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RESUMEN

El desarrollo normal del cerebro requiere una activa cooperacion metabdlica entre
las células gliales a través de las comunicaciones intercelulares. Esta comunicacion se
regula por diversos factores, entre los que destaca la actividad de la 6xido nitrico
(-NO) sintasa (NOS), que inhibe la permeabilidad de las uniones comunicantes en
astrocitos de neonato de rata. Debido a que este efecto va acompafiado de una disfuncién
mitocondrial, hemos propuesto la posibilidad de que ambos fenémenos estén relacio-
nados. Asi, la deficiencia energética causada por antimicina en astrocitos de neonato de
rata inhibe la permeabilidad de las uniones comunicantes. Este efecto es reversible y
dependiente de calcio. La inhibicién por déficit energético de la comunicacion intercelular
tras la induccién de la sintesis de -NO en las células gliales puede ayudar a esclarecer
los mecanismos que causan el dafio cerebral por hipoxia perinatal, asi como al cono-
cimiento del desarrollo fisiopatolégico del cerebro.
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ABSTRACT

Normal brain development requires an active metabolic cooperation among glial
cells through intercellular communications. This communication is regulated by different
factors, such as nitric oxide (-NO) synthase (NOS) activity, which inhibits gap junction
permeability in rat neonatal astrocytes. Since this effect is accompanied by a mitochondrial
dysfunction, we have proposed the possibility that both phenomena are related. Thus,
antimycin-mediated energy deficiency in rat neonatal astrocytes inhibits gap junction
permeability. This effect is reversible and calcium-dependent. The energy deficiency-
mediated inhibition of intercellular communication after -NO synthesis induction in
glial cells may help to clarify the mechanisms causing brain damage by perinatal
hypoxia, and also to the knowledge of the brain pathophysiological development.
Key Words: Nitric oxide. Astrocyte. Gap junction. Energy. Mitochondria. Development.

Ars Pharmaceutica, 37:4; 971-979, 1996




972 BOLANOS, J. P.; VERA, B.; SANCHEZ-ABARCA, L. I, y MEDINA, J. M.

Recibido: 28-11-96.
Aceptado: 16-12-96.
BIBLID [0004-2927(1996) 37:4; 971-979]

INTRODUCCION

Las uniones comunicantes (“gap junctions”) son conductos que se esta-
blecen entre células adyacentes que permiten una comunicacién directa de
iones citoplasmaticos y pequefias moléculas entre células sin necesidad de
acceder al espacio extracelular (1). De entre las células del sistema nervioso
central, los astrocitos se encuentran estrechamente acoplados gracias a las
uniones comunicantes (2, 3), cuya permeabilidad se regula por endotelinas (4),
por mecanismos de transduccion de sefiales mediadas por Ca?*/cAMP (5) asi
como por agentes prooxidantes, tales como algunos radicales libres (6) y el
derivado del 6xido nitrico (-NO), el anién peroxinitrito (ONOO-) (7).

La comunicacién intercelular juega un importante papel durante el desa-
rrollo del sistema nervioso central (8). Asi, las uniones comunicantes en los
astrocitos se encuentran inhibidas hasta el comienzo de la diferenciacién 9),
lo que sugiere que la comunicacién intercelular se encuentra interrumpida
durante la proliferacion de los astrocitos. Es mas, los mismos estimulos que
inducen la proliferacién también inhiben la permeabilidad de las uniones
comunicantes (10). Recientemente se ha observado que la actividad de la
6xido nitrico sintasa (NOS) aumenta durante el periodo perinatal (11). Debi-
do a que la induccién de esta enzima se acompafia de la inhibicién de las
uniones comunicantes (7), cabe sugerir que la inhibicién de estas uniones
durante la proliferacion de los astrocitos en el periodo perinatal y la induc-
cién de la NOS son fenémenos que estan relacionados.

El mecanismo de la inhibicién de las uniones comunicantes por induccién
de la NOS se desconoce, aunque se puede hipotetizar que esté desencadenado
por la inhibicién, dependiente de -NO, de la sintesis mitocondrial de ATP (12).
En base a estas consideraciones, el objetivo del presente trabajo consiste en
estudiar la posibilidad de que la reserva energética intracelular sea capaz de
regular la comunicacién intercelular.

MATERIAL Y METODOS

Los medios de cultivo, sustratos, enzimas y coenzimas han sido obtenidos
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO., USA), Boéhringer Ingelheim (Heidelberg,
Alemania) o Merck (Darmstadt, Alemania).

Los astrocitos en cultivo primario se han obtenido a partir de la corteza
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cerebral de neonatos de rata de la raza Wistar de 0-24 horas de vida, tal y
como se ha descrito anteriormente (13).

La induccion de la NOS se llevé a cabo por incubacién con lipopolisacérido
(LPS) durante 18 horas segun se describe en Bolafios y Medina (7). La
actividad de la NOS se determiné en el citosol de los astrocitos mediante la
medida de la formacién de L-[*H]citrulina a partir de L-[*H]arginina, como se
describe en Bolafios et al. (12). Asimismo, la actividad de la NOS se estimo
mediante la determinacion de los NO, +NO; liberados al medio de incubacién ().
La actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial se
determiné en los homogenados celulares tras la induccién de la NOS segiin
se describe en Bolafios et al. (12). En los experimentos destinados a la
determinacion de ATP, las células fueron desproteinizadas rapidamente tras
la incubacion con antimicina Y, tras neutralizar los extractos celulares, la
concentracion intracelular de ATP se midié por quimioluminiscencia (14).

La permeabilidad de las uniones comunicantes se determiné por la técni-
ca de El-Fouly et al. (15), consistente en la determinacion del grado de
difusion del colorante fluorescente amarillo de Lucifer a través de las células
en cultivo. La determinacioén cuantitativa del grado de difusion del colorante
(equivalente al grado de permeabilidad de las uniones comunicantes) se
realizé segun se describe en Bolafios y Medina (7). El analisis estadistico se
llevé a cabo mediante el test de la “t” de Student. Valores de “p” menores de
0,05 se consideraron significativos.

RESULTADOS

La inducciéon de la NOS produjo una disminucién concomitante de la
permeabilidad de las uniones comunicantes (Fig. 1). Este efecto se previno
tanto por la inclusiéon de N-monometil-L-arginina (NMMA), un conocido
inhibidor de la NOS, o de superoxido dismutasa (SOD), que retira anién
superoxido (O,- —) (Fig. 1b). La induccién de la NOS se comprobé tanto por
la determinacién de los NO,+NO;" liberados al medio de incubacién (Fig.
la) como por la determinacién de la actividad de la NOS en extractos
celulares (Fig. 2). La induccién de la NOS se acompaifié, ademas, de la
inhibicién especifica de la actividad del complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, efecto que se previene tanto por NMMA como por SOD (Fig. 2).

Debido a la observacién de la disminucién de la cadena respiratoria
mitocondrial causada por la induccion de la NOS, nos propusimos investigar
la posible relacion existente entre la disminucion del estado energético celular
con la inhibicién de comunicacién intercelular. Para ello, los astrocitos se
incubaron en presencia de antimicina, un conocido inhibidor de la cadena
respiratoria mitocondrial. La presencia de este inhibidor causd la disminu-
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Fig. 1.—Efecto de la induccién de la 6xido nitrico
sintasa (NOS) sobre la permeabilidad de las uniones
comunicantes en astrocitos de neonato de rata. La in-
duccién de la NOS se consiguié mediante la incubacién
de LPS (50 ng/ml) durante 18 horas y se estim6 me-
diante la determinaciéon de NO,-+NO,- en el medio de
incubacién (a). La determinacién de las uniones comu-
nicantes (b) se llevé a cabo por la técnica de la difusion
del colorante fluorescente amarillo de Lucifer, tal y como
se describe en Material en Métodos. *Estadisticamente
significativo con respecto al control.

cién, dosis-dependiente, de la permeabilidad de las uniones comunicantes
(Fig. 3a) y del ATP intracelular (resultados no mostrados). Con objeto de
esclarecer el posible mecanismo de la inhibicion de la comunicacién intercelular
por antimicina, sugerimos la posibilidad de una mediaci6n por calcio en dicho
efecto. Como se observa en la Fig. 3b, la incubacién de los astrocitos en
presencia del agente quelante de Ca**, EGTA y del ion6foro A23187, previno
la inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes causada por
antimicina.
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Fig. 2.—Efecto de la induccién de la NOS sobre la actividad
de la cadena respiratoria mitocondrial en astrocitos de neonato
de rata. Los astrocitos se incubaron en presencia de LPS y de
interferén-gamma como se describe en la Ref. 12 y la acti-
vidad de 1a NOS y de los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial se determinaron como se describe en Material
y Métodos. Abreviaturas: C I, complejo I; C II-I1, complejo
II-1II; C IV, complejo IV. *Estadisticamente significativo
con respecto al control.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que la induccién de la NOS disminuye la
comunicacion intercelular en astrocitos de rata en desarrollo (Fig. 1). Dicho
efecto se previene tanto por la inhibicién de la actividad de la NOS como por
la retirada de O, — (Fig. 1). Debido a que el -NO y el O, — reaccionan
avidamente para formar peroxinitrito (ONOO-), se puede sugerir que se
requiere la formacion de ONOO- para que se produzca la inhibicién de las
uniones comunicantes. Es mas, la presencia de ONOO- auténtico es capaz de
inhibir, de forma dosis-dependiente, la comunicacién intercelular en astrocitos ).

El mecanismo de la inhibicién de las uniones comunicantes causada por
la induccién de la NOS se desconoce. Sin embargo, la induccién de la NOS
produce una inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial (Fig. 2), por lo
que puede sugerirse la posibilidad de que el estado energético celular podria
ser responsable de la disminucion de la comunicacién intercelular. Con objeto
de comprobar esta hipdtesis hemos utilizado antimicina para producir una
disminucién de la concentracién intracelular de ATP sin estimular la via de
la NOS. Efectivamente, la antimicina indujo una disminucién, dosis-depen-
diente, de la permeabilidad de las uniones comunicantes (Fig. 3a). Es mas,
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Fig. 3.—Efecto de la antimicina sobre la permeabilidad
de las uniones comunicantes en astrocitos de neonato de
rata. Los astrocitos se incubaron en presencia de concen-
traciones crecientes de antimicina y la permeabilidad de
las uniones comunicantes (a) se determiné al cabo de las
16 horas tal y como se describe en Material y Métodos.
En algunos experimentos, la determinacion de la per-
meabilidad de las uniones comunicantes en astrocitos
tratados con antimicina se llevo a cabo tras una previa
incubacién de las células con el agente quelante del Ca’*
EGTA y con el ion6foro A23187 (b). *Estadisticamente
significativo con respecto al control.

este efecto se vio acompaiiado de una disminucion de la concentracion intracelular
de ATP (14). Estos resultados sugieren que el estado energético puede jugar
un importante papel en la regulacion de la comunicacién intercelular. Traba-
jos previos han mostrado que la muerte celular y, por tanto, la disminucién
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Fig. 4—Representacion esquematica de las posibles hipétesis que explican los mecanismos
causantes de la inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes en astrocitos de
neonato de rata. La inducciéon de la NOS en los astrocitos, tanto por LPS, citoquinas o
hipoxia, causa la produccion exacerbada de -NO y/o ONOO- dentro de la célula. Estos
pueden, bien causar la oxidacion directa de las proteinas de las uniones comunciantes, bien
inhibir la sintesis mitocondrial de ATP. Dicha inhibiciéon puede, a su vez, estar causada por
la presencia, in vitro, de antimicina. La disminucién de ATP inhibe, bien la proteina kinasa
dependiente de cAMP (cAMP-PK), cuya actividad mantiene abiertas las uniones comunican-
tes, bien la Ca>*~ATPasa del reticulo endoplasmatico, permitiendo asi la liberacién de Ca®* al
citosol. Este tiltimo mecanismo parece mas plausible. El aumento de Ca?" se encargaria de
producir la inhibicion de la comunicacién intercelular.

de las reservas energéticas celulares, se acompafia de la inhibicién irreversi-
ble de las uniones comunicantes (16). Sin embargo, bajo nuestras condiciones
experimentales no hay muerte celular y, ademas, la inhibicion de la permeabi-
lidad de las uniones comunicantes se revierte al recuperar el ATP enddgeno (14).

Por tanto, la inhibicién de la funcién mitocondrial causada por la induc-
cién de la NOS en astrocitos puede ser responsable de la inhibicion de la
comunicacion intercelular. Sin embargo, el mecanismo molecular de dicha
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inhibicién no estd aun resuelto. En este sentido, el ONOO-, agente fuertemen-
te prooxidante que altera el metabolismo del glutation (17) en las células
nerviosas (18, 19), podria atacar directamente a los grupos sulfidrilo de las
proteinas que forman las uniones comunicantes (conexinas), causando la
disfuncion estas uniones (Fig. 4). Ahora bien, este argumento, por si solo, no
explicaria la inhibicién de la comunicacién intercelular por antimicina, lo que
sugiere la existencia de un mecanismo alternativo. Asi, podria especularse
que la disminucién de la disponibilidd de ATP limita la actividad de la
proteina kinasa dependiente de cAMP, encargada de mantener una activa
comunicacion intercelular (20) (Fig. 4). Sin embargo, la disminucién de ATP
por antimicina es relativamente pequefia (13%) (14) comparada con la fuerte
inhibicién de la permeabilidad de las uniones comunicantes (80%) (Fig. 3a),
lo que sugiere la existencia de otro mecanismo. Efectivamente, la incubacién
con el quelante de Ca**, EGTA junto con el ionéforo A23187, previno la
permeabilidad de las uniones comunicantes (Fig. 3b). Este resultado sugiere
fuertemente que el efecto de la antimicina estd mediado por Ca*. Asi, se
podria especular que la disminucién de la concentracién intracelular de ATP
inhibe la Ca?*-ATPasa, provocando el aumento de Ca2* libre en el citosol, el
cual es un conocido inhibidor de la permeabilidad de las uniones comunican-
tes (21) (Fig. 4).

El significado fisiolgico de nuestros resultados se encuentra en el hecho
de que el desarrollo proliferativo del sistema nervioso central esta asociado
a la disminucién de la comunicacién intercelular (10). Durante el periodo
perinatal se produce una activacion transitoria de la NOS (11), lo que sugiere
que dicha activacion podria ser la responsable de la disminucion de la comu-
nicacién intercelular, posiblemente por el mecanismo arriba descrito. Este
fenémeno permitiria la proliferacién de los astrocitos hasta la disminucién de
la actividad de la NOS, cuando los astrocitos entrarian en diferenciacién.
Ademas de este posible papel fisiolégico, la disminucién de la comunicacién
intercelular por induccién de la NOS puede tener un significado patologico.
Asi, se sabe que la isquemia induce la NOS en los astrocitos (22) y el dafio
cerebral por hipoxia perinatal se previene mediante la inhibicién de la NOS (23).
Debido a que la hipoxia causa la inhibici6n de la cadena respiratoria mitocondrial,
se puede sugerir que el mecanismo descrito en el presente trabajo puede estar
relacionado con el cierre de las uniones comunicantes y la proliferacion de
los astrocitos durante el periodo perinatal.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la induccién de la 6xido
nitrico sintasa durante el periodo perinatal puede causar la inhibicién de la
permeabilidad de las uniones comunicantes a través de un aumento de la
concentracién del calcio citosélico causado por la disminucién, dependiente
de 6xido nitrico, de las reservas energéticas celulares. Finalmente, el esclare-
cimiento de los mecanismos intimos que regulan la permeabilidad de las
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uniones comunicantes en los astrocitos puede ayudar al conocimiento del
desarrollo fisiopatoldgico del cerebro.
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