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EDITORIAL

INGREDIENTES PARA IMPARTIR UN
“BUEN” CURSO DE BIOQUIMICA

Una de las aspiraciones de cualquier profesor
es ofrecer buenos cursos. Cursos atractivos,
motivantes, a los que el alumno desee asistir,
esté atento, aprenda, participe y les recomiende
a sus amigos y companeros de la siguiente
generacién que se inscriban con ese profesor.
Cursos que dejen satisfechos a los maestros por
su puntualidad, por lo adecuado del programa,
por la entusiasta participacion de sus alumnos,
por lo justo de las evaluaciones, por la
sensacién de agrado que percibe el profesor de
parte de sus alumnos. En fin, a profesores y
alumnos les sobran indicadores para calificar la
calidad de los cursos en los que participan.

Al conversar con los alumnos recién egresados
de algunas de las carreras universitarias, no es
raro que se quejen de la mediocridad de los
cursos a los que asistieron y sélo mencionen
con manifiesto regocijo los cursos, y sobre todo

los maestros, que dejaron huella. Anaden uno
que otro curso que en su opinién fue pésimo.
Me parece de enorme utilidad préctica el
esbozar algunas caracteristicas sobresalientes
que en opinién de los alumnos, y de algunos
maestros, habrdn de estar presentes en un curso
para considerarlo como bueno.

En los cursos participa el profesor, fos alumnos
y hay que aprender una asignatura. Ideaimente
se precisard un conjunto de objetivos que
acoten lo que hay que aprender y la
profundidad que se pretende alcanzar, asi como
el orden en el que se sugiere la presentacién de
los contenidos a los educandos: lo anterior son
partes del programa. Los programas
escrupulosamente desarrollados requieren de
tiempo y experiencia por parte del equipo
docente que los elabora. La extensién del
Pasa » la pég. 3
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INGREDIENTES...

programa se ajustard al tiempo disponible para la
asignatura y es indispensable seleccionar los
contenidos més relevantes y adecuados en
funcién de la preparacién previa de los alumnos
y de las necesidades reales de aprendizaje en el
desempefio de la actividad profesional. No se
pretenderd preparar mini-especialistas.

En los cursos tedrico-practicos, como el de
bioquimica, los ejercicios pricticos son de
particularisima importancia, se requiere planear
pricticas novedosas, demostrativas, que deberin
conjuntar la sensacién de un reto que vale la
\piena resolver, con la posibilidad real de que lo

S

realice un buen alumno con las indicaciones
adecuadas. La impresion entre los alumnos de
que las practicas de bioquimica son recetas de
cocina venidas a menos es lacerantemente
frecuente. Desde luego, el manual de pricticas
es parte del programa, entonces, el primer
ingrediente para un buen curso de bioquimica es
preparar y disponer de un buen programa de
bioquimica.

El segundo ingrediente es contar con buenas
instalaciones y adecuados recursos para
facilitar el aprendizaje.. Un ntimero razonable
de alumnos, aulas acogedoras, bien iluminadas,
buenos pizarrones, proyectores, diapositivas,
acetatos, pero sobre todo bibliotecas
adecuadas, actualizadas, con suficientes copias
de textos y en donde dé gusto estar. En los

Pasaala pég.y




/f

Viene de Ia pég. 3

INGREDIENTES...

cursos tedrico-practicos los laboratorios son
criticos: espaciosos, equipados con las
substancias y reactivos requeridos.

El tercer ingrediente para un buen curso lo
constituyen los alumnos. (Cual podria ser el
retrato hablado de un buen alumno? Ramén y
Cajal lo describe asi: “Corazones generosos,
poetas a ratos, romanticos siempre, €stos
jévenes distraidos poseen dos cualidades
esenciales de que el maestro puede sacar gran
partido: desdén por el lucro y las altas
posiciones académicas y espiritu caballeresco
enamorado de algunos ideales” {Bien por Don
Santiago! No es posible enmendarle la plana,
pero puede hacerse el intento de modernizarla.
El alumno habré de mostrar interés genuino en
la asignatura, constancia en su estudio y
 participacion critica en el aula y el laboratorio.
Lo demés es lo de menos. Para participar
criticamente el alumno tiene que saber, sabe si
estudia, y para estudiar requiere de interés en
la asignatura. Es mejor frasearlo en sentido
inverso: si el alumno tiene interés en la
asignatura la estudiara, aprenderd y participard
criticamente en las actividades docentes.
Quiero hacer notar que la participacién del
buen alumno, para un buen curso, €s
eminentemente activa, corresponde a la
respuesta ideal que los profesores esperamos
de nuestros alumnos al “darles” la clase.

Y el cuarto ingrediente para un buen curso es
un buen profesor. El alumno lo aprecia si es
puntual, atento, respetuoso, si sabe su
asignatura y reconoce sus limitaciones, si
distribuye adecuadamente el tiempo para cubrir
el programa completo, si atiende a sus
alumnos, si se apega al programa de la
asignatura, si resuelve objetivos y efectda -
recapitulaciones oportunas, si s claro y justo

o

en sus evaluaciones. Todo eso lo aprecia el
alumno, pero creo que hay algo maés.
Intuitivamente el alumno aquilata en un nivel
superior al maestro que lo interesa
profundamente en su asignatura, que le
muestra las bondades de la misma, que lo
convence de invertir mucho tiempo
degustandola, en comparacién con el maesiro
que sblo le ensefia la asignatura y lo obliga a
que se la aprenda. El buen maestro es el que
comunica su identificacién con la asignatura de
la que es profesor y muesira un atractivo
camino para que el alumno la valore, la
razone y en la medida que la encuentra
agradable la entienda, la estudie, y la estudie
por el gusto de saberla, no por la necesidad
de aprobarla. El buen maestro es el que hace
vibrar al alumno en la frecuencia de su
asignatura. No es buen maesiro quien sélo
enseiia, el bueno es el que forma.

Se pueden mencionar algunos requisitos para
liegar a ser un buen maestro tal como lo
delinié en los parrafos anteriores, pero
carezco de la receta para describir lo que ha
de hacer un profesor para garantizar que
interesard a sus alumnos en su asignatura y los
convencerd de su belleza y sus bondades.
Estoy convencido de que ese buen profesor
debe estar persuadido, en forma minima de
dos cosas: su asignatura es la més bonita y la
mas importante de todas las asignaturas en el
mundo, y el tiempo mas valioso de su vida
profesional es el que dedica a sus alumnos.

Hago votos porque ofrezcamos a nuestros
alumnos buenos cursos en el espiritu aqui
anotado. Todos nos sentiremos mejor al
cumplir més cabalmente la primera de nuestras
obligaciones como universitarios.

-

Enrique Pina Garza

Departamento de Bioquimica

Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Auténoma de México
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or PROTEINA CINASA C: MECANISMOS DE
ACCION Y PERSPECTIVAS EN
LA COMUNICACION CELULAR

I La Proteina Cinasa C como elemento clave en los sistemas de transduccién hormonal.
KMartha Robles Flores. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México)

\

Una de las caracteristicas esenciales de los seres
vivos es la de poder comunicarse con su medio
ambiente. En la mayoria de los organismos su-
periores, existen dos sistemas principales de co-
municacién entre las células: el sistema hormo-
nal o endécrino y el sistema nervioso. La interre-
lacién entre estos dos sistemas es tan estrecha,
que se puede considerar como uno solo: el sis-
tema neuroendécrino. En ambos sistemas, las
células se comunican unas con las otras por
medio de mensajeros quimicos.

En la forma de comunicacién endécrina, una glan-
dula libera hormonas que pueden actuar sobre c€lulas
u 6rganos localizados en cualquier parte del organis-
mo. Las glandulas endécrinas secretan hormonas al
torrente sanguineo; cada célula blanco esta equipada
con receptores, los cuales son proteinas capaces de
reconocer especificamente a las moléculas de las
hormonas destinadas a actuar en ella.

Las hormonas de naturaleza hidrofobica, como
los esteroides, tienen la facultad de atravesar la
membrana celular y de poder unirse a receptores
que se encuentran en el citoplasma. Sin embargo,
la mayoria de las hormonas o mensajeros que se
producen son de naturaleza hidrofilica (como
péptidos, aminas y derivados de aminodcidos) y
no atraviesan la membrana celular, sino que
interaccionan con receptores localizados en el ex-
terior de ella. :

Los receptores de la superficie celular que se .
conocen hasta ahora se pueden clasificar en tres
categorias distintas (1), de acuerdo con la
topologia que presentan en la membrana
plasméatica y de acuerdo con los mecanismos
moleculares que emplean para transducir las sefia-
les: 1) receptores acoplados a proteinas G, ii) re-
ceptores que poseen funciones cataliticas intrinse-
cas, ya sea de tirosina cinasa, de fosfotirosina
fosfatasa, o de guanilato ciclasa y iii) receptores
que operan canales i6nicos.

El anélisis estructural de la familia de recepto-
res acoplados a proteinas G revela que todos ellos
son glicoproteinas integrales de membrana que
poseen una estructura con 7 dominios
transmembranales unidos entre si por asas
intracelulares y extracelulares. Se cree que la
unién del agonista (mensaje) con €l receptor pro-
duce una conformacidn alterada tal, que el recep-
tor activado es capaz de estimular a una proteina
G. Las proteinas G que se acoplan a receptores
de 7 dominios transmembranales, constituyen una
familia altamente conservada de proteinas
heterotriméricas compuestas por las subunidades
a, By vy (2) y funcionan modulando la afinidad del
agonista por su receptor, acoplando esta
interacciéon con los sistemas efectores. La
interaccion receptor-agonista induce el cambio de
GDP unido a la subunidad o por GTP, provocan-
do la disociacién de GTP-a de los componentes

Abreviaturas: PKA, Proteina cinasa A; AMPc, Adenosin-3',5' monofosfato ciclico; DAG, 1,2-diacilglicerol; aF, a-forbol; IP,, Inositol-
1,4,5-trifosfato; PCh, Fosfatidilcolina; PC-PLC, Fosfatidilcolina-fosfolipasa C; PDBu, Forbol 12,13-dibutirato; PI, Fosfatidilinositol; PI-
PLC, Fosfatidilinositol-fosfolipasa C (fosfoinositidasa); PIP,, Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PKC, Proteina cinasa C; PLA,, Fosfolipasa
Aj; PLC, Fosfolipasa C; PLD, Fosfolipasa D; TPA, 12-0O-tetradecanoil-forbol-13-acetato; 4-0-Me-TPA, 12-O-tetradecanoil-forbol-13-

acetato 4-0-metiléter.



B, y. Existe evidencia de que la subunidad acti-
vada GTP-o estimula entonces a la enzima
efectora apropiada hasta que la subunidad a, por
medio de su actividad intrinseca de GTPasa,
hidroliza al GTP. Esto lleva a la formacion de
GDP-a y a su reasociacién con f, v, quedando la
proteina G lista para volver a ser estimulada por
la interaccién agonista-receptor, mientras que la
enzima efectora transmitird la sefial, convirtiendo
a moléculas precursoras en segundos mensajeros
en el proceso global que se conoce como
transduccion. Por tltimo, los segundos mensaje-
ros son reconocidos con una extraordinaria afini-
dad y especificidad por proteinas que participan
en la propagacién intracelular de la sefal; éstas
son las llamadas proteinas cinasas,las cuales
fosforilan a algunas proteinas de la célula, que al
ser fosforiladas, cambian en su actividad y activan
o inhiben a su vez a otras proteinas cinasas y/o
fosfatasas, desencadenando asi una cascada de
cambios que amplifican la sefial en el interior de
la célula.

En resumen, en el maravilloso escenario de la
comunicacién celular, nos encontramos con los
siguientes protagonistas: los mensajeros, proteinas
receptoras, proteinas G transductoras, proteinas

efectoras del mensaje y por tltimo, las proteinas -

cinasas amplificadoras, que propagan la sefial para
dar la respuesta final de la célula al mensaje inicial
captado. En este escenario, son dos los sistemas
de transducci6n de sefiales que mejor se conocen
en la actualidad: el sistema de la adenilato ciclasa
y el sistema de recambio de fosfolipidos con
movilizacién de calcio. El presente articulo se
centra en el estudio de una de las proteinas
amplificadoras de sefiales hormonales mas
versétiles y trascendentales para la célula: la pro-
teina cinasa C, enzima clave en el sistema de
transduccién de recambio de fosfolipidos y movili-
zacién de Ca*, por lo que a continuacién se des-
cribird detalladamente este sistema, después de
una breve descripcidn del sistema de la adenilato
ciclasa.

SISTEMA DE ADENILATO CICLASA

El segundo mensajero més conocido hoy en dia
es sin duda el AMP ciclico (AMPc), descubierto
por el grupo del Dr. Sutherland en los afios se-
sentas, BEste compuesto es generado en fraccién

de segundos y en forma transitoria como resul-
tado de la activacidén de la enzima adenilato
ciclasa que forma al nucledtido ciclico a partir
de ATP, generando también pirofosfato.

Si bien algunas hormonas como glucagon o
vasopresina tienen la capacidad de estimular la
actividad de la adenilato ciclasa, otras hormonas y
neurotransmisores como la somatostatina y la
acetilcolina, disminuyen los niveles de AMPc al
inhibir a la enzima. También, algunas més como
la epinefrina, son capaces de inducir ambas accio-
nes a través de receptores diferentes. La activa-
cién o la inactivacién de la adenilato ciclasa me-
diada por receptor, se lleva a cabo a través de
proteinas transductoras Gs (estimuladora) y Gi
(inhibidora), respectivamente. Estas proteinas sir-
ven a su vez de susirato a toxinas bacterianas. La
toxina del célera es capaz de ADP-ribosilar a la
subunidad a de Gs en un residuo de arginina,
blogueando su actividad de GTPasa y dejéndola
entonces en forma permanente activa para estimu-
lar la produccién de AMPc en las células (3). A
su vez, la toxina pertussis ADP-ribosila a la
subunidad o de Gi en un residuo de cisteina, blo-
queando la actividad inhibidora que ejerce sobre
la adenilato ciclasa (4).

En cuanto al elemento efector en este sistema
de transduccién de la adenilato ciclasa, se tiene
evidencia de que existe en miultiples formas
moleculares. La enzima purificada de corazon y
de cerebro consta de una sola cadena polipeptidica
con peso molecular aproximado de 150 kDa. Por
lo menos una forma de la enzima de cerebro es
activada por calmodulina, probablemente de ma-
nera directa, mientras que las otras formas de la
enzima pueden ser activadas también directamen-
te, pero de manera farmacolégica, con el diterpeno
forskolina.

Una vez formado el segundo mensajero por la
adenilato ciclasa, el AMPc, es reconocido por la
protefina cinasa A (PKA), enzima encargada de la
propagacion y amplificac.on de las sefiales acopladas
a este sistema. La PKA estd constituida por dos
subunidades reguladoras y dos cataliticas; la unién
del AMPc a las subunidades reguladoras altera su
afinidad por las subunidades cataliticas, provocando
la disociacién en un dimero de subunidades regula-



doras-AMPc y dos subunidades cataliticas libres,
capaces de fosforilar a otras proteinas y de iniciar la
propagacién de la sefial normal.

- Existen evidencias de que hay una gran
interaccién entre los sistemas transductores aco-
plados a la adenilato ciclasa-PKA con los acopla-
dos al recambio de fosfolipidos-activacién de la
proteina cinasa C (PKC). Esta interaccién depen-
de del tipo celular y puede resultar en un
sinergismo, potenciando la formacién de segun-
dos mensajeros de un sistema o del otro, o bien,
en un antagonismo, disminuyéndola. Los meca-
nismos moleculares implicados en esta
intercomunicacién se han dilucidado en algunos
casos.. Asi, se ha observado que los efectos de la
PKC sobre el sistema de adenilato ciclasa son
complejos y multiples pudiendo afectarlo a nivel
de cualquiera de sus componentes (Fig 1), ya sea
por la fosforilacién directa de ellos por PKC (5)
o por la induccién de una alteracién atin no bien
definida molecularmente de alguno de ellos, como

en el caso de Gs (6).

5 n 10
. y Ringer descubri6 que el tejido
muscular que estaba examinando no se contraia
en ausencia del catién. Mis tarde, Mabel y Lo-

-sensib

well Hokin, observaron que la administracién de
acetilcolina a células secretoras pancreticas au-
mentaba la incorporacién de fosfato radiactivo a
fosfatidilinositol, uno de los fosfolipidos consti-
tuyentes de la membrana celular. Sin embargo,
no fue sino hasta 1975 en que Robert Michell
percibi6 claramente una asociacién estrecha en-
tre el recambio del fosfatidilinositol (PI) y las
variaciones en la concentracién de Ca® libre en
el citoplasma de la célula, proponiendo que el
mecanismo de transduccién para un gran niime-
ro de mensajeros involucra, como paso inicial,
un aumento en el recambio de fosfoinositidos, el
cual, a su vez, conduce a cambios en la concentra-
cién intracelular de Ca* (7). Desde 1975 hasta la
fecha, el avance en el conocimiento sobre este tema
ha sido enorme, y sigue evolucionando con gran
rapidez. Los elementos que componen este sistema
son. 4: receptores, proteina Gp, fosfolipasas
efectoras y la proteina cinasa C. La visi6n actual
que se tiene de este sistema es la siguiente:

A) TRANSDUCCION DE LA SENAL
Los agonistas movilizadores de calcio incluyen a
hormonas, neurotransmisores y factores de cre-
cimic i

ii1 i

O

Fa 2
Ao LT

N~ ‘:,_ Lo ; g =i 7,‘
le 2 (10), mientras que en otros,
»

omo las membranas de higado bovino, la activa-
i6n de fosfolipasa C (PLC) por dos proteinas

L

P

Q. G




Gqo. (Gps) es insensible al tratamiento con ella
(8). Existe gran evidencia (10-12) que sugiere que
existen distintos tipos de Gp que pueden acoplar-
se selectivamente tanto a diferentes receptores €x-
presados en la misma célula, como a diferentes
tipos de fosfolipasas efectoras.

" Una vez activada la proteina Gp, se induce la
activacién de una fosfolipasa ya sea tipo C, D 0
A,, la cual a partir de fosfolipidos precursores
produciran los segundos mensajeros de la sefal
hormonal. Hasta hace poco tiempo, el esquema
clasico de este sistema de transduccion ‘estaba
representado exclusivamente por la hidrélisis del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  (PIP,)  por
fosfolipasa C (PLC) mediada por receptor (Fig 2).
Sin embargo, estd muy claro actualmente que 10s
agonistas movilizadores de Ca* pueden inducir
tampbién una hidrélisis rapida de fosfatidilcolina
(PCh) a través de diferentes tipos de fosfolipasas.

Esteres de
forbol

3 [Ccz’}

Figura 2. Modclo de regulacién por rctroalimentacién cjercido
por la protefna cinasa C sobre ¢l sistema de transduccion
{osfoinositidos-calcio. H, hormona o ncurotransmisor; R, recep-
tor; PLC, foslolipasa C (fosfoinositidasa); PIP,, fosfatidilinositol-
4,5~bifos[alo; DG, diacilglicerol; IP,, mio-inositol-1,4,5-trifoslato;
GPs, prolcina G estimulatoria adn no caraclerizada; [Ca™}, con-

centracién del ion calcio; PKC, protefna cinasa €.

Los fosfoinositidos son un pequefio grupo de
fosfolipidos de membrana, finicos en cuanto a su
cabeza polar de mio-inositol que puede ser
fosforilada en varios sitios. Como la mayoria de
los glicerolipidos, estdn constituidos por un €s-
queleto de sn-1,2-diacilglicerol, con la cabeza

polar unida al dtomo de carbono 3. Forman un
componente menor de todas las membranas
eucaridticas, pues colectivamente constituyen
usualmente menos del 8% del total de lipidos de
membrana (1).

La fosfatidilcolina, por el contrario, es el tipo
de fosfolipido més abundante en los tejidos de
mamifero y puede constituir hasta el 50% del
contenido total de fosfolipido en la célula (3).
Consiste de -1’,2—diaci1-sn-glicero—3-f0'sfocofina, 1-
0-alquil-2-acil-sn- glicero-3-fosfocolina y 1-alquil-
1'-enil-2-acil-sn-glicero-3 fosfocolina.  En la ma-
yoria de los tejidos, la subclase dominante es €l
1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina (13). La PCh
de tejidos de mamiferos normalmente contiene un
4cido graso saturado en el carbono 1 (frecuente-
mente acido miristico) y un acido graso insaturado
en la posicién del carbono 2 del glicerol. Com-
parado con los fosfoinositidos, los cuales estan
relativamente enriquecidos en 4cido estedrico y
4dcido araquidénico, el 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfocolina, es relativamente enriquecido en dcido
araquidénico y contiene principalmente &cido
oleico o linoleico en la posicién del carbono 2. Sin
embargo, el 1-0-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfoco-
lina estd relativamente enriquecido en dcido
araquidénico en esa posicion. Todo esto tiene
gran importancia, pues significa que, segin el tipo
de fosfolipasa que se active y segin el sustrato
que ésta emplee, podrdn producirse diferentes se-
gundos mensajeros que desencadenan a Su Vez
diversas respuestas celulares. De acuerdo a la
molécula efectora que se active, los mensajeros
que se producen son los siguientes:

a) Fosfolipasa C.- Las fosfolipasas C son
fosfodiesterasas que hidrolizan el enlace
glicerofosfato de fosfolipidos intactos para gene-
rar diacilglicerol (DAG) y la cabeza polar soluble
que lleva el grupo fosfato. La mayoria de las PLC
que se han estudiado hasta ahora hidrolizan pre-
ferentemente al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP,), pero se conoce también la existencia de
otras PLC que no utilizan como sustrato al PIE,
sino a la fosfatidilcolina (14).

Existen multiples formas de PLC especificas
para fosfoinositidos, que, seglin su secuencia, se
han clasificado en cuatro familias de isozimas Q,



B, y y & (1) las cuales poseen distinto peso
molecular y, sorpresivamente, aunque tres de ellas
poseen dos estrechas regiones de secuencias
homologas, muestran muy poca homologia global
en su secuencia de aminodcidos. La hidrélisis del
PIP, por fosfolipasa C (PI-PLC) genera dos se-
gundm mensajeros: el DAG y el inositol-1 45
trifosfato (IP )

El IP, tiene la capacidad de interactuar con re-
ceptores intracelulares localizados a nivel del
reticulo endoplasmico liso (15). La activacién de
estos receptores por este segundo mensajero in-
duce la apertura de un canal que libera calcio de
este organelo, aumentando de 3 a 10 veces la
concentracion de calcio citosdlico, desde un valor
de 100-200 nM hasta 600-1000 nM. Este incre-
mento en la concentracion de Ca® es un factor de
acoplamiento muy importante, pues es capaz de
activar a mdltiples enzimas en forma directa y a
proteinas cinasas dependientes del cation o del
complejo Ca*-calmodulina. Ademis, el IP, puede
ser fosforilado por una cinasa para la formacién
del inositol-1,3,4,5-tetrafosfato (IP,). Se ha pro-
puesto que tanto el IP, (15) como el IP, (16)
pueden tener una funcion importante en la regu-
lacién de la entrada de calcio del exterior de la
célula, necesaria para sostener respuestas por
tiempo prolongado (més de 5 minutos). Se sabe
que existe una interconversién rapidisima de los
fosfoinositidos, lo cual mantiene niveles mas o
menos constantes de ellos en la membrana
plasmitica de las células. Asi mismo, el IP, es
metabolizado hasta la obtencién de inositol llb;e
el cual es reciclado a fosfatidilinositol.

El otro segundo mensajero producido por la
hidrélisis del PIP, o de la fosfatidilcolina (PCh), el
diacilglicerol (DAG), cs un compuesto hidrofébico
dc aparicién transiloria, ya que su desaparicidn se
produce c¢n scgundos o minutos de su formacién
y acliva a la PKC, como se deseribird més adelan-
te. Por su composicion mas variada, la hidrolisis
de PCh por fosfolipasa C puede producir distintas
especies molcculares de DAG (13), mientras que
la hidrélisis de PIP, genercalmente produce un
solo tipo de DAG: el compuesto por 1-estearato
y 2-araquidonato. La gran velocidad con que
ocurre la degradacion del DAG obedece a que es
metabolizado a dcido fosfatidico (AP) por la

DAG-cinasa o a 1-acil-glicerol y 4cido graso libre
por la DAG-lipasa, los que a su vez, pueden ori-
ginar otros mensajeros.

b) Fosfolipasas A..- Son esterasas dependientes
de Ca* que catalizan la hidrélisis de la posicién 2-
éster de los 3-sn-fosfoglicéridos. Se conoce bas-
tante de la estructura de las PLA,: constituidas
por una sola cadena polipeptidica, poseen cerca
de su extremo amino-terminal un patrén de resi-
duos de cisteina repetido en tandem cuya secuen-
cia y distribucién es similar a la que se encuentra
en el dominio regulatorio de las PKC; ademis,
existe homologia en la secuencia de aminoécidos
entre la PKC y el sitio activo de las PLA , en
posiciones anélogas relativas al patrén de cisteina.
De estas observaciones se ha hipotetizado que las
PKCy las PLA,, comparten elementos estructura-
les importantes para la interaccién proteina-
fosfolipido (18). En cambio, la informacion que se
tiene sobre el papel de estas fosfolipasas en la
transduccién de senales que activan a la PKC es
escasa en comparacién con la que se tiene de las
PLC y su estudio constituye en la actualidad un
campo de investigacién muy activo.

Se ha observado en distintos tipos celulares la
activacion de la PLA, mediada por receptor
(14,19), asi como su activacién por distintas pro-
teinas G (20). También se ha demostrado que las
proteinas cinasas A,C y las tirosina cinasas, regu-
lan la actividad de la PLA, celular (21).

La fosfolipasa A hidroliza varios fosfolipidos
de membrana incluyendo a fosfoinositidos, PCh y
a la fosfatidiletanolamina (PE). La hidrélisis de
PIP, o de PCh por esta fosfolipasa genera, por un
lado, acidos grasos insaturados: oleico, linoleico o
araquidénico, que seglin se ha demostrado, esti-
mulan a la proteina cinasa C en la presencia o
ausencia de calcio y de fosfolipides, y por otro
lado, ¢l lisofosfolipido correspondiente.

Cuando el 4cido graso que se libera es el
araquidoénico, éste es convertido a través de las
rutas de la ciclo-oxigenasa y de la lipo-oxigenasa
a eicosanoides que incluyen a prostaglandinas,
tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos y
lipoxinas (22). En algunas células, como en las
Kupffer, se ha encontrado que la PLA, se transloca



rdpidamente a las membranas de manera depen-
diente de Ca?* para actuar como Ja suministradora
principal de acido araquiddnico en estas células, y
por tanto, como la enzima limitante en la sintesis
de eicosanoides, muchos de los cuales son media-
dores lipidicos potentes en los procesos de infla-
mac;én 123}

¢) Fosfolipasa D.- Esta enzima hidroliza a
fosfolipidos en el enlace existente entre el grupo
de cabeza polar y el dcido fosfatidico. Investiga-
cién muy reciente ha revelado evidencias que
sugieren que existe otra forma en la célula para
generar DAG a partir de PCh involucrando la
actividad de una fosfolipasa D (PLD) aparente-
mente a través de una proteina G (25,26). Los
segundos mensajeros que se forman son colina y
4cido fosfatidico (AP), y a partir de éste, por
accién de la fosfatidil-fosfohidrolasa, se genera el
DAG (25). Adicionalmente a la hidrélisis, la PLD
cataliza una reaccién tnica de transfosfatidilacion
por medio de la cual la porcién fosfatidil del
sustrato fosfolipido es transferida a alcoholes
primarios para producir fosfatidilalcoholes (13). De
hecho, esta reaccién ha servido de apoyo adicional
para demostrar que se activa la PLD en experimentos
en los cuales los agonistas promueven la formacion
de fosfatidiletanol en la presencia de etanol (27).

AGONISTAS

/\\\_

Hasta el momento, se desconoce €l papel que
juega la colina liberada por la PLD o el de la
fosfocolina producida por la PLC a partir de PCh;
sin embargo, se ha propuesto que la sintesis de
acetilcolina en el cerebro estd acoplada a la
hidrélisis de PCh (28). El 4cido fosfatidico, cuya
composicién puede variar segiin el tipo de PCh
que se hidrolice, puede constituir en si un mensa-
jero potencial antes de ser degradado posterior-
mente a DAG (13).

La hidrélisis de PCh por PLD se observa fre-
cuentemente después de un cierto periodo largo
de estimulacién con hormonas o con ésteres de
forbol (activadores de la PKC). Hay evidencia
que indica que algunos agonistas generan DAG de
manera bifdsica, a través de la estimulacién
secuencial de PLC y de PLD/PA hidrolasa proba-
blemente para inducir una activacién sostenida de
la PKC, necesaria especialmente para producir las
respuestas a largo plazo de ésta (29).

Finalmente, las conclusiones respecto a la manera
en la cual es regulada la PLD varfan. Algunos inves-
tigadores han inferido que la activacién de PLD es
dependiente de proteina cinasa C. Otros han atribui-
do la activacién de PLD al aumento en €l calcio
citosdlico inducido por agonistas (27).

Pl — 4 PIR

GEsL

Ca**mov,

Enzdmos CoM/Co®®

Figura 3. Mecanismos de activacién e inhibici6n de la protefna cinasa C. PI, fosfatidilinositol; PIP

,» fosfatidilinesitol 4,5 bifosfato;

PC fosfatidilcolina; GEsL, gluccesfingolipidos; PLC, fosfolipasa C; PLD, fosfolipasa D; PLA, fosfolipasa A, EM, esfingomelinasa;
IP,, inositol 1,4 5-trifosfato; DAG diacilglicerol; C, colina; AF, 4cido fosfatidico; AA, 4cido araquidénico; AO, 4cido oleico; LISO-
PC lisofosfatidil colina; E, esfingosina y LISO-E, hsoesfmgosma
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En la figura 3 se encuentra esquématizado un
resumen de los segundos mensajeros que se pue-
den generar en este sistema de transduccién de

sefiales, indicando las enzimas efectoras que los

producen y la modulacién positiva o negativa que
ejercen sobre la PKC. Los fenémenos que se han

resefiado en este capitulo, han sido objeto de un
estudio intenso en los Ultimos afios; y aunque no
se han esclarecido muchas preguntas, se esté pro-
gresando en forma espectacular en este campo,

~ por lo que seguramente en los préximos afios se

tendré la respuesta a muchas de ellas.
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(o PROTEINA CINASA C: MECANISMOS DE )
| ACCION Y PERSPECTIVAS EN
LA COMUNICACION CELULAR

Los trabajos de Krebs, Fischer y Larner en los
afnos 1955-70, llevaron al descubrimiento de la
regulacion enzimética por fosforilacién reversi-
ble, cuando demostraron que el control neuro-
hormonal del metabolismo de] glucégeno en
musculo esquelético estaba mediado por cam-
bios.en el estado de fosforilacién de las enzimas
glucégeno fosforilasa, fosforilasa cinasa y glucé-
geno sintasa.. Estas 3 enzimas fueron los nicos
ejemplos de este fenémeno hasta finales de 1960,
cuando se descubri a la proteina cinasa A, de-
pendiente de AMPc (1). En los dltimos 10 afos,
se ha visto un enorme avance en esta drea, es-
pecialmente con el advenimiento de las técnicas
de clonacion molecular, asf como con el descu-
brimiento de que muchos oncogenes codifican
para proteinas cinasas. Actualmente asciende a
mds de 100 el nimero de proteinas cinasas des-
critas y seguramente se descubrirdn mis, ya que
se ha calculado que el genoma de los mamiferos
puede codificar hasta para mil diferentes protei-
nas cinasas (2).

Todas las proteinas cinasas caracterizadas hasta
ahora, cacn cn una de dos grandes clases: las
especificas para fosforilar residuos de serina y
treonina, y las especificas para fosforilar residuos
de tirosina. A pesar de esta diferencia, existe entre
todas ellas una gran homologia en sus dominjos
cataliticos, pues la comparacién de las secuencias
primarias de un gran niimero de ellas, ha revelado la
existencia de tres regiones altamenie conservadas que
constituyen el sitio de unién para el ATP: son las
secuencias Gly-X-Gly-X-X-Gly, X-Ala-Val/lle-Lys-
X, y dentro de una regién de 60 aminoécidos,
caracteristicamente espaciados, los tripletes Arg-Asp-
Leu, Asp-Phe-Gly y Ala-Pro-Glu 2.
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El proceso de fosforilacién y desfosforilacién de
proteinas catalizada por proteinas cinasas y por pro-
teinas fosfatasas, ests reconocido como uno de los
medios principales a través del cual se regulan las
funciones celulares. Entre os que estan regidos por
esle proceso, son los siguientes: a) transduccién de
sefiales hormonales, b) regulacién de rutas
metabélicas, c) regulacién de la sintesis de proteinas,
d) organizacién del citoesquelcto, €) regulacién de la
transcripeién, f) neurotransmisién Yy g) regulacién de
apertura o cierre de canales i6nicos,

La fosforilacién multiple es un mecanismo sen-
cillo para ampliar grandemente el potencial re-
gulatorio de las enzimas: la fosforilacién en un
sitio puede amplificar, o bien, antagonizar los efec-
tos de la fosforilacién en otros sitios, o puede
alterar las velocidades a las cuales son fosforilados
0 desfosforilados éstos. La fosforilacién en dis-
tintos sitios por diferentes proteinas cinasas, capa-
cita a las enzimas para responder a varios estimu-
los fisiolégicos, ya que las interacciones entre los
sitios de fosforilacién pueden representar el meca-
nismo por el cual un estimulo influye en otro. Los
sustratos, activadores o inhibidores, pueden tam-
bi€n afectar la velocidad a la cua] es fosforilada o
desfosforilada una enzima, amplificando o supri-
miento los efectos de [a modificacién covalente.
La fosforilacién-desfosforilacién por €so no debe
considerarse como un mecanismo de “apagado o
encendido” de una enzima, sino més bien como
una forma de cambiar a esta proteina en dos o
varias formas, que respondan diferencialmente a
sustratos y a moléculas reguladoras, lo que ofrece
posibilidades de un control finisimo para integrar
la informacién extra e intracelular y producir la
respuesta precisa.



CARACTERES ESTRUCTURALES

DE LA PROTEINA CINASA C. ,
Desde su descubrimiento en 1977 por el grupo
de Yasutomi Nishizuka, la PKC se ha convertido
cn el foco de atencién de investigadores intere-
sados en el estudio de los mecanismos de
transduccién de senales, de diferenciacién celu-
lar y de tumorigénesis.

Los estudios de clonacién molecular, asi como
los analisis bioquimicos, han revelado que la PKC
existe como una familia de maltiples subespecies
con estructuras estrechamente relacionadas entre
si. Hasta el dia de hoy, se han identificado 8
subespecies de PKC: a, BI, BIL, v, 8, &, & y-1 (3).
Las subespecies I y BII derivan de un solo gen,
que sc transcribe en dos RNAm distintos por
procesamiento alterno; difieren una de otra aproxi-
madamente en 50 residuos de amino4cidos locali-
zados en la regién V5 de sus extremo carboxilo,
Todas las subespecies de PKC poseen diferencias
cn su modo de activacidn, propiedades cinéticas y
especificidad de sustrato (4,5) y pueden ser sub-
divididas en dos grupos (3): las dependientes de
Ca* (a, By y) y las independientes de Ca2* (9, e,
E y m). Ambos grupos de proteinas consisten de
una sola cadena polipeptidica con una estructura
homéloga general: 3 o 4 regiones altamente con-
servadas y 5 regiones variables distribuidas en dos
dominios, uno regulatorio y otro catalitico, sepa-
rados entre si por la regi6n variable V3, como se
muestra en la figura 1. . g

DOMINIO REGULATORIO

La mitad amino terminal contiene las regio
constantes C1 y C2 y constituye el domi
regulatorio, que interacciona con Ca?, fosfolip
Y DAG o ésteres de forbol. Cabe hacer notar a
que solamente los dominios regulatorios de
isozimas a, B y y contienen la regién C2, mien|
que en las demés subespecies estd ausente.

En el extremo amino de la regién C1 se local
el motivo denominado “pseudosustrato”, ide
ficado por primera vez por House y Kemp
1987 (5). Se trata de una pequena secuen
aminoécida cuyo motivo central RKGALR po
una gran afinidad por el sitio activo de la PKC,
que se parece al sitio de fosforilacién de
sustratos de la enzima al tener una secuencia G
Ala flanqueada por residuos bésicos, determin:
tes para el reconocimiento del sitio a fosfori
por la PKC. De hecho, un péptido sintético ¢
contiene la secuencia pseudosustrato actda co
potente inhibidor de PKC, mientras que la su
tucién de Ala por Ser en esta secuencia,
tranforma en un excelente sustrato para la enzi
(4,5). Esto llevé a proponer a House y Kemp ¢
el sitio pseudosustrato puede interaccionar con
sitio activo de PKC en las células para manter
inactiva a la cinasa en ausencia de activadores (

La regién constante C1 contiene ademdés, u
repeticién en tandem de la secuenica rica
cisteina-Cys—X2~Cys-X13(14)-Cys»X2-Cys-X
Cys-X7-Cys, donde X representa cualqui

DOMINIO CATALITICO

B of
FCOOH B.B.
. ¥
Cy \"/

ﬁ’;ﬁcoon 5

]h.coou z

Figura 1. Estructura de la familia de prolefnas cinasas C. Cl'a C4, regiones constantes 1a 4; V1 a VS5, regiones variables 1a 5; A, regi

donde se localizan las secuencias ricas en cisteina “dedos de zinc”.
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aminoécido (6). Esta secuencia es conservada en
todos los miembros de la familia de PKC, con la
excepci6n de que en PKC E no esté repetida (1),
y es similar a la secuencia consenso de “zinc-
DNA-binding-finger”. (dedos de zinc) presente en
muchas metaloproteinas y en proteinas que se unen
al DNA y que estén relacionadas con la regulacion
de la transcripcién de éste (8), aunque en el caso
‘de la PKC, no hay evidencia sélida que indique
que se une a DNA. s :

La regién conservada C2, de 115 residuos de
aminoacidos que sigue a la regién V2, es idéntica
‘en un 67% en los tipos o, B y ¥, y més del 65%
de las diferencias entre ellos representan cambios
conserva-tivos.. Se ha demostrado que esta region
lleva el sitio de unién para calcio, ¢l cual no posee
una estructura tipica “brazo EF” (a hélice-asa-a
hélice) presente en la mayorfa de las proteinas que
unen Ca®*-(4).

Inmediatamente adyacente a la regién C2 se
localiza la regién V3, que es la mis extensa y la
de mayor divergencia entre fodas las 5 regiones
variables de PKC. Esta region posee caracteris-
ticas hidrofilicas y se cree que representa una zona
expuesta de las PKC pues es muy sensible al ata-
que proteolitico. Parker et al han propuesto que
representa una region bisagra entre los dominios
catalitico y regulatorio (6,9). La mitad carboxilo
terminal de cada isozima, que empieza después de
la regi6n hipervariable V3, contiene las regiones
constantes C3 y C4 y es el dominio catalitico de
PK.C, pues muestra grandes grupos de secuencias
homologas a las existentes en otras proteinas
cinasas. La regién conservada C3 tiene un sitio
de unién para ATP Gly-X-Gly-XX-Gly...Lys y
es especificamente el sitio activo de la enzima (4).
Aungue la regién C4 contiene otra secuencia idén-
tica a ésta, se desconoce si representa o0 no un
sitio de unién adicional para ATP (10). Por tl-
timo, se presenta la regién variable V5, en el
extremo carboxilo, cuya longitud varia entre las
diferentes formas de PKC.

El peso molecular de las PKC oscila entre 76 y 90

kDa. El de la subespecie & es menor (64 kDa) -

debido a que solamente contiene una secuenica “de-
dos de zinc” en vez de dos, mientras que la de mayor
peso molecular es la subespecie €, de 90 kDa 4).
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LOCALIZACION DE LA PKC

La localizacién genética de los miembros de la
familia de PKC se ha establecido solamente para
las subespecies dependientes de calcio. EI gen
de PKC a se localiza en el cromosoma humano
17, el de PKC B en el cromosoma 16 y el de
PKC en e cromosoma 19.

El uso de técnicas tales como la hibridacién in
situ con mRNA vy el anlisis Northern con sondas
oligonucleotidicas especificas, ha sugerido que al-
gunas isozimas de PKC se expresan especifica-
mente en ciertos tejidos (10). El patrén de expre-
sién de multiples especies de PKC se ha examina-
do también usando técnicas bioquimicas, ci-
toquimicas e inmunolégicas con anticuerpos espe-
cificos para cada subespecie. Mucho se conoce
acerca de la distribucién de a, By y y poco de |

e b, e E Y N , ; ;

La subespecie o es la que se encuentra mas
ampliamente distribuida. Las PKC con las se-
cuencias PI y PII estén presentes en proporcion
variable en muchos tejidos y tipos celulares inclu-
yendo el cerebro. En la rata, la subespecie y se
expresa Gnicamente en el cerebro y en la médula
espinal. En cuanto a la localizacion de las
isoformas independientes de calcio, se ha reporta-
do que PKC  es la forma principal que se expresa
en tejido hematopoyético de ratén (11), que PKC
¢ se expresa en células de pituitaria, cerebro y
timo de rata (12), PKC & en cerebro, plaquetas y
neutréfilos (13), y por tltimo, que PKC 1 se ex-
presa predominantemente en pulmén y en piel de
ratén (14).

Algunos tejidos como corazén, pulmén, corte-
za adrenal y también las plaquetas, parecen con-
tener varias subespecies atin no definidas. Ade-
mis, se ha observado que la mayoria de las células
contienen més de una subespecie de PKC en di-
ferente proporcién, cuya distribucién intracelular
varia dependiendo del estado de proliferacion de
las células (11). - ;

En cuanto a la localizacién intracelular de la
PKC, el anélisis de las caracteristicas hidropéticas
de las PKC demuestra una similitud general entre
ellas y no ofrece pistas adicionales respecto a su
posible localizacion; solamente la regién repetida



rica en cisteina contiene grupos pequefios de se-
cuencias hidrofébicas, que pueden permitir, con
una conformacion apropladamente plegada, la
asociacién de la PKC con el lado citopldsmico de
la membrana plasmatica (9). Se ha reportado que
la isoforma PBI frecuentemente estd asociada con
la membrana plasmética, mientras que la PII se
localiza en el aparato de Golgi (4). También se
ha reportado la localizacién de PKC 3 en nticleo
(15), asi como su translocacién desde el cito-
sol hasta el ndcleo en varios sistemas humanos
y en higado de rata (16,17). Sin embargo, se
desconoce en la actualidad la topografia intra-
celular precisa de las subespecies de la proteina
cinasa C.

ACTIVACION DE LA PKC

Para entender el mecanismo de accién de la PKC
se requiere conocer el proceso de su activacion.
La base molecular de este proceso dista mucho
de ser clara en el presente. No obstante, se tiene
conocimiento de varios aspectos de este fené-
meno, que se describirdn a continuacién.

Los moduladores enddgenos naturales positi-
vos- por excelencia de la PKC son el sn-1,2-
diacilglicerol, fosfolipidos dcidos, particularmente
la fosfatidilserina y, en el caso de las isoformas «a,
B y v, también el calcio. Como ya se describi6 en
el-articulo anterior, existen varias rutas que pro-
veen el DAG necesario para la activacion de la
enzima, mientras que la movilizacién de calcio
resulta solamente de la liberacién de IP, por la
hidrélisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,).

Entre varios fosfolipidos probados (18), sélo
los de carécter dcido de cadena larga, ademés de
la  fosfatidilserina (PS), - tales - como el
fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina (PE)y
el acido fosfatidico (AP), han sido efectivos para
producir la activacién de PKC, en diferentes gra-
dos y a concentraciones de calcio relativamente
altas (10* - 10°M), pero ninguno ha sido mas
potente que la PS para activar a cualquiera de las
isoformas- de la PKC. Sin embargo, varios fos-
folipidos de-membrana, que son inactivos por sf
mismos, juegan un papel especifico con coo-
peratividad positiva o negativa en la activacién de
PKC. Asi, se ha visto que cuando PS es suple-
mentada con PE, se produce mayor activacién de
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la enzima; inversamente, la adicién de fosfa-
tidilcolina o de esfingomielina, disminuye notable-
mente la activacién inducida por PS (18).

Recientemente se ha visto que la lisofosfati-
dilcolina y otros lisofosfolipidos regulan la activi-
dad de la PKC de una manera bifésica; la estimu-
lan a baja concentracién (<20 pM), y la inhiben a
altas concentraciones (30 pM) (36), sugiriendo
que pueden funcionar como moduladores tanto
negativos como positivos de la PKC.

Se sabe también que aunque tanto el DAG
como la colina requieren de calcio para sus efec-
tos, la lisofosfatidilcolina disminuye la afinidad de
la proteina cinasa C por el Ca2+ mientras que el
DAG la aumenta.

Por otro lado, la dependencia in vitro de PKC
por Ca*, DAG y fosfolipido, varia marcadamente
con el aceptor de fosfato utilizado (19). Se ha
observado que en ausencia de Ca?®, las propieda-
des cinéticas de la PKC son influidas grandemente
por la basicidad de las proteinas sustrato implica-
das (20), pues ciertos policationes favorecen la
expresién del sitio de unién para DAG,
estabilizando la conformacién activa de PKC,
aunque el mecanismo preciso para inducir activi-
dad de PKC se desconoce (21).

Se ha sugerido que la activacién de la enzima
por fosfolipidos causa un cambio conformacional
en .la PKC que- desplaza la secuencia
pseudosustrato del sitio activo, permitiendo asi el
acceso a €l de los sustratos proteicos (21), como
se observa en las figuras 2a y 2b. La inhibicién
ejercida por el pseudosustrato no tiene efecto so-
bre la dependencia de la PKC en cuanto a la pre-
sencia de PS; DAG 0 Ca2+

La proteina cinasa C puede\ser activada tam-
bién por protedlisis limitada con proteasas neutras
dependientes de calcio, ‘calpaina I o calpaina II.
La hidrdlisis ocurre en uno o dos sitios especificos
de la regién- V3, liberdndose el fragmento
catalitico, que es completamente activo en ausen-
cia total de Ca*, DAG y fosfolipido y se le deno-
mina proteina cinasa M. Se sabe que la PKC
asociada a membrana es més susceptible a ‘este
tipo de protedlisis (22) y que diferentes
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subespecies de PKC son hidrolizadas a distintas
velocidades. Aunque el significado fisioldgico de
esta protedlisis limitada no ha sido establecido, es
posible que esta reaccién constituya una manera
de activar a PKC persistentemente. Alternativa-
mente, la protedlisis puede ser también un medio
de iniciar la degradacién de la molécula de PKC,
denomina “down-regulation” (4).

Existe evidencia (23) de que las formas a, BI,
BIL, y y n de PKC pueden. autofosforilarse en la
presencia de calcio (o en su ausencia, en el caso
de PKC n), PS y dioleina in vitro y, aunque se ha
asociado con la activacién de la enzima, su signi-
ficado fisolégico se desconoce.

La PKC sirve también como receptor para pro-
motores de tumores: los ésteres de forbol. Estos

compuestos diterpénicos, ..tal - como el
tetradecanoil-forbol-acetato (TPA) obtenido de la
semilla del drbol Croton tiglium tienen una estruc-
tura similar a la del diacilglicerol (Fig 3); se intet-
calan rdpidamente en la membrana activando di-
rectamente a la PKC tanto in vitro como in vivo.
Como el DAG, los ésteres de forbol aumentan
dramaticamente la afinidad de 1a enzima por cal-
cio. Sin embargo, estos diterpenos no son répi-
damente metabolizados y pueden extender una
fase de la respuesta celular usualmente limitada.

ESTRUCTURA SIMILAR
AL ‘DIACILGLICEROL

CH,OH
20

Figura3, Estructura del potente promotor de tumores tetradecanoil-
forbol-acetato (TPA).

Por otro lado, la translocacién (redistribucién) de
la PKC entre los compartimentos solubles y asociado
a membranas parece estar involucrada en la activa-
cién de la enzima (24-26), en la “down-regulation”
(degradacion) de la PKC (27,28) y en el acceso a
sustratos especificos. Se tiene abundante evidencia
de que el Ca® aumenta la afinidad de la cinasa por
las membranas promoviendo su asociacién reversible
con ellas, mientras que los ésteres de forbol, poten-
cian este efecto y producen la asociacién no reversibl
de la PKC a las membranas. : :

Ademds de los ésteres de forbol y diterpenos
relacionados, se han identificado otros productos
naturales estructuralmente distintos que también
se unen a PKC con alta afinidad: estos compren-
den a los indol-alcaloides tales como teleocidina y
los poliacetatos tales como aplisiatoxina (29).
También las briostatinas, que son lactonas
macrociclicas aisladas de Bugula neritica y de
otros briozoarios marinos, activan farmaco-
logicamente a la PKC (29).
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La PKC se activa cuando un diglicérido se une
a un sitio efector de su dominio regulador; esta
interaccion cs estereoespecifica, siendo activo so-
lamente el (S)-enantiémero. Los estudios de
especificidad han mostrado un grado no usual de
especificidad hacia el esqueleto del glicerol y alas
mitades hidrofilicas de los diglicéridos. La
especificidad estricta mostrada hacia éstos, con-
trasta con la conducta de PKC hacia promotres de
tumores estructuralemte tan diversos.

En 1989, usando mutantes con deleciones y mu-
taciones en la regién C1 de PKC, Ono et al (30)
demostraron que la secuencia “dedos de zinc” es
indispensable para la unén del éster de forbol a Ia
enzima. Por esto, se ha pensado que es posible que
el TPA, y tal vez el DAG, se unan por puentes de
hidr6geno a los grupos sulfhidrilo de estas regiones
ricas en cisteina. El DAG exhibe solamente dos
grupos aceptores (€ster carbonilo) y un grupo
donador (el grupo OH libre) y entonces sélo se puede
unir 2 PKC en una orientacién, como lo indica la
figura 2b. EL'TPA, sin embargo, contiene dos regio-
nes con grupos aceptores y donadores disponibles.
Una es la regién C3, C9 y C20 y otra es la Tegion
O Cioy i, £

Varios autores (29, 31, 32) han realizado estu-
dios de la interaccién de los activadores con Ia
PKC usando comparaciones computarizadas de las
estructuras derivadas de rayos X o de las calcu-

ladas, para dilucidar los elementos criticos que -

constituyen el farmacéforo de los ésteres de forbol
y del DAG, a fin de contestar la pregunta de que
cdmo el mismo sitio de unién puede ser el blanco
de moléculas activadoras tan diferentes. Todos
estos autores, han coincidido en proponer un
modelo estereoquimico en el cual el carbonilo del
C3 'y los hidroxilos del C9 y C20 del TPA, son los
esenciales para la unién con la PKC (Fig 2b) y
corresponden a ciertos oxigenos y nitrégenos en
otros compuestos. La estructura tipo DAG del
TPA es intrigante, pero puede no ser significativa
puesto que existen otros activadores de PKC que
no conticnen una zona tipo DAG.

Por tanto, la interaccién de la PKC con las 3
zonas hidrofilicas indicadas, es vista.como la sine
qua non de la activacién de la enzima, aunque
adicionalmente se requiere también de zonas
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hidrofébicas espacialmente correspondientes (32):
se- sabe que las cadenas de icido graso
esterificadas a los C13 0C12, son importantes para
la actividad de los ésteres de forbol, pues los de
cadenas cortas son menos potentes que el TPA,
por lo que se cree que estas regiones hidrof6bicas
pueden estar involucradas en la interaccién con
fosfolipido, que es absolutamente requerida para
activar complétamente a la PKC 7k

El efecto del DAG como activador de la PKC, asi
como su afinidad por ella, es al menos 3 érdenes de
magnitud menores que la de TPA. Esto puede ser
debido a que el farmac6foro C3, C9, C20 del TPA
se ajusta mejor en la regién rica en cisteina, que el
farmacéforo C1, C2, C3 del DAG ™.

Este modelo estd apoyado por evidencia expe-
rimental adicional: el residuo de asparagina pre-
sente solamente en la segunda regién dedos de
zinc de la PKC, puede ser esencial para una fuerte
unién del TPA, puesto que permitiria un puente
de hidrégeno adicional con el grupo OH del C20
(Fig 2b). Consistente con esto, el grupo de Ono
(13) ha encontrado que la PKC E, que-contiene
sélo la primera regién rica en cisteina (sin
asparagina), no es activada por concentraciones
nanomolares de TPA.

‘Existen ~ diferéncias entre las diversas
subespecies de protefna cinasa C en cuanto a su
modo de activacién (33). Por ejemplo, una de las
caracteristicas mas sobresalientes de las isozima Y
€s que puede ser activada in vitro por concentra-
ciones micromolares de 4cido araquiddnico libre y
por algunos de sus metabolitos tales como lipoxina
A; esta activacién no requiere de Ca? ni de
fosfolipido. ‘En contraste, las subespecies 8 son
activadas muy pobremente por concentraciones
micromolares de 4cido araquidénico, mientras que
las especies a responden a altas concentraciones

de €l, pero s6lo a elevadas corcentraciones de
calcio (10). ot

Las subespecies 8, € y 1} son activadas muy fuerte
por TPA (13). Existe evidencia de que en plaquetas,
que co-expresan los subtipos a, B y E, el TPA en
concentracién micromolar transloca diferencialmente
a estas isozimas (3). También, en células HL60, la
briostatina y el forbol dibutirato difieren en su habi-



lidad de activar y de translocar a las subespecies . y
BII: PKC a es translocada a la membrana plasmatica
en respuesta a briostatina, mientras que BII se
transloca a la membrana nuclear en respuesta al éster
de forbol (34).

~ Actualmente, existe muy poca informacion so-
bre las consecuencias bioquimicas y fisiolégicas
de la activacién de mas de un tipo de PKC.
Tampoco se conoce con precision la especificidad
de sustrato in vivo de todas la isoformas de PKC.
Por otro lado, como ya se dijo antes, la dependen-
cia de PKC sobre Ca”, DAG y fosfolipido varia
con el aceptor de fosfato usado en las reacciones
in v:tro, lo que sélo ha hecho posible la compa-
racién entre los miembros de la familia de PKC
bajo condiciones limitadas. Es posible que las
distintas subespecies de  PKC respondan
diferencialmente a activadores in vivo, pero €l pro-
blema recién mencionado, junto con el hecho de
que las preferencias de sustrato y de activadores
puedan ser el resultado de la distribucién diferen-
cial en varios tipos celulares asi como de la
compartamentalizacién dentro de la misma célula,
deja en el presente importantes preguntas por con-
testar en cuanto a los mecanismos de activacion in
vivo de cada isozima de PKC.

SUSTRATOS DE PKC

Las proteinas que son capaces de servir de
sustrato a la proteina cinasa C normalmente con-
tienen amino4cidos basicos en el lado carboxilo
terminal adyacente al residuo de serina o treonina
a ser fosforilado (35).

La razén por la cual un sustrato puede influir el
requerimiento de cofactores para PKC se desco-
noce, y tampoco estd claro si tiene significado
fisiolégico. De acuerdo a esto, los sustratos se
han clasificado en tres categorias: A) aquellos cuya
fosforilacién no requiere de cofactores, como la
protamina, B) sustratos como la proteina mielina
basica, poli-Lys-Ser o poli- Arg Ser. que requie-
ren solamente de la presencia de fosfolipido y C)
sustratos como histona, tropomna y la cadena li-
gera de la miosina, que requieren la presencia de
Ca* y de fosfolipido (19).

Hasta el dfa de hoy, se ha reportado una gran
cantidad de sustratos para PKC. Sin embargo, no
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se sabe si todos ellos son sustratos fisioldgicos.
Se han encontrado en miltiples sistemas celulares,
dos protemas que se fosforilan por la activacion
de PKC in vivo: una es la glicoproteina icida de
80 kDa (36) y la otra es la proteina denominada
MARCKS (sustrato de cinasa C rico en alanina,
miristoilado), utilizados frecuentemente como in-
dice de la activacion de PKC (37); pero aunque
estas proteinas se han caracterizado a nivel
molecular, su funcién precisa es obscura, asi como
también el tipo de PKC que las fosforila. Entre
los demés sustratos que se conocen para PKC
estan los siguientes (7, 38, 39):

a) Proteinas receptoras: receptores al y f-
adrenérgicos, receptor para factor de crecimiento
epidérmico, receptor de insulina (la treonina 1336
de la subunidad B), receptor de transferrina, re-
ceptor de somatomedina C (IGF-I), receptor de
interleucina 2, receptor colinérgico nicotinico y
receptor de IP..

b) Proteinas membranales: ATPasa de calcio de
la membrana plasmaética, ATPasa Na*/K*, canal de
Na*, intercambiador Na*/H*, transportador de
glucosa y proteinas G.

¢) Proteinas contractiles y del citoesqueleto: ca-
dena ligera y pesada de la miosina, troponinas I y
T, vinculina, filamina y proteinas asociadas a
microtabulos.

d) Enzimas: glucégeno fosforilasa cinasa,
glucGgeno sintasa, fosfofructocinasa, f-hidroxi-p-
metilglutaril-CoA reductasa, tirosina hidroxilasa,
NADPH-oxidasa, citocromo P450, guanilato
ciclasa, adenilato ciclasa, fosfolipasas C, DNA-
metilasa y factor de iniciacién 2.

e) Otras proteinas: Topoisomerasa II, proteinas
no histénicas HMG 14 y 17, histonas H1, H2B
yH4, proteina ribosomal 6S, fibrindgeno,
protrombina, GABA modulina, fosfolamban, pro-
teina mielina basica (MBO), lamininas Ay B y
lipocortinas.

INHIBIDORES DE PKC

Existen varios moduladores negativos endogenos
de PKC. Hannun y Beli (40), descubrieron que la
esfingosina derivada de la hidrdlisis de gluco-



esfingolipidos dé membrana por accién de la
esfingomielinasa, es un inhibidor potente y reversible
de la actividad de PKC. Las caracteristicas estruc-
turales criticas' de la esfingosina como inhibidor,
son la amina primaria y el cardcter hidrofébico.
También los lisoesfingolipidos inhiben reversi-
blemente y con gran potencia a PKC. Sin embargo,
los inhibidores endégenos més potentes que se han
reportado hasta el momento, son proteinas que unen
calcio: una de 17 kDa aislada de higado de rata y
de otros tejidos (41), y otras proteinas de 29-33
kDa que tienen similitud en la regién carboxilo
terminal con la familia de las lipocortinas (42).

Otros inhibidores de la proteina cinasa C que han
sido reportados incluyen: dibucafna, clorpromazina,
adriamicina, verapamil, amilorida, tamoxifeno,
bilirrubina, palmitoilcamitina, derivados isoquinolina-
sulfonamida (H7), polimixina B, staurosporina (43),
gossypol, tioésteres acido graso acil-CoA, sangivami-
cina, y derivados de acridina (43).

Se sabe que H7, staurosporina y sangivamicina,
actian como inhibidores competitivos con respec-
to al ATP y que los derivados de acridina se
comportan como inhibidores no competitivos tam-
bién con respecto al ATP. Los polisacaridos
sulfatados tales como pentosin polisulfato (PPS)
y heparina, son otros potentes inhibidores de la
PKC: PPS es inhibidor competitivo con respecto
al ATP y no competitivo con respecto a histona;
en contraste, la heparina inhibe a la PKC
competitivamente con respecto al sustrato protgico
y no competitivamente con respecto al ATP (44).
A excepcibn de estos inhibi-dores, existe muy poca
informacién sobre los mecanismos de accién por
los cuales los demés compuestos mencionados
afectan la actividad de la PKC, lo que ha llevado
a suponer que la mayoria de estas moléculas per-
turban la bicapa lipidica, inhibiendo como conse-
cuencia a la PKC no especificamente. (43).

FUNCIONES DE LA PKC

Una de las principales funciones de la proteina
cinasa C es la de regular tanto positiva como
negativamente la interaccién de ciertos recepto-
res de la membrana con componentes del apara-
to celular de transduccion de sefiales. Cuando el
control que ejerce es positivo, ocurre una
potenciacién de la respuesta que se produce al
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estimulo dado, pero puede ejercer también un
control negativo de “feedback” sobre varios pa-
sos en los procesos de transmisién de sefales,
produciendo entonces diferentes tipos de
desensibilizacién, es decir, respuestas disminui-
das a estimulos subsecuentes en el sistema bajo
control. Por ejemplo, en hepatocitos de rata, la
activacién de PKC conduce a la inactivacién de
la glucGgeno sintasa (45), al bloqueo de las ac-
ciones al-adrenérgicas por fosforilacién del re-
ceptor  al-adrenérgico
desensibilizacién heter6loga de adenilato ciclasa
por la inhibici6n de las acciones de Gs (46) y al
bloqueo de Ia funcién de Gi a través de la
fosforilaicén de aGi (47).

Todas las formas de accién ejercidas por la

PKC pueden operar tanto a corto como a largo

plazo. Entre los diversos procesos celulares que
modula la PKC produciendo respuestas rapidas,
estdn los siguientes (39):

- En sistemas endécrinos, secrecién de
aldosterona, prolactina, catecolaminas, insulina,
hormona de crecimiento, calcitonina, hormona
luteinizante, tirotropina, hormona paratiroidea y
hormonas pituitarias.

-En sistemas exdcrinos, secrecién de amilasa,
mucina, pepsinégenos, 4cido géstrico y surfac-
tante, ;

-En el sistema nervioso, liberacién de
acetilcolina, dopamina y de otros neuro-
transmisores, - : - o

-En sistemas musculares, contraccién y relaja-

cién de misculo liso.

-En sistema inmune, liberacién de histamina, de

serotonina y de enzimas lisosomales; sintesis de
eicosanoides, agregacién plaquetaria y activacién
de linfocitos T y B.

-Otros sistemas y procesos metabélicos:
lipogénesis en adipocitos, esteroidogénesis.

-Transporte de iones a-través de la membrana:
regula la accién de la ATPasa de calcio de la
membrana plasmatica, de la ATPasa de Na*/K*,

(38) a7 a




del canal de Na*, del intercambiador Na*/H* y del
transportador de glucosa. ' .

Dentro de las respuestas a largo plazo modula-
das por la activaci6n de la proteina cinasa C estin
la sintesis del DNA y la regulacién de la expresion
de ciertos genes como el que codifica para y
interferén (48), interleucina 2 (49), Ia ornitina-
descarboxilasa (50), calcitonina (51), prolactina
(52) 'y de los proto-oncogenes c-mye, c-fos y c-
Jun (53). También, la fosforilacién de proteinas
catalizada por PKC ejerce profundos efectos en
los procesos de proliferacién celular, desarrollo y
diferenciacién (49, 54).

En fin, la versatilidad bioquimica, asf como la

importancia que tiene esta cinasa para inducir gran
variedad de respuestas celulares es realmente sor-
prendente. La diversidad de funciones en las
cuales se ha involucrado a la PKC, puede estar
relacionada con la capacidad de activar miiltiples
especies moleculares de ella, aunque en la actua-
lidad, como se ha reiterado, existe muy poca in-
formaci6n sobre este aspecto. Como puede ob-
SCrvarse, aunque aparentemente ¢l avance en el
conocimiento de la proteina cinasa C ha sido gran-
de, quedan atin muchas preguntas por contestar y
apenas mos estamos asomando al entendimien-
to de los profundos efectos que ejerce esta ci-
nasa en el procesamiento y modulacién de mu-
chas respuestas fisiologicas y patol6gicas a sefa-
les externas.
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—
EDITORIAL

LA EVOLUCION DE LOS CONCEPTOS
BASICOS EN LA BIOLOGIA DEL
" DESARROLLO |

Pocas disciplinas han llegado a tener el auge
que hoy disfruta internacionalmente la Biologia
del Desarrollo.

Por su propia naturaleza interdisciplinaria, esta
vieja heredera de las ideas Aristotélicas del
siglo IV A.C., que conformaron al binomio
epigenismo-preformismo, ha devenido en una
ciencia robusta y de frontera en las naciones
con fuerte tradicién cientifica. Para muestra
basta citar algunos titulos contemporédneos de
symposia, conferencias y seminarios de
organizaciones académicas de gran prestigio:
a) Linajes celulares en el desarrollo (1990),
symposium en el cual se exploran ideas que
abarcan desde las bases genéticas de la
determinacién y del compromiso tisular, hasta
la identificacién morfoldgica de la expresion
genética especifica del tejido; b) Mecanismos
ontogenéticos y filogenéticos de la neuro-
inmunodulacién (1992), conferencia que
enfatiza las interacciones continuas entre los
sistemas nervioso, endécrino e inmune y que
abarcan desde la Biologia Molecular hasta las
Ciencias Psicosociales. Ambos eventos fueron
auspiciados por la Academia de Ciencias de
Nueva York y celebradas en los Estados
Unidos e Italia, respectivamente.

De manera regular, diversas sociedades locales
e internacionales del 4rea biolégica celebran
sus congresos en los que, en forma creciente,
\se incluyen tépicos de diferenciacion,

morfogénesis y desarrollo de los diversos
organismos de los reinos de la naturaleza.
Dificilmente puede ignorarse que hay
conocimientos generados en los laboratorios
de ciencias bésicas de la disciplina, que
pueden ser incorporados a los aspectos
pragmdticos de las ciencias y de las artes
aplicadas. La germinacién sincrénica de
semillas de trigo pre-hidratadas, el transplante
de tejidos cultivados, epitelial y nervioso, en
quemaduras de piel o en enfermedades
degenerativas del sistema nervioso central
(SNC), son ejemplos recientes de la
interaccién basica aplicada de las ciencias del
desarrollo.

En relacién al desarrollo y su complejidad, varias
personalidades contemporéneas de la Biologfa han
aportado sus conceptos para lograr un consenso
en la definicién. Por ejemplo Jacob y Monod
(1963) en forma criptica, pero sin duda cierta,
establecen que “una célula estd diferenciada con
respecto a su vecina, si ambas sintetizan patrones
de proteinas distintos, aunque posean el mismo
genoma”. Esto es vilido para todas las especies,
De esa manera, la defincién incluye aspectos de
estructura y de vias metabdlicas reguladas por
enzimas. Asi, estos autores afirman que “la
diferenciacién celular controla el tiempo de
emergencia, la forma, el r.imero de células y su
organizacion en tejidos y érganos
especializados”.

Pasa a la pig. 23/
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Viene de la pdg. 22

LA EVOLUCION...

Durante el Symposium sobre la Diferenciacion,
auspiciado por la Fundacién CIBA en 1967,
los expertos acordaron restringir el término
diferenciacién sélamente cuando una célula
dada tiene la opcién de producir en su
progenie a dos linajes distintos: por ejemplo,
una célula del mesénquina puede producir el
linaje condrogénico y el linaje muscular. Una
vez establecido un linaje durante los pasos
sucesivos de su maduracién, el proceso
diferenciativo entre cada estadio recibiré el
nombre de modulacién. Se propuso ademds
que ésta cayese dentro del dominio de la
Biologia Celular y saliese del dominio de la
del Desarrollo.

En otra perspectiva, Dientsman y Holtzer
(1975) cuestionan el concepto de la existencia
de células indiferenciadas y supuestamente
totipotenciales (que pueden dar lugar a un
organismo completo) jni aiin €l cigoto!. Su
proposicién cor bases experimentales en la
diferenciacién de los linajes eritrogénico,
condrogénico, miogénico y fibrogénico,
establece que no hay substancias inductoras
primarias (caracterizadas fisico-quimicamente),
determinantes en la canalizacion del desarrollo.
La objecién bisica radica en la incapacidad de
células totipotenciales para responder a la
accién de inductores qmrmcos especzf:cos
(epigenismo).

~

Por el contrario, la capacidad de respuesta a los
inductores estd limitada a un estadio restringido
en la historia del sistema reaccionante
(preformismo especifico de especie). No hay
respuesta antes o después de ese periodo, lo que -
implica la existencia de un estadio competente y
diferenciado para ese estadio del sistema
reaccionante celular y/o tisular.

Como puede verse, este punto de vista genera
polémica con los epigenistas, desde los clasicos
de la Escuela Alemana de Roux y Spemann,
laureado éste con el Premio Nobel en la decada
de 1930, asi como sus seguidores
contemporaneos (Born y col, 1986), hasta los
bidlogos que hacen uso de los medios
condicionados para inducir histogénesis especifica
en cultivos de tejidos (Konigsberg, 1963;
Ramirez y Alemén, 1986).

Sin embargo, es de resaltarse que los términos
estdn planteados desde el siglo IV A C, con
Aristételes, es apenas a la mitad de este siglo
XX que se empezd a vislumbrar que
epigenismo y preformismo no son procesos
excluyentes. Pueden concurrir a veces en
secuencia y otras simultaneamente, en el
establecimiento de las estirpes celulares y
tisulares de los organismos.

Oscar Ramirez Toledano
Departamento de Bioquimica
Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados,

Instituto Politétnico Nacional J
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CARACTERISTICAS DE LAS MITOCONDRIAS DE
PLACENTA HUMANA

Ma. Teresa Espinosa-Garcia, Federico Martinez y Oscar Flores-Herrera. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Umvcrsu:lad Nacmnal Aulénoma de México. Apartado Poslal 70-159, Coyoacén 04510, México D F, México.

RESUMEN

Las mitocondrias de placenta humana presentan ca-
racteristicas que las hacen diferentes a las descritas en
las mitocondrias de higado o de corazén, por ejem-
plo: contienen una elevada concentracién de
colesterol; presentan una cadena de transporte de

electrones asociada al citocromo P-450 involucrada .

en la sintesis de progesterona. Muestran una ATPasa
diferente a la F F y una ADPasa fuerlemente unida
ala membrana cuyo papel fisiologico se desconoce,
pero que pudieran estar involucradas en el mecanis-
mo de transferencia del colesterol para la sintesis de
progesterona o en la regulacién de la actividad del
citocromo P-450.

PALABRAS CLAVE: Placenta, Mitocondrias,
Respiracién, Progesterona, Metabolismo mito-
condrial

INTRODUCCION

La placenta humana es un 6rgano transitorio que
permite mantener la relaciéon materno-fetal duran-
te el embarazo. Realiza varias funciones como el
transporte de metabolitos y oxigeno, asi como
funciones endécrinas esenciales (1) para el desa-
rrollo fetal. Se conoce poco acerca de los meca-
nismos que regulan las funciones endécrinas, sin
embargo se ha reportado que de las hormonas
esteroidales la mas importante es la progesterona
por su participacion en el mantenimiento del em-
barazo, ya que su ausencia induce el aborto (1).

En la placenta, la progesterona se sintetiza en la
fraccién mitocondrial, lo que sugiere que las funcio-
nes metabdlicas de este organiilo pueden ser diferen-
tes a las reportadas para otras mitocondrias no
esteroidogénicas. En este trabajo se describen algu-
nas de las caracteristicas que hacen dc las
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mitocondrias de la placenta humana un sistema
mitocondrial distinto a los descntos para mltocondnas
no esteroidogénicas.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.
Las mitocondrias aisladas de placenta humana
muestran varios tipos morfolégicos cuando se ob-
servan al microscopio electrénico; el primer tipo
corresponde a mitocondrias redondas, similares a
las del higado de rata, con crestas bien definidas
y con una matriz que presenta una densidad elec-
trénica media. El segundo tipo son mitocondrias
de forma ancha y angulosa con membranas tor-
tuosas que forman vacuolas de diferentes tama-
flos, con pocas crestas y una matriz electrodensa
(2). Estos tipos caracteristicos se han observado
en las preparaciones obtenidas en nuestro labora-
torio, las cuales presentan un buen control respi-
ratorio (entre 4 y 6 con succinato como sustrato),
cuando se comparan con los valores reportados
en la literatura (de 2.5 a 3.5).

COMPOSICION LIPIDICA DE LAS
MEMBRANAS.

Las membranas de las mitocondrias de la placenta
estin formadas en mayor proporcién (3) por
fosfatidilcolina (44 %), y en menor proporcién
por esfingomielina (22 a 30 %), fosfatidiletanola-
mina (21 %) y fosfatidilinositol y fosfatidilserina
(12 %); ademds tiene un alto contenido de
colesterol (30 ug/mg de proteina) en comparacién
con las mitocondrias de otros tejidos (3 a 5 ug/mg
de proteina). Esta composicién las hace semejan-
tes a las membranas plasméticas y a la membrana
del reticulo endoplasmico; lo que les confiere
caracteristicas diferentes a las encontradas en las
membranas mitocondriales de higado o de cora-
zOn de rata. Por otro lado se ha demostrado que
la composicion lipidica de las mitocondrias de



tejidos tumorales es parecida a la descrita para las
de placenta y aunque hasta el momento no hay
estudios comparativos, varios datos de la literatu-
ra sugicren que las caracteristicas funcionales de
las mitocondrias de la placenta se podrian explicar
con- base en la composicién de su membrana.

SINTESIS DE PROGESTERONA.
‘Las mitocondrias de la placenta contienen al me-

nos dos sistemas de transporte de clectrones, uno
de estos cs la cadéna respiratoria clasica, semejan-
te a la descrita en otros tejidos, que se acopla a

1a sintesis de ATP a través de un gradiente de

protones. La segunda cadena estd constituida por
una flavoproteina, una ferrosulfoproteina y un
citocromo P~4SOSCC, la cual estd relacionada con la
sintesis de pregnenolona; los equivalentes reduci-
dos los recibe del NADPH, no genera un gradiente
de H* y ticne como aceptor final al oxigeno
molecular. El otro sustrato para esta cadena es ¢l
colesterol, proveniente del citosol, cuya incorpo-
racién cn la mitocondria se podria realizar por un

" sistema transmembranal similar-al propuesto para

las mitocondrias de las glandulas suprarrenales.

El colesterol .(C,;) se ~transforma en
pregnenolona (C,,) por dos hidroxilaciones conse-

cutivas en carbones adyacentes, a través del

citocromo P450 vy la oxidacién de dos molécu-
las de NADPH, para formar el intermediario 20,22
dihidroxi colesterol: El paso siguiente es la esci-
sién de la cadena lateral con la oxidacion de otra
niolécula de NADPH, asi se obtiene el isocaproal-
dehido'y la pregnenolona; esta dltima es.transfor-
mada en progesterona, a través del complejo
DELTA-isomerasa 3-p esteroide deshidrogenasa,
la cual sale de la mitocondria para llegar al torren-
te circulatorio materno y fetal (4):

CADENA RESPIRATORIA.

Desde el punto de vista metabdlico la mayoria de los
estudlios realizados en las mitocondrias de laplacenta
sc han interesado cn el mecanismo de la sintesis de

progesterona y pocos se han enfocado al estudio de

la fosforilacién oxidativa; los resultado mucstran que

las mitocondrias de placenta llevan a cabo las reac-

ciones clasicas de la fosforilacion oxidativa identifica-
das en las mitocondrias dc otros lcjidos. La cadena
de transporte de clectrones de estas mitocondrias se
ha caracterizado con inhibidores especificos comio la

rotenona, la antimicina y el cianuro, en presencia de
diferentes sustratos (5). La’ cuantificacién. de los
citocromos mitocondriales de placenta indica que sus
concentraciones son similares ‘a las observadas en
otros tejidos esteroideos, pero menores que en las
mitocondrias de higado o corazén de rata (6). Esta
cadena recibe equivalentes reductores provenientes
del NADH, asf como los generados por el succinato,
glicerol 3-fosfato y por sustratos artificiales como el
ascorbato combinado con el TMPD. A diferencia de
otras mitocondrias los sustratos NAD* dependientes
estimulan en menor proporci6n el consumo de oxige-
no en comparacién con los sustratos que producen
FADH,. Se ha observado que el 20% de la respira-
cién generada por el glutamato es insensible a los
inhibidores de la cadena respiratoria y se ha propues-
to que este consumo de oxigeno procede de la via
asociada al citocromo P450__ (5).

La cadena respiratoria cldsica en estas
mitocondrias incluye los tres sitios de acoplamien-
to y conservacion de energia para la formacién de
ATP, y la adicién de ADP induce. la transicion del
estado 4 al estado 3, con controles respiratorios
que van desde 2.5 hasta 6 con glutamato y malato
como sustratos. La relacién ADP/O esta cercana
al maximo tedrico (7); sin embargo la velocidad
de respiracién difiere de la descrita para las
mitocondrias de higado o de corazén, que es mas
lenta para las de placenta, por lo que se ha suge-
rido que las enzimas de la eadena respiratoria tie-
nen actividades bajas. Se-han descrito caracteris-
ticas similares para el-translocador de los adenin
nucleétidos (8)y para la F F-ATPasa (9). Cuan-
do se determina la actividad de estas-proteinas-en
las mitocondrias integras, la actividad es baja; sin
embargo,. al ser parcialmente purificadas presen-
tan velocidades semejantes a las reportadas para
otros tejidos. Una posible explicacion a este com-
portamiento se puede atribuir a la composicion
lipidica de su membrana, ya que el -elevado con-
tenido de colesterol puede modificar su fluidez ¢
impedir el funcionamiento, ptimo de las enzimas
embebidas en ella. :

MECANISMOS DE REGULACION DEL
 METABOLISMO MITOCONDRIAL.

Con respecto a la regulacion de las funciones
mitocondriales de placenta, se ha demostrado en
preparaciones parcialmente puras que la ATPasa



de mitocondrias de:placenta presenta caracteristi-
cas semejantes a la F| del higado de rata, incluso
en la sensibilidad a la temperatura, la especificidad
al sustrato, requerimiento de: cationes divalentes,
insensibilidad . a -la oligomicina y-su- modulacién
por ATP, bicarbonato-y. magnesio libre (9), por lo
que se ha sugerido que no es la actividad de la
ATPasa la responsable del bajo consumo de oxi-
geno que muestran las mitocondrias de la placenta,
sino que responde a otros factores: de regulacion
intrinsecos. a estas mitocondrias. :

Se ha propuesto también que la respiracién en
las mitocondrias de la-placenta es baja por el ele-
vado contenido de hormonas esteroides, ya que se
ha descrito que. la progesterona puede inhibir la
respiracién en mitocondrias = de tejidos no
esteroidogénicos (10).

Por otro lado, se ha sugerido- que la concentra-
-¢cién de los adenin nucleétidos en estas mitocon-
drias podria regular la fosforilacion oxidativa; sin
embargo, el contenido ‘de adenin nucleétidos es
similar al encontrado en las mitocondrias de higa-
do de rata fetal (2 a 3 nmoles/mg), pero menores
-que las descritas para las mitocondrias de higado
de rata adulta; resultando dificil explicar el bajo
consumo de oxigeno por este pardmetro.

Otro modulador de la actividad enzimatica que
se debe considerar es el calcio, el cual se encuen-
tra en altas concentraciones en estas mitocondrias
(60 nmoles/mg de proteina mitocondrial). Se ha
descrito que este catién contribuye a la regulacion
de varias enzimas mitocondriales, como las
deshidrogenasas, la ATPasa, el translocador de
los adenin nucledtidos, etc (8).

Varios reportes sefialan que la adicién de los
metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, a
las preparaciones de mitocondrias de placenta
humana, estimulan el consumo de oxigeno, la sin-
tesis de ATP y la sintesis de progesterona. Aun-
que se oxidan preferencialmente el isocitrato, el
citrato, y el cis-aconitato; esta se ve favorecida
por la presencia de malato, fumarato y succinato
probablemente por la transformacién de estos tres
Gltimos en oxaloacetato o piruvato, alimentadores
del ciclo de Krebs. De estos resultados se ha
sugerido que los sistemas transportadores de los
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acidos- tri. y dicarboxilicos se encuentran presen-
tes, al igual que las.enzimas del ciclo de Krebs.

- La oxidacién preferencial  del isocitrato se ha
explicado por la presencia de dos isocitrato deshi-
drogenasas (11), una dependiente del NAD* y otra
del NADP*, con una actividad siete veces més alta
para esta ultima que para la dependiente -del
NAD*. Se ha:descrito que en estas mitocondrias
el citrato se puede sintetizar a partir del malato a
través de la malato deshidrogenasa y de la enzima
malica, las cuales forman oxaloacetato y piruvato
respectivamente, y que se metabolizan en el ciclo
de Krebs para dar citrato. :

Pricticamente todos los intermediarios del ciclo
de Krebs, ademas del glutamato y del glicerol 3-
fosfato, estimulan-la sintesis de progesterona a
partir del. colesterol tanto endégeno como
ex6geno.. .Como se ha mencionado, las
hidroxilaciones sobre los esteroles tienen un re-
querimiento especifico del NADPH y debido a
que este nucledtido no puede atravesar la mem-
brana interna mitocondrial, su principal fuente de
reduccion estd limitada a sustratos como malato e
isocitrato, a través de la isocitrato deshidrogenasa
dependiente del NADP*, a la enzima malica y la
via de la transhidrogenasa, que cataliza la reduc-
cién del NADP* por el NADH vy requiere de la
energia almacenada en el gradiente electroquimico de
protones. En estos trabajos se mostré que el ADP y
el ATP pueden estimular la sintesis de progesterona
inducida por malato o por otros substratos que pue-
den derivarse hacia este metabolito, por ejemplo el
fumarato y el succinato. Esta estimulacion se atribuye
a la actividad de la enzima madlica, que seria la prin-
cipal fuente generadora de NADPH para las funcio-
nes de oxidasas miltiples (12).

Finalmente, las mitocondrias de la placenta po-
seen un metabolismo especial para los adenin
nucleétidos. Hemos observado la presencia de una
ATPasa y una ADPasa que estin firmemente uni-
das a ]Ja mitocondria, cuyo papel fisiol6gico se
desconoce. De manera comparativa, se ha demos-
trado, en mitocondrias de gldndulas suprarrenales,
la presencia de una GTPasa que estd intimamente
ligada al mecanismo de transporte de colesterol
del citoplasma hacia la mitocondria (13). Por otro
lado, se ha propuesto que la actividad del



citocromo P450 se podria regular a través de un
mecanismo de fosforilacién-desfosforilacién, en el
cual participaria una enzima que utiliza ATP como
sustrato- de la fosforilacién. Aunque actualmente
desconocemos la funcién fisiolégica de estas

enzimas, es probable que puedan estar ligadas a
los mecanismos de regulacién, tanto de la trans-
ferencia de colesterol para la sintesis .de

progesterona, como en la regulacién de la activi- .

dad del citocromo P450.
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DITORIAL

JHISTOLOGIA O BIOLOGIA CELULAR?

La Estructura y la Funcion son dos aspectos de lo mismo.
No se pueden considerar por separado. Cada detalle

' estructural posée su expresioén funcional. Es a través de las
aptitudes fisioldgicas de las partes anatémicas que se hace
posible la vida de los animales superiores.

" Carrel (1931)

-Esta pregunta adquiere actualidad, a la luz de
los recientes cambios que se han dado en la
* Facultad de Medicina de la UNAM, de hoy. A
partir de la toma de la Direccion de la Facultad
por el Dr. Juan Ramén de la Fuente, un espiritu
de cambio con claros derroteros hacia la
. academia es lo que se vive en estos momentos.
Me ha tocado a partir de junio del presente
afio, dirigir el Departamento de Histologia de la
Facultad. Este es uno de los departamentos:
pilares de las ciencias bésicas del curriculum
del médico. Su clara tradicién docente ha
dejado constancia en el numeroso grupo de
médicos que fueron instructores-alumnos del
Departamento. Es por otro lado una materia
con la que el estudiante se identifica facilmente,
ya que como el aforismo dice “una imagen vale
més que mil palabras” y es mas facil
identificarse con lo tangible. Ademas siempre
se ha asociado al médico junto a un
microscopio, convirtiéndose en muchas
ocasiones en la imagen buscada por el futuro
médico y esto es precisamente lo que se ofrecia
en el Departamento.

Sin embargo, la ciencia ha avanzado a pasos
agigantados en las dltimas décadas y cada vez
ts mas dificil soportar a las ciencias estaticas,

meramente descriptivas de una morfologia
practicamente descrita en su totalidad. Seguir
ese camino es sinénimo de estatismo y ausencia
de avance en la formacién de un bagaje cientifico
que soporte una actividad académica formal y
progresista requerida en la formacién de los
médicos del siglo XXI.

Cuando se trata de deslindar las barreras de las
muy diversas ramas del conocimiento agrupados
en el término: ciencia, es notorio que quien lo
pretende se enfrenta a una tarea sumamente
compleja y dificil. ;Quien se atreve a definir los.
limites de cualquiera de las ciencias basicas?
Durante la formacién académica del estudiante
no se puede detener una sesién académica 'y
sentenciar “este no es mi campo y por lo tanto
no lo tocaremos”. Un profesor bien formado
recurre COmo premisa, a la formacion integral,
en la que si bien no toca con la experiencia de un
experto el tema fuera de su drea, si tiene la
obligacién de poseer las bases académicas (y de
ah{ la necesidad constante y continua de cursos:
de actualizacién y de formacion de profesores),
que le permitan incursionar el campo de otras
ramas de la ciencia sin caer en el error ni en la
mentira.

En el caso de la histologia, tema que nos ocupa,
no es posible suponer una sesién de clase en la
que se transmita Gnica y exclusivamente el
concepto morfoldgico microscdpico puro, 0 si se
prefiere el concepto de anatomia microscopica,
porque eso ya ha dejado de existir. En el

Pasa a la pag. Iy
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momento en que el profesor recurre a explicar el
porqué o para qué de cierta estructura,
transgrede los limites de la materia e incursiona
en los temas de otras dreas de las ciencias
basicas. Esto es lo que se ha hecho desde
practicamente el nacimiento de la histologia
moderna, en la cual, a nivel de libros de texto,

- articulos de investigacion y en la clase, se
recurre como parte formal de los mismos al
establecimiento de la correlacién morfo-
funcional, en la cual se incursiona en el campo
de la fisiologfa, la bioquimica, la biologia

\

porque se propone que la materia de Histologia
del actual curriculum médico debe ser
actualizada bajo el nombre de BIOLOGIA
CELULAR Y TISULAR, lo que permite dar
cause y reconocimiento formal a la actividad que
se realiza en el aula de clase del Departamento -
de Histologfa, es decir correlacionar la '
estructura con la funcién.

Este cambio no pretende ser s6lo un cambio de
nombre sino también de actitud, ya que ésta
nueva definicién de la materia abre las
posibilidades de desarrollo de lineas de
investigacién dentro del Departamento, que no
se vean restringidas por el campo de accién de la
morfologia estdtica que es la histologfa, a un _

molecular, la farmacologia, etc.

Esta realidad no aceptada abiertamente, pero
realizada desde hace muchos afios, ya ha sido
_integrada en el transcurrir del conocimiento.
cientifico y se le conoce como BIOLOGIA
\CELULAR. Es ésta, la principal razén del

campo dindmico de la correlacién morfo-
funcional. :

Alfonso Cdrabez Trejo

Departamento de Histologia

Facultad de Medicina, '

Universidad Nacional Auténoma de Méxl'CO/

f

Q&S 10, Coyoacén, México, D.F.

ALGUNOS ASPECTOS INTERESANTES DEL,
ESTUDIO DEL METABOLISMO
DE LOS PARASITOS

Leonor Fernindez Rivera Rio, Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, U N A M Apartado Postal 70-159,

RESUMEN

Los parésitos aprovechan el metabolismo de sus
huéspedes y no poseen sistemas eficientes para obtener
energia. Las caracteristicas del metabolismo energético
de los parésitos los clasifican como organismos
anaerébicos parciales. La via glicolitica presenta una
parte comin a todos los organismos vivos y otra que
manejaendiferentes formaseltransporte de equivalentes
reductores. La presencia de organelos subcelulares
como el glicosoma, permite que el Tripanosoma
aproveche eficientemente a la glucosa. Los céstodos

poseen ademés de la cadena clésica una cadena de
transporte deelectrones diferente que permite lafijacién
de CO, y la reduccién de 4cido fumérico

PALABRAS CIAVE: Parisitos, Protozoarios,
Céstodos, Glicélisis, Metabolismo, Cadena de
transporte de electrones.

INTRODUCCION
El propésito de este trabajo es el de hacer una
revisionacercade algunas caracteristicas fisiol 6gicas



y metabélicas de los parésitos, con el objeto de
aprovechar estos conocimientos para el disefio de
estrategias para aumentar las posibilidades
terapéuticas en las parasitosis. Se analizardn a
continuacidn las caracteristicas del metabolismo del
Plasmodium falciparum y del Tripanosoma brucei,
que son pardsitos cuyo metabolismo ha sido muy
estudiado y posteriormente, se analizaran las
caracteristicas metabdlicas del céstodo Hymenolepis
diminuta con el fin de establecer algunos puntos que
parecen prometedores para disefiar estrategias de
lucha contra estos parasitos.

Lasobrevivenciade los organismos depende de la
interaccién entre estos y su entorno; los parésitos,
viven dentro de otro organismo que los provee del
medio; endonde los nutrientes, el pH, el potencial de
oxidorreduccién y los compuestos inorgénicos se
encuentran en concentraciones constantes. La
mayoria de las vias metabdlicas y de los metabolitos
son comunes en casi todos los seres vives, sin
embargo algunos metazoarios, protozoarios,
bacterias y hongos poseen caracteristicas especiales
y diferentes de las de sus huéspedes vertebrados que
permiten considerarlas como vias metabélicas
alternativas; también existen algunos metabolitos
comunes al huésped y al parasito pero en los que las
viasmetabdlicasestdnorganizadasen formadiferente.
Las vias metabdlicas se han conservado a través de
la evolucién y en algunos casos, enzimas, como por
ejemplo ladihidrofolato reductasa han evolucionado
en forma divergente a tal grado que sus propiedades
son lo suficientemente diferentes entre el parésito y
el huésped como para describirlas como nuevos
blancos para la quimioterapia.

METABOLISMO ENERGETICO DE
PROTOZOARIOS

El metabolismo de carbohidratos en la mayoria de
los parésitos es muy activo cuando se encuentran en
el estadio de infestacion en el mamifero. Algunos
parasitos como la Entamoeba histolytica y
Trichomonas vaginalis tienen un gran actmulo de
glucégeno que corresponde a entre 10 y 30 % de su
peso seco, en cambio olro pardsito como el
Tripanosoma no tienen glucégeno, probablemente
porque vive en la sangre donde las concentraciones
de glucosason constantes. La mayoria de los parasitos
no oxidan a la glucosa hasta CO, y agua a pesar de
vivirenambientes ricos-en oxigeno, por lo que se les
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ha considerado como fermentadores aer6bicos
parciales (1). La baja eficiencia en la utilizacién de
energfa no es una desventaja para los parésitos, ya
que vivenen unambiente rico en nutrientes y pueden
delegar el reprocesamiento de los metabolitos a la
maquinaria metabdlica del huésped. Todos los
organismos presentan la via-de Embden Meyerhof
(2) con los mismos metabolitos intermedios desde
glucosa hasta dcido pirdvico; de ahi en adelante,
cada parésito adopta diferentes estrategias para la
reoxidacion del NADH generado durante la
conversion del gliceraldehido-3-fosfato a 4cido 1,3-
difosfoglicérico. En el caso del Plasmodium (Fig 1)
el NADH es reoxidado por medio de la enzima
deshidrogenasa lactica, por lo que se parece al
eritrocito que lo alberga. Los Plasmodia consumen
glucosa a una velocidad de entre 10 y 30 veces mas
que la del eritrocito (3). Estudios hechos sobre el
antigeno p41 que induce lainmunidad al Plasmodium
falciparum en el mono, indican que la secuencia de
aminodcidos coincide en un 60% con la secuencia de
la aldolasa de los vertebrados; este antigeno se
expresa al final de la maduracién de la fase asexual
en sangre y se localiza en el compartimento
citopldsmico del parasitoy enlos organelossecretores
de la forma de merozoito. Hasta ahora, no se sabe
que funcién desempefia este antigeno en el
Plasmodium. La forma asexuada del Plasmodium
parece no tener la via del ciclo de Krebs funcional,
sinembargo, los estudios de su ultraestructura indican
la presencia de mitocondrias, aunque no existen
pruebas de la existencia de citocromos. Las formas
asexuales critrociticas requieren sinembargo oxigeno
molecular para crecer.

GLUCOLISIS EN  Plasmodium falciparum

Glucosa

Gliceraldehlido 3 fostato
NA

D
Fructuosa 1,6 difostato "_“J :
ot l : 1,3 ditostogllcerico |
hidroxiacetona fostato » [ NADH
3 tostogliceérico
Piruvato Lactato

Figura 1. Glucdlisis en ¢l Plasmodium falciparum (3).



El metabolismo del Tripanosoma brucei (Fig 2)
es muy interesante, ya que presenta un organelo
llamado glicosomaen donde se encuentran las enzimas
de la via glucolitica (4); consume glucosa a muy alta
veloc¢idad y su metabolismo difiere del de las células
de mamiferoenlossiguientesaspectos: a) El piruvato
yel glicerol sonlos metabolitos finales de la glucélisis.
b) Los equivalentes reductores se transfieren a una
oxidasa del glicerol-3-fosfato resistente a cianuro
localizada en la mitocondria y el aceptor final de
electrones es el oxigeno molecular. ¢) En condicio-
nes anaerdbicas, la dihidroxiacetona-fosfato actia
como aceptora de electrones y da origen a glicerol-
3-fosfato, mismo que por medio de la reaccién
inversa de la glicerol cinasa genera glicerol y una
fosforilaciéon de ADP a nivel de substrato, por lo
tanto, la glucosa da origen a concentraciones de la
misma molaridad de dcido pirtvico y de glicerol,
la transformacion de glucosa en dos triosas se
lleva a cabo con la sintesis neta de 4 ATP. La
compartamentalizacion de la glucélisis, hace que las
enzimas que catalizan la conversién de glucosa a
dcido 3-fosfoglicérico trabajen con una alta eficien-
cia, lo que permite un elevado flujo glucolitico,
aspecto muy importante, ya que es la tinica forma
que tiene este parésito para la sintesis de ATP. En
condiciones agrdbicas, la oxidacién de glicerol-3-
fosfato se lleva a cabo en la mitocondria, donde se
oxida para dar dihidroxiacetona fosfato. La oxidasa
es inhibida por el &cido salicil-hidroxdmico (SHAM)
y por el glicerol, lo que es aprovechado como
tratamiento para matar selectivamente a estos paré-
sitos in vivo. Hasta ahora se han hecho esfuerzos
para sintetizar mas y mejores inhibidores de la
deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato. Otra droga
que se ha usado con éxito en el tratamiento de las
parasitosis por tripanosoma es el arsénico que inhibe
a la enzima piruvato cinasa, atin que también inhibe
alas enzimas del huésped, por lo que es muy toxico.
Los glicosomas no contienen su propio ADN y la
evidencia actual sugiere que el cédigo de las protei-
nas glicosomales se encuentra en el nicleo. Estas
proteinas se sintetizan en el citoplasma de donde
pasan al glicosoma sin que tengan aparentemente
modificaciones pos-traduccionales. Las enzimas
glicosomales son mas grandes que las correspon-
dientes citosélicas y poseen exceso de aminoacidos
cargados positivamente, cuyo arreglo en el espacio
corresponde a zonas con carga positiva a 4 nm de
distancia una de otra, que probablemente sirven
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GLICOLISIS EN EL Tripanosoma brucei

Citosol Sl

| Glicosoma
]
Glucosa

Mitocondria

-Glucosa 6 fosfato

s

5 NADH + H Pi
DHAP —— DHAP GA/ gl
& o i i /E~DPGA
KADP \
ATP ok
Glicerol

: 3 PTA
|
T T

3-PGA 7 Plruvico
ATP

- ADP

Glicerol

Figura2. Compartamentalizaciénde la glicélisis enel Tripanosoma
brucei. SHAM: sistema inhibido por el 4cido salicilhidroxdmico;
DHAP dihidroxi-acetona-fosfato; GAP: gliceraldehido-3-fosfato;
1,3DPGA: 4cido 1,3-difosfo-glicérico; 3 PGA: 4cido3- fosfoglicénco,
G-3-P: gliceroi-3-fosfato (4).

como sefial para ser importadas al glicosoma. La
droga Suramin usada en el tratamiento de esta
parasitosis es una molécula simétrica con dos cargas
negativas separadas a 4.0 nm que se pega
selectivamente a las zonas con carga positiva pre-
sentes en las proteinas glicosomales. Otra particula-
ridad del Tripanosoma brucei es que no tiene la
enzima piruvato descarboxilasa y que el aminoacido
treonina sirve como precursor de Acetil CoA.

METABOLISMO ENERGETICO DE

LOS CESTODOS

En el caso de los céstodos, las cosas se complican,
por ser estos organismos multicelulares y formados
por miltiples tejidos (5). '

Los estudios acerca del metabolismo intermedio
en céstodos se enfrentan a multitud de problemas
técnicos, ya que es dificil relacionar a los estudios
llevados a cabo in vitro conlos procesos que ocurren
invivo. Los céstodos debido al complejo sistema de
transporte del tegumento, estén en estado de equi-
librio dindmico con sus huéspedes; al ser cambiados
estos del ambiente del huesped a las condiciones in
vitro tienden a modificar este equilibrio, por lo que
estose debe tener en cuenta al analizar los resultados
experimentales. Por otro lado, de cada parésito
existen varias cepas que difieren en sus caracteristi-



cas bioquimicas. A continuacién se examinan algu-
nos aspectos del metabolismo en algunos céstodos.

El tegumento de los céstodos es muy interesante,
puesestosnotienen canal alimentario e intercambian
todas las substancias nutritivas y de desecho a través
de su tegumento. La superficie del gusano esta
desprovista de cuticula protectora y ha evoluciona-
do como una superficie metabélicamente activa a
través de la cual se transportan diferentes substan-
cias. El tegumento posee sistemas especificos para
el transporte de iones, aminoécidos, aziicares, vita-
minas, purinas, pirimidinas, nucle6tidos y lipidos;
tiene también enzimas y regula el volumen del
pardsito. El parasito posee mecanismos que lo pro-
tegen en contra de los mecanismos de inmunidad y
en contra las enzimas digestivas del huésped.

Comotodaslassuperficiesabsortivas, el tegumento
presenta el fenémeno de amplificacién de la super-
ficie por medio de la aparici6n de vellosidades, en el
caso de los céstodos, la superficie de las células que
forman el tegumento contienen microespinas que se
asemejan a las microvellosidades de la superficie de
las células intestinales de los vertebrados. La parte
apical de la mucosa estd cubierta por un glicocalix
compuesto por mucopolisacaridos y glicoproteinas
que son producidas por el mismo tegumento y que
contienen abundancia de grupos acidicos que le
confieren cargaselectronegativas. Las glucoproteinas
predominantes tienen pesos moleculares de entre
12,000y 237,000. Estudios hechos en Hymenolepis
diminuta sefialan que el glicocalix tiene un recambio
cada 6 horas. Hasta ahora, no se sabe a que se debe
la resistencia a la digestién por las enzimas del
huesped, se ha demostrado que la Hymenolepis
inhibe a las enzimas proteoliticas quimotripsina y
tripsina, pero hasta la fecha no se ha podido detectar
ningiina substancia inhibidora soluble en el medio y
en cambio, el efecto inhibidor no se observa con
otras enzimas proteoliticas como la pepsina,
subtilisina y papaina. '

Laabsorcién sellevaa cabo por medio de difusin
a favor de gradiente de concentracién o por medio
de transporte activo en el cual el sodio es bombeado
hacia afuera y los metabolitos (azicares y

aminodcidos) hacia adentro, sin embargo, los meca-

nismos de transporte ain no han sido bien caracte-
rizados. '
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Todos los céstodos parecen tener la capacidad de
incorporacién de glucosa por medio de transporte
mediado y activo que es similar en Hymenolepis
diminuta, Hymenolepis microstoma, Taenia
taeniformis y Taenia crassiceps. El proceso requie-
re ATPy es especifico parala D-glucosa, es inhibido
por otras hexosas'y por andlogos como la 1-
desoxiglucosa o por la 3-O-metilglucosa.

El glucégeno es el principal ciimulo de energia en
los céstodos; estos poseen las enzimas glucdge-
no fosforilasa en su forma a y b que son reguladas
por medio de las enzimas fosforilasa y fosfatasa que
a su vez dependen de las concentraciones de AMP
ciclico. -

Los céstodos como la mayorfa de los organismos
oxidan glucosa (Fig 3) por medio de la via de
Embden Meyerhofy logran la sintesis de ATP en los
pasos metabélicos que sor catalizados por las enzimas
3-fosfoglicerato-quinasa (3PGK) y piruvato-cinasa
(PK). Existen varias clases en la forma de oxidacién
de la glucosa (Fig 3); la tipo 1, en la que el producto
final de la fermentacién es el 4cido lactico, mismo
que es excretado; la segunda categoria o tipo 2, se
caracteriza por un paso de carboxilacién; la glucosa
se degrada hasta fosfo-enol-piruvato; las enzimas
PK y fosfoenol-piruvato-carboxi-cinasa PEPCK

METABOLISMO ENERGETICO DE LOS CESTODOS.

{f Glucosa
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| | I;'- |
IFosIo—Enol—-p!ruvico 2 ’,' Oxaloacetlco T2
f 1 / l ¢
. —F‘ ¥
| Piruvico Cltopl{qsma Malico
i syl st ' |

Malico
|

'\

Fumarico

|v Mitocondria

Succinico

Piruvico

?

10

Acellco : Proplonico

Figura 3. Metabolismo energético de los céstodos. 1: Piruvato
cinasa; 2: deshidrogenasa lactica; 3: fosfo-enol-piruvato carboxi
cinasa; 4: deshidrogenasa malica; S: membrana mitocondrial; 6:
enzima milica; 7: complejo de la deshidrogenasa del cido pirivico;
8: fumarasa; 9: reductasa del 4cido fumdrico; 10: complejo de la
descarboxilasa del 4cido succinico (6).



compiten porel fosfo-enol-piruvato presente. La PK
cataliza la formacién de ATP y de piruvato que se
reduce para formar dcido lictico o exce pcionalmen-
te algiin otro metabolito como alanina por
transaminacién o etanol a través de la formacién de
acetaldehido. En forma alternativa, la (PEPCK)
cataliza la fijacién de CO, para producir 4cido
oxaloacético y ATP. La deshidrogenasa del 4cido
malico cataliza la conversién del 4cido oxaloacético
a dcido mélico, el malato entraen la mitocondria en
donde se transforma en 4cido fumérico pormedio de
la fumarato reductasa o en 4cido pirtivico por medio
delaenzima mélica. El dcido pirtivico se descarboxila
dando origen a la formacién de acetato que se
difunde al medio. Otro camino alternativo es la
formacién de 4cido fumarico por medio de la
deshidrogenasa maélica (Fig 4). El 4cido fumarico
actia comosubstrato de un complejo multienzimatico
de la fumarato reductasa que acepta equivalentes

METABOLISMO !NTRAMITOCONDRIAL DEL MALATO EN

Hymenolepis diminuta
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Figura 4. Metabolismo intramitocondrial del malato en Hymenolepis
diminuta, ME: enzima mélica; F: fumarasa; T: transhidrogenasa;
FR: fumarato reductasa; STE sistema de transporte de electrones

-

reductores (NADH o NADPH) y se reduce para dar
succinato. Esta reduccién se acompana de la sintesis
de ATP a partir de ADP mas f6sforo inorgénico.
Estafosforilaciéninvolucraalacadenade citocromos.
El succinato se excreta directamente o bien se
descarboxila y se excreta como propionato.

Otras vias metabélicas en nematodos y trematodos
generan acidos grasos de cadena ramificada (metil
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valerato, 2 metil butirato) como productos finales de Ia
via glucolitica. Se acepta que los céstodos como
Hymenolepis diminuta excretan icidos lactico, succinico
y acético como productos finales, Los estudios del
metabolismo de este parasito indican que las concentra-
ciones de CO, en el medio circundante determinan las
cantidades de succinato y de acetato que se excretan.
Los mecanismos de control de este proceso se regulan
por la interaccién del parsito con el huésped y se
explican de la siguiente forma:

1. En el duodeno durante el periodo postprandial,
aumenta la concentracién de CO, y disminuye el
PH; el parésito reacciona movilizando H
carbonato y calcio de los corpisculos calcéreos.

2. El aumento de la osmolaridad y del carbonato
activan a la enzima PEPCK que favorece la
produccién de succinato en vez de lactato.

3. El succinato es un 4cido dicarboxilico que tiene
ventaja sobre el lactato en que puede eliminar dos
protones a la vez.

4. Cuando ha pasado el periodo postprandial baja el
estrés 4cido que se ejercia sobre el parésito y
disminuye la salida de carbonato y se excreta
mayor cantidad de 4cido l4ctico.

Los caminos metabélicos paraelaprovechamiento
de glucosa en los céstodos son predominantemente
anaerébicos, pero sin embargo, Taenig taeniformis,
Taenia hydatigena, Hymenolepis diminuta y
Moniezia expansa poseen mitocondrias que tienen
aparienciasimilaralasmitocondrias de Jos mamiferos.
La cadena de citocromos de la Monienza expansa
(Fig 5) difiere de Ia cadena de citocromos de los
mamiferos en que es ramificada Yy posee varias
oxidasas terminales; una rama tiene como terminal a
un citocromo parecido al citocromo a,. La oxidasa
terminal alternativa se ramifica a nivel de la
rodoquinona o vitamina K Y esun citocromo tipo O.
Este citocromo es autooxidable y de tipo b, y se
encuentra en protozoarios parésitos yenplantas. La
cadena de citocromos clisica constituye el 20 % de
la capacidad oxidativa de los céstodos yelcitocromo
O representa cuantitativamente la‘mayor actividad
oxidativay tiene la caracteristica de ser pocosensible
al cianuro. Otro aspecto interesante es la presencia
de rodoquinona en lugar de ubiquinona.

La rama cl4sica contribuye a la fosforilacién
oxidativay noexiste evidenciade quelaviaalternativa
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Figura §. Cadena de electrones propuesta para Moniezia expansa
y agentes que bloquean algunas reacciones a: amital; b: para-cloro-
mercuri-benzoato; c: 2,tenoil-trifluoro-acetona; d: pilericidina A; e:
dicumarol; f: antimicina A; g: monoxido de carbono; h: cianuro (8).

contribuya a la sintesis de ATP. Los céstodos fijan
CO, y el sistema de transporte de electrones tiene un
papel importante en la reduccién del dcido fumérico
(Fig 4); la reductasa del dcido fumérico asociada a
NADH resulta en la fosforilacién de ADP asociada
al sitio 1 del transporte de electrones.

CONCLUSION

Existen otras vias metabélicas que hansidoestudiadas
en estos y en otros parasitos, pero se espera que los
aspectos descritos en este trabajo, sirvan como un
ejemplo de estudio del metabolismo en estos
individuos y generen la inquietud y deseo para
comprender mejor las caracteristicas metabdlicas
del pariésito y del huésped con el objeto de entender
los mecanismos que intervienen en la interaccién
entre ambos a fin de mejorar las posibilidades de
éxito en la lucha contra las parasitos.
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EDITORIAL

EL FUTURO DEL BEB

Con cierta frecuencia me he referido a los
cotidianos problemas del BEB y a su futuro
inmediato. En este ensayo quisiera revisar
algunas tendencias a nivel mundial que
eventualmente incidirdn en nuestra publicacidn,
digamos en unos 10 afios; desde luego no sélo
influirdn en el BEB, sino, seguramente, en la
mayorfa de las publicaciones cientificas
periddicas que actualmente se distribuyen en
todo el mundo.

El grupo editorial de una revista como el BEB
aspira a que: 1) los autores proporcionen
informacién cientifica actualizada, bien
presentada y cuya lectura sea fluida y de ser
posible agradable; 2) se cuente con un elevado
niimero de 4vidos lectores que estén
convencidos de invertir tiempo en la lectura de la
revista y 3) la revista se distribuya en un
numeroso grupo de bibliotecas que faciliten la
difusién de la informacién contenida en ella. En
resumen, y de manera cruda, los editores estan
inmersos en el mercado de la informacién
cientifica y traten con autores, lectores y
bibliotecas.

Por otro lado, los grandes expertos en €l
mercado de la informacion cientifica mencionan
3 macrotendencias que, de hecho, estin -
modificando sustancialmente la difusién de la
informacion cientifica: a) la nueva infraestructura
técnica, b) el cambio en los hébitos de

Qvestigacién y comunicacién y c) la inhabilidad

financiera de las bibliotecas. Revisemos
brevemente dichas macrotendencias.

La nueva infraestructura técnica incluye el uso -
de las computadoras (u ordenadores) y su
conexion, desde los mismos laboratorios, a redes
de mformacmn cada vez més ricas en .
informacién y mas répidas. En

consecuencia, cada dia serd menos relevante el
disponer de una revista impresa conteniendo la
informacién, lo importante ser4 tener acceso a
una red que contenga una copia de la
informacién deseada y que se transmita con
rapidez (hay proyectos para transmitir mas de
1,000 paginas por segundo).

El cambio en los habitos de investigacién y
comunicacion se apoya estrechamente en la
infraestructura técnica. Las computadoras han
modificado la manera de hacer la investigacién;
el investigador puede estudiar estructuras con
ayuda de dichas maquinas como no lo hizo
nunca, es capaz de hacer modelos de las
porciones no bien conocidas y de simular un
sinnimero de alternativas. Las colaboraciones
se establecen a través de las redes electrénicas
con lo que se acelera la velocidad con la que se
escriben los articulos cientificos dada la facilidad
para intercambiar informacién de manera casi
instantdnea. Los editores empiezan a adaptarse
y ya aparecié una revista en la que una vez
aceptado un trabajo cientifico, estara disponible
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en la red de comunicacién para su lectura en 24
horas.

En paises como México llega a ser dramitico el
bajo presupuesto de las bibliotecas destinado a Ia
actualizacién de la informacién cientifica. Solo
unas cuantas universidades pueden
razonablemente enfrentar el problema de los
elevados costos y el niimero creciente de revistas
cientificas. Con cada vez mayor frecuencia la
informacién requerida no se encuentra en la
biblioteca, pero puede accederse a ella a través
de las redes de informacién. Al usuario no le
preocupa si la revista est4 fisicamente en los
anaqueles de su biblioteca, lo que le interesa es
poder disponer de la informacién, en el menor
tiempo posible. La idea de biblioteca,
depositaria de miles de libros y revistas, es
sustituida por una computadora conectada a una
eficiente red de informacién. La inversién de las
bibliotecas paulatinamente cambia de comprar un
libro o una revista y tenerlos en el librero por si
alguien quiere usarlo a comprar servicios de
informaci6n de aquello que especificamente le
interesa al lector.

Anotado brevemente lo anterior: ;Cuil es el
futuro del BEB?. Desde mi perspectiva el futuro
del BEB es halagiiefio, en gran medida por
tratarse de una revista donde se publican trabajos
originales de revision y de actualizacién.

Esperemos que nuestros autores mejoren la
cantidad y calidad de sus escritos aprovechando
la nueva infraestructura técnica, el cambio en los
hébitos de investigacién y comunicacién de los
cientificos, asi como la renovada idea de lo que
es una bilbioteca moderna. Deseamos que

nuestros lectores aprecien los esfuerzos de
nuestros autores preparando mejores y més
atractivos articulos y que la lectura sea ftil para
actualizarlos en dreas concretas de la bioquimica,
para que sus clases sean méis motivantes para los
alumnos y los dejen, a profesores y alumnos,
mas satisfechos al saberse actualizados.
Hacemos votos porque las bibliotecas con
recursos financieros raquiticos reciban al BEB
como una publicacién que contribuya a la
actualizacién de sus lectores en una ciencia de
continuo avance como es la bioquimica. Desde
mi punto de vista el BEB no serfa una
publicacién cuya difusién tuviera éxito a través
de las redes de informacién Y pienso ademds que
las revistas de “actualizacién” no sern las de
eleccion para ser distribuidas por las redes de
informacién conectadas a las bibliotecas,

Para terminar, una opinién relativa a la
participacién de los editores del BEB en el
futuro de la revista. Me parece que son, somos,
los principales co-responsables, junto con los
autores, en preocuparnos por la excelencia de la
publicacién. Estamos lejos de la excelencia,
PETO €8 una meta por la cual vale la pena luchar.
Un primer requisito es que nuestra revista salga
a tiempo, se est4 logrando. La siguiente etapa es
mejorar la calidad de nuestros articulos.
Emprendamos una campafia de persuasion para
que nuestros buenos y cada vez més numerosos
investigadores bioquimicos nos escriban
excelentes revisiones de sus temas favoritos,
Ellos lo pueden hacer y nuestros lectores se lo
merecen.

No me parece ilusorio aspirar a que antes del
proximo milenio el BEB sea la mejor revista de
actualizacién de la bioquimica escrita en espafiol.

Enrique Pifia Garza

Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Autéonoma de Méxi-
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DANO CELULAR EN LA ISQUEMIA CERE’BRALN
1. ASPECTOS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
ESTRUCTURALES

Alfredo Saavedra Molina. Instituto de Invcsltgacxoncs Quimico-Biolégicas. Universidad Michoacana de San Nicol4s de
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RESUMEN

Se han acumulado trabajos experimentales. a tra-
vés de los anos que ofrecen los conocimientos
fisiol6gicos, bioquimicos y sobre las estructuras
que sc afectan en la isquemia cerebral (privacién
de oxigeno).-Sin embargo, no existe una defini-
cion clara de. los mecanismos celulares por los
cuales se presenta- el dafio cerebral y la muerte
celular en condiciones de isquemia. Los aspectos
fisiolégicos consideran varios tipos de isquemia
cerebral:. completa, incompleta, global y regional
o focal. Las alteraciones metabolicas producidas
en la isquemia cerebral varian tanto cualitativa
como cuantitativamente. En condiciones de
isquemia, el cerebro consume en pocos segundos
sus depdsitos de energia, es decir, que la disminu-
cién del ATP da lugar a la disipacion del gradiente
de los iones, a la interrupcién de la comunicacién
intracelular y como consecuencia, a un desorden
en el catabolismo del tejido. Ciertas zonas en el
cerebro en condiciones de isquemia, son més vul-
nerables que. otras, debido a que poseen ciertas pro-
piedades quimicas y fisicas.

PALABRAS CLAVE: [squemia cerebral,
necrosis, edema, acidosis.

I. INTRODUCCION

Las condiciones clinicas que resultan de una isquemia
cerebral —privacién de oxigeno—, representan en la
actualidad el mayor problema en la practica de la
neurologia. Los dafios focales por isquemia debido a
infartos, ‘o por una isquemia. global seguida de un
infarto cardiaco, son cada dia de més interés para el
cardidlogo y el neurélogo.

- Sin embargo, no existe una definicién clara de
los mecanismos celulares por los cuales se presen-
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ta el dafo cerebral y la muerte celular en las con-
diciones de isquemia. Ademds, el problema es més
complejo, debido a las diferentes formas de dafio
celular inducidas por la isquemia, por ejemplo: los
mecanismos que dan lugar a un dafio cerebral
después de un periodo corto de isquemia total,
producido por un infarto cardiaco, pueden ser de
varios tipos y tener diferentes implicaciones
fisiopatolégicas. Las diferencias se deben, en par-
te, a la duracién de la isquemia, a la presencia o
ausencia de un periodo de recirculacién. Al reco-
nocerse esas diferencias, se crea, en primer lugar
la demanda de modelos experimentales estandari-
zados, 'y segundo, proporciona las condiciones
para proponer nuevas interpretaciones de resulta-
dos que previamente fueron considerados como
contradictorios.

En este trabajo, se revisa la fisiologia, la
bioquimica y los cambios estructurales asociados
con las condiciones experimentales del cerebro en
isquemia o hipoxia.

En especial, se hace énfasis en los cambios en
el parénquima cerebral, su relacién con la
homeostasis i6nica celular y las alteraciones rela-
cionadas con la acidosis. Ademas, se discuten las
teorfas del dano celular en cerebro en isquemia y
de su posible tratamiento.

II ASPECTOS FISIOLOGICOS

Los aspectos fisioldgicos relevantes, se originan
en la heterogeneidad que existe entre las diferen-
tes condiciones de isquemia. A pesar de que los
mecanismos fisiopatolégicos del dafio cerebral por
isquemia difieren considerablemente, todas esas
condiciones estdn asociadas con una reduccién en
el flujo de sangre y oxigeno al cerebro.



Son tres los aspectos principales que se identifican
durante la reduccién del flujo de la sangre al cerebro
(FSC): 12 La reduccién del FSC de 0.15 a 0.20 ml/
g/min hasta 0.10 a 0.12 ml/g/min, resulta en una

inhibicién de la transmisién sindptica, 2° se presenta
un colapso de las funciones membranales, por lo que
Ja membrana deja de mantener el gradiente de iones,

lo que a su vez, 3° deteriora el estado energético de -

las células (1).

Existe la controversia acerca de que diferentes
poblaciones de células cerebrales son mds sensi-
bles a la anoxia que otras. Sin embargo, en obser-
vaciones realizadas en perros con infarto al
miocardio o monos con isquemia cerebral por
torniquete (2), tanto por periodos largos (60 mi-
nutos), como por periodos cortos (15 minutos) de
anoxia, se encontré que son los factores de tipo
vascular, es decir, reacciones catabdlicas y no la
disponibilidad de oxigeno, la limitante para quc
sobrevivan las células afcctadas.

A. TIPOS DE ISQUEMIA

Béasicamente se conocen 2 tipos de- isquemia:
completa e incompleta. Es importante hacer notar
la diferencia que existe entre detener el flujo de
sangre en un estado de isquemia y el momento en
que se inicia la perfusién del tejido, en donde
también se tiene isquemia incompleta. En este mo-
mento, el tejido se encuentra en una acidosis
lactica exagerada, lo que se traduce en un dano
intenso e irreversible. :

En modelos experimentales, por lo general el dafio
por isquemia global ocurre cuando hay oclusion de
las cuatro cavidades en el corazén o cuando cxiste
oclusién de la arteria carétida con disminucién de la
presién arterial; por otra parte, en la isquemia reglo—
nal o focal, hay microembolia, como cn la oclusion
de la arteria cerebral.

Con isquemia completa o incompleta, se han
identificado 2 tipos de dafio cerebral: necrosis

neuronal selectiva e infarto. Este titimo afccta a

las células vasculares y. gliales.

En la isquemia-r'cgional generalmente ‘se .produce
un punto denso en la zona. del infarto, rodeado de
una zona perimetral con células, que segun las con-
diciones, pueden sobrevivir o morir.

Se han identificado diversos factores clinicos

‘que conducen a la isquemia, algunos de éstos se

pueden desarrollar gradualmente, como es el caso
de la arterioesclerosis; otros aparecen de subito,
como en la embolia o en forma transitoria como

"en las fallas cardiacas.

Es frecuente que el dafio por isquemia sea el
resultado de la combinacién de varios factores,
los cuales pueden ser, al principio reversibles, pero
que progresan hasta lograr una isquemia completa
e irreversible.

IIT ASPECTOS BIOQUIMICOS

Las alteracioncs mectabélicas producidas en la
isquemia cerebral varian tanto cualitativa como
cuantitativamente. Ademads, las técnicas de medi-
cién usadas en los modelos experimentales, modi-
fican el metabolismo del cerebro per se. Podemos
mencionar por ejemplo: la administracién de
ancstésicos y los cambios en la tempcratura del
cerebro antes y después de la isquemia. Dado que
el metabolismo de una zona en el cerebro y las
manipulaciones que se hagan pueden variar entre
las- especies, las comparaciones de los resultados
obtenidos de difercntes especies animales, pucden
ser discutibles.

En vista de esta discrepancia, se analizardn en
este capitulo, los aspectos bioquimicos de la
isquemia suponiendo que: la respuesta metabélica
en el cerebro en isquemia, es similar en todo el
cerebro y que las alteraciones metabélicas obser-
vadas son debidas sucesivamente a la pérdida de
energia, a las alteraciones de la homeostasis de los
iones y a los cambios en el equilibrio 4cido-base.

A. METABOLISMO ENERGETICO

En contraste con la alta demanda energética del
cerebro, sus depdsitos de energia son bajos (2).
En condiciones de isquemia gencral, el cerebro
consumie, en pocos segundos, sus depdsitos ener-
géticos, y en un plazo de 2 a3 minutos, practica-
mente desaparece toda forma de energia (2). En
condiciones normales, todo el trabajo celular.co-
rre a expensas del "ATP, el cual proviene de la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias (80%)
y de la glucdlisis anaerobia (20%) (3). El ATP
que proviene de la glucdlisis se utiliza para man-
tener el gradiente idénico indispensable en las



mitocondrias (2). Otras reacciones de emergencia
que retrasan la pérdida del ATP, incluyen la
hidrélisis de fosfocreatina. Durante la isquemia,
no sélo se termina el ATP, sino también la poza
de adenin nucleétidos (ADP + AMP). Ademis,
los nucleétidos se degradan por diferentes rutas
metabdlicas, en las cuales se obtiene el miximo de
energia, - como. la formacién de xantina,
hipoxantina y 4cido frico, compuestos que se
acumulan en el tejido o se pierden en la circula-
cién durante la reperfusion (2).

El catabolismo de los nucleétidos, que implica
la formacién de hipoxantina durante la isquemia,
tiene al menos dos efectos: primero, la xantina
oxidasa metaboliza a la hipoxantina en una reac-
cién que produce radicales libres. Sin embargo,
no se ha comprobado que esta reaccién se presen-
te después de un dafio cerebral por isquemia (2).
Segundo, cuando la sintesis de nucleé6tidos ‘de
novo es lenta, es facil suponer que, durante la
reperfusion, la poza de nucleétidos se puede res-
taurar, pero lo que se ha encontrado es una dis-
minucién en las concentraciones del ATP, des-
pués de algunas horas de recirculacién.

En resumen, la disminucién del ATP es el fenéme-
no principal dirante la isquemia, y es el que da lugar
a la disipacién del gradiente de iones, a la interrup-
ci6én de la comunicacién intracelular y en consecuen-
cia, a un desorden en el catabolismo del tejido (2).
Aunque la falla en el suministro de energia dispara
esta serie de cambios, los cuales pueden ser irrever-
sibles, 1o se acepta como la causa directa de la muerte
celular. Es mis, la produccién de energia a menudo
se reanuda poco después. :

B. HOMEOSTASIS DE LOS IONES

La interaccién entre la utilizacién de la energia y
el transporte de los iones se presenta en la figura
1. Los canales idnicos que permiten el flujo de K,
Na*y Ca*, causan que se promueva el bombeo de
esos cationes, el cual es dependiente de energia;
especificamente, lo que sucede es que se activan:
la ATPasa de Na*-K', en la cual la energia del
ATP crea un gradiente de K* y Na*, y la ATPasa
dependiente de Ca*, que se encarga de la expul-
sion del catién. La energia del ATP crea un
gradiente de Na* en direccién de dentro hacia
afuera de la célula.
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Figura 1. Mecanismos que participan en la regulacién celular
de Na*, K*, Ca** e H*. Tomado de (2).

Por otro lado, se presenta movilizacién de Na*
al interior de la célula, debido al potencial de
membrana, negativo en el interior. El Na* penetra
a la c€lula por la via de los canales especificos, o
a través del intercambio con el Ca* o el H*, por
medio de los transportadores de tipo antiportador.

En resumen, la energfa del ATP se consume direc-
tamente para el transporte de Na*/K*, Ca® e indirec-
tamente, por el intercambio Na*/Ca?* o Na*/H*, Cla-
ramente se observa que si el ATP disminuye durante
la isquemia, como consecuencia se presenta el eflujo
de K* y el inflyjo de Na*, Ca* e H".

C. EQUILIBRIO ACIDO-BASE

1° CAMBIOS INTRA Y EXTRACELULARES

DEL pH. : _
La regulacién del pH intracelular cuenta con la

produccién de 4cido (CO, y 4cidos del



metabolismo), con el consumo de 4cido (del
metabolismo) y con flujos transmembranales. de
H* y HCO,™ (4). Estos flujos a través de la mem-
brana pueden ocurrir de diversas formas: como
una difusién del 4cido lactico, como un intercam-
bio de Na*/H* o’de CI'/HCO,". Las dos primeras
formas causan acidosis extracelular, mientras que
el par CI'/HCO,™ causa alcalinizacién del fluido
cerebral y acidiﬁcacién intracelular (4).

22 ACIDOSIS EN ISQUEMIA

Durante un perfodo de isquemia, el pH intracelular
(pHi) y el pH extracelular (pHe) disminuyen. La
acidosis se debe al aumento en la produccién de
acido latico, hidrélisis del ATP y de otros
nucledsidos trifosfatados y/o el aumento en el
CO.,. El catabolismo del ATP y la hidrélisis de la
fosfocreatina, producen H* durante los primeros
dos minutos de la isquemia. Al progresar la
isquemia, el contenido de lactato aumenta en for-
ma lineal durante el primer minuto (Fig 2) en ratas
con glucemia normal (2). La glucélisis anaerobia
es la primera causa de acidosis durante la
isquemia. En estado de hipoglucemia o por la
induccién de isquemia, se presentan valores bajos
de lactato; sin embargo, en estado de hipergluce-
mia al inducir isquemia, los valores de lactato son
elevados.
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Figura 2. Efeclo del licmpo en la produccién de lactato en la
corleza cerebral de ratas con glucosa normal, después de indu-
cir una isquemia completa, Tomado y modificado de Bengtsoon
y Siesjoé (2). ,
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Durante una isquemia completa, los 4cidos pro-
venientes del metabolismo en el cerebro, promue-
ven la formacién de CO, a partir de HCO,". Du-
rante una isquemia incompleta, la glucosa sangui-
nea determina el contenido de lactato en el tejido.
Es més, en animales bien alimentados o con
glucosa perfundida, pero sujetos a una isquemia
incompleta, el contenido de lactato en el cerebro
aumenta a valores mayores que en una glucemia
normal (5).

El pHe disminuye rédpidamente durante la
isquemia (2). En animales con hipoglucemia, la
isquemia produce cambios en el pHe que son
mayores que en isquemia con glucemia normal. Es
de hacer notar que los cambios en el pHe no
necesariamente incluyen cambios en el pHi. Debi-
do a esta controversia, se pregunta si el H* est4
compartamentalizado en el parénquima cerebral
durante la isquemia.

Durante el periodo de reperfusién, después de
una isquemia incompleta, se presenta una alcalosis
intracelular. Los cambios que se generan en la
regulacion del pH después de un dafio cerebral,
no se conocen por completo.

ASPECTOS ESTRUCTURALES :
La heterogeneidad de la respuesta histopatolégi-
ca en funcién del dafio por isquemia global en el
cerebro, se reconocié desde principios de este
siglo. Inclusive, se reporté que eran “ciertas
neuronas vulnerables” las afectadas de forma pre-
ferente. Lo que si es cierto, es que se observa
edema cerebral, ademas de una zona con micro y/
0 macro infarto.

A. VULNERABILIDAD NEURONAL
SELECTIVA ;

Spielmeyer, sugirié que las alteraciones locales
vasculares eran de importancia para seleccionar la
vulnerabilidad de ciertas zonas neuronales. Sin
embargo, tiempo después se encontr que dichas
zonas poseen ciertas propiedades fisicas y quimi-
cas (2). Tradicionalmente se acepta que el dafio
de las células nerviosas por isquemia se inicia con
la formacién de pequefias vacuolas, debido al
hinchamiento de las mitocondrias, que tiene como
consecuencia la disolucién completa de la célula

(6)
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- piramidales del hipocampo y en

Resulta sorprendente que en la isquemia com-
pleta, después de 30 a 60 minutos los cambios
estructurales, sean discretos (6). El citoplasma
aparece dilatado, las mitocondrias comienzan a
hincharse, el reticulo endoplasmico aparece alar-
gado y la cromatina agrupada. Cuando se inicia la
reperfusién, aparece una zona neuronal mar-

cadamente condensada, en la cual las mito-

condrias participan en la formacién de las llama-
das “células nerviosas oscuras” (6). Cuando los
periodos de isquemia son cortos, estas estructuras
pueden o no aparecer, inclusive después de varios
dias. :

Una de las zonas cerebrales més susceptibles es
el hipocampo, el cual, después de 5 minutos de
isquemia, presenta una severa zona de necrosis.
Algunas de esas zonas selectivas més vulnerables
son: las c€lulas de Purkinje del cerebelo, las célu-
las reticulares del hipotdlamo, las células
ocasiones las
c€lulas de la sustancia nigra y la zona del bulbo

- olfatorio.

Se menciona que la “maduracién” en el dano
cerebral por isquemia es un punto de gran impor-
tancia (2), debido a que al principio de la isquemia,
el dafio es aparente. Este retraso en la muerte
neuronal "presenta las siguientes caracteristicas:
aparece por intervalos, debido a la utilizacién de
los depésitos de energia, los cuales proveen en
parte la recuperacién de las funciones neurofisio-
logicas. La duracién de estos periodos es inversa-
mente proporcional al tiempo de isquemia. Otra
caracteristica, es que el retraso en la muerte
neuronal es més corto cuando la isquemia induci-
da se practica con animales ayunados. Es mis,
esta lesién se acompafia con hipoglucemia cere-
bral, donde no se tiene la presencia de acidosis
cerebral.

B. EDEMA CEREBRAL

Tanto en la isquemia global como en la regional,
se presenta edema cerebral, es decir, aumento del
agua en el tejido e hinchamiento. Se pueden dis-
tinguir dos tipos de edema: citotéxico vy
vasogénico (2). El edema citot6xico se caracteriza
por el aumento de la osmolaridad en el cerebro,
debido a la acumulacion en las células dafadas de
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productos provenientes del metabolismo, de iones

'y del lactato. El edema vasogénico se debe al

transporte anormal de proteinas a través de la
barrera entre el cerebro y la sangre. El incremento
en la permeabilidad de la barrera a las proteinas en

la zona afectada por isquemia, en realidad es des-

preciable durante las primeras horas de
reperfusion, sin embargo, €l fenémeno de edema
vasogénico se presenta como un fenémeno tardio,
durante el periodo postisquémico. Lo que en rea-
lidad sucede en el edema cerebral, es que la
isquemia promueve la salida de K* y una entrada
masiva de Na* y CI7, ésto acompafiado de agua.
El edema vasogénico se caracteriza como un fe-
némeno tardio, el cual aparece en un espacio de
horas o de dfas. Este tipo de edema se ha obser-
vado en animales sujetos a un severo dafio cere-
bral; sin embargo, cuando el dafio cerebral no es
tan intenso, los animales se pueden recuperar (6),
no asi, cuando el animal preisquémico se presenta
con una marcada hiperglucemia. Los transtornos
clinicos son: hernia-cerebral, epilepsia de la zona
cerebelar, fisura de la barrera hematoencefalica y
finalmente, la muerte.

En resumen, una isquemia incompleta se acom-
pana de dos tipos de edemas, que se pueden de-
sarrollar después de un retraso en la fase de la
reperfusion y cuando el sujeto en isquemia pre-
senta un cuadro de hiperglucemia y con marcada
acidosis lactica. Ademas, cuando se tienen fisuras
del tejido cerebral, el edema es mas intenso, de-
bido a que se promueve la presencia de compo-
nentes vasogénicos. :

En conclusién, los aspectos fisiolégicos,
bioquimicos y estructurales en condiciones de
isquemia cerebral, desarrollan en una etapa inicial,
cambios en el parénquima cerebral, con especial
€nfasis en la disminucién de los depésitos de ener-
gia, los cambios en la homeostasis de los iones y
las alteraciones relacionadas con la acidosis, por
los cuales, traen como consecuencia, la muerte
celular.
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RESUMEN

Se demuestra la actividad de D5-3f-hidro-
xiesteroide deshidrogenasa-isomerasa en tejido
pancreatico. La enzima se localiza en la fraccion
mitocondrial de homogenados de péncreas de
perro y la actividad se determiné midiendo la sin-
tesis de progesterona y androstendiona a partir de
pregnenolona y dehidroepiandrosterona, respecti-
vamente. Tanto ¢l NAD* como el NADP* funcio-
nan como aceptores de electrones en la reaccién
catalizada por la deshidrogenasa, pero el NAD*
es utilizado con mayor eficiencia. Los valores de
Km aparente para pregnenolona y NAD* fueron
de 6.5 y 9.6 uM; en tanto que para dehi-
droepiandrosterona y NAD* de 3.0 y 9.6 uM,
respectivamente. Esta y otras actividades previa-
mente reportadas sugieren que el pancreas es un
sitio extragonadal de sintesis de hormonas
~esteroides. '

PALABRAS CLAVE: 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, pancreas y hormonas esteroides.

INTRODUCCION

Existen evidencias que sefalan la participacién de
las hormonas esteroides en la fisiologfa y patolo-
gia pancredtica: Se ha demostrado que el mante-
nimiento de la citoarquitectura normal de las cé-
lulas acinares del pancreas es dependiente de hor-
monas esteroides (1). Estudios cuali y cuantitati-
vos sobre la distribucién de hormonas esteroides
en los tejidos y fluidos biolégicos de diversos
modelos experimentales sefialan que con excep-
cién del higado, ya que una de sus funciones es
conjugar y excretar esteroides a la bilis, el pancreas
capta y mantiene durante més tiempo cantidades
mayores de hormonas esteroides que cualquier
otro tejido, incluyendo drganos esteroidogénicos

‘como la préstata y el testiculo e excretorios como

el rifién (2,3).

Los transtornos relacionados con la funcion
pancredtica (pancreatitis e hiperlipidemias) se han
descrito ‘en pacientes que reciben terapia
estrogénica, incluyendo contraceptivos hormona-
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les (4-7). Datos epidemiolégicos sefialan que la
incidencia del carcinoma de péncreas es més ele-
vada en hombres que en mujeres (8) y un buen
nimero de trabajos demuestran una correlacién
entre alteraciones en el pérfil sérico de
andrégenos, niveles bajos de testosterona y
carcinoma de pancreas (9-11). Comparados con

el tejido pancredtico de adulto normal, se reportan

niveles elevados de receptores para estrogénos en
las fracciones citosdlica y nuclear de tejido
pancreético fetal y tumoral (12), lo que sugiere,
por analogia con el carcinoma de mama, que el
crecimiento del carcinoma de pancreas puede ser
dependiente de hormonas esteroides. Se han desa-
rrollado modelos experimentales de carcinogénesis
pancreética en las que se demuestra que la inci-
dencia de adenomas exdcrinos del péncreas es
mucho maés elevada en ratas macho que en hem-
bras.

- La orquidectomia disminuye la incidencia de los
tumores pancreaticos, en tanto que la administra-
cion de dosis bajas de testosterona resulta en una
alta incidencia de tumores en ratas de ambos sexos
(13). Estos datos apoyan, de manera indirecta, la
posible naturaleza “hormona-dependiente” de la
carcinogénesis pancreatica.

No obstante lo anterior, pocos estudios se han
llevado a cabo y hay poca informacién disponible
respecto a las capacidades potenciales de la glan-
dula pancreatica para metabolizar hormonas
esteroides.

Las actividades de D5-3f-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y D5-D4 isomerasa, en adelante
denominadas 3p3-HSD, catalizan la conversién de
D5-3B-hidroxiesteroides (pregnenolona, 17a
hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosterona y
androstendiol) a la correspondiente configuracién
D4-3-oxo (progesterona, 17a- hidroxiprogestero-
na, androstendiona y testosterona) que es un paso
clave en la sintesis de todos los tipos de esteroides
hormonales. La deficiencia congénita de 33-HSD
es una de las causas principales del sindrome de
hiperplasia suprarrenal, cuadro caracterizado por
falta de diferenciacién genital e insuficiencia
suprarrenal grave. Mientras que en bacterias las
actividades de deshidrogenasa e isomerasa fueron
aisladas en proteinas diferentes, en mamiferos
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ambas actividades se encuentran en una misma
proteina.

Este trabajo se llev6 a cabo con el propésito de
obtener més informacion sobre las vias metabdlicas
de hormonas esteroides que tienen lugar en el
pancreas. Los resultados demuestran que el tejido.
pancredtico puede transformar pregnenolona y
dehidroepiandrosterona en progesterona y
androstendiona respectivamente, haciendose evi-
dente la presencia del sistema 3B-HSD.

METODOS :

Los pancreas de perros mestizos macho, obteni-
dos inmediatamente después del sacrificio, fueron
transportados en hielo al laboratorio y procesados
conforme se describié previamente (14). Las dis-
tintas fracciones subcelulares se obtuvieron por
centrifugacion diferencial clasica. La actividad del
sistema 3B-HSD se determiné, midiendo en
incubaciones separadas, la conversién de
pregnenolona tritiada a progesterona y de
dehidroepiandrosterona en androstendiona. Para
la mayor parte de los ensayos la mezcla de
incubacién contenia, en un volumen final de 1 ml,
el substrato esteroidal (50 nmol; 100,000 cpm) y
1.5 umoles de NAD* disueltos en amortiguador
de fosfatos 5 mM, glicerol 20% pH 7.0 y canti-
dades apropiadas de la fraccién subcelular corres-
pondiente como fuente de enzima. Después de
incubar 10 min a 37°C la reaccién se detuvo por
la adicién de eter etilico. Los esteroides
(substratos y productos) fueron separados, previa
extraccion, por cromatografia en capa fina, desa-
rrollada’ en el sistema cloroformo/acetona (90:8,
v/v). La cantidad de producto fué expresada en
nanomolas, dividiendo su radiactividad entre la
radiactividad especifica del substrato inicial. La
actividad de 33-HSD fué expresada como la can-
tidad de producto producida por mg de proteina,
por minuto.

RESULTADOS Y DISCUSION _

Identificacion de ptoductos. Se detecté un solo
producto radiactivo en los cromatogramas des-
pués de incubar pregnenolona tritiada con
homogenados libres de células de tejido pancreé-
tico en presencia de NAD* o NADP~. El producto
fue identificado como progesterona por su movi-



lidad cromatogriéfica y por recristalizacién demos-
trd tener una pureza de 96%. De manera similar,
el dnico producto radiactivo obtenido en
incubaciones conteniendo dehidroepiandrosterona
tritiada y NAD* o NADP* en presencia de la pre-
paracién  pancreitica, se identific6 como
androstendiona por su movilidad cromatografica y
su identidad se confirmé por recristalizacién, con
una pureza de 95%.

Distribucién subcelular. La actividad de 38-
HSD para cada uno de los substratos esteroidales
se determiné en las fracciones subcelulares obte-
nidas por centrifugacién diferencial en presencia
de concentraciones no limitantes de NAD*. Los
resultados se resumen en la Tabla 1. Para ambos
substratos esteroidales, mas del 70 % de la acti-
vidad de 3B-HSD presente en el homogenado
total, se concentré en la fraccién mitocondrial con
el aumento correspondiente en la actividad
enzimatica especifica. La localizacién mitocondrial
de la 3B8-HSD pancreatica resulta un tanto sor-
prendente, ya que las enzimas homdlogas de otros
tejidos se encuentran asociadas al reticulo
endoplasmico. Sin embargo, en la placenta huma-
na la actividad de este sistema se encuentra igual-
mente distribuida en microsomas y mitocondrias y
actividad substancial ha sido reportada en
mitocondrias de ovarios y adrenales.

Especificidad por co-substratos. La 3B-HSD
pancredtica muestra una especificidad dual para
co-substratos. Tanto el NAD* como el NADP*
funcionan como aceptores de electrones en la
reaccién oxidativa catalizada por la deshidroge-
nasa. Sin embargo, la velocidad es mucho mayor
en presencia del NAD*. Con una concentracién
0.2 mM de NADP*, la produccién de progesterona
0 androstendiona a partir de los substratos corres-
pondientes, fue de 3 y 23% respectivamente; dé la
obtenida en presencia de NAD*. Utilizando una
concentracion fija de pregnenolona (80 M), las
constantes aparentes de Michaelis (Kma) para
NAD* y NADP* se determinarén en 9.6 uM y 2.5
mM respectivamente. Con dehidroepiandrosterona
como substrato la Kma para NAD* fue de 9.6 uM
y para NADP+ de 0.25 mM. Es interesante sefia-
lar que en presencia de NAD* se observa una
oxidacion preferencial de pregnenolona, en tanto
que con NADP* la dehidroepiandrosterona es
oxidada a velocidades 10 veces mayores que
pregnenolona.

Influencia del pH. El efecto del pH sobre la
actividad del sistema 3B-HSD se estudié en el
intervalo de pH 5.0 a pH 11, utilizando diferentes
sistemas amortiguadores. La velocidad méxima de
oxidacién de pregnenolona se encuentra a pH 8.0.
En tanto que con dehidroepiandrosterona la acti-

TABLA 1

DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA D5 3b —HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA—

ISOMERASA DE PANCREAS CANINO

FRACCION PROTEINA VOLUMEN SUBSTRATO: PREGNENOLONA SUBSTRATO:DEHIDROEPIANDROSTERONA
SUBCELULAR mg/ml ml ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD- ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
_ ESPECIFICA TOTAL RECUPERADA ESPECIFICA TOTAL RECUPLERADA
(mmol/min/mg mmol/min) (%) (mmol/min/mg mmol/min) (%)
HOMOGENADO 13.5 480.0 0.39 757 100.0 0.27 1.75 100.0
NUCLEO hiflan 52.0 0.19 0.11 4 BHsgrRH3 1 0.14 7.8
MITOCONDRIA . 243 100.0° . 0.75 1.82 7212 0.55 1.34 76.5
MICROSOMAS 36.0 16.0- 1 0.38 0.22 8.6 0.26 0.15 8.6
357.0 0.00 0.00 0.0 0.00 0.00 0.0

CITOSOL 5.0
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Vo (nmol-mg™-min=")

vidad aumenta al incrementar el pH, alcanzando
un plato aparente en el intervalo de pH 8.0 a 9.5.
La velocidad de oxidacién para ambos substratos
esteroidales es aproximadamente igual a pH 9.0.

Saturacién con substrato. El efecto de
incrementar la concentracién de pregnenolona o
dehidro-epiandrosterona sobre la velocidad inicial
de la 3B-HSD se ilustra en la figura 1. En amor-
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Figura 1. Gréfico directo de velocidades iniciales en funci6n de la
concentracién de substrato. Pregnenolona y dehidrocpiandroste-
rona se¢ incubaron por separado con 0.44-0.48 mg de proleina
mitocondrial en amortiguador 0.05 M de fosfatosapH 7.0 y 1.5 mM
de NAD"en un volumen final de 1 ml, después de 10 mina37°Clas
reacciones se deluvieron adicionando 10 ml de eter dietilico.
Después de la extracci6n y separacién en cromatogralia de placa
fina los productos progesierona (@) y androstendiona (o) se cuanti-
ficaron por cenlellco liquido. Cada punto representa la media de
tres determinacioncs.

tiguador de fosfatos, pH 7.0 y 37°C, la Km apa-
rente para pregnenolona se calculé en 6.5 uM y
la velocidad méxima aparente en 0.8 nmol/mg/
min. En las mismas condiciones, la Km para
dehldroeplandrosterona fue de 3.0 4 M y-la velo-
cidad méxima de 0.6 nmol/mg/min.

Previamente Igbal y colaboradores describieron
la actividad de dos enzimas involucradas en el
metabolismo de hormonas esteroides : aromatasa
y Sa-reductasa, en homogenados libres de células
de tejido pancredtico (15). Estudios recientes de
nuestro laboratorio han demostrado la presencia
de 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa en prcpa-
raciones de pancreas de perro. La enzima se loca-
liza en la fraccién mitocondrial, es dependiente de
NAD(H) y cataliza la oxidaci6n reversible del
hidroxilo 17 B de esteroides C18 y C19. Las
constantes cinéticas calculadas para la enzima
pancredtica con androstendiona y testosterona
como substratos, son del mismo orden de magni-
tud a las reportadas para las 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasas testiculares de cerdo, rata y hu-
mano, las cudles estan involucradas fisiolégica-
mente en la biosintesis de testosterona (14).

El sistema D5-38-hidroxiesteroide-deshidro-
genasa-isomerasa cataliza un paso obligatorio en
las vias de sintesis de todo tipo de esteroides
hormonales. Este estudio demuestra su presencia
en tejido pancredtico sugiriendo que esta glandula
es un sitio extragonadal de sintesis de hormonas
esteroides.
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OTRAS COMUNICACIONES

INTRODUCCION A LA FISIOLOGIA MOLECULAR
DE LOS RECEPTORES CELULARES

Evolucién de una idea.

No resulta facil precisar quien acuiié el término
receptor y con que connotacidon. La palabra re-
ceptor no aparece en el indice final ni en la tabla
de materias de uno de los libros de fisiologia de
1924, el Traité élémentaire de Physiologie, escrito
por E. Gley. Para 1937, Best y Taylor en su ahora
clasico libro de fisiologia, sefalan que el receptor
es un 0rgano que por exitacion da origen a un
impulso. Limita la idca de receptor al Sistema
Nervioso y lo identifica estructuralmente como un
6rgano, recordemos que por érgano se entendia
una estructura organizada con una finalidad fun-
cional y constituida por diferentes tipos de célu-
las. También en su libro de fisiologia P. Bard
escribié en 1961: “receptor, célula especializada
en ser exitada por pequenos cambios en su am-
biente”. En el libro de H. D. Patton de 1965 se
lee: “receptor, porcion aferente terminal (de una
c€lula) que ocasiona una despolarizacién en res-
puesta a tipos especificos de estimulos fisicos; el
receptor es un sistema transductor, esto es, trans-
forma un tipo de energia en otra”. En los prime-
ros afios de la década de los 80 se aislé y purifico
el receptor de la acetil colina. Se trata de un
complejo polipéptido contenido en la membrana
celular, el cual en situacién fisiolégica y en pre-
sencia de acetil colina cambia la permeabilidad de
la membrana a los iones y ocasiona una
despolarizacién de la membrana y una respuesta
celular. Una definicién actualizada de receptor se
refiere a estructuras protéicas, de reconocimiento
especifico, con capacidad para iniciar una respues-
ta celular. Los receptores constituyen la base
molecular de la comunicacién intracelular. Se
encuentran en practicamente todas las células,
desde las bacterias hasta las neuronas maés espe-
cializadas y son el sustrato molecular de fenéme-
nos fisiolégicos tan disimbolos como la
quimiotaxis, el reconocimiento celular, las respues-
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tas inmunolégicas, la accién hormonal, la distribu-
cién y movilizacién de colesterol en los tejidos de
los mamiferos, la- comunicacién nerviosa, la res-
puesta inflamatoria, la percepcién por los 6rganos
de los sentidos, el registro de la concentracién de
gases en sangre, la respuesta plaquetaria, el creci-
miento y la reproduccién celular, la contraccién
muscular voluntaria, la expresi6n de ciertos genes,
la accién de agentes opidceos y posiblemente de
todos los psicofdrmacos, la respuesta a las presio-
nes sanguineas, y hasta la memoria. La lista, no
exhaustiva, es impresionante.

En cuanto a las caracteristicas estructurales del
receptor se cambié de 6rgano a célula, de célula
a porcién de célula y finalmente a complejo
polipeptidico. Se mantiene la idea de que los
receptores reconocen especificamente sefiales fisi-
cas 0 quimicas y que hay respuestas particulares
y especificas al ser ocupado el receptor.

Trabajos sobre receptores.

(Como se acumul6 tal cantidad de informacién
en relacion con los receptores? Con una cantidad
todavia mayor de trabajo experimental. El Cua-
dro I presenta el niimero de articulos cientificos

CUADRO I

Niimero de articulos cientificos incluidos en el INDEX
MEDICUS en el rubro RECEPTORES

ANO NUMERO
1960 5 : —e
1965 357
1970 376
1975 1,078
1980 3,432
1985 6,068
1990 11,193

*MNo se registré la entrada receptores.



internalizacién
del mensaje

que, en el afio indicado, aparecieron en el Index
Medicus bajo el rubro genérico de “receptores”.
Para 1995 habra méis de 20,000 articulos sobre el
tema si la tendencia sigue igual, serdn cerca de
40,000 los que aparecerdn solo durante el afio
2,000.

Otro indicador del interés de los investigadores
hacia los receptores se refiere al contenido de una
de las publicaciones clésicas de la fisiologia, el
Annual Review of Physiology, volumen 53 de
1991, contiene 36 articulos, en 19 de ellos se
refieren a aspectos estrechamente ligados con la
fisiologia de los receptores. Los siguientes ejem-
plos sefalan los temas de actualidad:

- receptores a feromonas en levaduras,

- regulacién de receptores B-adrenérgicos en es-
tados fisiopatolégicos del corazdn,

- control del crecimiento y diferenciacién de las
células vasculares por sus receptores a protei-
nas extracelulares,

- factores de crecimiento cardiaco y proto-
oncogenes,

mensaje especifico

recep?or\ ’/f—reconocimiento del mensaje

CELULA

-amplificocion
del mensaje

respuesto
selectiva

Figura 1. Caracteristicas gencrales de los receptores.
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- crecimiento y diferenciacién de musculos por
medio de factores de crecimiento,

- proliferacién de células endoteliales por factor
de crecimiento derivado de plaquetas,

-canales de K* (en células musculares) modifica-
dos por Mg*

- canales de K* (en células musculares) modifica-
dos por Mn?,

- canales de iones y calmodulina en Paramecium,

- canales de jones y transporte de sales en el
colon,

- cargas de superficie y canales,

- receptores a surfactantes pulmonares,

- control hormonal del sistema surfactante en
pulmones fetales,

- receptores de las células del oido,

- receptores de las células de los 6rganos
vestibulares,

- regulacién de la respuesta de los receptores
adrenérgicos por medio de la modulacién en la
expresién del gene del receptor,

- canales epiteliales del Na* y proteinas G. Res-
puesta al RNA en Xenopus.

Funcionamiento de los receptores. Caracte-
risticas generales.

No hay duda de que cada receptor tiene sus
particularidades, sin embargo, todos los recepto-
res tienen una serie de caracteristicas comunes las
cuales se revisan brevemente a continuacién. El
receptor reconoce especificamente un mensaje,
puede ser un fotén, o tratarse de una vibracién a
determinada longitud de onda, o una hormona, o
una apoproteina. EI receptor recibe asi un men-
saje, interacciona con €l, lo reconoce y lo acepta,
y el receptor al ser ocupado por el mensaje sufre
un cambio conformacional para que otra molécula
traduzca el mensaje originando un segundo men-
sajero, ahora de ubicacién intracelular (Fig 1). De
ordinario la sefial se amplifica, en ocasiones millo-
nes de veces, y aparece una o més respuestas
selectivas y siempre las mismas de acuerdo con el
mensaje inicial; asi por ejemplo, con la acetil co-
lina unida a su recéptor en una célula muscular
siempre habrd una despolarizacién de la membra-
na y mayor entrada de sodio; con el glucagon
unido a su receptor hepitico se elevard el AMP
ciclico y se incrementard la sintesis de urea y de
glucégeno, etc, etc. Se puede enlistar y analizar
las caracteristicas sobresalientes para el funciona-



‘enormemente

miento de los receptores:

-son glicoproteinas,

-tienen gran especificidad para recibir su sefal
(concepto agonista-antagonista),

-en la transduccién de la seial mterwenc aigun
tipo ‘de las llamadas protefnas G, '

-se genera un “segundo mensajero”,

-se modifica la permeabilidad de la membrana y
hay movimiento de iones a través de canales,

-s¢ activan proteinas cinasas, hay fosforilacién
(o metilacién) de proteinas y regulacmn de la
actividad enzimaética,

-la célula posee mecanismos para amplificar
la respuesta inicial (reaccién én
cascada),

-en un amplio rango la respuesta es proporcio-
nal a la magnitud o concentracion de la sefal ini-
cial (curvas dosis respuesta),

-la respuesta final es selectiva,

-pueden regular la expresion de genes,

-las senales exageradas e iterativas en corto

efector d?

recaphor

pfvlu[ﬂl (=)

membrana caiular

aegunda(s!
mensajerols)

precursories

cintsas clnesos
inceiivas activos

componantes
celulares

respuesta
csjulor

Figura 2. Esquema general de la respuesta de un receptor al
scr aclivado por su cflector.
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tiempo, bloquean al receptor (desensibilizaci6n).

- Para el caso de las hormonas que no penetran
a la célula, un esquema general de la respuesta
que inician en una célula blanco, puede ser el
incluido en la figura 2.

Patologia de los receptores.

Llama la atencién que habiendo una participa-
cion tan extendida de los receptores en la fisiologia
de una célula y de un organismo existan pocos
casos bien estudiados donde el cuadro patolégico
sea consecuencia de la disfuncién de un receptor.
Si hay ejemplos bien aceptados de enfermedadzs
por alteracién de ciertos receptores, grupos con-
cretos de diabéticos y de ateroescleréticos mani-
fiestan alteraciones en los receptores a la insulina
y a las apolipoproteinas, respectivamente. Pero
hay més casos de sospechas de enfermedad por
disfuncién de los receptores. Algunas respuestas
inmunolégicas anormales podrian deberse a la al-
teracién de ciertos receptores; y hay mucho més
investigacién y grandes espectativas. = Asi por
ejemplo, los ésteres de forbol mimetizan la-accién
de segundos mensajeros generados por la
estimulacién de receptores y son poderosos agen-
tes cancerigenos, por lo que se sospecha que al-
gunos tipos de cincer puede resultar de cambios
en el funcionamiento de ciertos receptores.

Incluso, hay quienes piensan que se identifica-
ran en los préximos afios un buen nimero de
enfermedades atribuibles primordialmente al mal
funcionamiento de algunos receptores.

Enrique Pifia Garza
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México
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3)

4)

L. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco flexible de 5 1/4
pulgadas de 365 KB de capacidad, escrito en los
procesadores de textos “Word 5” 0 “Write”, sin ningiin
formato y con una extensién maxima de 18,000 caracte-
res. Este deber4 ir acompanado de dos impresiones del

-articulo en el que se marcaran en color las palabras o

lineas que deban ir en cursivas o negritas, asi como todas
las anotaciones necesarias. En el caso de no tener acceso
a este procesador, €l manuscrito podri enviarse mecano-
grafiado, con una extensién que no exceda de 12 cuarti-
llas escritas a doble espacio (27 renglones por cuartilla y

70 golpes por renglén).

Se deberd incluir un resumen en idioma espafiol y un
abstract en inglés, de mds o menos diez renglones, que
irdn seguidos por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se sugiere. un méximo de quince referencias, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, numeradas
en el texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los autores,
afio de publicacién entre paréntesis, titulo del articulo,
nombre de la revista, nimero del volumen en cursivas y
antecedido por dos puntos ¢l nimero de la primera y
Gltima péginas, de acuerdo con lo que se muestra en el
siguiente ejemplo:

Miller C O (1982) Cytokinin Modification of
Mitochondrial Function. Plant Physiol 69: 1274-1277.

Los libros deberan citarse de la siguiente forma:

Larckins, B A, Pearlmutter, N L y Hukman, W J (1979)
The mechanism of zein synthesis and deposition in
protein bodies of maize endosperm. En The Plant Seed.
Development, Preservation and Germination, Editores:
Rubenstein, I; Phillips, R L; Green, CE y Gengenbach,
B G. Academic Press, New York, pp 49-55.

Se aceptardn como méaximo seis figuras o tablas, las
cuales deberan estar dibujadas sobre papel albanene con
tinta china o presentarse como fotografias en blanco y
negro sobre papel brillante, cuya localizacién deberi
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4)
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avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de traba-
jo, etc.
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El trabajo deberd enviarse igual que como se especifica
en el inciso I-1.

Se aceptardn un maximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto. En casos de que se juzgue
necesario se podrd incluir una figura o una tabla.

Losmanuscritos serdn leidos pordosrevisores, uno de
ellos familiarizado con el fema y el otro ajenc al
mismo. Las correcciones y sugerencias asi como las
pruebas de pigina se comunicardn al primer autor.

Los discos y las dos copias de los manuscritos se
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ApdoPostal 70-281, México 04510, D F, o bien a través
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