorios, podría estar implicado en la disminución de la sGC 

provocada por dichos agentes. De hecho, en investigaciones realizadas en 

células de músculo liso vascular expuestas a IL-1β o LPS se ha descrito una 

disminución de la acumulación de cGMP que es total o parcialmente 

dependiente de NO (Papapetropoulos y col., 1996b; Tsuchida y col., 1994). Sin 

embargo, en astrocitos, a pesar de que se forma NO en respuesta a IL-1β, la 

disminución de la actividad y proteína de la sGC inducida por la citocina después 

de 20 horas tratamiento, es independiente del NO generado ya que el inhibidor 

de NOS, L-NMMA o el inhibidor de la inducción de NOS-2, dexametasona, que 

bloquean completamente la formación de nitritos, no impiden la disminución de 

los niveles de cGMP. Resultados similares fueron obtenidos en investigaciones 
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previas de nuestro grupo sobre la disminución de sGC inducida por tratamiento 

de astrocitos con LPS o βA (Baltrons y García, 1999; Baltrons y col., 2002).  

 

El tratamiento de los astrocitos durante 20 horas con IL-1β, LPS o βA 

también provocó una disminución el nivel de mRNA de las subunidades α1 y β1 

de la sGC. En este caso, a diferencia de lo que ocurre con la disminución en la 

proteína, si parece estar implicado el NO ya que el efecto es revertido por el 

inhibidor de NOS L-NMMA, por el inhibidor de la síntesis proteica cicloheximida y 

por un inhibidor de la translocación al núcleo del NF-κB (PDTC), factor de 

transcripción implicado en  la inducción de la NOS-2. La disminución del nivel de 

los mRNA, no es responsable de la disminución de la proteína sGC observado a 

las 20 horas de tratamiento con IL-1β o LPS, ya que durante ese tiempo el 

tratamiento de las células con el inhibidor de la síntesis proteica cicloheximida, 

no produce una disminución significativa de la subunidad β1 de la sGC (Pedraza 

y col., en revisión). Esta observación está de acuerdo con que la SGC es una 

proteína de vida media larga (Shimouchi y col., 1993; Papapetropoulos y col., 

1995) y sugiere que la disminución en los niveles de mRNA contribuiría a la 

disminución en la proteína enzimática a tiempos más largos de tratamiento con 

los agentes inflamatorios. Por otro lado, ese efecto podría explicar resultados 

previos de nuestro laboratorio, en los que se demostró que astrocitos que habían 

sido tratados durante 20 horas con LPS, una vez eliminado este agente,  

requerían una semana para la recuperación total de la capacidad de sintetizar 

cGMP (Baltrons y García, 1999). En el esquema 3, se representan los dos 

mecanismos a través de los cuales la IL-1β y el LPS pueden disminuir la 

actividad sGC en células astrogliales, la disminución inicial de la vida media del 

enzima de manera independiente de NO pero dependiente de transcripción y 

síntesis de proteínas y la disminución a más largo plazo del mRNA de las 

subunidades α1 y β1 del enzima de forma dependiente de NO. 

 

Recientemente se ha descrito que inhibidores de la PKG impiden 

parcialmente la disminución de la subunidad β1 de la sGC en células cromafines 

bovinas expuestas a donadores de NO (Ferrero y col., 2002). También se ha 

implicado a la PKA en la disminución de la sGC en células de músculo liso 

vascular (Papapetropoulos y col., 1995; Papapetropoulos y col., 1996a). En 

astrocitos, la disminución de la formación de cGMP inducida IL-1β no es 

prevenida por el cotratamiento con inhibidores de PKG, PKA o Ca2+/CamPK. Sin 
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embargo, resultados de este trabajo y de estudios complementarios, indican la 

implicación de MAPKs en el efecto tanto de la IL-1β como del LPS, aunque con 

algunas diferencias. Los inhibidores de ERK1/2 (U0126 10 µM) o de p38 

(SB202190 5 µM) bloquean tanto la acumulación de nitritos como la disminución 

de la formación de cGMP inducidas por IL-1β independientemente, indicando la 

implicación de las dos vías en la inducción de NOS-2 y la disminución de la sGC. 

Mientras que en el caso del LPS, la acumulación de nitritos es bloqueada sólo 

por SB202190 indicando la participación de la p38 en la inducción de la NOS-2, 

pero es necesaria la presencia de los dos inhibidores para restablecer los 

niveles de cGMP (Pedraza y col., en revisión). El efecto de la IL-1β es mediado 

por su receptor de tipo I (IL-1RI) el cual pertenece a la familia de receptores 

“Toll-like” (TLRs), al igual que el receptor de LPS TLR4, y en ambos casos las 

MAPKs están implicadas en las vías de señalización (O’Neal y Dinarello, 2000).  

 

 

Efecto de la inyección itracraneal de los agentes inflamatorios IL-1β, 

LPS y péptidos Aβ en ratas adultas  
 

Para determinar si el efecto de los agentes inflamatorios sobre la 

expresión de la sGC observado en células en cultivo, se produce también in vivo, 

realizamos inyecciones intracraneales de los agentes inflamatorios y analizamos 

los niveles de mRNA de la NOS-2 y de las subunidades α1 y β1 de la sGC tras 6 

y 24 horas de tratamiento con IL-1β y LPS y 24 y 48 horas de tratamiento con 

péptido βA. La inyección intracraneal de los agentes inflamatorios utilizados en 

este estudio reproduce las características de la neuroinflamación que se 

presenta en infecciones bacterianas o enfermedades neurodegenerativas tal 

como se ha establecido en investigaciones de diferentes autores, en los que se 

ha utilizado este sistema como modelo de neuroinflamación y en los que se ha 

descrito, por ejemplo, la inducción de la expresión de NOS-2 en respuesta a la 

inyección de IL-1β (Lopez-Figueroa, y col., 2000), o en respuesta a LPS e INF-γ 

(Heneka y col., 2000). Nuestros resultados demuestran que la inducción de la 

expresión de NOS-2 tras la inyección de IL-1β o LPS es evidente después de 6 

horas de tratamiento, y decae después de las 24 horas, aunque a ese tiempo 

aun se observa una aumentada expresión con respecto a las ratas inyectadas 

con vehículo (control). Esta cinética concuerda con la inducción de la expresión 

de NOS-2, descrita por Lopez-Figueroa y col. (2000), tras la inyección 
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intracraneal de IL-1β y en astrocitos en cultivo en respuesta al tratamiento con 

citocinas y LPS descrito por diferentes autores (Hewett y col., 1993; Simmons y 

Murphy, 1993). Por el contrario, la disminución del mRNA de las subunidades de 

la sGC es patente a las 6 horas sólo en respuesta a LPS, mientras que a las 24 

horas se observa una mayor disminución y también el tratamiento con IL-1β es 

efectivo. Aunque se desconoce si la disminución del nivel de los mRNAs de las 

subunidades de la sGC en el cerebro del animal adulto es dependiente de NO, 

estos resultados indican que el efecto sobre la sGC es mas lento y por tanto, 

compatible con una implicación del NO generado por la temprana inducción de la 

NOS-2.  

  

Paralelamente se analizaron los niveles de proteína sGC, en el tejido 

cerebelar tras 24 horas de la inyección intracraneal con IL-1β o LPS, mediante 

western blot utilizando un anticuerpo que reconoce mayoritariamente la 

subnunidad β1 del enzima. En esos experimentos, realizados por M. A. Baltrons, 

se observó que la disminución del mRNA de las subunidades de la sGC se 

corresponde con una disminución de la subunidad β1 de la proteína sGC 

(Pedraza y col., en revisión) sugiriendo que también en el tejido cerebral adulto 

los heterodímeros de la sGC que contienen esta subunidad se encuentran 

disminuidos en presencia de los agentes inflamatorios estudiados. 

 

En nuestros resultados parece más evidente el efecto de la inyección de 

LPS y la IL-1β sobre el mRNA de las subunidades α1 y β1 de la sGC y de la 

NOS-2 en tejido proveniente de cerebelo que en el obtenido a partir de cortex 

frontal. Es probable que esta diferencia se deba a que la zona del cortex frontal 

que se selecciona para la extracción de RNA total y posterior RT-PCR es de 

mayor tamaño que la de cerebelo, lo que hace que la cantidad de células que 

entran en contacto con el agente sea más pequeña y la disminución del mRNA 

de las subunidades de la sGC sea menor. También existen variables no 

controlables como la difusión de la solución en una u otra región. 

 

También se observa una disminución del nivel del mRNA de la subunidad 

β1 de la sGC en vermis cerebelar y en hipocampo de ratas adultas inyectadas 

con el péptido Aβ1-40 agregado. Este efecto es evidente después de 24 horas 

de tratamiento y se mantiene hasta al menos 48 horas. Sin embargo, los niveles 

de la subunidad α1 no disminuyen significativamente. No tenemos, de momento 
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ninguna explicación para este hecho y hacen falta mas datos para saber si hay 

una regulación diferencial del mRNA de las dos subunidades por este agente. 

También desconocemos si el efecto del Aβ1-40 es directo o mediado por la 

liberación de citocinas proinflamatorias como la IL-1β que ocurriría como 

consecuencia del tratamiento. En cualquier caso, la disminución de la subunidad 

β1 haría disminuir los niveles de los heterodímeros de la sGC que contienen esta 

subunidad y por tanto la señalización vía NO/cGMP en la zona afectada por los 

depósitos de Aβ1-40. A este respecto, es importante reseñar que se ha descrito 

que la actividad sGC está disminuida en el lóbulo temporal de pacientes de la 

enfermedad de Alzheimer (Bonkale y col,. 1995).  

 

Muchas de las importantes acciones del NO en el SNC son mediadas por 

la activación de la sGC y la consecuente producción de cGMP. Este nucleótido 

ha sido implicado en la regulación por NO de la liberación y recaptación de 

neurotransmisores, de procesos de plasticidad sináptica potencialmente 

implicados en la formación de la memoria, en la diferenciación neuronal, la  

secreción neuroendocrina y el procesamiento sensorial (revisiones en Garthwaite 

y Boulton 1995; Zhang y Snyder, 1995). El hecho de la importancia fisiológica de 

este segundo mensajero hace necesario que su concentración intracelular y  

extracelular, esté altamente controlada. Una disminución de la sGC durante los 

procesos neuroinflamatorios impediría una excesiva señalización por cGMP ante 

una elevada producción de NO en las células del SNC o en célula del sistema 

inmunitario infiltradas. Alternativamente, una formación de cGMP disminuida 

podría contribuir al proceso neurodegenerativo.  
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Esquema 3. Representación del efecto de la IL-1β y el LPS sobre la 
acumulación de cGMP dependiente de NO en células astrogliales 
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1. El tratamiento de astroglía de rata en cultivo con las citocinas 

proinflamatorias IL-1β y TNF-α produce una disminución de la 

acumulación de cGMP en respuesta donadores de NO, que es 

dependiente del tiempo y de la concentración de las citocinas. El INF-

γ también induce una disminución de la acumulación de cGMP, pero 

en menor medida que la IL-1β y el TNF-α y no potencia el efecto de 

éstas. Estos efectos no son observados en neuronas granulares de 

cerebelo. 

 

2. En las células astrogliales, la IL-1β induce la actividad NO sintasa y la 

estimulación de la sGC por el NO formado, pero el cGMP producido 

se acumula en el medio extracelular y no en el intracelular. La salida 

del cGMP en células tratadas con la IL-1β parece producirse 

mediante un transportador sensible a inhibidores de transportadores 

de aniónes orgánicos y dependiente del gradiente de Na+. La salida 

del cGMP al medio extracelular inducida por IL-1β no es responsable 

de la disminuida acumulación intracelular del nucleótido causada por 

el tratamiento con la citocina. 

 

3. La disminución de la acumulación de cGMP dependiente de NO que 

se produce en células tratadas con IL-1β no es debida a la 

estimulación de la salida del nucleótido, ni a un aumento en la 

actividad cGMP fosfodiesterasa, sino a una disminución de la 

actividad sGC que parece ser consecuencia de la disminución de al 

menos una de las subunidades de la sGC, la β1. 

 

4. El efecto de la IL-1β sobre la sGC está mediado por el receptor de 

tipo I, requiere actividad MAPK del tipo ERK 1/2 y p38 y transcripción 

y síntesis de proteínas, pero es independiente de la inducción de la 

NOS.  

 

5. El tratamiento de astrocitos de rata en cultivo con IL-1β o con otros 

agentes inflamatorios como el LPS o el Aβ1-40, que también inducen 

disminución de la sGC de forma independiente de NO, produce la 

disminución del nivel de mRNA de las subunidades α1 y β1 de la 
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sGC. Al menos en el caso de la IL-1β y el LPS ésta disminución es 

dependiente de NO y no parece ser responsable de la bajada de la 

proteína durante las primeras 20 horas del tratamiento. 

 

6. La inyección intracraneal de IL-1β y LPS produce una disminución del 

nivel de mRNA de las subunidades α1 y β1 de la sGC en corteza y 

cerebelo de la rata adulta. La inyección del Aβ1-40 agregado también 

produce una disminución del mRNA de la subunidad β1 en cerebelo e 

hipocampo. Estos resultados indican que la señalización vía 

NO/cGMP se encontrará alterada durante la neuroinflamación 

asociada a infecciones y a enfermedades neurodegerativas. 
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