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EDITORTAL

DE EQUILIBRIOS, INTERCAMBIOS Y
POSIBILIDADES DE DESARROLLO

Recuerdo que al cursar la materia de Geologia,
al inicio de la carrera de Biologia, en la
Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Auténoma de México, aprendimos
acerca de una de las teorias que mas llamé mi
atencion: La Teoria de la Isostacia. Esta teoria
se refiere a varios aspectos de la dindmica de la
corteza terrestre y la fluidez del manto.
Propone que el hundimiento de la corteza en
algin lugar se acompana del levantamiento en
otra region distinta del globo terraqueo, lo que
mantiene un estado de equilibrio dinamico. Sin
tratar de ser reduccionista, pero si practico,
algo similar se observa en las sociedades
humanas: lo que les sobra a unos les falta a
otros, 0 mejor atin, a unos les sobra porque a
otros les falta. Siendo mds especifico, y en
relacion con el ambito cientifico, esto es
evidente entre paises, instituciones y
laboratorios ricos y pobres.

Muchos sabemos acerca de las diferencias que
existen en la distribucion de recursos entre las
instituciones de educacion superior en México,
pero a pesar de las crisis econémicas, todavia
es posible distinguir entre instituciones y

laboratorios con mas y con menos recursos. En
estas circunstancias, es comun (seguramente lo
fue més en el pasado que en el presente), que
en las instituciones y laboratorios con méas
recursos se renueven y actualicen
periddicamente materiales que incluyen a
reactivos y o equipo. Desafortunadamente,
muchas veces este material viejo y obsoleto se
saca de circulacién almacenéndolo o,
simplemente, se tira a la basura. Esto se hace
asi sin considerar que ese material podria ser
muy valioso en alguna otra institucién o
laboratorio; parte de ese equipo todavia
funciona, o si estd descompuesto, su reparacién
no es muy costosa.

En los paises ricos y tecnolégicamente
desarrollados, es comiin que los fondos para los
proyectos contemplen un rubro para la compra
de “consumibles”, es decir, todo aquel material
(generalmente hecho de pléstico) de uso y
desecho cotidiano, tal como las puntas de las
pipetas automaticas, tubos de microcentrifugas,
tubos de cultivo, cajas de Petri y celdas de
plastico, etc. En la mayoria de las veces este
material es reutilizable ya que no esta
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contaminado y si se le lava cuidadosamente,
este tipo de materiales serfan muy valiosos en
muchos laboratorios de paises pobres.

Asi y contraviniendo a la teoria geoldgica de la
isostacia, resultaria verdaderamente positivo el
que estos materiales de “desecho” u obsoletos
llegaran a los laboratorios con menos recursos.
Dicho en término geoldgicos, que el
levantamiento de algunas regiones de la corteza
(los laboratorios ricos) traiga consigo al mismo
tiempo el levantamiento en otros lugares (los
laboratorios pobres).

Por supuesto, para que esto pueda suceder a
nivel doméstico (nacional), deben existir los
medios de comunicacion para que los
donadores puedan dar a conocer y los
receptores puedan localizar el material a
transferir. En nuestra drea de desempeno,
ademés de publicar articulos de revision
actualizados y dada la naturaleza y los intereses
de sus lectores, el Boletin de Educacion
Bioquimica resulta la via idonea para poner en
contacto a instituciones, laboratorios y grupos
de investigacién con el fin de transferir
materiales a manera de donaciones o, inclusive,
de intercambio. Esto ultimo suele suceder
cuando los proyectos de algiin laboratorio dan

un giro y por lo tanto parte de los reactivos y
del equipo quedan sin uso, pero en
posibilidades de ser donados o intercambiados.

En este nimero del BEB se inicia una seccion
de “Donaciones e Intercambios entre
Instituciones”, que se espera sea muy activa y
bien acogida por los lectores, que resulte en
beneficio de aquellos laboratorios con
limitaciones materiales y en el uso prolongado
del material o equipo viejo, pero todavia util.

A nivel fordneo, internacional, resultaria
positivo establecer convenios gubernamentales
que permitan detectar a las instituciones en los
paises ricos que desechan material y equipo
todavia utiles. Estos pudieran donarse a
laboratorios pobres o, dado el caso, comprarse
a un costo muy por debajo del original. En
México, una institucién que podria llevar a
cabo esto idealmente es el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia, o determinadas
dependencias en cada universidad, las cuales
podrian establecer los contactos necesarios.

Raul Arredondo Peter
Departamento de Biogquimica
Universidad de Nebraska-Lincoln, EUA.
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DANO POR REPERFUSION EN EL MIOCARDIO

José Francisco Téllez Zenteno. Grupo AFINES, Facullad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México y Departamento
de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”, Juan Badiano # 1 CP 14080 México, D F.

RESUMEN

Enlos tltimos afios se haacumulado ciertaevidencia
que indica un posible dafio secundarioalareperfusion
miocérdica, sin embargo no se sabe exactamente si
la reperfusion por simisma es la que produce el dano
o acelera el dano producido a las células durante la
isquemia. Se han asociado algunos procesos con el
dano por reperfusiéon como laaparicion de arritmias,
el “miocardio aturdido” y el dano vascular con
ausencia de reflujo. En esta revision se discuten las
principales teorias que explican los mecanismos del
dano secundario a la reperfusion miocardica como
son la sobrecarga de calcio y el dano causado por los
radicales libres; asi como los fairmacos que se han
utilizado en los Gltimos afios para tratar de disminuir
la intensidad de este fendmeno.

PALABRAS CLAVE: Isquemia, dano por

reperfusion, calcio, radicales libres, miocardio.

ABSTRACT

In recent years evidence has accumulated indicating a
possible myocardial injury secondary to reperfusion.
However, it is not exactly known wether injury at the
time of reperfusion merely represents an acceleration of
the damage resulting from ischemia, or wether there is
a specific additional injury caused by reperfusion itself.
There are some reperfusion-associated events; such as
reperfusionarrhytmias, myocardialstunning and vascular

damage and no reflow. In this review it is discussed the
two most important hypotheses explaining the cellular
eventsinvolvedinreperfusiondamage: calciumoverload
and free radical damage; as well as drugs in use during
recent years intended to lower the intensity of these
phenomenon.

KEY WORDS: Ischemia, reperfusion injury,
calcium, free radicals, myocardium.

INTRODUCCION

En la actualidad se reconoce a la trombolisis
farmacoldgica como una estrategia que modifica
radicalmente la perspectivadel tratamiento del infarto
agudo del miocardio en las primeras horas, al lograr,
en un grupo definido de pacientes, reducir el tamafo
de la necrosis, preservar la funcién ventricular y
mejorar la sobrevida (1).

En los dltimos afos se han acumulado evidencias
que indican un posible dafo secundario a la
reperfusion miocardica, sin embargo todavia no se
sabe exactamente si la reperfusién por simismaes la
que produce el dano o bien si acelera el dafio
producido en las células durante la isquemia. El
dano ha sido bien caracterizado, se han descrito
caracteristicas metabdlicas, electrofisiolégicas,
morfologicas y funcionales (2). Se han asociado
algunos procesos con la reperfusién (Tabla I).

TABLA I

FENOMENOS ASOCIADOS A LA REPERFUSION

Arritmias.
Dano vascular y ausencia de reflujo (no retlow).
Miocardio aturdido (stunning myocardium).

LS R e

Aceleracion de la necrosis por las células danadas no letalmente durante la isquemia.
Edema celular y la aceleracion de la necrosis de las células danadas irreversiblemente por la isquemia.
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MECANISMOS DEL DANO POR
REPERFUSION

Se han propuesto algunas teorfas que explican el
dano celular secundario alareperfusion, existen dos
corrientes que tratan de explicarlo, una de ellas
considera que el agente mas importante es el calcio
y que unasobrecarga de este ién en la célula produce
el dafo, la otra corriente considera a los radicales
libres derivados del oxigeno como los principales
agentes que participan en el dafio celular secundario
a la reperfusién, aunque probablemente estos dos
agentes se encuentren interactuando.

Para explicar el dafio secundario a la reperfusion
se han creado algunos modelos. Uno de ellos es el
modelo conocido como la “paradoja del calcio”, el
cual ha sido descrito en corazones de rata pero no en
corazones de humanos. Este modelo explica que
cuando el calcio es reintroducido a la c€lula durante
lareperfusion, el resultado es un severo dano celular
caracterizado por unamarcada liberacion de enzimas
y formacién de bandas de contraccion.

Laacumulaciéncitosélicadel calcioeselresultado
de la inhibicién metabdlica en el periodo isquémico
(reduccién de la glucélisis y de la sintesis de ATP).
Durante la reperfusién el calcio entra a la célula a
través de canales de calcio, por intercambio con
sodio, y por estimulacién de receptores -
adrenérgicos. Esta entrada incontrolada de calcio
produce activacion de fosfolipasas y proteasas que
producen dafio en el citoesqueleto y la membrana
celular, lo que favorece también la produccion de
radicaleslibres derivados de oxigeno. El otromodelo
denominado la “paradoja del oxigeno”, ha sido
descrito en el corazén de rata y propone que en el
momento en el que se produce una sibita
reintroduccién de oxigeno a la célula se produce el
dafio por reperfusion debido a la formacion de
radicales libres. Durante la hipoxia, la reduccion de
los componentes de la cadena respiratoria, como el
citocromo cl, crea las condiciones favorables para
la generacion de radicales superéxido por la
mitocondria cardiaca, ademads la reduccion de
glutatién, glutation peroxidasa y la superdxido
dismutasa, que son agentes antioxidantes naturales,
provoca una elevacidn de estos radicales como el
perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo que son
altamente reactivos y toxicos para la c€lula. Otra
fuente de produccion de radicales libres son los

Téllez J

macréfagos que emigran durante el periodo
isquémico hacia el sitio de la isquemia, estos neutr-
filostiene la capacidad de liberar enzimas proteoliticas
y llevar a cabo la formacién de radicales libres por
lo que este mecanismo junto con el mecanismo
celular aumenta la produccién de estos mediadores.
Porltimo, tambiénse hadocumentado la produccion
deradicaleslibres porla célula endotelial. El siguiente
fenémeno es la peroxidacion de las membranas, que
dana la funcion de éstas al permitir una sobrecarga
importante de calcio. Se les ha denominado
“paradojas” ya que resulta contradictorio que siendo
el calcio y el oxigeno importantes parala contraccion
y la respiracién celular respectivamente, resulten
dafiinos para la célula durante ia reperfusion. Hay
que tener en cuenta que durante la reperfusion, la
concentracion de calcio y la produccién de radicales
libres derivados del oxigeno se elevan masivamente.
Ademas, es necesario mencionar que la paradoja del
calcio y la paradoja del oxigeno tienen mecanismos
patogénicos similares (Fig 1) 3 y 4).

METABOLISMO DE LOS RADICALES LIBRES l

] ey
REPERFUSION

Glutatién

peroxidasa
GO GR
I”
NEUTROFILOS | ___ = \/l’
::-’ 02— —= Hy 05—

Reaccién de la -~ ® Catalasa
xantin oxidasa . =

(no presente Superéxido 05 + Hy0

en el hombre) dimutasa

Oy +Hy0p, —e Op+ OH +

COMPUESTO MUY REACTIVO

Figura 1. Se ilustra el mecanismo mediante el cual se producen los
radicales libres. Estd descrito que durante ¢l perfodo isquémico
existe una formacién de radicales libres que se acelera rdpidamente
al inicio de la reperfusién. GO) glutatién oxidado; GR) glutatién
reducido.

También la presenciade glucosa durante el periodo
hipéxico juega un papel importante en la prevencién
del dafio por reoxigenacion. Cuando el misculo
papilar es privado de glucosa y oxigeno, aparecen
arritmias dependientes de calcio y cuando la glucosa
es anadida durante el periodo hipéxico previene el
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desarrollo de arritmias en el periodo de reperfusion.
Esto se ha explicado por dos mecanismos, en uno de
ellos se propone que la glucosa interviene como un
agente antioxidante que mantiene la viade las pentosas
y por lo tanto los niveles tisulares de glutation, en el
otro mecanismo se propone que la glucosamantiene
un aporte continuo de energia y con estose conserva
el control del calcio citosélico (5).

FENOMENOS ASOCIADOS AL DANO

POR REPERFUSION (ARRITMIAS,
“MIOCARDIO ATURDIDO”, “NO
REFLUJO” Y DURACION DE LA
ISQUEMIA).

Uno de los fendmenos observados durante la
reperfusion es la aparicion de arritmias que incluyen
taquicardia y fibrilacion ventriculares; es importante
mencionar que en la practica clinica no es tan comun
la aparicion de estos ritmos cardiacos anormales
como en los modelos animales. La taquicardia
ventricular es el tipo de arritmia que se observa con
mayor frecuencia en los modelos animales, estas
arritmias han sido relacionadas con la sobrecarga de
calcio. En diversos estudios ha sido demostrado que
las oscilaciones de calcio en la fase de reperfusion
coincidenconlaapariciénde arritmias; el incremento
de calcio durante la reperfusion pudiera tener
efectos electrofisioldgicos que incluyen la aparicion
de ritmos cardiacos anormales.

Hearse y Tosaki (6), han propuesto que la
generacion de arritmias se encuentra relacionada
con la formacién de radicales libres, estos radicales
provocarian arritmias por medio del dano en la
membrana celular, con los consecuentes cambios
electrofisiologicos en los potenciales de accion.
Estos autores concluyen que probablemente el calcio
y losradicales libres derivados del oxigeno colaboren
en el desarrollo de arritmias.

El “no reflujo” y el dafio vascular es otro de los
acontecimientos asociados a la reperfusion, ocurre
cuando a pesar de ser removidala oclusién coronaria
no se restaura el flujo sanguineo, este fendmeno ha
sido observado ampliamente en modelos animales y
probablemente suceda en humanos. Existen algunas
explicaciones para este fenomeno, primeramente se
habla que el dano microvasculary lamigracionde los
neutréfilos producen edema celular endotelial conel
“noreflujo” consecuente, otro mecanismo propuesto
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es la formacién de agregados de plaquetas y de
trombos, por tltimo se menciona que la contractura
isquémica del miocardio puede comprimir las arterias
coronarias impidiendo el reflujo (7).

Uno de los fendmenos que han sido estudiados
ampliamente es el “miocardio aturdido” (stunning
myocardium) proceso bien documentado tanto en
modelos animales como en humanos, que se define
como la disfuncién mecédnica que persiste en el
miocardio reperfundido después de una isquemia
reversible. El miocardio no tiene una recuperacion
rapida después del periodo de isquemia y se ha
observado que la recuperacion puede durar hasta 3
semanas. Para explicar la causa de la disfuncion
mecanica se han propuesto numerosos mecanismos,
se menciona que pudiera haber una disminucién en
la sintesis del ATP, anormalidades en la excitacién
miocardica, disminucién en la actividad de la
creatininfosfoquinasa, alteracién de la homeostasis
del calcio y la posible participacion de los radicales
libres del oxigeno entre otros (Fig 2) (8).

| ISQUEMIA Y REPERFUSION [

Neutr6filos / \Na*/Caz*‘ ?

RADICALES LIBRES [ SOBRECARGA DE CALCIQJ

Fosfolipasas

Dafio a la membrana celular
Falla del mecanismo de contraccién

s
C?

lINSENSIBILIDAD RELATIVA AL CALCIO

SR

Figura 2. Se representan los dos mecanismos principales del dafio
por reperfusién: la formacién de radicales libres derivados del
oxigeno y la sobrecarga de calcio. Este esquema reconcilia estas dos
hip6tesis aparentemente contradictorias. Se ilustra el papel probable
de la combinacién de los radicales libres y la sobrecarga de calcio
en el dafio a la membrana celular y la insensibilidad relativa del
mecanismo de contraccién (a la izquierda la interaccién actina-
miosina, a la derecha el reticulo sarcopldsmico).

Se conoce también la relacién que existe entre la
severidad del dafio y la duracién de la isquemia. El
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incremento en la duracién de la isquemia de 30 a 90
minutos resulta en una marcada acumulacién de
calcio por los tejidos, que se encuentra principalmente
como calcio mitocondrial, con el aumento de la
presion diastdlica se produce un empeoramiento de
la contractura isquimica, un dano celular exagerado
y la consecuente liberacion de enzimas, ademés de
una recuperacion deficiente en la funcion de la
creatininfosfoquinasa y en la formacién del ATP, si
se incrementa la duracion de la isquemia el dano por
reperfusién sera mas importante.

Cuatro lineas de evidencia sugieren que la
severidad de laisquemia gobernaré el dafio secundario
por reperfusion: Primero, la acumulacion del AMP
ciclicodurante laisquemia predispone ala generacion
de oscilaciones de calcio que pueden producir arrit-
mias dependientes de calcio en el periodo de
reperfusién y la liberacion de enzimas es mas
importante. Segundo, durante el periodo de isquemia
se produce laacumulaciénde la palmitoil-tranferasa
que causa la apertura de canales de calcio que
puedenincrementarel dao. Tercero, la hipoperfusion
miociérdica produce la liberacion de radicales libres
derivados del oxigeno que incrementan el dafo.
Cuarto, el incremento en el periodo de isquemia
aumenta la posiblidad de aparicion de arritmias. Por
dltimo es importante mencionar que la velocidad de
la reperfusién incrementa la proporcion en que
aparecen las arritmias y también disminuye la
proporcién de recuperacién mecanica. Es prudente
considerar que la fallamecénica miocardica posterior
a la reperfusidon, no ha sido completamente
reproducida en las preparaciones experimentales
sujetas a una reperfusion gradual tal y como aparece
en la terapia trombolitica clinica (9).

FARMACOS UTILIZADOS PARA
DISMINUIR EL DANO POR REPERFUSION
En los ultimos afios se han realizado numerosos
estudios encaminados a la utilizacién de agentes
farmacolégicos con el propdsito de disminuir el
dafio por reperfusion. Los agentes utilizados tienen
acciones especificas sobre los mecanismos ya
descritos (Tabla II).

Entre los farmacos utilizados se tiene a los
bloqueadores de canales de calcio, de estos se ha
usado la nifedipina y se observado que tiene un
efecto cardioprotector modesto, en concentraciones
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TABLA I

FARMACOS UTILIZADOS
EXPERIMENTALMENTE EN LA PREVENCION DEL
DANO POR REPERFUSION

Tipo de agente Modo de accién

Secuestradores de radicales libres

Catalasa, SOD (11) Reacciona con iones superoxido y

peréxido de hidrégeno
Dimetilurea (11) Reaccionaconradicales hidroxilo
Inhibidores de la produccion de radicales libres
Alopurinol (11) Inhibidor de la xantin-oxidasa
Deferroxiamina (11) Quelante de fierro
Inhibidores de los neutréfilos

Adenosina (14) Modula la generacién de aniones

superoxido
Ciclosporina (12) Disminuye la migracién de los
neutréfilos

Inhibe la adhesion de los
neutréfilos

TNF Beta (15)

Antioxidantes

Vitamina E, propanolol, Interrumpen la peroxidacién
inhibidores de la

ECA (10y13)

Inhibidores de la entrada de calcio

Elevacion lenta del calcio intra-
celular

Bloqueadores de los
canales de calcio (10)
Ketorolac (12) Disminuye lasobrecargade calcio,
actuando como ionéforo de calcio
en la membrana mitocondrial

suprafarmacolégicas, cuando se aplica antes del
inicio de la isquemia, sin embargo no disminuye
completamente laentrada de calcio producida durante
la reperfusion. Otro de los agentes utilizados es el
verapamil, cuyo efecto cardioprotector se manifiesta
como una disminucion en la liberacién de creatinin-
fosfoquinasa, reduccién del tamaino del infarto,
mejora la capacidad de contractibilidad, preserva la
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ultraestructura y mantiene la funciéon mitocondrial.
El mecanismo propuesto para el efecto
cardioprotector en los bloqueadores de canales de
calcio es complejo pero incluye el ahorro de la
energia, pérdida de los precursores de adenosina,
disminuciénenlaelevaciénde laadrenalinaend6gena
y elevacion lenta del calcio intracelular (10).

En corazones aislados de ratas existe una buena
evidencia de que los agentes antioxidantes pueden
disminuiralgunos aspectos del dano por reperfusion,
en un estudio muy convincente se demostré que la
utilizacion de la superéxido-dismutasa (SOD), no
disminuye la producciéndel ATP y mejorala funcion
ventricular.

Existe un gran nimero de estudios en que se
utilizan agentes antioxidantes pero no en todos ellos
se ha observado la disminucion del tamano del
infarto ni de la disfuncién mecanica miocardica,
incluso existen algunos estudios con resultados
negativos que simulan las condiciones que ocurren
en la reperfusion trombolitica, en los que se utilizan
tromboliticos mas SOD y persiste la disfuncién
miocardica después de 4 horas de la reperfusion. En
otro estudio en el cual se utilizé SOD 5 minutos
despuésde lareperfusion, se observouna disminucion
en la aparici6én de arritmias pero no hubo mejoria en
la funcién contréctil. Por dltimo en otro estudio en
el cual se utilizé unacombinacionde SOD y catalasa,
al momento de lareperfusion, se observé una mejoria
en la funcién microvascular pero no en la funcion
mecdnica ni la extension del infarto.

Existen estudios interesantes en que se utilizan
SOD y catalasa 15 minutos antes de la isquemia en
los que se ha observado una mejoria en la funcion
contractil del miocardio, también han sido
administradas estas enzimas dos horas después de la
isquemia sin que se observe mejoria en la funcion
contractil ni en la extension de la necrosis, pero hubo
mejoria en la microvasculatura y el flujo endocar-
dico, lo que sugiere la existencia de un periodo corto
definido para la utilizacion de los agentes
antioxidantes en la mejoria de la funcién contrictil.

En lo concerniente a la extension del infarto,
existen estudios convincentes en los que se adiciona
SOD y catalasa 15 minutos antes del infarto en
donde se observa que se reduce la extensién del
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infarto. En esa misma linea de estudios en que se
utilizan agentes antioxidantes, existe un estudio en
el cual se administré piruvato, por el antecedente de
suefecto antioxidante. Este fue administrado duran-
te el periodo de reperfusion en ratas y se observé un
efecto cardioprotector mecénico, bioquimico y una
disminucion en la liberacion de radicales libres. Con
el propésito de disminuir el daio por reperfusion, se
ha tratado de interferir en diferentes sitios, ejemplo
de lo cual es el estudio realizado por Bolli (11), en
que se administré deferroxiamina, unagente quelante
de hierro, al tener en cuenta que el hierro es un
agente que interviene en la formacién de radicales
superdxido y en la peroxidacion de las membranas;
asise observé una mejoria en la funcién mecénica en
modelos de “miocardio aturdido”.

En la bisqueda de nuevos firmacos con efecto
cardioprotector, se han realizado algunos estudios
en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chévez” en los que se administré ciclosporina,
farmaco muy utilizado como inmunosupresor en la
actualidad, del que se aprovecha la propiedad de
bloquear poros inespecificos calcio-dependientes de
lamembrana mitocondrial. También se ha observado
que disminuye la liberacién de enzimas, asi como la
aparicion de arritmias, con lo que se comprueba su
efecto cardioprotector (12). Otro de los compuestos
con efecto cardioprotector probado en esta misma
institucién esel Ketorolac, analgésicono esteroideo,
que tiene la capacidad de actuar como ionéforo de
calcio en la membrana mitocondrial, que produce
unadisminuciénenlaseveridad del dafio por reperfu-
sién, al disminuir la liberacién de enzimas asi como
la aparicion de arritmias en corazones de ratas, proba-
blemente por disminuir la sobrecarga de calcio (13).

En algunos estudios recientes se han utilizado los
inhibidores de laenzima convertidorade angiotensina
(ECA), como protectores del miocardio. En ellos se
mencionan miltiples mecanismos para explicar este
efecto. Entre ellos la reduccién de angiotensina I, la
reduccion del metabolismo de las bradicininas, un
efecto antioxidante y otros mecanismos desconoci-
dos. Los estudios llevados a cabo en corazones
aislados de ratas han demostrado que los inhibidores
de la ECA atentian el dano metabélico, la aparicién
de arritmias, la disfuncién contréctil asociados con
la isquemia y la reperfusién. En los estudios en
modelos de “miocardio aturdido”, después de un
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periodo de 15 minutos de isquemia, se ha observado
una mejoria en la funcién contréctil. A pesar de los
resultados, es necesario aun realizar més estudios
con estos farmacos para establecer con certeza cual
es el mecanismo cardioprotector que pudieran tener
éstos.

En los Gltimos afios se le ha dado mucha
importancia, en un gran nimero de estudios, a la
adenosina, sustancia liberada durante los periodos
de isquemia, a la que se le atribuye un efecto
cardioprotector durante la isquemia, al provocar
vasodilatacion del lecho coronario e incrementar la
funcion contractil y disminuir lademanda de oxigeno.
Esta sustancia también se ha relacionado en un
probable efecto cardioprotector durante la
reperfusion al inhibirla liberacion de radicales libres
a partir de neutréfilos activados, lo que disminuye el
dafio endotelial e inhibe la agregacion plaquetaria.
Los estudios del “miocardio aturdido™ en perros,
han demostrado que la administracion exdgena de
adenosina (50 ug/kg por minuto), aumenta la
recuperacién mecanica postisquémica de manera
significativa (14).

Ladisfuncion miocérdica observadaen el periodo
posterior a la reperfusién depende parcialmente de
la adhesion de neutréfilos a las células endoteliales,
que producen dafo por medio de la obstruccion
fisica y lesiones por la liberacién de productos que
danan a las células endoteliales y del miocardio.

Algunos estudios interesantes han demostrado
que las citocinas, como la interleucina 6 (IL-6) y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-ct), tienen gran
importancia en el desarrollo del dano, pues inducen
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la formacion de moléculas de adherencia para los
neutréfilos en las células endoteliales y miocitos
(ICAM-I). Ademas, estas citocinas disminuyen la
producciénde 6xidonitrico y reducen laestimulacién
adrenérgicay reducenlacontractibilidad, es poresto
que se ha pensado que probablemente el factor de
necrosis tumoral-beta (TNF-f), citocina capaz de
inhibir los niveles séricos del TNF-a, pudiera ser
utilizado como cardioprotector, por lo que es
necesario la realizacion de estudios para valorar su
posible efecto cardiprotector (15).

CONCLUSION

Actualmente existe abundante evidencia que sugiere
que el dano celular secundario a la reperfusién es
bifésico, con el dano iniciado durante la isquemia y
exacerbado durante la reperfusién. El dano durante
la Isquemia ha sido bien caracterizado en donde la
célula es deprivada de la energia necesaria para
mantener el gradiente i6nico y lahomeostasis, loque
resultaen una fallaenziméatica que produce lamuerte
celular. El dano por reperfusién estd mediado,
probablemente, por la interaccion de radicales libres,
canales de calcio, factores endoteliales y factores
liberados por los neutréfilos durante la inflamacion.

Existen pocos estudios a nivel clinico dedicados a
disminuir el dano por reperfusién, que tengan
resultados convincentes, ya que anteriormente se
consideraba un artificio de laboratorio. Con la
informacién proporcionada por los estudios
experimentales, queda ain por realizar los estudios
en pacientes con infarto al miocardio en donde la
trombolisis farmacolégica tenga éxito, esta nueva
linea de investigacion es una que tiene enormes
perspectivas.
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RESUMEN

La ATPasa-Ca® es una enzima constitutiva de la
membrana plasmatica de las células eucaridticas, la
cual transporta el calcio del citoplasma hacia el
espacio extracelular a expensas de la hidrolisis del
ATP. En el presente articulo se revisan los avances
més importantes en la caracterizacién molecular de
la ATPasa-Ca?* de lamembrana plasmatica(ACMP).
Esta enzima pertenece a una familia multigénica,
formada por cuatro genes, donde la edicion alterna
de los mensajeros de cada uno de estos genes, puede
a su vez generar una gran diversidad de isoformas.
El anélisis y la comparaci6n de las secuencias de
varias isoformas de la ACMP con diversas ATPasas
tipo P, sugiere un patron estructural comin entre
estas enzimas, lo que ha permitido establecer y
localizar la secuencia de regiones importantes para
la funcién de estas ATPasas.

PALABRAS CLAVE: ATPasa-Ca* de la
membrana plasmatica, edicién alterna, isoformas,
homologia de secuencia, ATPasas-P.

ABSTRACT

The plasma membrane Ca**-ATPase (PMCA) is an
ubiquitous enzyme of eukaryotic cells which couples
the hydrolysis of ATP to calcium transport from the
cytoplasm to the extracellular space. In this article,
the main advances in the molecular characterization
of the PMCA are reviewed. This enzyme belongs to
a multigene family codified by four genes where
alternative splicing of the mRNAs from each of these
genes can generate several isoforms. Sequence
analysis and aligment between the PMCA isoforms
and several P type ATPases, suggest a similar
structural pattern. These studies have also allowed
to establish the sequence of regions funtionally
important in these ATPases.

KEY WORDS: Plasmamembrane Ca**-ATPase,
alternative splicing, isoforms, sequence homology,
P type ATPases.

I. INTRODUCCION

La membrana plasmatica es altamente impermeable
al calcio, por lo que se mantiene un gradiente de
concentracion entre el interior y el exterior. La
concentracion del i6n calcio (Ca*” en el espacio
extracelular es de 1 a 3 x 10° M, mientras que su
concentracion en el citoplasma es de 107 M. Como
respuesta adiversos estimulos hormonales, eléctricos
y quimicos, la célula permite la entrada masiva de
calcioatravésde canales localizados en lamembrana
plasmatica. Asi mismo, se induce la liberacién de
Ca* de variosreservorios intracelulares. Elaumento
en la concentracién citopldsmica de este cation
constituye la sefial para disparar una gran variedad
de respuestas celulares como son: la liberacion de
neurotransmisores, la contraccién muscular,
liberaciéon de hormonas, etc. Para recuperar su
condicién basal, la célula debe restablecer su
concentracion intracelular de calcio a niveles
submicromoleculares, de otra forma permaneceria
constantemente activada y eso la conduciria a la
muerte. Las células cuentan con varios mecanismos
para remover el exceso de Ca* del citoplasma como
son: la ATPasa-Ca* localizada en la membrana del
reticulo sarco(endo)pldsmico y que transporta el
Ca** del citoplasma al lumen del reticulo a expensas
de la hidrolisis del ATP. También se han descrito
sistemas de transporte de calcio en la mitocondria,
orginulo que parece participar como amortiguador
de las concentraciones de este cation.

Porotro lade, enlamembrana plasmatica existen
dos mecanismos que permiten lasalida de Ca**delas
células, un intercambiador Na*-Ca* (acoplado a la
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ATPasa-Na*/K*) y la ATPasa-Ca*, enzima que
bombea el exceso de Ca* hacia el exterior de la
célula a expensas de la hidrolisis del ATP. El
intercambiador es un sistema de baja afinidad y alta
capacidad (presente soloenalgunos tipos celulares),
mientras que la ATPasa-Ca® es de altaafinidad pero
baja capacidad.

La importancia de la ACMP radica en su
capacidad de remover el exceso de calcio del
citoplasma hastarestablecer los nivelesencontrados
en el estado de reposo (107 M), debido a que tiene
unaafinidad 10 veces mayor parael Ca* enrelacion
ala ATPasa-Ca* delreticulosarco(endo)plasmico.

II. CARACTERISTICAS GENERALES DE
LA ATPasa-Ca’* DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

Desde lademostracion de su existenciaen eritrocitos de
humano en 1966, la ACMP ha sido caracterizada y
purificada a partir de una gran diversidad de tejidos y
tipos celulares. Estos estudios sugieren que la ATPasa-
Ca* es una enzima constitutiva de la membrana
plasmitica de las células eucaridticas (1 y 2). Esta
enzima, transporta o bombea el Ca** del citoplasma al
espacioextracelular aexpensas de la hidrolisis del ATP,
conunaestequiometria Ca*/ATP cercanaauno (3). La
ACMP estd formada por un solo polipétido con una
masa molecularaproximadade 130a 140kDa. Durante
su ciclo catalitico forma un intermediario fosforilado,
por la transferencia del fosfato gamma del ATP a un
residuo especifico de dcido aspartico y su actividad es
inhibida por el ortovanadato. Debido a estas dos
caracteristicas, estaenzima hasidoclasificada dentrodel
grupo de las ATPasas tipo P.

LaK  parael Ca® esdeaproximadamente 10°M;
sinembargo, laenzimaalcanza unaactivacion maxima
entre 10° a 10* M, las concentraciones mayores de
este cation provocan inhibicion. Suactividad depende
de las concentraciones micromoleculares de Mg*
libre y tiene una alta especificidad porel ATP como
sustrato. Una propiedad distintivade la ACMP es su
estimulacion por interacciéndirecta concalmodulina,
propiedad que ha sido aprovechada para purificar a
la enzima de diversos tipos celulares por medio de
columnas de calmodulina-sefarosa. En presenciade
concentraciones 6ptimas de calmodulina (1nM), la
Km (Ca) disminuye de 20 uM a cercade 0.5 uM y
la Vmax aumenta. En ausencia de calmodulina la
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ATPasa es estimulada por fosfolipidos acidos o
dcidos grasos poliinsaturados (2 y 3), tratamiento
con enzimas proteoliticas (1 a 3), fosforilacién por
proteina cinasa A, o proteina cinasa C (3). Cuando
la enzima se trata con tripsina pierde su respuesta a
lacalmodulina, debido al corte del extremo carboxilo
terminal (ver seccion V), por lo que la enzima se
mantiene permanentemente activada (1 a 3). A
diferencia de la tripsina, la proteasa calpaina puede
tener efectos importantes in vivo, debido a que la
calpaina ataca preferencialmente proteinas que
presentan dominios de unién a calmodulina (3). En
ausencia de calmodulina, la calpaina corta un
fragmento del carboxilo terminal que contiene los
dominios de unién a la calmodulina y genera una
enzima activada de 127 kDa (3). Sin embargo la
presencia de calmodulina retrasa la protedlisis por
calpainay altera el patron de corte (para unarevision
mas detallada de las propiedades de la ACMP
consultar referencias 1 a 4).

ITII. DETERMINACION DE LA
ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA
ATPasa-Ca™ Y LA IDENTIFICACION DE
DIVERSAS ISOFORMAS

La determinacion de la secuencia de aminoacidos de
los fragmentos tripticos que continen los sitios de
uniénal isotiocianato de fluoresceina (FITC), que se
considera el sitio de unién al ATP y de las ATPasas
tipo Py la secuencia del sitio de unién de calmodu-
lina de la bomba de calcio de eritrocitos de humano,
constituyeron el punto de partida para iniciar la
clonacién y determinacién de la secuencia de la
ACMP. En 1988, se publico la secuencia completa
de dos isoformas de esta enzima a partir de una
biblioteca de ADNc de cerebro de rata (5). En el
mismo afo se reporté la secuencia de una isoforma
de esta enzima, deducida a partir de una biblioteca
de ADNc de un teratoma de humano (6).

El analisis de diversas bibliotecas de ADNc de rata,
humano, conejo y bovino, asi como la determinacién de
secuencias de péptidos pequefios de la ATPasa-Ca* de
eritrocitosde humano, han permitidodeducirlasecuencia
completade aminoacidosde tres isoformas dela ACMP
de rata, tres isoformas en humano, una en conejo y la
secuencia parcial de una isoforma en bovino (5 a 11).

Las ACMP de células de mamifero varian en
tamano, entre 1,159 y 1,258 residuos de amino-
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4cidos, conmasas moleculares calculadasentre 127.3
a138kDa(Tablal). Las isoformas correspondientes
entre humano y rata muestran una similitud del 97 al
99%, mientras que los productos de los genes
diferentes en una misma especie muestran de 75 a
85% de similitud en su secuencia (4). En conjunto
con estosreportes, el anélisis de bibliotecas de ADN
gendémico, asi como los estudios de reaccion en
cadena de la polimerasa, han permitido establecer la
existencia de cuatro genes que codifican para esta
enzima.

La edicién alterna de los mensajeros de cada uno
de estos genes puede generar, a su vez, una gran
diversidad de isoformas (3,4, 11 a 14, Tablaly Fig
1). Esto ha demostrado que la ACMP pertenece a
una familia multigénica y sugiere la posibilidad de
que la actividad de la ATPasa-Ca** observada en la
membrana plasmética puede ser el resultado
combinado de los productos de varios de estos
genes.

TABLA |

Isoformas de la ATPasa-Ca** de la
Membrana Plasmética

Isoforma Especie Variantes Namero de Masa Molecular
residuos calculada
ACMPI1 Rata, congjo la 1,176 129,500
cerdo y humano 1b 1,220 134,700
1c 1,249 137,800
1d 1,258 138,800
ACMP2 Rata y 2f 1,198 132,600
humano 2g 1,243 136,800
2h 1,212 134,000
ACMP3 Rata 3a 1,159 127,300
ACMP4 humano 4a 1,170 129,400
4b 1,205 133,900
4g 1,169 130,300
i Bovino ? 71 7,700

Modificada de la referencia 3.

Laedici6nalternade los mensajeros puede ocurrir
en cuatro sitios denominados A, B, Cy D (Fig 1),
pero principalmente se ha observado en los sitios A
y C. Elsitio A se localiza hacia el extremo amino
terminal y estd préximo al sitio de interacion o
regulacién por fosfolipidos. Todoslos genes, excepto
el gendela ACMP1 presentanedicionalternaanivel
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del sitio A. Para el gen 2 existen tres exones de 33,
60 y 42 pb, que pueden incluirse en el ARNm
maduro en varias combinaciones, que generan tres
posibles variantes denominadas: 2z, 2x y 2w, las
cuales tienen inclusiones de 0, 42 y 135 pb
respectivamente (12 y Fig 1B). En humanos, el exén
de 42 pb se inserta de manera separada, mientras que
los exones de 60 y 33 pb se usan o insertan en
conjunto con el exdén de 42 pb (Fig 1B). En el caso
de la rata (en algunos tejidos), los exones de 33 y 60
pb se pueden incluir en el ARNm sin el ex6n de 42
pb, de esta manera se genera una cuarta variante
denominada 2y (14). Para el gen 3 de la ACMP, se
ha encontrado un exén de 42 pb que puede ser
incluido (variante 3x), 0 excluidodel ARNm (variante
3z). Para el gen 4 de la ACMP, la edicién alterna
puede generar dos posibles variantes (4z y 4x), por
laexclusionoinclusiénde unexénde 36 pb(Fig 1B).

El sitio C se localiza en la regién carboxilo
terminal de la enzima y comprende a uno de los
dominios de interaccién con calmodulina (Fig 1A).
Parael gen 1, la edicion alterna en este sitio incluye
aunexonde 154 pb que presenta tres sitios donadores
internos que puede generar un total de 5 variantes
denominadas 1a, 1b, 1¢c, 1dy 1e (Fig 1C). Parael gen
2, existe un exén de 227 pb cuya exclusién o
inclusiéon genera dos posibles variantes, 2b y 2a
respectivamente (Fig 1C). Para el caso del gen 3, la
edicion es mas compleja, incluye 2 exones de 154 y
68 pb que al editarse diferencialmente pueden generar
tres variantes (3b, 3a y 3g). La variante 3b no
presenta inclusién alguna, la variante 3a incluye el
exon de 154 pb, mientras que la variante 3g incluye
elexénde 154y 68 pb. En laratase ha detectado una
variante adicional, debido a que el ex6n de 154 pb
presenta un sitio donador interno (13). En relacion
al gen 4, en humanos se pueden generar dos posibles
variantes (4a y 4b), por la presencia o ausencia de un
ex6n de 154 pb (Fig 1C).

Sin embargo, en el laboratorio identificamos y
clonamos una tercera variante que se denomino 4d,
que se genera por la presencia de un sitio donador
interno en el exén de 154 pb. Esta nueva variante
incluye solamente 108 pb, lo que provoca un cambio
enel marcode lectura, paradar origen a una proteina
mas grande. La edicion alterna a nivel del sitio C,
puede dar origen a proteina con una sensibilidad o
respuesta diferente a la calmodulina.
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Figura 1. Edicidn alterna de los mensajeros que codifican para la
ATPasa-Ca’* de la membrana plasmadtica. A) Representacion es-
quematica de la secuencia de la ACMP, donde se indican los sitios
de edicion alterna A, B, Cy D, los 10 cruces membranales, sitio de
foslorilacién (P), sitio de unién de FITC/ATP, dominios A y B de
unién a calmodulina, regién de estimulacion por fosfolipidos (FL)
y sitio de fosforilacidn por proteina cinasa A (S). B) y C) Edicidn
alterna y generacion de las posibles variantes a nivel de sitio Ay
sitio C respectivamente, para los cuatro genes de la ACMP de
humano. Los rectdngulos corresponden a cxones, las lincas
horizontales a intrones y las letras a-c, w-z indican las posibles
varianies.

Las variantes generadas a nivel del sitio B
inicamente se han observado de manera aislada para
el ARNm del gen 4 (4). La edicion alterna en este
sitioesde gran interés para la topologia de la enzima,
debido a que incluye un exén que codifica para el
dominio transmembranal 10. De tal manera que sise
excluye este exon originaria proteinas que carecen
del cruce membranal 10. Siesta isoforma se sintetiza
y es funcional, entonces habria que modificar el
modelo propuesto para la estructurade la ACMP. Es
decir, se tendria que proponer un modelo con 8
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cruces membranales, debido a que es improbable
que la enzima cruce la membrana un nimero impar
de veces, basicamente por que el carboxilo terminal,
donde se encuentra el sitio de interaccién con la
calmodulina y lossitios de fosforilacién por proteinas
cinasas, se han ubicado en la parte citopldsmica (ver
seccionde topologiade laenzima). Laediciénanivel
del sitio D incluye una secuencia que constituye el
substrato para una proteina cinasa A, que estd
ausente en la ACMPla de rata, asi como en la
isoforma 4a de eritrocitos de humano (3 y 4).

Esimportante resaltar que laediciénalterna de los
mensajeros se da en sitios importantes para la
regulacion de la ATPasa (sitio de interaccién con
fosfolipidos y sitio de interaccién con calmodulina),
mientras que lasregiones que participan en la catalisis
no sufren edicion alterna y el patrén de plegamiento
parece estar altamente conservado entre las diversas
ATPasas de tipo P (3). Sin embargo, el significado
funcional de toda esta gran diversidad de isoformas
alin no estd claro. Lo que en la actualidad se ha
demostrado es que las isoformas 1b y 4b se expresan
de manera constitutivaen todos los tejidos estudiados,
mientras que la expresion de las otras isoformas es
tejido especifica (12).

IV. DETERMINACION DE SECUENCIAS

Y REGIONES CONSERVADAS ENTRE

LA ATPasa-Ca?* Y ATPasas TIPO P

Diversos estudios de marcaje directo, seguidos de
protedlisis y o ruptura con bromuro de ciandgeno,
purificacion y secuencia de péptidos, han permitido
identificar la secuencia de aminoacidos del sitio de
formaciéndel intermediario fosforilado y del sitiode
unién de la FITC (considerado el sitio de uni6n al
ATP). Asimismo, han permitido determinar la
secuencia del sitio de unién de algunos andlogos del
ATPno hidrolizables como lo son: el 5'-[p-(fluoro-
sulfonil)benzoilJadenosen (FSBA) y el gamma-[4-
(N-2-cloroetil-N-metilamino)bencil] ATP (CIRA-
TP)), considerado como el sitio de unién del ATP de
baja afinidad. Otros estudios similares han permiti-
do deducir las secuencias de la ATPasa-Ca® que
interaccionan con la calmodulina. De manera
complementaria a estos estudios, la comparacién y
andlisis de las secuencias de diversas isoformas de
la ACMP con las secuencias de otras ATPasas tipo
P, han permitido determinar y establecer las
secuencias de aminodcidos que participan en la
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unién del ATP, sitio de fosforilacion y otros (Fig 2).

La Figura 2A muestra la comparacion de la
secuencia del sitio de unién a FITC (sitio de unién
al ATP) de tres isoformas de la ACMP y ofras tres
ATPasastipo P. Es importante destacar el alto grado
de similitud de las secuencias en torno a este sitio,
hay cuatro residuos que se conservan, lisina (K)
(residuo al que se une el FITC), glicina (G), alanina
(A) y acido glutdmico (E).
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Figura 2. Comparacidn de secuencias de las ACMP con secuencias
de otras ATPasas lipo P. A) Comparacién de secucncias correspon-
dientes al sitio de unién de FITC/ATP. B) Comparacion de sccuen-
cias correspondientes al sitio de fosforilacién o de formacion del
intermediario fosforilado. C) Comparacién de secuencias corres-
pondientes al sitio de unién de andlogos del ATP no hidrolizables
(FSBA y CIRATP). Las abreviaturas corresponden a: ACMP1h,
ATPasa-Ca* de la membrana plasmitica isoforma 1 de humano;
ACMP1r, ATPasa-Ca* de la membrana plasmatica isoforma 1 de
rata; ACMP2r, ATPasa-Ca® de la membrana plasmdtica isoforma
2 de rata; ACRS ATPasa-Ca®* de reticulo sarco(endo)pldsmico;
ANaK, ATPasa-Na"/K*; AHK, ATPasa-H*/K*; AKEc, ATPasa-K*
de Escherichia coli; AHL, ATPasa-H"de [evadura; AHNc, ATPasa-
H* de Neurospora crassa (tlomado de la relerencia 5).

De manera similar, la Figura 2B muestra la
comparacion de la secuencia de aminédcidos del sitio
de formacion del intermediario fosforilado. Al igual
que el sitio de unién al FITC, esta region esta
altamente conservada en las ATPasas tipo P y se
puede observar la secuencia caracteristica
ICSDKTGTLTM, donde el residuo de é4cido
aspartico (D) es el responsable de formar la union
covalente con el fosfato gamma del ATP.
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Porotrolado, lasevidencias Bioquimicas sugieren
la existencia de dos sitios de union para el ATP en
diversas ATPasastipo P, unsitiode alta afinidad que
tiene funcion catalitica y unsitio de baja afinidad con
funcién regulatoria (1). Uno de estos sitios
corresponde a la regién de unién al FITC y el otro
puede corresponder a la region de unién del FSBA
y del CIRATP (andlogos del ATP no hidrolizables).
LaFigura2C muestralacomparaciénde lasecuencia
de aminodacidos correspondiente al sitio de unidn al
FSBA/CIRATP, lasimilitud enestaregiones menor
a la presentada en la figura 2A y 2B. Sin embargo, la
secuencia TGD (Thr-Gly-Asp) responsable de esta
unién, esta totalmente conservada en todas las
ATPasas comparadas.

V. ORGANIZACION TRANSMEMBRANAL
Y TOPOLOGIA DE LA ATPasa-Ca*

DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La secuencia de aminodcidos de la ACMP y otras
ATPasas del tipo P se han analizado de acuerdo al
algoritmo de Kyte y Doolittle (6) y otros algoritmos
para predecir hélices transmembranales. Los resulta-
dos predicen 10 hélices o cruces transmembranales.
Esnotorio que variasde las ATPasas tipo P muestran
un patrén estructural muy similar, a pesar de sus
diferencias a nivel de secuencia (Fig 3).
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Figura 3. Grificas de hidrofobicidad de lasecuenciade aminodcidos
de cinco ATPasas tipo P, obtenidas por medio del algoritmo de Kyte
y Doolitle . Las abreviaturas corresponden a las citadas en la figura
2 (tomado de la referencia 6).

En la figura 4 se presenta un modelo planar de la
posibe estructura de la ATPasa-Ca* de lamembrana
plasmatica. Este modelo tomacomo base el propuesto
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parala ATPasa-Ca® dereticulosarco(endo)plasmico,
en conjunto con las predicciones de la estructura
secundaria, las evidencias obtenidas por secuencia
directa de péptidos, asi como la informacién acumu-
lada de comparar la secuencia de las ACMP con
varias ATPasas tipo P. El modelo muestra los 10
dominios o cruces membranales, un gran dominio
citoplasmico de estructura alfa-beta entre los cruces
membranales 4 y 5, donde se localiza el sitio de
fosforilacion y el sitio de union para el ATP. Asi
mismo, muestra un pequefio dominio citoplasmico
entre los cruces membranales 2 y 3, donde se ubica
la region que participa en la interaccion con los fos-
folipidos. Por otro lado, en el extremo carboxilo ter-
minal se localizan los dominios de unién a la calmo-
dulina, el sitio de fosforilacion por proteina cinasa C
y los sitios de corte por calpaina (Fig 4). El modelo
sugiere que la mayor parte de la ACMP se localiza
enlacaracitoplasmicade lamembrana, mientras que
en la cara extracelular s6lo se encuentran asas muy
pequenas que conectan los segmentos membranales.

A diferencia de otras ATPasas tipo P, una
caracteristica sobresaliente de la ACMP es su
capacidad de interaccién y regulacién por calmodu-
lina. Por estarazon, se ha dedicado un gran esfuerzo
a tratar de identificar la secuencia o regiones que
participan en la interaccion con la calmodulina. Por
medio de estudios de protedlisis controlada se
demostrd que el sitio de union a la calmodulina se
localiza dentro de un fragmento de 12 kDa, cercano
al carboxilo terminal (2). Al comparar la secuencia
de las ACMP con secuencias de diversas enzimas
que son reguladas por calmodulina, se han identifi-
cado dos dominios de unién a la calmodulina. El
dominio A y el dominio B, de aproximadamente 15
residuos cada uno (Fig 4), cuya secuencia presenta
una abundancia de aminoacidos bdsicos y amino-
acidos hidrofébicos, capaces de formar hélices alfa
anfifilicas. Es decir, un lado o carade la hélice esrica
en residuos polares (arginina), mientras que la otra
cara es rica en residuos hidrofébicos, rasgo caracte-
ristico de las secuencias de uniénalacalmodulina de
diversas enzimas (5).

Los trabajos de protedlisis limitada, también
sugieren la posibilidad de que laregién de unién a la
calmodulina puede funcionar como unrepresor de la
actividad de la ACMP, debido a que el corte de esta
region provoca una activacion de la enzima.
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Figura 4. Modelo topolégico de la ATPasa-Ca® de la membrana
plasmitica. Los sitios indicados son: sitio de uni6n a fosfolipidos
(FL); sitio de fosforilacién (P); sitio de unién a FITC/ATP; domi-
nios A 'y B de unién a calmodulina; secuencias ricas en amino4cidos
acidos (AC); sitio de fosforilacién por proteina cinasa A (PS); sitios
de corte por calpaina en ausencia (Calpl) y en presencia de
calmodulina (Calp2); 1 a 10, los diez dominios transmembranales;
Ny C, amino y carboxilo terminales (adaptado de la referencia 4).

Algunos estudios recientes realizados con péptidos
sintéticos correspondientes a los dominios de unién
a la calmodulina, demuestran que estos péptidos no
solo se unen a la calmodulina, sino también a otra
region de la enzima cercana al sitio de interaccion
con fosfolipidos (3). Esto sugiere la posibilidad de
que el dominio de unién a la calmodulina podria
doblarse y unirse a una secuencia identificada en el
dominio citopldsmico pequefio (ubicado entre los
cruces membranales 2 y 3, Fig 4) y de esta manera
reprimir la actividad de la enzima. La uni6n de
calmodulina a la enzima evita de esta manera la
autoinhibicién (3).

VI. PERSPECTIVAS

La determinacién de la secuencia de diversas
isoformas de la ACMP y el avance en los sistemas de
expresion de proteinas in virro han permitido la
expresién de esta enzima en células de mamifero
(COS-1) y en células de insecto. La expresién de la
ACMP en células COS-1 ha demostrado que la
afinidad para el calcio depende de la edicion alterna;
esdecirlasdiversas isoformas tienen unasensibilidad
diferente al calcio (15). Esto ofrecer4 la posibilidad
de realizar un sinntimero de estudios de mutagénesis
dirigida, con la intencidn de identificar los residuos
importantes para la catalisis de esta enzima. Asf
mismo, abrira la posibilidad de construir proteinas
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quiméricas, donde se intercambien ciertas regiones
de una isoforma por otra, o regiones de la ACMP
por secuencias de otras ATPasas tipo Py de esta
manera poder establecer el papel que tienen dichas
regiones en la estructura y funcién de la ACMP.

Por otro lado, sera de gran interés el conocer los
elementos que regulan laedicionalterna de los men-
sajeros que codifican para las diversas isoformas de
la ACMP y comprender el significado funcional de

Santiago ]

la gran diversidad de isoformas. Es decir, qué
isoformas se expresanrealmente en proteina; cudndo
se expresan y cuéles son las diferencias funcionales
entre cada una de ellas. Todo esto hace suponer que
durante los préximos afios se dardn avances
importantes en la caracterizacién de la ATPasa-Ca®
de la membrana plasmatica y tal vez en un futuro no
muy lejano se obtengan evidencias del mecanismo
molecular que acopla la hidrélisis del ATP y el
transporte de calcio.
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RESUMEN

La mayoria de las senales extracelulares que llegan
a una célula no penetran al citoplasma; sino que para
iniciar sus acciones bioldgicas requieren de
mecanismos de transduccién que transmitan la sefial
al interior de la misma, por medio de segundos
mensajeros, que modulan a otros componentes
celulares, quienesregulanasu vezdistintos procesos
como la secrecidn, la activacién del metabolismo o
el crecimiento. En muchos casos, la via que incluye
la hidrolisis de fosfoinositidos es el controlador de
estos efectos. La enzima responsable de la hidrolisis
del fosfatidilinositol bifosfato es la fosfolipasa C, de
la cualexisten tres isoformas que presentan diferentes
modos de regulacion. Esta revision se enfoca en las
distintas isoformas de la fosfolipasa C, asi como en
su regulacion por diversos receptores.

PALABRAS CLAVE: fosfolipasa C, hidrélisis
de fosfoinositidos, receptores.

ABSTRACT

Most of the extracelular signals that arrive to a cell
donotreachthe cytoplasm. Andtobeginitsbislogical
action, they need of a transmembrane signalling
mechanism that transmit the signal into the cell
interior, through the generation of second messen-
gers. These modulate other cellular components,
which in turn regulate different cellular processes
suchas; secretion, metabolicresponsesor cell growth.
In many cases, the inositide signalling pathway is the
major controller of these events. The enzyme
responsible for hydrolising the phosphatidylinositol
biphosphate is the phospholipase C, from which
three isoenzymes exist presenting different ways of
regulation. This review is focus on the variuos
phospholipase C isoenzymes, as well as in its
regulation by different receptors.

KEY WORDS: phospholipase C, phosphoinositi-
des hydrolysis, receptors.

INTRODUCCION

Los organismos multicelulares requieren de sefiales
extracelulares para coordinar las funciones de
crecimiento, diferenciacién, proliferacién y
comunicacién célula-célula. Algunosde los mensajes
son transmitidos a través de la membrana plasmatica
por mecanismos de transduccién que utilizan
segundos mensajeros. Los mas estudiados son el
sistema de la adenilato ciclasa y el que incluye la
hidrélisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP,),
presente en la membrana plasmatica.

En general, los mecanismos de transduccién de
sefiales en la célula estdn compuestos por los
siguientes elementos: 1) RECEPTORES de
membrana que responden a una gran variedad de
moléculas que incluyen hormonas, factores de
crecimiento, neurotransmisores e inmunoglobulinas;
2) TRANSDUCTORES de la sefial como proteinas
que unen nucledtidos de guanina (proteinas G) y que
se encuentran acopladas a los receptores; 3)
EFECTORES, como la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa C (PLC); 4) SENALES INTRACELU-
LARES, dadas por los segundos mensajeros, como
el AMPcy el inositol trifosfato (IP,), los cuales, a su
vez, activan una cascada de procesos en el interior de
la célula.

Un ejemplo clasico de estos sistemas de
transduccion, es el que produce el AMPc como
resultado de unaumentoenlaactividad de laadenilato
ciclasa. En este caso, la ocupaci6n del receptor por
el agonista activa a la adenilato ciclasa, la cual
cataliza la sintesis del AMPc, a partir del ATP. El
AMPc acttia como segundo mensajero y ejerce su
accion por medio de la estimulacion de una cinasa A
(1), enzima que se encarga de activar o inhibir
funciones celulares y o vias metabolicas.

Por su parte, la hidrdlisis del PIP, se lleva a cabo
por una fosfodiesterasa conocida como PLC. La
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actividad de esta enzima genera la produccion de dos
segundos mensajeros, el IP, y el 1,2-diacilglicerol
(DAG). Mientras que el IP,, producto soluble,
participaenlamodulaciéndelosnivelesintracelulares
de Ca¥,almovilizarlode los depdsitos intracelulares,
el DAG permanece en la membrana plasmatica
donde activa a la cinasa C (PKC), especifica para
fosforilar residuos de treonina y serina de proteinas
(Fig 1). El Ca* estimula a su vez, a las cinasas
dependientes de Ca* y o del complejo Ca®/
Calmodulina; y el DAG puede actuar también como
sustrato para generar otros metabolitos activos (2).
De esta manera se inician una serie de procesos
celulares por medio de este mecanismo de
transduccion.

psuaf Dﬁs °§| ";3 membrana plasmatica

g > :
o Ffrotafna
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Proteina - P Respuesta
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2+
35 7, Ca
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membyana del reticulo endoplasmico

Figura 1. Diagrama de la formacién y funcién de los segundos
mensajeros. La unién de la sefial (S) al receptor (R) activaala PLC-
B por medio de las proteinas G (G). La PLC cataliza la hidrélisis del
PIP,, 1o que genera al IP, y el DAG. EI IP, estimula la liberacién del
Ca® intracelular, el cual activa a las cinasas dependientes de Ca™/
CaM, mientras que el DAG activa a la cinasa C. Este iltimo proceso
de activacién requiere de la presencia de PS y Ca®". La fosforilacion
de varias proteinas por la cinasa dependiente de Ca>/CaM vy la
cinasa C, modulan la activacién de varios procesos celulares. GTP)
trifosfato de guanina; GDP) difosfato de guanina; PIP,)
fosfatidilinositol bifosfato; DAG) diacilglicerol; IP,) inositol
trifosfato; PS) fosfatidil serina; PKC) cinasa C; Ca*") calcio; CaM)
calmodulina; Proteina-P) proteina fosforilada.

Al considerar que la PLC es la enzima clave en la
via de la hidrélisis de fosfoinositidos, el presente
trabajo es una revision sobre la forma en que se
regulan las diferentes isoformas y su papel en la
fisiopatologia de algunas enfermedades.

ISOFORMAS DE PLC ESPECIFICAS PARA
FOSFATIDILINOSITOL

La purificacién, asi como la caracterizacion inmuno-
16gicay molecularde laPLC, de diferentes tejidos de
mamiferos ha revelado la existencia de distintas
isoformas de PLC. De lacomparacion de sus secuen-
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ciasde aminoécidos hanresultado tres tipos: la PLC-

B (150 a 154 kDa), la PLC-y (145 a 146 kDa) y la
PLC-0 (85 a 88 kDa), cada una de las cuales, posee
mas de un subtipo (TablaI). La homologia entre las
diferentes isoformas es baja, aunque existe una
similitud significativa en dos de sus regiones
designadas como X (de aproximadamente 170
aminodcidos) y Y (de aproximadamente 120
aminodcidos) de aproximadamente 60 y 40%,
respectivamente (Fig 2) (3).

TABLA |

CLASIFICACION DE LAS DIFERENTES ISOFORMAS DE PLC

Nombre Tamafc Receptores que Proteinas Inhibicion
propuesto (kDa) la activan G por
subunidad (es)
Familia p: Receptores
Bl 150-154 acoplados Gotg lotyfons™ PKC
p2 134 a proteinas Gaie*, y Br*
B3 - G Gao/Gay1/Go.is/ Py
B4 - -
Familia y: Receptores con
¥l 145 actividad intrinseca No se observa PKC y PKA
¥2 148 de cinasa de Tyr o estimulacion 2
asociados a una por proteinas G
cinasa de Tyr
Familia & No se conoce el
ol 85 tipo de receptor No se presenta
62 85 acoplado a esta estimulacion
83 84 familia de PLCs por proteinas G

4 subunidades « no sensibles a la toxina perfussis; 4 dimero [y unido a una subunidad «,
sensible a la toxina pertussis; Tyr, tirosina; PKC, cinasa C;PKA, cinasa A

PLC-pl — x v}

SH2 SH2 SH3

PLC- y1 - &

PLC- 61 )—I X I——1 Y |—1

Figura 2. Representacion linear de la secuencia deducida a partir
del cDNA de las fosfolipasas C-f1,y1,81. Donde X y Y representan
los dominios que muestran homologia entre las tres isoformas.

Por medio de anticuerpos, se purificaron varios
polipéptidos de masa molecular entre 62y 68 kDay
se identificaron como unaisoforma de PL.C, ala cual
llamaron PLC-a (3). Sin embargo, varios estudios
mostraron que el cDNA de la supuesta PLC-a
codifica para una proteina tiol-disulfuro-
oxirreductasa que carece de actividad de PLC (4).
Se ha sugerido que estos polipéptidos posiblemente
son fragmentos proteoliticos derivados de otras
isoformas de PLC.
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Las tres isoenzimas son dependientes de Ca* y
aun cuando la unién del Ca® a la PLC no se ha
demostrado, contienen en la porcién carboxilo
terminal una region homologa a los dominios que
unen Ca* enlacinasaCyenlafosfolipasa A, (4). Los
tres tipos de PLC hidrolizan el fosfatidilinositol (PI),
el fosfatidilinositol monofosfato (PIP) y el PIP.. La
selectividad por el PIP, sobre el PI disminuye en el
siguiente orden PLC-B1 mayor que PLC-01 mayor
que PLC-y1 (3).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PLC
Lasdiferentes isoenzimas son activadas por proteinas
G o por fosforilacién mediada por una cinasa de
tirosina, e interactian diferencialmente con meca-
nismos inhibitorios, tales como los mediados por la
cinasa de proteina dependiente de AMPc (PKA)y la
cinasa C (PKC).

Activacion de la PLC-p

Los receptores adrenérgicos, purinérgicos,
serotoninérgicos y muscarinicos colinérgicos, entre
otros, se encuentran acoplados a proteinas G, las
cuales median la senal a las PLC tipo f§ (5). Por
tratamiento con la toxina pertussis se infirid la
existencia de al menos dos tipos de proteinas G
heterotriméricas (constituidas por las subunidades
o, B y v, que intervienen en la activacion de la
isoforma de PLC-B: proteinas G sensibles o
insensibles a esta toxina (3 y 0).

Desde 1985 se sugirié la participacion de las
proteinas G en el mecanismo de activacién de PLC
(3y4).Sinembargo, la naturaleza de estas proteinas
G se conocid recientemente cuando la subfamilia G
(Ga,, Ga,,, Ga,,, Ga, ) fue caracterizada por varios
laboratorios simultaneamente (4 y 6). Todos los
miembros de esta subfamilia son insensibles a la
toxina pertussis. Las subunidades Go y Ga,
participan en la activacion especifica de la PLC-f1
y se ha demostrado que no estimulan a las PLC tipo
v1y 81 (4,5 y 7). Otros miembros de la subfami-
lia GL. como son Ga , y Ga, también participan en
la activacién de las PLC-3, como se muestra en la
Tablal. La Ga , activa a laPLC-B1, mientras que la
Ga. , activamas eficientemente a la PLC-B2 (4 y 7).
Por su parte, la PLC-83 es activada por Ga , Gat |
y Ga,, (7). Se ha reportado que también el dimero
By, de proteinas G es capaz de actjvar especifica-
mente a las PLC-B2 y PLC-B3 (Fig 3), La PLC-B4
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es un nuevo miembro de las PLC tipo § cuyo gen
ha sido recientemente clonado y secuenciado (8),
pero para el cual se desconoce su mecanismo de
activacion.

Figura 3. Mecanismos propuestos para la regulacién de la PLC-f
por proteinas G. La via utilizada depende del subtipo de PLC-f que
se trate, a) Estimulacién por la subunidad a de las protefnas G. b)
Estimulacién por el dimero fy de las proteinas G. ) Estimulacién
por la subunidad a y por el dimero By de las proteinas G. (+)
Activacién, (-) Inhibicién. S) sefial; R) receptor; a, B, y) subunidades
de proteinas G; PIP ) fosfatidilinositol bifosfato; DAG) diacilglicerol;
IP") inositol tritosfato; PKC) cinasa C.

En algunas células, la activacién de la PLC es
regulada por proteinas G sensibles a la toxina
pertussis. No obstante, Ga. 0 Ga_ no estimulan la
actividad de la PLC, por lo que no se ha identificado
la subunidad o sensible a la toxina pertussis. Una
posibilidad es que la activacién de la PLC inhibida
por la toxina pertussis se lleve a cabo por la accién
de las subunidades Py de las proteinas G y no por la
subunidad o de estas proteinas.

Como se puede observar, se llevan a cabo
interacciones especificas de los diferentes miembros
de la familia Gq, asi como de las subunidades Py de
las proteinas G, con diferentes efectores de las PLC
tipo 3. Esta especificidad es importante para generar
in vivo respuestas Unicas de acuerdo a la célula,
segun sus receptores.

Activacion de la PLC-y

La PLC-y es modulada por fosforilaciéon mediada
por una actividad de cinasa de tirosina (3). Este tipo
de PLC posee una secuencia de 400 aminoacidos
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entre las regiones X y Y, la cual presenta una
homologia con varios dominios del oncogen scr
(SH2 y SH3), conservados en familias de cinasas de
tirosina (4). Los dominios SH2 se unen fuertemente
a proteinas fosforiladas en tirosina y el SH3 parece
unirse a la actina del citoesqueleto (9).

La activacién de laPLC-y1 y laPLC-y2sellevaa
cabo por medio de receptores que poseen activi-
dadintrinseca de cinasade tirosina como por ejemplo,
los que son estimulados por los factores de
crecimiento (4 y 9). También pueden ser activados
por receptores que carecen de esta actividad intrin-
seca (Fig4), comoenleucocitos, donde en respuesta
a un antigeno ocurre la agregacién de ciertos
receptores de superficie. En las células T, la
agregaci6n del complejo TCR/CD3 (Receptor de
antigeno de las células T), compuesto de siete
polipéptidos, promueve una actividad de cinasa de
tirosina atin cuando ninguno de los componentes del
complejo es una cinasa (9). El receptor del antige-
no de las células B para IgM; los receptores FcyRI
y Fcy RII para IgG, en monocitos; asi como el re-
ceptor FceRI para IgE, en células cebadas y en ba-
sofilos, también estimulan las isoformas, PLC-y1y
PLC¥2(5y9).

Losreceptores conactividadintrinsecade tirosina
y aquellos que carecen de ésta, fosforilan la PLC-y1
en residuos de tirosina y serina; y promueven su
activacién (4). La asociacién del receptor con la
PLC-y1 es mediada por la interaccion de los dominios
SH2 de la PLC-y1 con sitios autofosforilados en
tirosina del receptor (4 y 9). Esta unién de los
dominios SH2 con el receptor es mas fuerte si el
receptor esta activado y es necesaria para que la
PLC-y1 sea fosforilada en tirosina y como
consecuencia sea activada.

Activacién de la PLC-0

Se desconoce el mecanismo de activacion para la
familia PLC-d, asi como los receptores o
transductores a los cuales se encuentran acoplados;
sin embargo se ha observado que no se afecta por
fosforilacién en residuos de tirosina, ni se regula por
miembros de la familia G , asi como tampoco por las
subunidades Py de las Sroteinas G35 v ) Es
posible que la regulacién de PLC-01 sea
principalmente a través de cambios en la
concentracion de Ca* citosolico.

Rangel A

a)

PDGF

b) PKC o0 PKA

TCR/CD3

Figura 4. Regulacién de la PLC-y. a) Activacién de laPLC-gamma
por receptores con actividad intrinseca de cinasa de tirosina. b)
Activaci6n por receptores que carecen de actividad intrinseca de
cinasa de tirosina, (+) Activacion, (-) Inhibicién. PDGF) receptor
para el factor de crecimiento; TCR/CD3) receptor de los antigenos
de las células T; PLC-y) isoforma de fosfolipasa C; PIP,)
fosfatidilinositol bifosfato; DAG) diacilglicerol; IP,) inositol
trifosfato; PKC) cinasa C; PKA) cinasa A; P) fosforilacién en
lirosina de la PLC-y por el receptor; cinasa de tirosina intrinseca del
receplor; @@ cinasa de tirosina asociada al recep-tor.

Inhibicion de la actividad de PLC

Existen evidencias que sugieren que la activacion de
la PKC o PKA atenta la actividad de la PLC
acoplada a receptores en ciertos tipos de c€lulas, lo
que aporta un mecanismo de retroalimentacion que
limita la magnitud y la duracién de la sefal al
receptor. Los blancos de estas cinasas de serina/
treonina no se han identificado en la mayoria de los
casos, aunque los posibles blancos incluyen el
receptor, las proteinas G, las cinasas y las fosfatasas
de tirosina y la propia PLC.

En la PLC-y1, el mecanismo por el cual la PKC
promueve la inhibiciéon de la enzima ya se ha
demostrado. Eneste caso, la fosforilacion del receptor
en la treonina-654, por la PKC reduce la capacidad
de la cinasa de tirosina intrinseca del receptor para
fosforilar la PLC-y1 y previene asf su activacion (4
y 5). Enel caso de la hidr6lisis del PIP, mediada por
laagregaciéndel complejo TCR, elblancodela PKC
y PKA parece ser el residuo de Serina-1,248 de la
PLC-yl (9), que provoca una alteracién en la
interaccién de la PLC-y1 con el receptor o con la
fosfatasa de tirosina (Fig 4). Las isoenzimas de PKC
que median la inhibicién por retroalimentacion de la
PLC en células estimuladas por el antigeno son la
PKCa y la PKCe (10).
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La PLC-B1 también parece ser blanco de la
regulacion porlaPKCen ciertas células, pero no por
la PKA (5). Se ha sugerido que mas que un efecto
directosobre laactividad de laenzima, la fosforilacién
de PLC-B1 por la PKC en residuos de serina puede
alterar su interaccién con GCI (11) (Fig 3).

Algunos estudios in vitro indican ademas que la
PLC-y1 no fosforilada se inhibe selectivamente en
presencia de una concentracion micelar de Tritén X-
100 (9). Sin embargo, otro detergente como el
deoxicolato, no hace diferencia entre la enzima
fosforilada y la no fosforilada. Bajo condiciones
fisiologicas, laPLC-y1 tambiénse inhibe en presencia
de profilina (proteina soluble que se une a la actina),
ya que ésta presenta alta afinidad hacia el PIP, y se
asocian de 4 a 5 moléculas con este fosfolipido. Sélo
la enzima fosforilada puede catalizar la hidrélisis de
PIP, unido a profilina, lo que sugiere que la profilina
puede ser una proteina reguladora de la actividad

(9).

ENFERMEDADES RELACIONADAS

CON LA PLC

Sise considera que la PLCjuega un papel importante
enlaactivacionde algunas funciones celulares, noes
sorprendente que pudiera participar en la
fisiopatologia de algunas enfermedades. Esto esta
comenzando a investigarse y se espera lograr una
mejor comprension, conforme el conocimento de las
fosfolipasas y suregulaciénavance. Recientemente,
Arteaga y colaboradores (12) reportaron que un alto
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porcentaje de carcinomas mamarios en humanos
presentan, en comparacion con el tejido normal, un
aumentoen losnivelesde laPLC-y1,lo cual potencia
la amplificaci6n de la sefal.

Por otro lado, en algunos estudios con ratas que
presentan hipertension espontinea se ha observado
un aumento en la actividad de la PLC-81 en com-
paracion con las ratas normales. Lo que ha sugerido
la participacién de esta enzima en la hipertensién
(13). También se ha asociado la formacién de
filamentos helicoidales apareados, en el cerebro de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, con una
distribucién anormal de la PLC-61 (5).

En pacientes con diabetes mellitus, no
dependientes de insulina, se ha observado en
hepatocitos, un incremento en la actividad basal de
la PLC (14). Por otra parte, en las plaquetas de
pacientes diabéticos, dependientes de insulina, la
actividad basal de 1a PLC no presenta alteracién, sin
embargo, sise observaunadisminucionenlaactividad
estimulada por las proteinas G (15).

Laregulacion de la hidrélisis de fosfoinositidos es
un tema que comienza a comprenderse, por lo que se
requiere profundizar en el estudio de la activacién
especifica y temporal de las diferentes isoformas o
subtipos de PLC que coexistan en una misma célula;
asi como ahondar también, en la importancia
fisioldgica que tenga para la célula la presencia y
funcionalidad de las diferentes fosfolipasas.
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LOS OPIOIDES

Los opioides comprenden un grupo de drogas que
son semejantes en sus efectos farmacolégicos al
opio, motivo por el cual se bautizaron con ese
nombre... Pero se preguntara usted ;qué es el opio?
Tal vez no lo relacione con nada; hay quienes lo
asocian con ese vegetal verde, de fuerte y aromatico
sabor llamado apio, pero también hay quienes lo
relacionan con las drogas y con el intrigante mundo
de la adiccion...

La palabra opio deriva del griego épion que
significa “jugo”, puesto que el extracto que llevaeste
nombre es obtenido del jugo de laamapola (Papaver
somniferum). Este extracto es una de las medicacio-
nes mas antiguas que se conocen y fue usado princi-
palmente por su capacidad para quitar el dolor, asi
como por su efectividad para controlar la diarrea (1.
Jaffe ] Hy Martin W R, 1988, Analgésicos opidceos
y sus antagonistas. En Las bases farmacolégicas de
la terapettica, Editores: Goodman-Gilman A;
Goodman L S; Rall T W y Murad F. Médica
Panamericana, 7* Edicion, México, pp 473-509) (2.
OlsonG A,OlsonRDy Kastin AJ, 1991, Endogenous
opiates: 1990. Peptides 72: 1407-1432). Sus propie-
dades farmacolégicas dieron lugar a que el
farmacologo Sydenham en 1680 escribiera: “Entre
los remedios que dios todopoderoso ha dispuesto
dar al hombre para aliviar su sufrimiento, ninguno
es tan universal y eficaz como el opio” (1).

Elcomponente principal del opio es lamorfina, de
laque muchos de nosotros en algiin momento hemos
escuchado debido a los problemas de adiccion que
origina, asi como por ser la droga mas efectiva y mas
usada para aliviar el dolor. Los efectos de esta droga
han fascinado a muchos cientificos, quienes se han
esforzado en comprender los mecanismos responsa-
bles de sus acciones.

En la década de los cuarenta, cuando la morfina
fue suficientemente conocida por los quimicos, la
industria farmacéutica establecié un programa para
producir una sustancia que, como la morfina, alivia-
ra el dolor pero que no produjera adiccion. A pesar
de que hasta la fecha no se ha logrado desligar el

efecto adictivo, el resultado de esta produccién fue
la creacién de un arsenal de sustancias, que poseen
igual, menor o mayor potencia que lamorfina (1y 2).
Algunos de éstos compuestos sintéticos son usados
enlaclinica para el control del doloren pacientes con
cancer y en la cirugfa, otros mas que tienen la
capacidad de revertir o eliminar las acciones de los
opioides, se emplean para el tratamiento de envene-
namiento con estas sustancias (1). Quiza lo més
importante ha sido la contruibucién de todos ellos al
conocimiento de diversos aspectos quimicos, biol6-
gicos y farmacoldgicos que se tienen de los opioides
hasta el momento.

Hace veinte anos se descubrid que existen opioides
no solo en las plantas sino también en los animales.
Este tipo de opioides son de origen proteico y a la
fecha se conocen aproximadamente doce, los cuales
se han clasificado en tres grupos conocidos cientifi-
camente como: encefalinas, dinorfinas y endorfinas
(2). El hallazgo de estas sustancias ha revelado la
existencia de un sistema bioldgico con base en
opioides, sin embargo afin no se conoce cuil es el
papel fisiol6gico que desempefan en los organismos
donde se han encontrado. Pueden participar en
numerosos procesos biolégicos ya que se ha encon-
trado que tienen relacion con funciones de aprendi-
zaje y de memoria; con la regulacion de la tempera-
tura corporal; con las funciones cardiovasculares;
con el ejercicio fisico e inclusive con la conducta
sexual o también participan en algunos estados
patoldgicos por su relacién con varios desérdenes
mentales.

Los efectos singulares de los opioides se deben a
que se unen a moléculas especificas en las células, a
las que se les conoce como receptores de opioides.
Estos han sido muy estudiados y se sabe que se
encuentran en el cerebro, en la médula espinal y en
menor grado en otros tejidos.

Los efectos més notables de los opioides en el
humano, y con los cuales se estd més familiarizado,
son los que afectan al sistema nervioso entre los que
destacan ladisminucion o laeliminacién del dolor, la
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produccién de una serie de sensaciones placenteras,
la euforia, la reduccién de la ansiedad y la induccion
del suefio. Las sensaciones placenteras son la causa
fundamental del abuso de este tipo de sustancias.
Ademas, desencadenan fenémenos de tolerancia y
dependencia fisica y sicolégica con el uso continuo,
que han obligado a que su empleo médico esté
restringido legalmente (1 y 2).

A pesar de todas las restricciones en el manejo de
estas drogas y segtin encuestas realizadasen 1 982en
los Estados Unidos de Américay enlaGran Bretana,
el 1.2% de los adultos entre los dieciocho y veinti-
cinco afios de edad, dijeron haber probado la heroina
alguna vez en su vida. La heroina es uno de los
opioides de uso ilicito més comin (1).

Los adictos a los opioides son personas que usan
la droga de manera ocasional o crénica con fines
diferentes a los médicos. El comienzo del abuso se
presenta frecuentemente en aquellos individuos que
por experimentar0por“probar”sensaciones nuevas
llegan a usarlos y posteriormente siguen con un uso
més intensivo, que los conduce auna dependenciade
la droga. Los sujetos que caen en este tipo de abuso
principalmente son los adolescentes y los adultos
jévenes, con amplio predominio masculino. La ma-
yorfa de estos adictos se inician en el uso de estas
drogas por medio de otros adictos. Pero la depen-
dencia a estas drogas también afecta en un bajo
porcentaje a pacientes cuyo empleo de la droga
comienza como tratamiento médico (1 y 2).

Cuando se suspende bruscamente la administra-
cién de un opidceo a un adicto, éste manifiesta una
serie de sintomas y conductas anormales que se
conocen en conjunto como sindrome de abstinencia.

Este sindrome se carateriza al inicio por lagrimeos,
sudoraciones y bostezos, posteriormente el adicto
pierde el apetito, presenta la llamada “piel de galli-
na”, temblores, nauseas, vomitos, eSpasmos muscu-
lares e intestinales, dolores de los huesos y una
intensa angustia. En sujetos muy debilitados se llega
a producir postracion y finalmente la muerte. En el
caso de la morfina y de la heroina, el sindrome de
abstinencia aparece de las ocho a las doce horas
después de la tltima dosis y tiene su méxima inten-
sidad entre las cuarenta y ocho a las setenta y dos
horas siguientes.

Los efectos toxicos que los opioides pueden
producir a largo plazo son alucinaciones, insuficien-
cia hepitica y cardiaca y depresién del sistema
nervioso que puede conducir a la muerte (1).

Como se puede apreciar los opioides resultan
fascinantes por los efectos espectaculares que pro-
ducen en el sistema nervioso, pero han adquirido
mayor importancia desde su descubrimiento en or-
ganismos diferentes a las plantas. Aunque no se ha
determinado el papel que desempenan, se esperaque
en un futuro no muy lejano la gran cantidad de
estudios que se realizan actualmente en torno a los
opioides, permitan conocer mejor la importancia
biol6gica de su presencia.

Araceli Florido Segoviano

Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

Apartado Postal 14-740, México 07000, D F
Teléfono 747 70 00

Fax 756 68 04



A LOS LECTORES DEL BOLETIN
DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1995

EI BEB entraen su décimo cuarto ano de publicacion y debido
a las condiciones econémicas imperantes en México, nos
permitimos solicitarles de la manera més atenta, el envio de
un donativo extracuotas de N$ 100.00 (Cien nuevos pesos) o
bien $ 20.00 US ddlares, que hard posible continuar con
la elaboracion y distribucion del volumen 14 de nuestro
Boletin.

El donativo, puede hacerse mediante un depdsito bancario
a la cuenta nimero 1153813-9 de Bancomer, o de un giro
bancario a nombre de la Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioquimica, A C.

Enesperadesucomprension y colaboracion aprovechamos
para enviarles un cordial saludo.

Atentamente
El Comité Editorial

G@ DE NUESTROS LECTORES @

ENTRE SIMILITUD Y HOMOLOGIA

Excelente el articulo "Entre similitud y homologia" que
escribid el Dr. Alberto Huberman en el BEB 74(2): 18-19, ya
que no aborda tnicamente un problema aparentemente
semdntico, sino conceptos muy definidos y de gran importan-
cia en la Biologia: el de homologia y analogia. Me permito
sugerir que se anada una referencia indispensable para com-
pletar la discusion, una carta al editor donde once autores de
reconocido prestigio abordaron el tema del uso incorrecto (y
por desgracia, muy difundido) del término homologia:

Reeck G R, de Haen C, Teller D C, Doolittle R F, Fitch W
M, Dickerson R E, Chambon P, McLachlan A D,
Margoliash E, Jukes THy Zuckerkand E(1987) Homology
in proteins and nucleic acids: a terminology muddle and a
way out of it. Cell 50: 667.

Sinotro particular, aprovecho la ocasion paraenviarles un
cordial saludo y felicitarlos por el nuevo formato.

Diego Gonzdlez Halphen
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México
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FE DE ERRATAS

Por un lamentable error la paginacidn del nimero de junio de
1995 del BEB, Vol /4 No 2, se inicié con la pigina 1 en vez
de hacerlo con la pagina 35. Este error afecta las citas de los
nimeros 1 y 2 del volumen 14, ya que ambos nimeros tienen
las mismas paginas.

Por esta razon y para evitar confusiones en la localizacién
del trabajo, es necesario que los articulos sean citados de la
siguiente forma:

e Morales Montor J (1995) Mecanismos de evasion de la
respuesta inmune por pardsitos. BEB 14(1): 5-11.

e Ferndndez-Velazco DA (1995) Plegamiento de proteinas.
BEB 74(2): 5-10.

Atentamente
ElComité Editorial

DONACIONES E INTERCAMBIOS

DONACION DE EJEMPLARES DEL
PLANT PHYSIOLOGY

En nuestro laboratorio contamos con una coleccidn personal
de larevista Plant Physiology que cubre el periodo de 1970 a
1992, la cual deseamos donar a una institucién que pudiera
estar interesada. La coleccidn estd practicamente completa,
contiene 257 ejemplares y sélo faltan los correspondientes a
los anos de 1979 y 1990, asi como los ndmeros 1, 2y 1 de los
anos de 1974, 1977, 1991, respectivamente.

Para que la donacién se pueda llevar a cabo, la institucion
interesada deberd cubrir el importe postal, el cual es de
aproximadamente $ 385.00 Dolares USCy. Esta tarifa corres-
ponde al correo terrestre de Estados Unidos de América a
México y es la més econémica; esta cantidad se calculé con
base en el peso y costo del envio de uno de los ejemplares mas
pesados. El peso aproximado de la coleccion completa es de
240 kg.

Las instituciones interesadas comunicarse con:

Radl Arredondo-Peter. Department of Biochemistry
The Beadle Center, University of Nebraska-Lincoln
Lincoln, NE 68588-0664, USA.

Teléfono: (402)472-6808, Fax: (402)472-7842
Correo electrénico: ra@unlinfo.unl.edu
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IX CONGRESO
DE BIOENERGETICA Y BIOMEMBRANAS
DE LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA

a realizarse del 12 al 16 de noviembre de 1995
en el Centro Vacacional Metepec del IMSS en Puebla

Se aceptara un méaximo de dos contribuciones orales por cada miembro numerario;
contribuciones adicionales seran consideradas para ser presentadas en posters. En esta
ocasion, cada sesién terminara con una mesa redonda integrada por comentaristas
asignados para fomentar el espiritu critico y de discusion.

Las contribuciones seran agrupadas dentro de los siguientes temas generales:

1. ATPasas y acoplamiento energético
2. Transporte de electrones

3. Transporte a través de membranas
4. Dinamica de lipidos de membrana
5. Transduccion a través de membrana

6. Fotosistemas

Los resimenes seran recibidos a partir del dia 7 de agosto, y la fecha limite serd el 11 de
agosto. Las instrucciones y formatos podran ser recogidos en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM con la Sra Teresa del Castillo.

COMITE ORGANIZADOR
Dr Victor Calderon Dr Alejandro Zentella Dra Patricia del Arenal
Tel 754-02-00 ext 52-25 Tel 622-56-03 Tel 623-21-69
Fax 754-68-04 Fax 616-24-19 Fax 622-56-11

. =
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VII CONGRESO NACIONAL DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR DE PLANTAS

g

PRIMER SIMPOSIUM MEXICO-ESTADOS UNIDOS SOBRE
AGROBIOLOGIA, FISIOLOGIA MOLECULAR Y
BIOTECNOLOGIA DE CULTIVOS IMPORTANTES PARA LA
AGRICULTURA MEXICANA

Del 5 al 9 de noviembre de 1995
Cocoyoc, Morelos

Organizado por: la Sociedad Mexicana de Bioquimica, el Instituto de Biotecnologia,
UNAM vy la Facultad de Quimica, UNAM.

PROGRAMA CIENTIFICO: TEMAS DE LOS SIMPOSIA
@ Asociaciones Simbidticas y Fijacion de Nitrégeno
® Mecanismos Moleculares de Desarrollo
® Respuestas de las Plantas Bajo Estrés
® Transduccion de Senales
® Regulacion de Procesos Metabdlicos

® Respuesta a Patogenos

Informes: Dra Alejandra Covarrubias

Instituto de Biotecnologia. UNAM

Apdo Postal 510-3

Cuernavaca, Morelos 62271

Tel (73) 114700 Fax (73) 139988 o (73) 172388
Correo electrénico: crobles @pbr322.ceingebi.unam.mx
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

E1 BEB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de areas
afines. Esta dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste a sus
lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

D

2)

3)

4)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco flexible de 5 1/4
pulgadas de 365 KB de capacidad, escrito enel procesador
de textos “Word § ” o “Write”, sin ningin formato y con
unaextension maxima de 18,000 caracteres. Este debera
ir acompafiado de dos impresiones del articulo en el que
se marcaran en color ias palabras o lineas que deban iren
cursivas o negritas, asi como todas las anotaciones
necesarias. En el caso de no tener acceso aeste procesador,
el manuscrito podrd enviarse mecanografiado, con una
extension que no exceda de 12 cuartillas escritas a doble
espacio (27 renglones por cuartilla y 70 golpes por
renglén).

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

Se sugiere un méaximo 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,
aio de publicacion entre paréntesis, titulo del articulo,
nombre de la revista, nimero del volumen en cursivas y
antecedido por dos puntos el nimero de la primera y
dltima paginas, 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 deberén 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, C E y Gengenbach,
B G. Academic Press. New York. pp 49-55

Se aceptardn como maximo seis figuras o tablas, las
cuales deberén estar dibujadas sobre papel albanene con
tinta china o presentarse como fotografias en blanco y
negro sobre papel brillante, cuya localizacion debera

5)

1)

2)

3)

4)

estar sefialada en el texto. La limitacién en el niimero de
figuras, de tablas y de referencias, obliga a los autores a
que se seleccionen aquellas que sean realmente impor-
tantes e informativas. Las figuras se deberdn numerar
con arabigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los
pies de figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte.
Se deberd considerar que las figuras y las tablas se
reducirdn de tamafio, aproximadamente alamitadoaun
cuarto de las dimensiones de una hoja carta, las letras y
niimeros mas pequefios no deben ser menores a los dos
milimetros.

Se deberd evitar hasta donde sea posible los pies de
pagina. Las abreviaturas poco comunes que se utilicenen
el texto deberdn enlistarse en la primera pagina.

I1. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resimenes de articulos interesantes, rele-
vantes o significativos, informacién de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de traba-
jo, etc.

El contenido debera ser desarrollado en forma resumida
y de una manera explicita.

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 podré incluir una figura o una tabla.

Losmanuscritos serdn leidos por dosrevisores,unode
ellos familiarizado con el tema y el otro ajeno al
mismo. Las correcciones y sugerencias asi como las
pruebas de pigina se comunicarin al primer autor.

Los discos y las dos copias de los manuscritos se
deberin enviar ai Boletin de Educacién Bioquimica,
Apdo Postal 70-281, México04510,D F,obien através
del corresponsal del BEB en su localidad.
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