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INTRODUCCION

En 1957 Sutherland y cols., propusieron la existen-
cia de segundos mensajeros como mediadores en la
transmision de sefales bioldgicas, sefialando a la fa-
milia de las Adenilato Ciclasas (AC) y a su producto,
el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), como el
arquetipo de segundos mensajeros'. Sucesivos des-
cubrimientos han demostrado que lo propuesto por
Sutherland constituye una de las bases fundamentales
de los procesos biolégicos de transmision de senales.

A partir de 1963, el descubrimiento por Ashman
del monofosfato de guinidina ciclico (GMPc), pro-
ducto de las Guanilato Ciclasas (GC), que sirven de
receptores a ligandos como el 6xido nitrico (NO) y
los péptidos natriuréticos (PN), proporcion6 un
nuevo paradigma en la transmision de sefales me-
diadas por segundos mensajeros*®.

Las GC constituyen una subfamilia de receptores,
dentro de la superfamilia de las nucleétido ciclasas,
de amplia distribucién en el organismo y que se di-
viden a su vez en los siguientes subtipos: a) Guani-
lato Ciclasas Particuladas (GCp), que estan asociadas
a la membrana plasmatica y reconocen diferentes
péptidos natriuréticos y b) Guanilato Ciclasas Solu-
bles (GCs), que se encuentran inmersas en el cito-
plasma y son el Gnico receptor conocido del NO.

SUPERFAMILIA DE LAS NUCLEOTIDO CICLASAS

Esta superfamilia engloba las AC y las GC. La fun-
ciéon bioquimica que las caracteriza es la transforma-
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ciéon de nucleétidos trifosfato (ATP y GTP respectiva-
mente) en nucledtidos monofosfato ciclicos (AMPc y
GMPc). Todas ellas tienen un dominio catalitico alta-
mente conservado evolutivamente que las engloba
como miembros de una misma familia. Este dominio
se encuentra situado en el extremo carboxilo terminal
en las diferentes subunidades de las GC y repetidos
dos veces en la AC, guardando una homologia del
40% entre las diferentes proteinas de la superfamilia’.
Esta homologia estructural hace que las reacciones que
catalizan sean virtualmente idénticas y permite pensar
que se regulen por mecanismos similares.

Todas las nucleétido ciclasas son activadas tras la
union del ligando a su receptor, pero en el caso de
la AC existen proteinas interpuestas en la transmi-
sion de la sefal, las proteinas G activadoras, mien-
tras que en las GC es la misma proteina la que rea-
liza las funciones receptora y catalitica.

Adenilato ciclasa

La AC es una proteina de membrana. Es un mo-
némero formado por el conjunto de dos dominios
con seis hélices transmembrana cada uno, alternados
con dos dominios cataliticos intracelulares®; a estos
dos dominios se les nombr6 C1 y C2%19. La estruc-
tura cristalina de la AC hace pensar que uno de estos
dominios cataliticos es el centro de unién de fors-
kolina, una droga hipotensora que funciona como ac-
tivador directo de la AC y que se ha utilizado para
su estudio %, y el otro une al sustrato (ATP) junto
con dos molecular de Mg?* para formar AMPc.

Guanilato ciclasas
Las GC guardan una homologia evidente que las
diferencia del otro miembro de la superfamilia. Asi,

las GC se encuentran de forma activa como dime-
ro, con la zona de unién al ligando en el extremo
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amino terminal. La unién del ligando produce un
cambio conformacional que activa la zona cataliti-
ca en el extremo carboxilo terminal'3.

La GCp es una enzima de membrana homodimé-
rica. Cada subunidad consta de una regién amino
terminal transmembrana, que actia como receptor
de diversos péptidos y hormonas y un dominio car-
boxilo terminal intracelular con funcién catalitica
unidos por una region transmembrana'.

La GCs es una hemoproteina citosélica, cuya forma
activa es heterodimérica formada por dos tipos de
subunidades denominadas a. y B. En el extremo amino
terminal de la subunidad B se encuentra el grupo
hemo, centro de unién al ligando (NO); los extremos
carboxilo terminal contienen el dominio catalitico'.

Las GC, ademas de las homologias sefialadas con
la AC, presentan homologias estructurales con pro-
tefnas con actividad tirosina fosfatasa y tirosina ki-
nasa, tanto citosdlicas como unidas a la membranas
plasmatica. El estudio en conjunto de todas estas en-
zimas permitird comprender el mecanismo de ac-
cion de las GC'®.

Guanilato Ciclasas particuladas

La GCp esta anclada a la membrana celular, pre-
sentando un dominio amino terminal extracelular
gue actla como receptor, una regién transmembra-
na corta que se ha propuesto como region regula-
dora y, una region carboxilo terminal intracelular
con funcién ciclasa que formara GMPc a partir de
GTP en respuesta a los ligandos que se unan al do-
minio receptor®>. En la region reguladora existe una
zona de homologia con proteinas del tipo de las ti-
rosinas-kinasas, uniéndose a este nivel molecular de
ATP y otras proteinas poco conocidas, existiendo
probablemente una regulacién calcio dependiente a
ese nivel'”. La GCp puede aparecer como moné-
mero o como homodimero de cada uno de las iso-
formas descritas, pero la forma activa es siempre un
homodimero'8.

En mamiferos se han identificado siete isoformas
distintas, ampliamente distribuidas en el organismo
(GCp-A a la GCp-Q). Las tres primeras tienen ligan-
dos conocidos: la GCp-A que se localiza funda-
mentalmente en endotelio vascular, corazén vy rifién,
siendo sus agonistas los péptidos natriuréticos (PN)
de tipo Ay B (ANP y BNP); la GCp-B, también lo-
calizada en corazén, rifén y endotelio vascular,
siendo su agonista el péptido natriurético de tipo C
(CNP); y la GCp-C localizada a nivel intestinal y
renal, siendo sus agonistas la enterotoxina termoes-
table bacteriana y la guanilina. El resto de las GCp
son receptores huérfanos ya que se desconoce su li-
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gando especifico. La GCp-D se encuentra localizada
en el neuroepitelio olfatorio y se cree que su ligan-
do probablemente se trate de una molécula volatil.
Para las GCp-E y GCp-F, localizadas en la retina, y
GCp-G, en pulmén, intestino y musculo esqueléti-
co, no existe agonista conocido. Estudios realizados
en organismos inferiores indican la posible existen-
cia de méas subtipos de receptores GC, especialmente
relacionados con el sistema nervioso'.

Las GCp mejor caracterizadas son las isoformas A,
B y C. La GCp-A y GCp-B presentan una homolo-
gia estructural en el dominio carboxilo terminal (re-
gion catalitica) del 91%, que se reduce al 43% en
el dominio amino terminal (regién receptora), mien-
tras que para el dominio transmembrana homélogo
a protefna tirosina-kinasa llega al 72%. Por el con-
trario la homologia estructural de éstas con la GCp-
C es mucho menor alcanzandose unos valores para
cada una de las regiones descritas del 55%, 10% vy
35% respectivamente. Esto parece indicar clara-
mente como han evolucionado independientemente
los receptores de PNy el receptor de péptidos de
guanilina y enterotoxina bacteriana?.

Los PN son los agonistas naturales de la GCp A, B
y C. El primer PN fue identificado por Bold en 1981
en las auriculas?'. La familia de los péptidos natri-
uréticos comprende al ANP, que se produce en las
auriculas cardiacas, el BNP, en tejido cerebral, el CNP,
que se aislé en cerebro porcino aunque también se
expresa en Utero, traquea, plasma seminal, endotelio
y hueso, y la urodilatina, una variante del ANP que
contiene 4 residuos adicionales en el extremo amino
terminal y que se encuentra mayoritariamente en
rifién. Todos son codificados por genes distintos y la
proteina expresada sufre un proceso de maduracién
hasta que se convierte en el péptido bioactivo ma-
duro. Todas las formas activas maduras de los PN pre-
sentan en su estructura un ciclo de 17 aminoacidos
formado por un puente de cisteina cuya presencia en
la molécula es fundamental para la accion'™.

El ANP y BNP activan la GCp-A mientras que el
CNP activa la GCp-B. Una vez en la circulacién,
ANP y BNP migran a los tejidos donde acttan, como
el rifdn, la glandula adrenal y la vasculatura peri-
férica. La union de estos agonistas a su receptor pro-
duce un incremento de GMPc que resulta en la ex-
crecion de agua y sodio a nivel renal, disminucién
de la produccién de aldosterona, y relajacion de la
musculatura lisa, lo cual resulta globalmente en una
disminucién de la presion sanguinea??. El papel fi-
siolégico del CNP es mucho menos claro. Se ha pro-
puesto que el CNP forma parte de un sistema
natriurético vascular de accién paracrina, expresan-
dose el ligando y el receptor en endotelio y células
musculares lisas (CML) respectivamente. El efecto



neto seria una vasorrelajacion e inhibicién de la pro-
liferacion de las CML23. Ademas, el CNP participa
como regulador del crecimiento éseo en los huesos
largos?4.

Estos tres PN interaccionan también como un re-
ceptor especifico sin actividad guanilato ciclasa co-
nocido como NPR-C o receptor de aclaramiento,
que se internaliza en la célula tras unirse a PN, de-
gradandose ambos posteriormente?>. También existe
un importante mecanismo de degradacién de PN por
endopeptidasas en los tdbulos renales y en el en-
dotelio vascular. La proporcion de degradacion de
PN correspondiente a cada una de estas vias no es
bien conocida, asi como su importancia fisiolgica
en humanos?®.

El agonista natural de la GCp-C es la guanilina,
un péptido secretado junto con las mucinas en el
lumen intestinal, que se identific6 como el analogo
endégeno de las diversas enterotoxinas bacterinas
termoresistentes como las de E. coli que activan la
GCp-C en el intestino. A la misma familia pertene-
cen los péptidos uroguanilina y linfoguanilina. Gua-
nilina y uroguanilina se caracterizan por presentar
en su estructura peptidica dos ciclos con dos puen-
tes de cisteina, mientras que la linfoguanilina sélo
presenta un puente. Al igual que los PN son codifi-
cadas por genes distintos y expresadas como pre-
cursores que, tras ser procesados dan lugar a los pép-
tidos bioactivos maduros?”-2.

Acciones de los péptidos natriuréticos a nivel renal

Los PN presentan importantes acciones fisiolégi-
cas a nivel cardiovascular, sistema nervioso central
y renal.

El ANP aumenta la filtracion glomerular incre-
mentando la presién en los capilares glomerulares al
dilatar las arteriolas aferentes renales y constrefiir las
eferentes. Ademas, esta accién se complementa con
un aumento de la superficie de filtracion al relajarse
las células mesangiales. A su vez tiene un importan-
te efecto proliferativo, en combinacion con el éxido
nitrico sobre las células de estirpe mesenquimal
como las células mesangiales3®. Ademas de estas ac-
ciones vasculares y glomerulares, el ANP circulante
o la urodilatina sintetizada localmente inducen na-
triuresis por accion tubular directa®'-34. La urodilati-
na es mas resistente a la inactivacién por endopep-
tidasas, lo que puede explicar su mayor potencia.
Tanto el ANP como el CNP inhiben el sistema reni-
na-angiotensina-aldosterona, pero los efectos renales
directos del CNP no parecen muy relevantes3>-38,

La accion fisiolégica de los péptidos analogos a
guanilina todavia no es bien conocida. Como ago-

GUANILATO CICLASAS

nistas de las GCp-C en la region intestinal y renal
producen un aumento de la excreciéon de sodio y
agua. Se ha hipotetizado con la existencia de un eje
endocrino-paracrino entre el rindn y el intestino para
regular la homeostasis de sodio y agua, en el que
el principal agente mediador seguia la uroguanilina.
Ante un aumento en la ingesta de sales y agua se
activaria este sistema, aumentando la excrecion via
intestinal y renal. La uroguanilina es mas activa que
la guanilina y esta mas que la linfoguanilina39.

Guanilato Ciclasas solubles

La GCs es una hemoproteina citosolica formada por
dos subunidades, o (82 Kda) y B (70 Kda)*°. La forma
activa y mayoritaria suele ser un heterodimero, aun-
que las formas heterodiméricas coexisten en equilibrio
con los homodimeros, inactivos, quizd como meca-
nismo de regulacion fisiolégica*!. Se han clonado unos
doce cDNAs de GCs de 5 especies diferentes (rata,
oveja, pez Medaka, drosophila y humano). La prime-
ra en purificarse fue a1p1, de tejidos de oveja y rata*?,
que, mas tarde fue clonada en el ser humano (origi-
nalmente se la denominé a3p3)*. Otra subunidad hu-
mana clonada en cerebro fetal y, sélo detectable en
cerebro, placenta, pancreas y Utero se denominé
o244 También se clonaron subunidades 32 del rifidn
e higado de rata*®. Aunque la isoforma mayoritaria es
al1B1, en muchos tejidos humanos las tres subunida-
des se encuentran en diferentes proporciones*’. Asi
hay tejidos donde se encuentra mayor concentracion
de B1 que de al como es el caso del cerebro y el
pulmon, donde Budworth y cols., proponen que exis-
tirfa una presencia adicional de a2, o en la placenta,
donde se ha descrito recientemente el dimero a.2p143,
La forma a1 B2 no se ha demostrado que exista in
vivo.

La homologia entre ambas subunidades es del
32%. La regién amino terminal es la que menos si-
militud guarda, con un 20%. Es la region a hélice
central, con un 70%, y la regién catalitica con un
40% donde mas homologia se encuentra. f2 tiene
un 34% de homologia con 1 sobre todo en la zona
amino terminal®. Unido a la histidina 105 de la su-
bunidad B1 se encuentra el grupo hemo®°, formado
por una protoporfirina IX a la que esta unida un ion
ferroso, y a la que se une el 6xido nitrico (NO)°'.
También al grupo hemo se puede unir otra molécu-
la gaseosa, el mondxido de carbono (CO), que acti-
va a la GCs pero no de manera fisiolégica.

La formacién del complejo Fe-NO (o Fe-CO) pro-
voca un cambio conformacional en las estructuras
de las subunidades, que produce el efecto cataliti-
co. El mecanismo bioquimico no se conoce com-

235



F. RIVERO-VILCHES vy cols.

pletamente: esta ciclasa perteneceria a un tercer
grupo de hemoproteinas diferentes a las de trans-
porte de oxigeno o de electrones, que se activaria
por la unién de NO o CO y no por la unién de O,
a este grupo también pertenecen la proteina bacte-
riana FixL>3, que es una kinasa presente en la ca-
dena de fijacion de nitrogeno de algunas especies,
o el citocromo C bacteriano. El estudio de esta nueva
familia podra resolver parte del misterio, de la misma
manera que lo hara el estudio del mecanismo de ac-
tivacion de la AC>%; dada la homologia entre AC y
GCs se propone que existe un Gnico sitio de union
a sustrato, que se situaria en la porcién carboxilo
terminal de la subunidad a y que responde al cam-
bio conformacional que experimenta la subunidad f
tras la unién del ligando a su grupo hemo®.

Las GCs se encuentran localizadas en las células
de estirpe mesenquimal y en endotelio vascular,
como la GCp y la AC, dado que las tres tienen un
importante papel en el control vascular. Ademas la
GCs se encuentra en mucha mayor proporcién en
plaquetas, donde su efecto es inhibir la activacion
de éstas®® %7,

El NO es un radical libre descubierto como me-
diador intracelular en 1980, cuando se estudiaban los
mecanismos de accién de los nitratos como farmacos
vasodilatadores®®, de semivida muy corta y muy
lipofilo, de accién eminentemente paracina. Es sinte-
tizado por las 6xido nitrico sintetasas (NOS): NOS en-
dotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOs) y NOS indu-
cible (iNOS), a partir de L-arginina o analogos®. El
receptor natural para NO es la GCs, pero también
puede tener otros mecanismos de accion como me-
diador en otras vias de transmision de senales que
por ejemplo impliquen a citocromos, o puede tener
un efecto directo mediante nitrosilacién sobre algu-
nas proteinas, modificandose su funciéon natural, pero
en lo que a esta revision se refiere s6lo hablaremos
de su capacidad de activar la GCs y producir GMPc®°.

La via de senalizacion NO-GCs-GMPc media nu-
merosos procesos fisiolégicos: relajacion musculo
liso vascular y no vascular, neurotransmision perifé-
rica y central, activacion plaquetaria y fototransduc-
cion®, por lo que la GCs es una atractiva diana
terapéutica en situaciones patoldégicas como la an-
gina, el infarto de miocardio, hipoxia, glaucoma,
trombosis o shock séptico donde la activacién de
esta via esta fuertemente implicada.

A nivel vascular el NO actia como un potente mo-
dulador local del tono vascular y de la hemostasis. El
NO producido por el endotelio de los vasos actta sobre
las células musculares lisas vasculares o sobre las del
mismo endotelio, produciendo un efecto final de rela-
jacion celular que se traduce en vasorrelajacion y dis-
minucién de la permeabilidad del endotelio.
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Acciones del NO a nivel renal

El NO juega un importante papel en el control de
diversos aspectos de la funcién renal, tanto en si-
tuaciones fisiolégicas como patolégicas. EI NO es
producido de forma continua en el glomérulo nor-
mal, regulando directamente el tono de las arterio-
las glomerulares aferentes y el estado de contraccién
mesangial®2. Por otra parte el NO producido por la
macula densa, al parecer debido a la expresion de
una NOS constitutiva controla la hemodinamica glo-
merular directamente a través del sistema de retro-
alimentacioén tabulo-glomerular y la liberacion de re-
nina®. De esta forma, el NO interviene de manera
decisiva en la regulacion fisiologica de la presion
sanguinea glomerular, el flujo plasmatico renal, la
presion capilar glomerular y el coeficiente de ultra-
filtracion. Ademés, debido a esto, puede regular el
trafico de micro y macromoléculas a través del me-
sangio. Se ha sugerido que el NO puede mediar tam-
bién la natriuresis y la diuresis via GMPc, por una
accion tubular directa, de igual manera que los PN.
La modulacién de la funcién renal por NO esta me-
diada en parte por sus efectos sobre la presion san-
guinea sistémica.

El blogueo crénico de la sintesis de NO induce
hipertension sistémica, asi como proteinuria y es-
clerosis glomerular®®. Se ha demostrado que el NO
parece influir en la tasa de sintesis de determina-
dos componentes de la matriz extracelular mesan-
gial®.

En este contexto, las células mesangiales asi como
los macrofagos residentes son capaces de producir
elevadas cantidades de NO durante la inflamacién
glomerular y otras patologias renales que impliquen
dafio al glomérulo®. Ademas, el NO puede inhibir
la proliferacion de las células mesangiales junto con
el ANP, y de esta manera modular los efectos de ci-
toquinas y factores de crecimiento en la glomerulo-
nefritis®”. También es un regulador de procesos de
apoptosis, siendo sus efectos diversos segin el teji-
do; por ejemplo, es proapoptético en endotelio de
rata, aunque no en endotelio y linfocitos humanos®®.

El NO producido masivamente por la iNOS en
las células de estirpe mesenquimal por la esti-
mulacién con lipopolisacarido bacteriano o di-
versas citoquinas producidas durante una situa-
cion inflamatoria, tiene realmente, una funcién
citotéxica, que en situaciones como el shock sép-
tico conduciria a una hipotensiéon sistémica
debido a la gran estimulacién de la GCs®. En re-
laciéon con esta actividad citotéxica, se ha de-
mostrado que el NO compleja los centros de Fe
de cadenas respiratorias o dafna directamente el
DNA o inactiva las proteasas de algunos virus y



parasitos intracelulares mediante nitrosilacién,
produciéndose asi una defensa inmune inespeci-
fica’®.

Por lo tanto, los efectos del NO sobre el glomé-
rulo pueden ser protectores o perjudiciales,
dependiendo del balance entre el NO y otros me-
diadores quimicos en cada fase de la patologia glo-
merular.

MECANISMO DE TRANSMISION DE SENALES
POR GMPc

La activacién de las distintas guanilato ciclasas
produce un incremento de los niveles intracelulares
de GMPc, el cual produce efectos tan dispares como
relajacion celular, inhibicion de la proliferacion y
transmision de sefiales luminosas. La via de trans-
mision de la sefial que el GMPc emplea dentro de
la célula para producir estos efectos no esta muy
bien caracterizada. Dentro de los efectores mas co-
nocidos se encuentran las proteinas kinasas depen-
dientes de GMPc (PKQ).

Se conocen dos PKG, de las que hay diversas iso-
formas. PKG-I, que se expresa fundamentalmente en
las células de estirpe mesenquimal (musculo liso y
células mesangiales), plaquetas, neuronas, células
endoteliales y miocitos, y PKGIl que se expresa en
las células yuxtaglomerulares y tdbulos proximales
del rifion, en mucosa intestinal, cerebro y huesos”!.
La PKG-I interviene de forma decisiva en el proce-
so de relajaciéon celular: por una parte fosforila al
receptor del inositol trifosfato (IP3R) que produce
una inhibicién de la liberacion de Ca?*”? o un in-
cremento en su compartimentalizacion, reduciendo
la concentracién de Ca?* citosélico libre y por otra
participa en la activacion de la fosfatasa de la ca-
dena ligera de la miosina’?. Ademas, los canales
ionicos dependientes de GMPc se activa, contribu-
yendo aln mas a la disminucion del Ca?* intrace-
lular (ademés de otros canales)’ produciendo la re-
lajacion celular”. Los mecanismos moleculares que
median la activacion de la PKG-Il no son bien co-
nocidos, aunque se cree que los efectos descritos
anteriormente sobre la fisiologia renal son mediados
por esta isoforma’®.

Los niveles de GMPc se regulan a nivel intra-
celular por la actuacién de las fosfodiesterasas,
que lo degradan rapidamente. De las siete fami-
lias conocidas de fosfodiesterasas, tres son regula-
das alostéricamente por GMPc y una es inhibida
por la unién de GMPc en su centro catalitico. Exis-
te una regulacién cruzada entre los niveles de
AMPc y GMPc, siendo el AMPc otro de los inter-
mediarios moleculares en las vias de relajacion ce-
lular?7.78,

GUANILATO CICLASAS

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El GMPc es un mensajero clave en procesos de
fototransduccion y en la ruta de sefializacion del NO
y los péptidos natriuréticos. Las guanilato ciclasas
sintetizan GMPc usando un mecanismo anélogo al
que usa la adenilato ciclasa. La determinacion de
sus estructuras ha venido seguida de una serie de
trabajos con mutantes y ratones deficitarios en las
diferentes isoformas, que ha servido para clarificar
su papel fisiolégico y su mecanismo de actuacion?2.
La via de transmisién de la sefial iniciada por el
GMPc quedaria resumida en la figura 1.

Sin embargo, importantes preguntas permanecen
en el aire, como el mecanismo de regulacion de la
actividad y expresion de estas isoformas que las
hacen capaces de responder de forma diferente en
diversas situaciones fisioldgicas y la posibilidad de
que existiese una regulacién cruzada entre las mis-
mas, haciendo que la activacién de uno de los
sistemas generadores de GMPc condicionara modi-
ficaciones en los otros. Nuestro grupo esta estu-
diando estas posibilidades basandonos en diversos
indicios que sugieren que podria existir dicha regu-
lacion cruzada”o-8!.

Neuronas
. ANP
Endotelio BNP
1 e +—\ CNP
NO = Guanilina

Enterotoxina

~

B Dominio kinasa

GCs GCp
|
\
5"-GMP
Na* % / o
Ca2+ camales ATP %
:?;TL:;O;"S Proteina >_<

or GMPc ;
” \ diana /

ATP
v

* Natriuresis

¢ Relajacion células muscu-
lares vasculares y renales
(¥Ca)

o ¥ Presion sanguinea

Fig. 1.—Sintesis y receptores del GMPc
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