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RESUM

Durant els altims anys hem assistit a una autentica explosié de l'interes per 'oxid
nitric al sistema nervios central a causa de la implicaci6 d'aquest atipic missatger intercel-
lular en moltes funcions neurals. Les tres isoformes de 1'0xid nitric sintasa inicialment
identificades en neurones, macrofags i endoteli s'expressen a les cel-lules del sistema
nervios central i 1'0xid nitric generat sembla participar en el funcionament tant normal
com patologic del teixit. La comprensi6 de I'especificitat d'accié d'un senyal difusible
com és 1'dxid nitric requerira encara molts més estudis per esbrinar els mecanismes de
transducci6 utilitzats.

I. INTRODUCCIO

El radical lliure oxid nitric (NO) és la
substancia bioactiva de més baix pes mole-
cular produida per celllules de mamifer.
L'NO és una molecula missatgera amb un

crofags. Poc temps després, va ser recone-
gut com un important missatger en el siste-
ma nervids central (SNC) i periferic (SNP).
A TSNP, I'NO sembla ser el neurotrans-

ampli ventall d'accions en diversos sistemes
biologics. En un principi va ser identificat
com el factor relaxant derivat de I'endoteli
en vasos sanguinis i l'intermediari de les
accions tumoricides i bactericides dels ma-

missor alliberat pels terminals no adrener-
gics no colinergics (NANC) que regula la
relaxacio del tracte gastrointestinal i I'erec-
ci6 del penis. Al cervell, 'NO és I'interme-
diari de I'estimulacié de la formaci6é del
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GMP ciclic (cGMP) per I'aminoacid excita-
dor glutamat que actua sobre els receptors
de tipus N-metil-D-aspartat (NMDA), i ha
estat implicat en la modulaci6 de I'allibera-
ci6 de neurotransmissors i d'hormones
hipotalamiques i hipofisaries, en diversos
aspectes del desenvolupament cerebral, en
el manteniment del flux sanguini i en pro-
cessos de plasticitat sinaptica dependents
d'activitat, com ara la potenciaci6 a llarg
termini (LTP) a I'hipocamp i la depressi6 a
llarg termini (LTD) al cerebel. A més, 'NO
sembla estar implicat en la neurotoxicitat
associada a l'infart vascular i en diferents
desordres neurodegeneratius com I'esclero-
simdaltipleil'encefalopatia associadaal Sida
(perarevisions, Moncadaet al., 1994; Nathan,

Taura 1. Isoformes de 1'0xid nitric sintasa clonades

1992; Dawson i Snyder, 1994; Garthwaite i
Boulton, 1995; Zhang i Snyder, 1995).

IL. BIOSINTESI DE L'NO

L'NO es forma a partir d'un dels nitro-
gens del grup guanidi de la L-arginina per
I'acci6 de l'enzim NO sintasa (NOS) (EC
1.14.13.39). A la reacci6 participen com a
cosubstrats el O, i el dinucleotid de nicotina-
mida i adenina fosforilat (NADPH) i es pro-
dueix com a coproducte la L-citrul-lina. La
reaccio transcorre en dues etapes, es forma
com a intermediari la N¥-hidroxi-L-argini-
na,ies consumeixen cincelectrons (Knowles
i Moncada, 1994; Forstermann et al., 1994).

TIPUS I

II 11

Nomenclatura descriptiva ncNOS

Origen Cerebel rata
Mecanisme d'activaci6 Ca*—>CaM
Forma nativa Dimer
Pes molecular monomer 160.000
Subunitats associades —
Segiiéncies consens uni6 Si
FAD, FMN, NADPH i CaM
Conté hem Si
Requereix BH, Si
Localitzaci6 subcel-lular Soluble/
Particulada
Mida de I'mRNA, kb 10-10,5
Localitzacié cromosomica
en humans 12q24.2

INOS ecNOS
Macrofags Aorta bovina
RAW 264.7
Induccié Ca*—>CaM
transcripcio
Dimer Dimer
130.000 133.000
CaM —
Si Si
Si Si
Si Si
Soluble Particulada
4-5 4-5
17cen-ql12 7q35-36
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Tres isoformes de la NOS productes de
diferents gens han estat purificades i clo-
nades a partir de cervell (NOS-I), macro-
fags (NOS-II) i endoteli (NOS-III) (Taula
I). Les tres isoformes tenen com a grups
prostetics el dinucleotid de flavina i ade-
nina (FAD), el mononuclebtid de flavina
(FMN)iel grup hem i requereixen tetrahi-
drobiopterina (BH,). La citocrom P-450 re-
dutasa és1'altre nic enzim que conté llocs
d'uni6 pel NADPH, pel FAD i pel FMN i
presentaun 60 % d'homologia a la seqiien-
cia d'aminoacids amb la meitat carboxil
terminal de totes les isoformes de la NOS.
El mecanisme de la transferencia electro-
nica catalitzada per la NOS és probable-
ment similar al dels sistemes enzimatics
del citocrom P-450, amb la reduccié pel
NADPH del FAD que tot seguit redueix a
I'FMN i aquest transfereix els electrons a
1'i6 ferric de I'hem, el qual interacciona
amb el O,. El paper de la BH, encara no és
clar (Férstermann et al., 1994).

La NOS-I també ha estat trobada a I'epi-
teli pulmonar, a les cel-lules B del pancrees,
a la macula densa del rony6 i al mascul
esqueletic (Schmidtetal., 1992; Nakaneetal.,
1993), mentre que la NOS-III ha estat també
localitzada a determinades poblacions neu-
ronals (Dinermametal., 1994)ila NOS-II pot
expressar-se en molts tipus de cel-lules dife-
rents com els hepatocits, els condrocits
(Forstermann et al., 1994) i fins i tot les neu-
rones i les cel-lules glials (Murphy et al.,
1993; Minc-Golomb et al., 1996). Les tres
isoformes s6n dimers. El monomer de la
NOS-I té un pes molecular de 160 kD, men-
tre que els de les NOS-1I i NOS-III esta al
voltant de 130 kD. Les isoformes I i II han
estat caracteritzades com a proteines solu-
bles, perdo dependent de les condicions
d'’homogenitzaci6 una part considerable de
la NOS-I cerebral sedimenta en fraccions
particulades (Hiki et al., 1992; Hecker et al.,
1994)ilamajor part de laimmunoreactivitat

enfront d'anticossos de la NOS-I apareix
associadaal reticleendoplasmaticiaengros-
saments sinaptics (Wolf et al., 1992; Aoki et
al., 1995). Aquesta associacié sembla que és
deguda a la interacci6 de l'extrem N-termi-
nal que conté un motiu PDZ/GLGF d'uns
100 aminoacids, que es troba a diverses pro-
teines del citoesquelet, amb motius PDZ de
la proteina PSD-95 (Brenmann ef al., 1996).
Aquesta proteina es troba associada a mem-
branes presinaptiques i postsinaptiques i
interacciona per mitja d'un segon motiu PDZ
amb alguns canals ibnics, com és el receptor
de NMDA. De forma semblant, la NOS-I de
muscul esqueletic esta associada al sarco-
lemna mitjangant la interaccié amb la a-sin-
trofina, proteina del complexdeladistrofina
que també conté el motiu PDZ (Brenman et
al., 1995). Per la seva part, la NOS-III, encara
queno conté dominis hidrofobics transmem-
brana, és majoritariament particulada per
una miristoilacio a I'extrem N-terminal que
no tenen les altres isoformes (Forstermann
etal., 1994).

Les NOS-I i NOS-III s'expressen cons-
titutivament i son activades de forma rapi-
da per associaci6 amb la calmodulina de
forma dependent de calci. Aixi doncs,
aquestes activitats son estimulades per ago-
nistes que fan augmentar la concentraci6
intracel-lular de 1'i6, i els moderats nivells
de NO que generen (picomols) modulen
processos rapids com la neurotransmissio i
la dilatacié dels vasos sanguinis. Encara
que s'expressin constitutivament, les iso-
formes 1 i Il també poden ser regulades a
llarg termini en resposta a determinats es-
timuls (vegeu més endavant). Per contra, la
NOS-II gairebé no s'expressa en condicions
basals i és induida a nivell transcripcional
per activacié amb endotoxines bacterianes
(lipopolisacarid, LPS) o amb diverses ci-
tocines (interfero-y, INF-y; interleucina-1p,
IL-1B; factor de necrosi tumoral-o, TNF-c).
Aquestaisoforma conté calmodulina forta-
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ment lligada i sembla ser que per aixo no
requereix augments intracel-lulars de calci.
La NOS-II genera quantitats elevades de
NO (nanomols) durant periodes de temps
llargs que poden resultar citotoxiques (Nat-
han, 1992).

La NOS pot ser regulada per fosforilacio.
Totes les isoformes presenten seqtiencies
consens de fosforilacio per la proteina cina-
sa dependent d'’AMP ciclic (cAMP). Estudis
bioquimics indiquen que la NOS-I pot ser
fosforilada per la proteina cinasa de tipus C,
la dependent de calci/calmodulina, la de-
pendent de cAMP i la dependent de cGMP,
i en tots els casos es produeix perdua d'acti-
vitat (Zhang i Snyder, 1995). La NOS-I tam-
bé és substrat de la calcineurina i la desfos-
forilacio catalitzada per aquesta augmenta
l'activitat (Zhang i Snyder, 1995). Encara no
es coneix si aquests mecanismes reguladors
sOn operatius in vivo.

I1I. DIANES MOLECULARS DE L'NO

La diana molecular més important de
I'NOidentificada fins araésla guanilil ciclasa
soluble (GCs), laqual activaeninteraccionar
amb el ferro del seu grup hem. Elsaugments
de ¢cGMP resultants indueixen la relaxacid
del mascul llis dels vasos sanguinis, intesti i
vies respiratories, aixi com la inhibici6 de
l'agregacio plaquetaria(Moncada etal., 1991).
En el cervell, 'excitacio neuronal comporta
augments en els nivells de cGMP a gairebé
totes les regions (GarthwaiteiBoulton, 1995).
La funcié del cGMP a I'SNC no és clara
encara que hi ha evidencies que pot modu-
lar directament canals de calci, induir la
fosforilacié d'una serie de proteines per ac-
tivacio de la proteina cinasa G o reduir els
nivells d'’AMP ciclic per activaci6 d'una
fosfodiesterasa (Lincoln, 1995).

L'NO podria ser important com a regu-
lador de la ciclooxigenasa, un altre enzim

que conté hem i catalitza el pas limitant de
la sintesi de prostaglandines, tromboxa A,
i prostaciclina a partir de I'acid araquido-
nic. En fragments d'hipotalem, s'ha obser-
vat que I'NO fa d'intermediari a la inducci6
perlanoradrenalinadel'alliberacio de PGE,
que a la vegada estimula l'alliberaci6 del
factor alliberador de 'hormona luteinitzant
(Rettori et al., 1993). En teixits periferics
s'han observat efectes semblants de I'NO
sobre l'alliberaci6 de prostaglandines
(Salvemini et al., 1993).

D'altra banda, I'NO s'uneix amb gran
afinitat als grups hem de I'hemoglobina i
la mioglobina i als centres ferrosulfurats
de diversos enzims inhibint-ne la funcié
(Gross i Wolin, 1995). Entre aquests dar-
rers enzims es troben la cis-aconitasa (cicle
del'acid citric), la NADH-ubiquinona oxi-
doreductasa (complex mitocondrial I) i la
succinat-ubiquinona oxidoreductasa (com-
plex mitocondrial IT). L'NO també inhibeix
la ribonucleotid reductasa, un enzim que
conté ferroiés limitant de la velocitat de la
sintesi del DNA. La glucblisi pot resultar
també afectada per I'NO com a resultat de
l'estimulaci6 de ' ADP-ribosilacio dela gli-
ceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Brune
et al., 1994). La perdua d'activitat de tots
aquests enzims requereix nivells elevats
de NO durant temps prolongats, aixi doncs
aquestes dianes son més rellevants a la
defensa immunologica i a la citotoxicitat
mediada per la NOS induible (Gross i
Wolin, 1995).

L'NO indueix la S-nitrosilaci6 de nom-
broses proteines. Aquest mecanisme pot te-
nir diversos efectes. D'una banda, pot pro-
vocarl'oxidaci6 de tiols critics per ala funcid
de la proteina que condueix a la inhibicio,
com en el cas del receptor de NMDA. De
l'altra, pot suposar un mecanisme de protec-
ci6 enfront de I'NO o bé una forma d'emma-
gatzematge i transport d'aquest missatger
(Gross i Wolin, 1995).
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IV. ORIGEN CEL-LULAR I
REGULACIO DE LA FORMACIO DE
NO A L'SNC (Taura II)

Neurones

Els primers estudis immunohistoquimics
amb anticossos policlonals enfrontde laNOS
purificada de cerebel de rata mostraren que
I'enzim s'expressava en poblacions discre-
tes de neurones, a I'endoteli dels vasos san-
guinis, perono ales cel-lules glials. La distri-
buci6é del marcatge coincidia amb la distri-
buci6 de la NADPH diaforasa, una activitat
enzimatica que amb una fixaci6 adequada
del teixit amb aldehids, és considerada un

Taura II. Isoformes de la NOS a cél-lules de I'SNC

indicador histoquimic de la NOS (Dawson i
Snyder, 1994). També esta d'acord amb la
localitzacié neuronal de la NOS la demos-
tracié histoquimica de la localitzacié neu-
ronal del'activitat argininosuccinat sintasa i
delaL-citrul-lina (Aokietal.,1995). Totiaixi,
la localitzacié immunohistoquimica de la
L-arginina indica una distribucié predomi-
nantment astroglial (Aoki et al., 1995) i di-
versos autors han demostrat que si bé és cert
que la NOS-I esta concentrada en neurones,
cel-lules no neuronals com els astrocits i la
glia de Bergmann també expressen NOS-I
(vegeu més endavant).

Amoltes regions del cervell, com1'escor-
ca cerebral, I'hipocamp o I'estriat, les neu-

Isoforma Activadors Inductors Inhibidors/
(seg, min) (hores, dies) Supressors
NEURONES NOS-I EAAs Diferenciacio Fosforilacio
Lesions per PKC, PKA,
Estres PKG, Ca’*CaMPK
Isquemia
Estradiol
NOS-II LPS+INF-y
NOS-III EAAs?
ASTROCITS NOS-I Noradrenalina Glucocorticoides
Bradicinina
Glutamat
Endotelina
NOS-II LPS NO
INF-y+IL-1 cAMP
Esters forbol IL-4, IL-10
TNF-o Dexametasona
HIV gp120 TGF-B
Micoplasma Inhibidors TK
Lesions
Isquémia
Neuropaties
MICROGLIA NOS-II LPS IL-4
INF-y+TNF-o. TGF-B

Esters forbol
Neuropaties
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rones que contenen NOS constitueixen tan
solsun 102 % del total. A T'hipocamp, les
cel-lules piramidals no expressen NOS-I o
n'expressen molt poca (Wendland et al.,
1994), pero si que ho fan nombroses inter-
neurones amb processos al llarg de la regio
CA1 i també expressen abundant NOS les
neurones granulars del cos dentat. A I'hi-
potalem, neurones NOS-positives son pre-
sentsalsnuclis paraventricularisupraoptic.
També hi haabundants neurones amb NOS
als nuclis paraventricular i dorsal del rafe i
als col'licles inferior i superior del cervell
mitja. El cerebel és la regi¢ que presenta
una major expressio de NOS-Ilocalitzada a
les neurones granulars, als terminals de les
fibres paral-leles i a les cel-lules de cistell,
perd no a les cel-lules de Purkinje (Dawson
i Snyder, 1994).

Dependent de la localitzacio de la NOS,
lasevaactivaci6 télloc per mitja de diferents
estimuls: a nivell postsinaptic, per estimula-
ci6 de receptors que indueixen l'entrada de
calci o la mobilitzaci6 intracel-lular de 1'i6, i
als terminals presinaptics, pels potencials
d'acci6 que provoquen l'entrada de calci
pels canals dependents de voltatge. Post-
sinapticament, l'estimul més important per
alaformaci6 de NO és1'activacio dels recep-
tors del neurotransmissor excitador gluta-
mat, principalment dels receptors ionotro-
pics de tipus NMDA, que presenten una
elevada permeabilitat al calci (Garthwaite i
Boulton, 1995).

Encara que la NOS-I neuronal sigui con-
siderada constitutiva, la seva expressio pot
canviar drasticament com a conseqiiencia
de determinats tractaments. En rates, la
transseccié del nervi ciatic provoca, al cap
de dos dies, un notable augment de mRNA
de la NOS-I i de la proteina als ganglis
lumbars. Altres resultats indiquen que neu-
rones de la medul-la espinal i de diverses
arees cerebrals responen de manera sem-
blant a les lesions (Garthwaite i Boulton,

1995; Zhang i Snyder, 1995). D'altra banda,
s’han detectat augments de mRNA de la
NOS-I al nucli paraventricular de I'hipota-
lem com a resposta a I'estres i a la lactancia,
a la pituitaria com a resposta a la gonadec-
tomiaial'hipocamp després del tractament
amb liti i amb el farmac anticolinesterasic
tacrina. Per contra, a la glandula pineal s'ha
observat una disminuci6 de l'expressié de
l'activitat NOS per exposicio continuadaala
llum (Garthwaite i Boulton, 1995).

Estudis immunohistoquimics i bioqui-
mics han demostrat que I'expressio de la
NOS-I també és regulada durant el desen-
volupament cerebral en rosegadors. Uti-
litzant tecniques immunohistoquimiques
s'ha observat una expressio transitoria de la
NOS-I a la placa cerebrocortical en embri-
ons de 15 a 19 dies quan la majoria de les
cel-lules apareixen tenyides i els seus pro-
cessos es projecten al talem. Aquesta inner-
vacio desapareix gradualment després del
naixement i no és present a l'adult. De la
mateixa manera, als ganglis sensorials em-
brionaris gairebé totes les neurones son
NOS-I positives, mentre que durant la vida
adultatansolsun1 % expressen NOS (Zhang
i Snyder, 1995). A més, sembla haver una
induccioé d'immunoreactivitat enfront de la
NOS-Tid'activitat NOS coincidint amb I'ini-
ci de la sinaptogenesi en regions cerebrals
especifiques, seguida d'unadisminucio d'ex-
pressio en poblacions cel-lulars concretesia
la fracci6 sinaptosomal (Ogilvi et al., 1995).

A més de NOS-I, més recentment s'ha
descrit la localitzaci6, mitjancant immu-
notincions, de la NOS-III en determinades
poblacions neuronals de diferents regions
cerebrals, encara que sembla que esta con-
centrada especialment en les neurones pira-
midals del'hipocamp (Dinermanetal., 1994).
També ha estat descrita la induccié de
NOS-II per LPS i INF-y en neurones granu-
lars de cerebel tant in vitro com in vivo (Minc-
Golomb et al., 1996).
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Cellules glials

La senyalitzaci6 intercel-lular a 'SNC no
esta restringida a les neurones. Tant les cel-
lules macroglials (astrocitsioligodendrocits)
com la microglia (macrofags residents a
I'SNC) poden rebre i transmetre informacio
icomunicar-se entre elles, amb les neurones,
amb les cel-lules vasculars o amb cel-lules
infiltrades.

Els astrocits son les cel-lules més nom-
broses de 'SNCi es troben intimament asso-
ciades a les neurones i als vasos sanguinis
cerebrals. Durant els altims deu anys, i en
bona mesura gracies a la utilitzaci6 de cul-
tius primaris enriquits en aquestes cel-lules,
s'han acumulat una gran quantitat d'evi-
dencies que els astrocits expressen receptors
pels neurotransmissors convencionals (Hosli
i Hosli, 1993) i son capagos de sintetitzar i
alliberar molecules neuroactives i vasoacti-
ves (peptids, eicosanoides) (Murphy, 1993).
A més, els astrocits responen a factors allibe-
rats pels limfocits i macrofags infiltrats, aixi
com per la microglia activada, tornant-se
reactius i alliberant citocines. La microglia,
per la seva part, presenta antigens de super-
ficie com els dels monocits i és activada per
citocines i allibera una serie de factors que
inclouen citocines i productes de baix pes
molecular, com 1'0xid nitric, que poden ser
nocius per a les cel-lules circumdants
(Thomas, 1992; Murphy et al., 1995). Sha
descrit també la presencia de receptors de
neurotransmissors alamicroglia (Kettenman
et al., 1993).

Encara que els primers estudis immuno-
citoquimics i d'hibridaci6 in situ indicaren
l'absencia de NOS en cel-lules glials, estudis
realitzats independentment pel grup de S.
Murphy als Estats Units i pel nostre grup,
van demostrar que els astrocits de cervell de
rata en cultiu podien generar NO. Murphy
et al. (1990) observaren que el medi proce-
dent de cultius primaris enriquits en astro-

citsd'escorca cerebral de rata estimulats amb
noradrenalina, bradicinina o glutamat, in-
duia la relaxaci6 d'anells d'arteria coronaria
desprovista d'endoteli, i van detectar la pre-
sencia d'oxids de nitrogen per quimiolumi-
nescencia. Al nostre laboratori, en realitzar
un estudi comparatiu sobre I'estimulaci6 de
la formaci6é de cGMP en cultius enriquits en
neurones o bé en astrocits d hemisferis cere-
brals de rata, varem observar que, de tota
una serie d'agonistes reconeguts com a esti-
muladors de la GCs en diverses preparaci-
ons de teixit nervids, tan sols el glutamat
augmentava el cGMP en neurones, mentre
que en astrocits diversos agonistes tenien
efectes significatius, els més importants
degutsalanoradrenalinaial glutamat (Agu-
116 i Garcia, 1991, 1992a). Tant els efectes
d'aquests agonistes com els d'ionofors del
calci eren inhibits per I'inhibidor competitiu
de laNOS N°-monometil-L-arginina. Utilit-
zant agonistes i antagonistes dels diferents
receptors del glutamat es va demostrar que
l'efecte de 'aminoacid en neurones era me-
diat per receptors de tipus NMDA, mentre
que en astrocits ho era per receptors meta-
botropics. L'efecte de la noradrenalina era
degut majoritariament a l'estimulaci6 de
receptors o,-adrenergics i era inhibit per
I'hemoglobina i potenciat per la superoxid
dismutasa, que prolonga la vida mitjana de
I'NO en eliminar el radical superoxid (Agu-
116 i Garcia, 1992b). Els efectes d'aquestes
dues proteines que actuen fora de la cel-lula
indiquen que la sintesi de NO i de cGMP
deuen tenir lloc en diferentes poblacions
d'astrocits. La resposta ala noradrenalina és
molt rapida (és maxima a un minut) i reque-
reix I'entrada de calci, perd no és afectada
per condicions que inhibeixen la mobilitza-
ci6 intracel-lular de 1'i6. Totes aquestes da-
des indiquen la presencia d'una NOS cons-
titutiva i dependent de calci a I'astroglia
(Murphy et al., 1993).

L'estimulaci6 per noradrenalina i gluta-
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mat de la formacié de cGMP dependent de
NO en cultius d'astrocits presenta varia-
cions regionals (Agullo et al., 1995). Hem
observat una resposta elevada a la noradre-
nalina als astrocits cerebel-losos, respostes
intermedies a les cel-lules de'hipocampi de
I'hipotalem i molt baixes als astrocits corti-
cals. El glutamat, perd, no produeix estimu-
lacio significativa als astrocits cerebel-losos
i ho fa menys que la noradrenalina als de
'hipocamp. D'altra banda, I'estimulacio di-
recta de la GCs per concentracions maximes
d'un donador de NO, com el nitroprussiat
sodic, produeix importants acumulacions
de cGMP a totes les regions estudiades que
no es correlacionen amb els efectes dels ago-
nistes. Aixi doncs, les diferencies regionals
observades son degudes probablement a
diferencies en els nivells de NOS o bé al
diferent grau de colocalitzaci6 cel-lular de
l'enzim i dels receptors implicats en la res-
posta. En aquest context és interessant re-
marcar que al cerebel hi ha un plexe elaborat

d'axons noradrenergics a la capa molecular
i en menor mesura a les capes granular i de
Purkinje, tanten rosegadors com enhumans
(Ottersen, 1993), i que en aquesta regio cere-
bral és conegut des de fa temps que la nora-
drenalina és un dels neurotransmissors que,
amés del glutamat, estimula la formacio de
c¢GMP en actuar sobre receptors o, -adrener-
gics (Wood, 1991).

Les caracteristiques bioquimiques del'ac-
tivitat de la NOS constitutiva d'astrocits
cerebel-losos son molt semblants a les de la
NOS de neurones granulars de la mateixa
regio, encara que l'activitat especifica en
astrocits és unes deu vegades inferior. LaK|,
perlaL-arginina, 'EC, pel calciilesIC, per
diversos inhibidors de la NOS no son signi-
ficativament diferents en els dos tipus de
cel-lules, com tampoc no hi ha diferéncia en
el pes molecular del monomer (uns 160 kD)
que és detectat en Western blots amb un
anticos policlonal especific de la NOS-I re-
combinant (Taula III) (Arbonés et al., 1996).

Taura 111 Caracteristiques de la NOS constitutiva de neurones granulars i d'astrocits de cerebel de rata

Caracteristica Neurones Astrocits
K|, L-arginina, uM 39+0,1 6,6 +39
EC,, Calci, uM 0,34 £0,03 0,25+ 0,01
IC,, NO-nitro-L-arginina, tM 0,35+0,04 0,47 + 0,09
IC,, N°-monometil-L-arginina, {M 1.8+0,6 1,4+0,2
Activitat citosolica, % total 6712 99 +1
Pes monomer, kD 160 160

Mida de 'mRNA, kb 10,5 8

L'activitat NOS va ser mesurada per la conversi6 de [*HJarginina a [*H]citrul-lina a fraccions solubles (100.000 xg). Els
parametres de l'activitat es van determinar mitjangant I'ajust de les corbes concentracié-efecte a l'equacié de Michaelis-
Menten. El pes molecular aproximat del mondmer es va determinar per comparacié amb estandards coneguts a Western blots
utilitzant un anticds enfront de la NOS-I recombinant (Arbonés et al., 1996). La mida aproximada de I'mRNA es va
determinar en Northern blots utilitzant com a sonda un fragment del cDNA (3,3 kb) de la NOS-I de ratoli.
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Tot i aixi, hem observat algunes diferen-
cies entre la NOS neuronal i I'astroglial que
suggereixen que aquesta podria ser una va-
riantdelaNOS-Imajoritariaal cervell. D'una
banda, mentre que la NOS neuronal apareix
parcialment associada a fraccions particu-
lades (sediment de 100.000 xg), la NOS
astroglial sembla ser totalment citosolica
(Taula III). Recentment, s'ha descrit la pre-
sencia al cervell de ratoli de variants de tall
i relligat (splicing) de la NOS-I que no pre-
senten el domini PDZ (vegeu apartat II), i
per aixo no es troben associades a membra-
nes, perd que tenen caracteristiques cineti-
ques semblants ales de la formano truncada
dela NOS-I (Brenman et al., 1996). De l'altra,
un altre aspecte diferencial entre les NOS-I
neuronal i astroglial que podria estar rela-
cionatamb la manca del domini d'interacci6
amb proteines d'uni6 a estructures mem-
branoses, és la diferent sensibilitat d'amb-
dues activitats envers els aldehids utilitzats
per fixar el teixit a les tecniques histoquimi-
ques. Nosaltres hem pogut demostrar la
localitzacié de laNOS-Imitjangantimmuno-
tincions en astrocits cerebel-losos en cultiu
tan sols en condicions de fixaci6 suaus (1 %
paraformaldehid o mescles d'acetona i me-
tanol). Fent tincions dobles perimmunofluo-
rescencia amb anticossos de la NOS-Ti de la
proteina especifica d'astrocits, proteina aci-
dica fibril-lar de glia (GFAP), hem observat
que una petita poblaci6 d'astrocits que apa-
reixen sovint en conjunts presenta un fort
marcatge delaNOS-Ique eslocalitza predo-
minantment al voltant del nucli i té una
aparenca granular, fet que indica associacio
amb elements del reticle endoplasmatic-
complex de Golgi (Figura 1 AiB). Als astro-
cits amb morfologia més estelada també
apareixen marcats els processos. El mateix
patr6 de marcatge es veu amb la tinci6 amb
avidina-biotina-peroxidasa i amb la reacci6
de la NADPH diaforasa, perd en aquests
casos es detecta una reactivitat molt més

generalitzada, encara que a la majoria de
cel-lules és més feble (Figura 2). Per contra,
a les neurones granulars el marcatge de la
NOS és més propi d'una proteina soluble al
soma cel-lular (marcatge continu) i d'una
proteina associada a membrana (marcatge
puntuat) al llarg de les prolongacions
(Arbonés et al., 1996).

Es evident ara que la ra6 per la qual
inicialment no es detectés NOS-I en astrocits
en talls de teixit cerebral era deguda en bona
part al fet que s'utilitzaven fixacions relati-
vament fortes, amb paraformaldehid al 4 %
o glutaraldehid al 4 %, que permeten una
bona detecci6 immunohistoquimica de la
NOS-I neuronal perd produeixen una re-
ducci del'antigenicitat delaNOS astroglial.
Aixi, tincions molt febles havien estat des-
crites en astrocits, principalment de cerebel
i d'hipocamp tant en rosegadors com en
humans (Schmidt et al., 1992; Wendland et
al., 1994; Egberongbe et al., 1994). Recent-
ment, Kugler i Drenckhahn (1996) han de-
mostrat immunotincions molt intenses a la
glia de Bergmann i en astrocits cerebel-losos
i hipocampals amb diferents anticossos de
la NOS-I en talls de teixit congelat i dessecat
(freeze-dried) i fixat amb acetona durant cinc
minuts. A més han observat que els proces-
sos astrocitaris que envolten els vasos san-
guinis son NOS-I positius.

També hem observat diferencies entre la
NOS-I astrocitaria i la neuronal quant a la
regulacio a llarg termini. En els cultius d'as-
trocits cerebel-losos, la incubacié amb glu-
cocorticoides durant periodes de temps de
6 a 32 hores potencia I'estimulaci6 per nora-
drenalinaiionofors del calci de l'activitat de
NOS, de forma dependent de la concen-
traci6 (EC,;=InM per la dexametasona)
(Baltronsetal., 1995). L'efecte requereix trans-
cripci6 i sintesi de proteines, ja que és inhibit
per actinomicina D i cicloheximida i és me-
diat per receptors de glucocorticoides de
tipus II. El mateix tractament no produeix
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FiGura 1. Doble marcatge per immunofluorescéncia en cultius d'astrocits utilitzant un antiserum de conill antiNOS-I (A) i

un anticos monoclonal enfront de la GFAP (B). Com a anticossos secundaris es van utilitzar IgG anticonill conjugada amb

rodamina i IgG antiratoli conjugada amb fluoresceina (1 cm = 12 pum).
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FiGura 2. Doble marcatge d'un cultiu d'astrocits amb NADPH-diaforasa i antiGFAP. La immunoreactivitat per I'antiGFAP
es va visualitzar amb el complex de I' avidina-biotina-peroxidasa (marcatge clar generalitzat). Després de la incubacié amb
B-NADPH apareixen dipdsits de formazan (marcatge intens) sobre els astrocits NADPH diaforasa positius (1 cm = 20 pm).

cap efecteal'estimulacio delaNOS de neuro-
nes granulars de cerebel per NMDA. Aquests
resultats suggereixen diferencies en la regu-
lacié de I'expressio de les NOS astrocitaria i
neuronal i estarien d'acord amb I'expressio
de diferents variants de la NOS-I en els dos
tipus de cel-lules. També esta d'acord amb
aquesta hipotesila detecci6 en Northern blots
mitjangant una sonda nucleotidica per la
NOS-Id'un mRNA d'astrocits de mida infe-
rior (unes 8 kb) que el de la NOS-I neuronal
(10,5 kb) (Taula III; Arbonés et al., resultats
no publicats). Les analisis recents del gen de
laNOS-I d'humans estan revelant una orga-
nitzacié molt complexa, onI'mRNA es troba
dispers sobre un minim de 160 kb i la se-
qliencia oberta de lectura és codificada per
28 exons amb I'inici i terminaci6 de la trans-
cripci6 en els exons 2129, respectivament. A

la regi6 flanquejant 5' s’han detectat diver-
ses seqiiencies reguladores i I'expressi¢ de
determinats exons sembla ser controlada a
nivell transcripcional per promotors sepa-
rats que donen lloca diversitaten els mRNA
(Hall et al., 1994; Xie et al., 1995).
TantI'astroglia com la microglia de rose-
gadors en cultiu expressen NOS-II quan sé6n
tractades durant periodes de temps de més
de quatre hores amb LPS, amb determina-
des citocines com I'INF-y, I'IL-1B i el TNF-a,
soles, en combinaci6 o amb esters de forbol
(Murphyetal., 1995). En cultius de microglia
d'humans, perd, aquests agents sols o en
combinacié no indueixen la producci6 de
NO. Aixo esta d'acord amb 'observaci6 que
la NOS de macrofags humans no és induida
pels mateixos estimuls que la de macrofags
derosegadors (Nathan, 1992). Per contra, en
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cultius d'astrocits humans s'indueix activi-
tat de la NOS amb combinacions d'IL-1f i
INF-y o bé TNF-o (Murphy et al., 1995).

La NOS induible d'astrocits de rata ha
estat clonada i presenta un 93 % d'homolo-
giaamb|'enzim de macrofags deratoli (Galea
etal., 1993). El mecanisme de la inducci6 per
LPS o per INF-y/IL-1B sembla ser diferent.
La induccié amb citocines requereix menys
temps que la de I'LPS. A més, aquesta és
inhibida pel glucocorticoide sintetic dexa-
metasona perd no ho és la inducci6 per
citocines (Murphy et al., 1995). Una possible
explicaci6 és que I'LPS produeix l'allibera-
ci6 d'IL-1p o TNF-a i que aquestes induei-
xen la NOS més directament, mentre que la
dexametasona estaria inhibint I'alliberacio
per I'LPS de les citocines.

La inducci6 de la NOS-II en astrocits pot
ser inhibida per incubaci6 de les cel-lules
amb inhibidors de tirosina cinases abans del
tractament amb LPS o citocines (Murphy et
al., 1995). Es conegut que 1'LPS, I'INF-y i
I'TL-B activen tirosina cinases. D'altrabanda,
l'exposicié dels astrocits a noradrenalina o
analegs del cAMP per periodes de temps
molt curts (5 minuts) impedeix la induccio
de la NOS a nivell transcripcional. L'efecte
de la noradrenalina és mediat per receptors
B-adrenergics i requereix la sintesi de prote-
ines, ja que és inhibit per cicloheximida. Aixi
doncs, podria ser degut alainducci6 depen-
dent de cAMP d'una citocina inhibidora. De
fet, tant en astrocits com en microglia les
interleucines I1-4, 11-10 i el factor de creixe-
ment tumoral B (TGF-B) disminueixen la
inducci6 de la NOS-II per LPS (Murphy et
al., 1995). Aquest efecte és degut probable-
ment al bloqueig del'estimulaci6 per LPS de
la transcripci6 de citocines inductores de la
NOS com ara el TNF-o.. El mateix NO, a més
d'inhibir l'activitat catalitica de la NOS per
interacci6 amb el grup hem, té un efecte
inhibitori sobre la transcripci6 de la NOS-II
(Murphy et al., 1995). Aquests dos mecanis-

mes de retroinhibicié poden comportar un
important control de la produccié de NO a
la cel-lula on s'origina i a les dels voltants.

Hi ha diverses evidencies sobre lainduc-
ci6 de NOS-II a I'SNC in vivo que han estat
obtingudes en models animals d'infeccions
agudes amb diversos virus (herpes simple,
rabia), malaltia autoimmune (encefalitis al-
lergica experimental, EAE), isquemia i lesi-
ons traumatiques, entre d'altres (Murphy et
al., 1995), pero a la majoria dels estudis no
queda clarament definit el tipus cel-lular on
té lloc la inducci6 de la NOS.

V. POSSIBLES FUNCIONS
FISIOLOGIQUES DE L'NO A L'SNC

La capacitat de 'NO de difondre, i per
tant, de poder actuar presinapticament, ha
estimulat la investigaci6 sobre la possibili-
tat que I'NO modulés 1'alliberacié de neu-
rotransmissors. Diversos estudis que han
utilitzat inhibidors de la NOS suggereixen
que l'alliberacié d'aminoacids excitadors i
inhibidors, de catecolamines i d'acetilcoli-
na, pot ser estimulada per 'NO. A més, s'ha
demostrat que tant I'NO exogen, com I'NO
endogen present en teixit no estimulat o
NO generat per estimulaci6 del receptor de
NMDA, modulen l'alliberaci6 de neuro-
transmissors (Garthwaite i Boulton, 1995).
La rellevancia fisiologica d'aquests efectes
encara no és clara. Pero, en neurones d'hi-
pocamp en cultiu, I'exposici6é a I'NO con-
dueix a un augment durador de la freqiien-
cia dels corrents excitadors postsinaptics
miniatura, i en talls d'hipocamp la perfusi6
amb NO aparellada amb una estimulaci6
tetanica feble indueix una potenciaci¢ du-
radora de l'eficacia sinaptica (Haley i
Schuman, 1994). Aquests efectes suggerei-
xen una acci6 de I'NO en els terminals
glutamatergics i una possible participacio
en processos de plasticitat sinaptica depen-
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dents d'activitat i relacionats amb la me-
moria i I'aprenentatge.

La forma de potenciacio sinaptica que ha
estat més estudiada al cervell és la LTP que
s'observa a les sinapsis excitadores de I'hi-
pocamp i que és mesurada com un augment
sostingut de la magnitud dels potencials
postsinaptics excitadors (EPSP) després de
I'administraci6 a intervals breus d'estimuls
electrics d'alta freqiiencia. La induccio de la
LTP requereix l'activacio de receptors de
NMDA postsinaptics a les cel-lules pirami-
dals de la zona CA1 de I'hipocamp i l'en-
trada de calci associada i també un augment
de l'alliberaci6 de glutamat dels terminals
presinaptics dels collaterals de Schaffer,
suposadament per un missatger retrograd
alliberat per les neurones piramidals. Ja que
I'NO difon lliurement i és generat com a
conseqtiencia de l'influx de calci associat a
l'estimulaci6 de receptors de NMDA, és un
bon candidat per al paper de missatger re-
trograd, pero la seva participacid alaLTP és
controvertida. Dependent del protocol ex-
perimental utilitzat, alguns grups han obser-
vatelbloqueig dela LTP perinhibidors dela
NOS, i altres no n'han obtingut cap efecte.
Tot i aixi, I'estimulaci6 d'alta freqiiencia
produeix acumulacié de cGMP en la regio6
CA1 de I'hipocamp, resposta que és inhibi-
da per inhibidors de la NOS; analegs del
c¢GMP potencien respostes sinaptiques quan
son aplicats aparellats amb estimulacions
tetaniques febles; i inhibidors de la proteina
cinasa G bloquegen la inducci6 de la LTP
(Garthwaite i Boulton, 1995; Haley i Schu-
man, 1994). A més, la LTP pot ser demos-
trada en talls d'hipocamp de ratolins en que
l'expressio de la NOS-I ha estat anul-lada
per recombinaci6 hombdloga (knock-out)
(O'Delletal., 1994). Enaquests animals, pero,
els inhibidors de la NOS poden bloquejar la
LTP. L'explicaci6 a aquesta paradoxa po-
dria residir en l'expressié de NOS-III a les
cel-lules piramidals de I'hipocamp demos-

tradaimmunohistoquimicament (Dinerman
etal., 1994) i també en la demostraci6 recent
de l'expressio de variants de tall i relligat de
la NOS-I que son presents tant en animals
knock-out com en animals normals (Brenman
et al., 1996).

Una altra forma de plasticitat sinapti-
ca en la qual s'ha implicat I'NO és la LTD.
Aquest fenomen ha estat ben estudiat al
cerebel, on es relaciona amb I'aprenentatge
motor (Linden, 1994). Es manifesta com una
depressio persistent dels EPSP a la sinapsi
entre les fibres paral-leles i les cel-lules de
Purkinje. Aquestes son les Giniques neuro-
nes eferents del cerebel i reben dos inervaci-
ons glutamatergiques, les fibres paral-leles i
les ascendents. La LTD té lloc quan coinci-
deixen ambdo6s estimuls i requereix I'activa-
ci6 tant de receptors de glutamat de tipus
AMPA com metabotropics. La LTD és post-
sinaptica i implica disminucio de la sensibi-
litat dels receptors de tipus AMPA. Utilit-
zantdiferentes estrategies experimentalssha
demostrat la modulaci6é per NO i cGMP de
la LTD en talls de cerebel, perdo l'origen
cel-lular de I'NO no es coneix. Les neurones
de Purkinje no contenen NOS i s6n proba-
blement la diana de I'NO generat en altres
cel-lules, ja que contenen GCs. S'ha observat
que en dialitzar les neurones de Purkinje
amb donadors de NO es deprimeixen els
EPSP mediats per les fibres paral-leles
(Linden, 1994; Garthwaite i Boulton, 1995).
D'altra banda, s’ha observat que l'efecte
modulador de I'NO desapareix en talls de
cerebel tractats amb un gliotoxic (Linden,
1994). Tenint en compte que la glia de
Bergmann esta en contacte intim amb les
neurones de Purkinje i que aquelles cel-lules
expressen NOS-I (vegeu l'apartat IV), INO
implicat en la LTD podria tenir origen glial.

L'expressio transitoriadelaNOS-Ien arees
concretes de'SNC delarata durant el desen-
volupamentilacorrelacio del'expressid dela
NOS-Ineuronal amb la sinaptogenesi (vegeu



112 A. GARCIA

l'apartat IV) suggereixen un paper per al'NO
en la modulaci6 del desenvolupament cere-
bral. L'NO pot ser un factor trofic per a les
neurones en desenvolupament. Aixi, ha estat
descrit que, a les cel'lules PC12 que adqui-
reixen un fenotip neuronal en ser tractades
amb el factor de creixement nervios (NGF),
I'NO fa d'intermediari de les accions citosta-
tiques i diferenciadores d'aquest (Peunova i
Enikolopov, 1995). Alter-nativament, I'NO
podria contribuir a la mort cel-lular progra-
mada per la qual el 50 % de les neurones
moren durant el desenvolupament. S'ha vist
que agents que generen NO produeixen el
col-lapse de cons de creixement neuronal
(Hess, 1993). Al cerebel, la inhibici6 de la
NOS impedeix la migraci6 de les neurones
granulars a la capa granular interna a través
de la capa molecular al llarg de la glia de
Bergmann i també es veu afectada la diferen-
ciaci6 d'ambdos tipus de cel-lules (Tanaka et
al., 1994). L'NO implicat en aquests efectes
podria tenir un origen glial ja que durant
aquest periode del desenvolupament la ma-
jor activitat de la NOS ha estat detectada a la
capa molecular on es troben els processos de
laglia de Bergmann, mentre que les neurones
granulars gairebé no expressen NOS. En
aquest context, és interessant la nostra obser-
vacio queels glucocorticoides, hormonesamb
notables efectes sobre el desenvolupament
cerebral i I'aprenentatge i que presenten ni-
vells elevats de receptors al cerebel durant el
periode de maduracié (Pavlik i Buresova,
1984), potencien l'activitat NOS-I glial (Bal-
trons et al., 1995).

Una quantitat considerable d'evidencies
indiquen que I'NO participa en el manteni-
ment del to cerebrovascular basal i que pot
tenir un paper en algunes respostes vasodi-
latadores concretes (Iadecola et al., 1994).
Tal com passa a la periferia, 'NO produit a
les cel-lules endotelials probablement con-
tribueix a aquesta regulaci6. Pero, a I'SNC
I'NO pot representar el factor que acobla els

augments locals de flux sanguini amb I'acti-
vitat nerviosa. Ha estat descrit que I'estimu-
laci6 de les fibres paral-leles del cerebel pro-
dueix un augment del flux sanguini que és
reduit per inhibidors de la NOS (Akgoren et
al.,1994). L'NO implicat en aquesta resposta
potalliberar-se de terminals nerviosositam-
bé dels astrocits que, com s'ha descrit a
l'apartat anterior, presenten unintensimmu-
nomarcatge per la NOS-I en els processos
que envolten els vasos.

L'NO també participa en altres funcions
neurals, com ara la modulaci6 de I'allibera-
ci6 d'hormones hipotalamiquesihipofisaries
i la nocicepci6 (Dawson i Snyder, 1994;
Garthwaite i Boulton, 1995).

D'altra banda, I'NO sembla estar impli-
cat en diverses situacions neuropatologi-
ques i pot ser neurotoxic quan la seva for-
maci6 sigui excessiva. Per exemple, 'NO és
responsable, en part, de la neurotoxicitat
del glutamat (Dawson i Snyder, 1994) i de
la microglia activada (Mollace i Nistico,
1995; Murphy et al., 1995) envers neurones
en cultiu. Perd, les neurones que contenen
NOS son resistents al dany excitotoxic tant
en cultiu com en l'infart vascular o en ma-
lalties neurodegeneratives com la de Hun-
tington i la d'Alzheimer (Zhang i Snyder,
1995). La implicaci¢ de 'NO en el dany ce-
rebral resultant d'un procés isquemic és un
tema controvertit ja que I'NO sembla ser
beneficids en una fase inicial, probablement
induint unaresposta compensatoria dins el
compartiment vascular que millorila circu-
lacio cerebral, i en una fase més tardana
esdevenint neurotoxic com a conseqiiencia
de I'exces-siva estimulaci6 de la NOS neu-
ronal pels receptors NMDA o per la induc-
ci6 de la NOS-II a les cel-lules glials o a les
cel-lulesinflamatories infiltrades (Iadecola,
1994). L'NO generat per la NOS-II glial
també podria estar implicat en la demencia
associada a la SIDA, ja que la proteina
GP120 de la coberta del virus HIV és capag
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d'induir la NOS en l'astrocitoma huma i la
toxicitat d'aquesta proteina envers neuro-
nes en cultiu requereix NOila presencia de
macrofags o cel-lules glials (Mollace i Nis-
tico, 1995). Una altra condici6 amb la qual
I'NO produit per la NOS-II glial podria
contribuir a la neurodegeneraci6 és I'escle-
rosimaltiple humana. Els cervells d'animals
amb EAE, un procés induit de desmielinit-
zaci6 auto-immune utilitzat com a model
animal de la malaltia humana, presenten
nivells augmentats d'expressio de 'mRNA
de la NOS-II. A més, la citotoxicitat de la
microglia activada envers oligodendrocits
en cultiu és mediada per I'NO (Molaace i
Nistico, 1995; Murphy et al., 1995).
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