AMP ciclico y Medicina

POR
JOSE A. LOZANO TERUEL

1. GENERALIDADES

Quiza una de las principales caracteristicas de nuestro tiempo es la
de ser la época de la informacion, tan abundante que llega a inundarnos
y aturdirnos, siendo muy dificil el hallazgo de hipétesis unificadoras que
ayuden a encontrar sintesis claras de las diferentes situaciones. Por elic
el caso del AMP ciclico (AMPc) es especialmente notable, ya que ha
hecho posib'e una generalizacion brillante que ha conseguido una sim-
plificaciéon radical de la Endocrinologia no esteroidea de los vertebrados,
haciendo realidad el suefio de los endocrindlogos de conocer como tra-
baja una hormona y confirmando, por otra parte, su prediccion de que las
hormonas podrian regular el comportamiento de las enzimas.

Esti generalizado el pensar que la investigacion clinica se be-
neficia inevitablemente de los descubrimientos efectuados en las dis-
ciplinas basicas. De que ello no siempre es asi, es un buen ejemplo
el de la adenilciclasa y AMPc, que fueron primeramente temas de inte-
rés para los clinicos dedicados a la diabetes o a la regulacion hormonal
de la glucogenolisis, para transformarse posteriormente en un campo de
obtencion de fascinantes hallazgos basicos, con la interesante consecuen-
cia de que aunque la mayor contribucion de los resultados obtenidos de
los estudios sobre este nucledtido ha sido para aspectos endocrinoldgi-
cos y farmacolégicos de 'a Medicina, sin embargo también estin siendo
muy favorablemente afectadas otras especialidades como cardiologia, neu-
rologia, ginecologia, oncologia, etc.

(*) Discurso de ingreso en la Real Academia de Medicina y Cirugia de Murcia el 7
de marzo de 1977.
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2. DESCUBRIMIENTO

Earl W. Sutherland, fallecido recientemente, fue quien hace unos
30 afios comenzod a recorrer, en la Universidad de Washington, el cami-
no que le conduciria, en 1971, a la obtenciéon del premio Nébel de Fi
siologia y Medicina por sus investigaciones sobre el sistema enzimatico
adenilciclasa, responsable de la sintesis del AMPc.

El problema bésico que tenian planteado Sutherland, Rall y otros
co'egas era el del conocimiento de cémo el glucagén o la adrenalina pro-
ducian la movilizacion del glucégeno hepatico, lo que ocasionaba un au-
mento en la glucemia. Ya en 1957 estuvieron en condiciones de demos-
trar que la aplicacién de hormonas glucogenoliticas a cortes hepaticos y
homogenados, provocaba la acumulacién de un nucleétido adenilico ter
mostable y dializable que, en ciertas condiciones, era capaz de convertir
la fosforilasa, enzima degradativa del glucogeno, desde su forma inac-
tiva hasta otra forma activa (1). Sus investigaciones comprobaron que 'a
sefal activadora era una molécula relativamente sencilla, el 3’,5’-adenosin
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FIGURA 1. Molécula de 3,5 AMPciclico

(1) T. W. Rall, E. W. Sutherland y I. Berthet; J. Biol. Chem., 224, 463, 1957.
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monofosfato ciclico (2-4), en la que una base purinica, la adenina, es-
taba ligada al aztcar ribosa, que se unia por los lugares 3 v 5 con un
grupo fosfato, en enlaces tipo fosfodiester (Figura 1). Desde entonces el
trabajo de numerosos laboratorios ha establecido tanto la ubicuidad de}
AMPc en los seres vivos, como la catolicidad de sus funciones regulado
ras, hallando confirmacion el concepto de Sutherland de considerar al
AMPc como el “segundo mensajero” hormonal (5) hipétesis que afirmaba
que este nucledtido ciclico mediaba los efectos de un gran ntimero de
hormonas y otros agentes bioldgicamente activos.

La trascendencia de esta concepcion se hace patente al considerar
el incremento explosivo del niimero de publicaciones relacionadas con el
AMP ciclico, que sigue una curva exponencial (Figura 2). Asi, en 1973,

2008 (En 1973 ~ 2000
en 1970 ~ 400-500)
w
o
c
O
‘o
S
= 1000
=
a
o
©
o
[
E
]
=z
0 L) | T v v ] | =T T | v | P 1] L] v
1955 1960 1965 1970 1975

AfRos

FIGURA 2. Numero de publicaciones sobre AMPciclico

(2) E. W. Sutherland y T. W. Rall; J. Biol. Chem., 232, 1007, 1957.

(3) D. Lipkin, W. H. Cook y R. Markham; J. Amer. Chem. Soc., 81, 6198,
1957.

(4) T. W. Rall y E. W. Sutherland; J. Biol. Chem. 232, 1065, 1957.

(5) O. A. Robinson, R. W. Butcher y E. W. Sutherland; Ann. Rev. Biochem.,
37, 149, 1968.
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aparecieron mas de 2.000 trabajos de investigacion sobre el tema, una
docena de libros y comenz6 a publicarse una serie anual de monografias
y una revista especializada.

La identificaciéon del factor termostable aislado por el grupo de
Sutherland y que era capaz de aumentar la actividad fosforilasa, se debio
en parte a una curiosa coincidencia en que intervino Leon A. Heppel
del National Institute of Health, quien habia desarrollado muchos me-
todos de los utilizados para preparar e identificar nucle6tidos. Respecto
a su correspondencia menos urgente, la costumbre de Heppel era la de
ir acuamulandolas sobre la mesa de su despacho, separando los montones
con hojas de papel sueltas y contestando a todas las cartas cada dos o
tres meses. Sutherland le escribié a Heppel explicando las experiencias
sobre el glucégeno y pidiéndole una muestra de una enzima degradativa
que al descomponer a los nucledtidos en fragmentos facilitaba su estu-
dio e identificacion. Por otra parte David Lipkin, de la Washington Uni-
versity, también por aquella época se habia dirigido a Heppel descri-
biéndole unas experiencias en las que el ATP, tras ser tratado con hi-
dréxido barico, se convertia en un extrafio nucledtido.

Un sabado en que Heppel se dedicaba a contestar la correspondencia
acumulada, el azar hizo que ambas cartas se situasen dentro de un mis-
mo paquete y muy proximas entre si, por lo cual al leerlas le parecid
que los dos investigadores estaban tratando con la misma sustancia. Tras
establecer el oportuno contacto entre ellos, la feliz idea condujo rapida-
mente a la sintesis quimica del AMPc y su identificacion con el nucleé-
tido natural.

3. AMP CICLICO COMO SEGUNDO MENSAJERO

El concepto de segundo mensajero propuesto por la escue'a de Su-
therland, significa que un gran niimero de hormonas, tras liberarse de sus
células de origen y posteriormente llegar hasta sus receptores especificos
situados sobre (o cerca de) la superficie de las células receptoras, poseen
la misién de influir en la actividad adenilciclasa de estas células, lo que
se traduce en un aumento del AMPc a nivel intracelular, que actiia sobre
uno o mas sistemas en el interior de la célula, produciendo el efecto que
normalmente se considera asociado con la hormona de que se trate. De
este modo esa hormona funciona como un primer mensaje y el AMPc
como el segundo mensajero (Figura 3).
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En todo caso, este concepto de segundo mensajero significaria que se
tienen que cumplir los siguientes postulados:

1. En los homogenados tisulares, donde las membranas estin rotas,
la adenilciclasa debe activarse por las hormonas que posean acciéon sobre
ese tejido “in vivo”. Los inhibidores y los eventuales andlogos hormona
les deben poseer el mismo tipo de comportamiento “in vivo” que “in
vitro”.

2. La respuesta fisiologica a la accién hormonal, debe estar precedi-
da por el cambio de la concentraciéon en AMPc en el tejido efector donde
actia la hormona.

3. La accién estimulante de la hormona sobre la actividad adenilci-
clasa, responsable de la sintesis del AMPc y por tanto del aumento de la
concentracion intracelular de este nucledtido, debe ser potenciada por
sustancias del tipo de metilxantinas y teofilinas, inhibidores de la fosfo-
diesterasa, enzima degradativa del AMPec.

4. La adicién externa de AMPc al sistema fisiolégico estudiado debe
simular la accién de la hormona. Como la membrana celu'ar es relati-
vamente poco permeable hacia el AMPc, se debe utilizar un derivado, el
dibutiril-AMPc, que penetra mas facilmente en las células y presenta la
ventaja de que no es atacado por la fosfodiesterasa.

En un gran ntmero de sistemas fisiologicos se cumplen todos los re-
quisitos anteriormente sefialados.

4. DISTRIBUCION TISULAR

Teniendo en cuenta la capacidad del AMPc de aumentar la actividad
fosforilasa en preparaciones libres de células, Sutherland y sus colabora-
dores pudieron medir la cantidad de AMPc presente en diversos tejidos y
localizaciones, encontrando por ejemplo, en citoplasma cantidades apro-
ximadas del orden de una parte por millén, o sea, la milésima parte de la
concentracién usual del ATP,

El AMPc extracelular se encuentra principalmente en plasma y li-
quido cefalorraquideo, en concentraciones mas bajas que el intracelular,
y con un origen citoplasmico, E1 AMPc plasmatico se libera a través del
rifiébn y otros tejidos.

Aunque escaso, el AMPc estaba presente en practicamente todos los
organismos estudiados, desde bacterias a humanos y en los mamiferos
se encontr6 en casi todos los tipos de células y como cabia esperar, -u
produccién era estimulada por ciertas hormonas. En concreto abunda
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mas en cerebro que en higado, musculo, corteza adrenal, ovario, etc., y
en el resto de tejidos se encuentra mas escaso.

En el hombre en estado normal, el plasma sanguineo contiene de
10-25 nmoles/l., el liquido cefalorraquideo de 5-22 nmoles/l., mientras
que en liquido seminal los valores son mas altos: 100 nmoles/l. Como
cada dia se eliminan por la orina de75 a 375 nmoles de AMPc, y el acla-
ramiento renal de AMPc es superior a la cantidad de este nucle6tido que
se inyecta, radioactivo, a personas sanas, ello significa que al menos una
parte del AMPc se sintetiza y elimina directamente por el rifién, habiéa-
dose evaluado esa sintesis en un 40% del AMPc urinario total. Por otra
parte el tiempo de semidesaparicion del AMPc radioactivo del plasma,
tras inyeccion intravenosa, es aproximadamente 30 minutos.

En cualquier caso la eliminacién urinaria del AMPc se exalta conside-
rablemente por el glucagén y la hormona paratiroidea, asi como por el
ejercicio fisico y, de este modo, tras una marcha de 10-15 kms., aumen-
ta al doble la concentracion del AMPc en la orina, independientemente
del valor del volumen urinario.

5. METODOS ANALITICOS

La determinacién cuantitativa del AMPc puede llevarse a cabo prin-
cipalmente mediante 4 técnicas diferentes: cromatografia/electroforesis;
ensayos enzimaticos; métodos de enlace y radioinmunoanilisis.

Aunque existen gran numero de procedimientos cromatograficos y
electroforéticos para separar y medir el AMPc (6-8), se debe tener en
cuenta su relativo engorro y gasto de tiempo. En cuanto a los ensayos
enzimaticos pueden ser muy variados. Uno de ellos se basa en la activa-
cion de la fosforilasa del glucégeno, mediante la activacion de la quina-
sa de la fosforilasa b, que a su vez es activada por el AMPc, siendo en las
condiciones adecuadas, la velocidad de activacién una funcién de la con-
centracion del AMPec. |

Los radioinmunoanalisis especificos para el AMPc (9) se basan en la
competicion por el lugar de enlace de un anticuerpo dirigido contra el
AMPc y el ensayo es suficientemente especifico para poder evitar la ne-
cesidad de una separacion cromatografica previa del AMPc del resto de

(6) M. Tao, F. Lipmann; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 63, 86, 1969.

(7) L. W. Bradham y D. W. Woolley; Biochim. Biophys. Acta 93, 475, 1964.

(8) G. Krishna, B. Weiss y B. B. Brodie; J. Pharmacol. Exp. Ther. 163,
379, 1968.

(9) A. L. Steiner, D. M. Kipnis, R. Utiger y C. W. Parker; Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 64, 367, 1969.
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los otros nucleétidos, por lo cual y por su rapidez, este método de radio-
inmunoanélisis es quizis el que se ha distribuido mas ampliamente.

El AMPc de extractos tisulares, sin purificacion previa, también se
puede medir tomando como base su capacidad para competir con
‘H-AMPc para enlazarse a una protein quinasa purificada parcialmente
y dependiente de AMPc (10).

6. SISTEMA ADENILCICLASA

El AMPc se sintetiza a partir del ATP mediante la accién catalitica
de un sistema enzimatico que se llamé adenilciclasa, aunque un nombre
trivial mas apropiado seria el de adenilato ciclasa, necesitindose iones
magnesio en la reaccion que, como segundo producto, aparte del AMPc,
produce pirofosfato. En el proceso ATP — AMPc + PPi el valor dc
la constante de equilibrio es K. = 0,065, lo que significa un cambio de
energia libre standard A G, =Z RT In K. = +1,63 K cal/mol. lo que
indica, por su ligero endergonismo, que el proceso puede ser reversible
bajo condiciones adecuadas. Pero si esta reacciéon se acopla a la accién
de una pirofosfatasa que hidrolice el pirofosfato producido, el cambio
global de energia libre seria negativo y el equilibrio estaria desplazado
hacia la formacién del AMPe.

Por otra parte es muy importante considerar una segunda reaccién

ATP — 5AMP + PPi, con 8 G, = —10,3 K cal/mol, lo que per-
mite deducir claramente que el proceso AMP., — 5AMP lleva aso-
ciado un cambio de energia libre A G, = —11.900 cal/mol, o sea méas

exergénico que la propia hidrélisis del ATP, lo que permite considerar
al AMPc como un compuesto de alta energia de hidrélisis, por lo cual
presenta posibilidades energéticas para que se acople el proceso hidro-
litico a transformaciones que sean deficitarias energéticamente, como cie’-
tas transformaciones metaboélicas, cambios conformacionales en protei-
nas, etcétera.

La actividad adenilil ciclasa parece estar restringida, en la mavoria
de las células de mamifero, a las membranas celulares y se activa en pre-
sencia de ciertas hormonas que se acoplan a receptores especificos situu-
dos en la parte externa de la membrana celular. Por otra parte la enzima
se activa en presencia del fluoruro cuando esta en forma de homogenado
tisular, pero no lo hace en células intactas.

La naturaleza particulada de la enzima la hace dificilmente solubre y

(10) A. G. Gilman; Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 67, 305, 1970.
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purificable y su peso molecular parece estar situado entre 100.000 y
200.000 daltons, habiéndose identificado en practicamente todos los 6r-
ganos animales (a excepcion de los eritrocitos maduros de mamifero), en
ciertas plantas y en numerosos microorganismos.

En la tabla 1 se sefalan algunas hormonas que ejercen efectos act
vadores sobre la adenilato ciclasa “in vivo” o “in vitro”, siendo tal acti-
vacion muy rapida e intensa, sobre todo “in vivo”. Asi la hormona adre-
nocorticotropa aumenta la actividad del enzima 3-4 veces en homogena-
dos de corteza suprarrenal de rata y varios centenares de veces si se
inyecta la hormona al animal vivo. Como valor usual se puede considerar
que la estimulacién se produce en un segundo y que los incrementos de
actividad corresponden a un factor 10 de multiplicacién y como las con-
centraciones hormonales son del orden de 10~** — 10—°M en plasma v ia
accion de adenilciclasa consigue aumentos en el AMPc desde 107 a
10—°M, eso significa que el sistema adenilciclasa amplifica la sefial de
entrada por un factor del orden de 10.000 6 100.000, habiéndose com-
parado el sistema a un conjunto operacional formado por un discrimina-
dor-seleccionador de sefiales externas acoplado a un transductor que re-
convierte la sefial y la lleva a un amplificador de donde emerge la sefc!
de salida, tal como se muestra en la Figura 4.

Las hormonas ejercen su influencia s6lo a nivel de sus érganos efec-
tores. Asi la parathormona no estimula la enzima en el riiién méas que en
el tejido cortical y la vasopresina sélo lo hace sobre el tejido medular.
Mis atin, la adenil ciclasa de corteza adrenal responde a ACTH pero
no a glucagén mientras los hepatocitos son sensibles a glucagén y no a
ACTH, y en tejido adiposo la enzima se activa por ACTH, glucagén,
adrenalina, prolactina, TSH, etc. La posible interpretacién de este hecho
seria la de pensar conforme con Sutherland, en una enzima de tipo alos-
térico con una unidad catalitica situada hacia el interior de la célula y
una (s) unidad (es) reguladora (s) situada (s) hacia el exterior, donde es-
tarian emplazados los receptores especificos hormonales (Figura 3), de
modo que una hormona determinada se puede fijar especificamente en
cierto tejido sobre la subunidad reguladora, activando la subunidad ca-
talitica gracias, posiblemente, a una modificacién estructural. El papel del
fluoruro quedaria claro si actuase directamente sobre la subunidad ca-
talitica.

Otro dato de interés es el papel, probablemente funcional, que po-
seen los nucledtidos de guanina, tal como GTP, para la regulacion del
sistema adenilato ciclasa, probablemente debido a que se trata de uua
enzima alostérica con multiples estados termodinimicos de enlaces a li-
gandos, entre los cuales los nucledtidos de guanina pueden ejercer efec-
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tos activadores o inhibidores dependiendo de las circunstancias particu-

lares.

TABLA 1.

TEJIDO U ORGANO HORMONA O SIMILAR

ALGUNOS PROCESOS MEDIADOS POR AMPc

FUNCION

Adrenal
Cerebelo
Corazéon

Diversos

Ganglio superior
cervical

Graso

Hepatico
Huesos

Intestino

Isletas pancreaticas
Mucosa géstrica
Melanocitos

Musculo

Nervio

Organos sexuales
masculinos

Ovario

Péncreas

Paroétida
Pituitaria anterior

RINON

Médula

Corteza
Tiroide
Utero

ACTH
Noradrenalina
Adrenalina-glucagén

Prostaglandinas
Dopamina

Adrenalina, ACTH,
TSH, LH, glucagdn
Adrenalina, glucagén
Parathormona
Tirocalcitonina
Secretina

Glucagén

Histamina, pentagastrina
MSH

Adrenalina
Serotonina
Testosterona

LH

Glucagén, secretina
Noradrenalina
Factores liberacion
hipotalamo

Eritropoyetina; vasopresina

Parathormona
TSI
Estrégenos

Secrecion Hidrocortisona.
Excitacion células Purkinje.
Aumento velocidad. Contrac-
tilidad.

Diversas.

Regulacién transmision
sinaptica.

Lipolisis.

Glucogenolisis.

Osteolisis

Metabolismo de Ca+? y fosfato
Secretora.

Secrecion insulina.

Secrecién acida.

Secrecion melanosomas,
melagénesis.

Glucogenolisis.

Transmisién impulso nervioso.
Diversas.

Secrecién progesterona.
Diversas metabolicas.
Secrecién amilasa.

Secrecién hormonas troéficas.

Eritropoyesis; osmolalidad
urinaria.

Fosfaturia, AMPc-uria

Secreci6én tiroxina.

Diversas.

En todo caso se ha de sefialar (11) que aunque en los dltimos afios
se ha demostrado la presencia de adenilato ciclasa en innumerables tipos
de células, sin embargo se han hecho pocas observaciones fundamentales

(11) M. E. Maguire, T. W. Sturgill y A. G. Gilman; Metabolism, 24, 287, 1975.
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sobre el sistema, desde que sus propiedades mas relevantes fueron se-
naladas entre 1957 y 1962 y hoy dia siguen sin aclarar totalmente aspec-
tos tan cruciales como su naturaleza monomérica, polimérica o de comni-
plejo multienzimatico. Quizas la razén de esta situacion sea la de que una
gran proporcion del trabajo publicado se ha dedicado a la demostracion
de los efectos de diferentes agentes sobre adenilato ciclasa en todo el
amplio aspecto de los seres vivos, mientras que para aclarar la comple-
jidad del sistema adenilato ciclasa se necesita una aproximacién dife-
rente cual puede ser el andlisis intensivo de un niimero muy limitado de
sistemas ciclasas.

En la tabla 1 se enumeraban unos pocos ejemplos de diferentes sis-
temas adenilatos ciclasas estudiados en diferentes tejidos y activables por
diversas hormonas. Esta diversidad sigue siendo un hecho si ahora nos
trasladamos a los muchos efectos variados y conocidos del AMPc. En la
tabla 2 se exponen unos pocos de entre los citados en la bibliografia y
que estan mas s6lidamente establecidos.

TABLA 2. ALGUNOS EFECTOS CONOCIDOS DEL AMP ciclico

— Activacién de protein quinasas.

— Activacion de fosforilasa.

— Inhibicién de ciertos enzimas hepaticos.

— Inhibicién de glucdgeno sintetasa.

— Estimulacién de neoglucogénesis.

— Estimulacién de cetogénesis.

— Estimulacién de incorporacién de aminoacidos.

— Estimulacién de lipolisis.

— Inhibicién de lipogénesis.

— Aumento de permeabilidad al agua y electrolitos.

— Estimulacién de esteroidogénesis.

— Mantenimiento de la suficiencia adrenal.

— Estimulacién de exocitosis conducente a la liberacion de varias hor-
monas y factores,

— Inhibicién de crecimiento celular.

— Incremento de la fuerza de contraccién del musculo cardiaco.

— Relajacion en musculatura lisa.

— Inhibicién de agregaciéon plaquetaria.

— Inhibicién en células del Purkinje del cerebelo.
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7. EL SISTEMA FOSFODIESTERASA.

Butcher y Sutherland (12) observaron la existencia de un sistema en
zimatico, la fosfodiesterasa del AMPc, que en presencia de iones Mg+?,
produce la ruptura especifica hidrolitica (Figura 5) del enlace ester en
3 de la ribosa del AMPc, haciéndose evidente que las metilxantinas
tales como cafeina, aminofilina y teofilina, inhiben esa accién enzimatica,
por lo cual producen un incremento en la concentracién del nuclebtido
ciclico y consiguen acciones metabélicas similares a las obtenidas por la
acciébn hormonal de sustancias tales como la adrenalina, activadora de
adenilciclasa.

La fosfodiesterasa se encuentra presente en todos los tejidos en los
que se evidencia la accion de la adenilato ciclasa, y la enzima puede
estar preferentemente ligada a membranas como en cerebro, en que lo
esta en un 70%, pero lo normal es la presencia simultinea de formas par-
ticuladas y solubles, como sucede en higado (12). Se piensa que la fos-
fodiesterasa es una enzima que act@ia continuamente y cuya misién es
evitar la acumulacion del AMPc que, también de un modo continuo, se
va sintetizando. Por ello, son de gran importancia las posibles regulacio-
nes de la enzima por los siguientes mecanismos: a) inhibicién por metil-
xantinas; b) posibilidades de activacion de la enzima en presencia de in-
sulina; c¢) control, gracias a variaciones de las concentraciones fisiologr
cas de calcio.

Fosfodiesterasa posee un peso molecular variable entre 130.000 vy
750.000 daltons, segin cual sea el origen de la preparaciéon y parece estar
compuesta de subunidades, pudiendo existir en varias formas multiples
o isoenzimas. La mayoria de las células poseen, al menos, dos fosfo-
diesterasas, una con una constante de Michaelis, K,,, baja para el
AMPc ( 10°M) y otra forma soluble con una K,, mas alta ( 10—*M),
penséandose que la forma particulada de K,, menor es probablemente la
mds importante desde el punto de vista fisioldgico, ya que los niveles in-
tracelulares del nucledtido ciclico estan inversamente relacionadas con
la actividad presente en esa forma. Por otra parte, hay indicaciones de
que existen mecanismos de interconversion entre las formas de la enzi-
ma, lo que seria un excelente sistema de control “in vivo”. Mas atn, se
ha demostrado la existencia de activadores intracelulares naturales asi
como la de inhibidores y actualmente esta establecido que algunas hor-
monas ejercen efecto directo sobre la forma particulada de la fosfodie«-
teresa, todo lo cual nos da una imagen de la gran posibilidad de controles

(12) R. W. Butcher y E. W. Sutherland; J. Biol. Chem., 237, 1244, 1962.



OJINV 19p BSEI9)$OIPOJSOF B 9P UQIY ‘¢ VHNOILL

UDIDIQIYU] e

HO Qm——d=0_

DSDJ2}Sa1pP04S04

CH +
T . Q%
N N

DUIj108] D

N N DUljljoulwy DuldsD) N N




AMP ciclico y Medicina 177

complejos posibles. Asi, la enzima se activa por histamina y se inhibe
por p-cloromercuribenzoato, mercapto etanol (lo que sefiala su natura-
leza sulfhidrilica), ATP, otros nucleétidos, pirofosfato, derivados de fe-
notiazina y de benzotiazina, asi como por glucocorticoides y triyodotirc-
nina, todo lo cual puede tener en el futuro una gran trascendencia far-
macoldgica. “In vivo”, la fosfodiesterasa estd sometida a un efecto esti-
mulante de un cierto “cofactor proteinico” distribuido en los tejidos de
un modo paralelo a la fosfodiesterasa y sin especificidad de 6rgano, de
modo que el aislado de un tejido determinado puede producir la estimu-
lacién de la enzima purificada de cualquier otro tejido. (13).

8. ACCIONES BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS DEL AMPc.

Previamente hemos indicado que las acciones del AMPc pueden ejer-
cerse a varios niveles y en este apartado nos proponemos soélo citar algu-
nos de los ejemplos mas significativos buscando, siempre que sea posible
la explicaciéon a nivel molecular, bioquimico. Aun cuando no exista un
sOlo esquema unificador, en la Figura 6, se hace un intento de generali-
zacion del proceso.

8.1. Efecto sobre la actividad de enzimas

8.1.1. Protein quinasas. La acciéon primaria del AMPc se efectta
a nivel de la activaciéon de protein quinasas (PK), de modo que se pue-
de afirmar que casi todas las acciones conocidas del AMPc se deben a
la estimulacién de sistemas protein quinasas por este nucledtido (14).

La presencia de protein quinasas es tan universal como la del AMPc,
hallindose presente en tejidos de vertebrados, invertebrados y en plantas
y microorganismos. Mas atmn, su papel estid intimamente conectado a las
diversas acciones hormonales que participan en glucogenolisis, lipolisis,
esteroidogénesis, etc., aparte de que las protein quinasas catalizan fos-
forilaciones de diversas sustancias tales como histonas, protaminas, casei
na, albimina de suero, etc.

Walsh propuso, entre 1970-1973 (15-19), un esquema de protein qui-

(13) W. Y. Cheung y L. Salganicoff; Fed. Proc., 25, 714, 1966.

(14) D. A. Walsh, J. P. Perkins y E. G. Krebs; J. Biol. Chem. 243, 3763, 1968.

(15) M. A. Brostom, E. M. Reimann, D. A. Walsh y E. G. Krebs; Adv. Enzy-
me Reg., 8, 191, 1970.

(16) C. D. Ashby y D. A, Walsh; J. Biol. Chem. 277, 6637, 1972.

(17) C. D. Ashby y D. A. Walsh; J. Biol. Chem., 248, 1255, 1973.

(18) D. A. Walsh, C. D. Ashby, C. Gonzales, E. H. Calkins y E. G. Krebs;
J. Biol. Chem. 246, 1977, 1971,

(19) D. A. Walsh y C. D. Ashby; Recent. Prog. Horm. Res., 29, 329, 1973.
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nasa que se basa en la existencia de dos subunidades proteinicas en la
enzima, con una de ellas catalitica (C) y con otra subunidad regulado-
ra (R) termostable e inhibidora al formar un complejo inactivo con la
subunidad catalitica. El contenido de proteina inhibidora es alto en te-
jidos como cerebro, corazén y musculo, habiéndose demostrado por ejem-
plo, que en corazén de rata la concentracion del inhibidor varia segiin
las condiciones fisiologicas, disminuyendo en ayunas y aumentando tras
la alimentacion.

La situaciéon se resume en la Figura 7, donde se observa que el ho-
loenzima formado por el complejo de las dos subunidades es inactivo,
(poseyendo un radio de Stokes de 40 A°), y la presencia de AMPc pro-
duce un cambio conformacional junto a la disociaciéon del complejo, ob-
teniéndose una subunidad activa C (de 25 A°), mientras que la subum
dad R (35 A°), permanece unida al AMPc, tras otro cambio de confor-
macion.

Existen datos que permiten afirmar que también las histonas, en au-
sencia del AMPc, favorecen esa disociacién-activacién (20), mientras que
por el contrario muchas de las acciones fisiologicas de la insulina, tales
como su efecto antilipolitico y el glucogenosintético, se podrian explicar
por el hecho de que esta hormona parece favorecer el proceso de aso-
ciacién-inactivacién, contrarrestando por tanto los efectos del AMPc. En
todo caso, aunque pueden existir diversas proteinquinasas, es la misma
enzima la que controla la glucogenosintesis y la glucogenolisis.

8.1.2. Glucdgeno fosforilasa. Este sistema ha sido el mas estudiado
y por ello es el ejemplo tipico de un mecanismo de amplificacién como
se puede observar en la Figura 8. Ya Krebs habia observado, junto con
Fischer, que existian formas activa e inactiva de la enzima fosforilasa
de musculo, responsable directa de la glucogenolisis al transformar el glu-
cogeno en G1P. Como ya se ha sefialado, en 1968 se pudo establecer el
papel del AMPc en la activacién de la enzima, al enlazarse el nucle6tido
con otra enzima, una proteina quinasa, que es inactiva si el AMPc no
estd presente. La quinasa activada realiza la misma funcién activadora
hacia otra enzima relacionada, una fosforilasa quinasa, que a su vez
puede activar la fosforilasa “b” hasta la forma activa “a”, por lo que el
resultado de la activacién final es la rotura del glucégeno hasta gluco-
sa 1P, En las células hepaticas la situacién es muy semejante y s6lo va-
rian algunos condicionamientos de los sistemas enziméticos. Estos sis-
temas en cascada producen un gran efecto multiplicador y se puede cal-
cular que la aparicion y accién de un micromol de la hormona activa-

7

(20) E. Miyamoto, G. L. Petzold, J. F. Kuo y P. Greengard; J. Biol. Chem.,
248, 179, 1973.
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dora adrenalina proporcionaria la transformaciéon de 2.000 micromo'es/
min. en forma de GIP.

Cuando el glucogeno se degrada para satisfacer las necesidades de
glucosa del organismo, seria un desperdicio de energia el que continuase
la sintesis adicional del glucégeno. Para evitarlo, la enzima especifica que

Glucdgeno
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inactiva
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media la sintesis de glucégeno, la glucdgeno sintetasa, también puede
estar en forma activa e inactiva y a través de otro sistema en cascada
(Figura 9), la presencia de AMPc en este caso inactiva la glucdgeno
sintetasa, impidiendo la biosintesis del glucégeno. -

8.1.3. AMP ciclico y lipolisis. El AMPc a través de la correspondien
te protein quinasa es la sustancia responsable de la activacién de la li-
pasa sensible hormonalmente la que, tras su paso desde la forma inacti-
va hasta la activa, consigue catalizar la hidrolisis de la grasa del tejido
adiposo hasta acidos grasos libres y glicerina. Numerosas sustancias di-
ferentes, entre ellas al menos 7 hormonas, pueden controlar el proceso a
diversos niveles y en la Figura 10 se intenta resumir las posibilidades de
estos diferentes controles, desde las diferentes hormonas, que poseen re-
ceptores especificos sobre las membranas de los adipocitos capaces de
estimular la adenilciclasa, pasando por otras sustancias cuya accion tam-
bién se realiza al nivel de la ciclasa, o por otras diferentes como cafeina
y teofilina que inhiben la fosfodiesterasa, asi como otras que pueden al-
terar la velocidad de la fosforilacién oxidativa.

8.1.4. AMP ciclico y esteroidogénesis. La estimulacion comprobada
de la esteroidogénesis en corteza suprarrenal o en cuerpo liteo por la
accion hormonal mediada por el AMPc se podria realizar basicamente
por la existencia de una mayor concentracién de G6P disponible lo que
favorece la via de las pentosas-fosfato, productora de grandes cantida-
des de NADPH + H* que son necesarios para la sintesis del colestero.
En la Figura 11 se expone un esquema simplificado del proceso. Sin em-
bargo, la situaciéon real es mas compleja y el AMPc podria estimular al
menos 3 etapas diferentes de la biosintesis de esteroides tal como se re-
sume en la Figura 12: a) Paso desde ester de colesterol a colesterol;
b) Transformacion de colesterol a pregnenolona; c¢) Conversién de 11-de-
soxicorticosterona a corticosterona.

8.2. AMPc y glucocorticoides.

Aunque el efecto fisioldgico de las hormonas esteroides no parece
estar mediado por el esquema del segundo mensajero, sin embargo los
glucocorticoides adrenales estan implicados en el control de muchos pro-
cesos metabdlicos en los que interviene el AMPc, Ello se debe a que los
glucocorticoides actian a nivel de estimulo de sintesis de diversas pro-
teinas, incluyendo posiblemente componentes de proteinfosfoquinasas v a
elementos reguladores de la adenilato ciclasa membranosa, por todo 'o
cual el efecto seria aumentar tanto la propia concentracion de AMPc
como las proteinas que interactian con el AMPec.
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8.3. AMPc y prostaglandinas

Las prostaglandinas son otro grupo de hormonas con un amplio es-
pectro de acciones fisiologicas y con una estrecha relacion con el sistema
adenilato ciclasa. Sin embargo no hay un esquema general vilido para
todas las clases de prostaglandinas y los diversos tipos de tejidos. En la
mayoria de las ocasiones estimulan la sintesis de AMPc, pero en casos
aislados actan inhibiendo. Por otra parte, también parece que pueden
inhibir la acciéon de fosfodiesterasa y a su vez el AMPc puede estimular
la sintesis de prostaglandinas.

8.4, AMPc y sintesis de proteinas.

8.4.1. Transcripcion de genes. El AMPc puede estimular la sintesis
de ciertas proteinas especificas. Asi en cultivos de “E. coli” se ha com-
probado la existencia de una proteina receptora del AMPc, denominada
también proteina de activacién de genes, que se ha purificado y cuya
funcién es la de enlazarse especificamente al AMPc. El complejo asi for-
mado se une al ADN en lugares especificos al comienzo de los luga-
res de contro! genético que se conocen con el nombre de “Operones”,
descubiertos por Jacob y Monod hace unos 15 afios. Como consecuencia
de ello, la ARN polimerasa dependiente de ADN se puede enlazar en el
lugar especifico denominado “promotor” y actia transcribiendo la in-
formacién genética, cosa que no ocurrira en ausencia del AMPc, Para
que un sistema de control de este tipo pueda ser efectivo es necesario
evitar simultaneamente la presencia de las proteinas denominadas “re-
presoras” que se fijan en los lugares “operadores” situados también a!
principio del sistema “Operén”, con lo cual se consigue inducir la sinte-
sis de las enzimas llamadas inducibles. En la Figura 13 se muestra la
necesidad de la actuacién de la proteina receptora del AMPc (PRA) con
el AMPc a fin de que pueda actuar la ARN polimerasa. El control que
ejercita el AMPc sobre esta transcripcién de ciertos genes puede ser la
causa inmediata de las conocidas acciones hormonales induciendo la
sintesis de ciertas enzimas, limitindose las hormonas a controlar la can-
tidad del AMPc celular.

Por otra parte, en el control de la actividad genética de las células
de los organismos eucaridticos hay evidencias de que un fuerte protago-
nismo o ejercen las proteinas cromosémicas de tipo basico que conoce-
mos con el nombre de histonas, asi como otras proteinas de tipo no his-
tona y también asociadas con la cromatina. La situacién normal es la de
que las histonas a pH fisioldgico poseen gran nimero de cargas positves
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en sus grupos ionizables, por lo que ejercen fuertes acciones de tipo elec-
trostatico sobre las moléculas de ADN, cargadas negativamente. Esta aso-
ciacibn ADN-histona, evita que actie la ARN polimerasa y que se rea-
lice la transcripcién genética. Una proteina no-histona especifica entre
las muchas existentes, puede fosforilizarse mediante una proteina-quinasa
v al cargarse negativamente con los grupos fosfatos, sufre simultinea-
mente un efecto de atraccion hacia una porcién de las histonas y un efec-
to repulsivo en relacion con el ADN. Como consecuencia de ello, se
produce una asociacién entre las dos proteinas y el complejo se separa
de la zona de ADN que estaba protegida, con lo que al quedar libre esta

ARN
Polimerasa PR.A. A AMPc

+ genes estructurales

ADN Ausencia AMPc

p 0
No sintesis de ARN

—b —p => genes estructurales

ADN

P 0
. }

Sintesis de m ARN
]

Sintesis de proteinas especificas

FIGURA 13. Papel de la P.R.A. en el modelo Operén de control genético
de sintesis de proteinas.
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region de ADN, puede realizarse la transcripcion en forma de ARN (21).
No podemos olvidar en este punto que el papel de las hormonas v dei
AMPc en la regulacién de muchos procesos metabolicos, por extrapo-
laciéon podria aplicarse a la regulacion de la transcripcién genética.

Si este modelo de regulacién se confirma en el futuro, podria llevar-
ros al aislamiento de proteinas especificas que regulan la expresion de
genes determinados (22), lo cual tendria como consecuencia la posibili-
dad de insertar estas proteinas dentro de las células para modificar las
anormalidades de la transcripcion genética.

Investigaciones recientes parecen indicar efectivamente que la his-
tona F, se une selectivamente a ciertas regiones de ADN y que unas mo-
léculas de histonas se asocian con otras bastante especificamente (23).

Un modelo sofisticado de regulacion genética en células de mamife-
ros se ha publicado recientemente (24). Las moléculas de esteroides re-
gularian la sintesis de una proteina integradora, de caracter no-histona,
pero nuclear. El papel del AMPc seria estimular su conversién en una
forma fosforilada que enlazaria al lugar “promotor” de los genes estruc-
turales, permitiendo con ello que la ARN polimerasa inicie la trans-
cripcién.,

En todo caso, se ha senalado la existencia de al menos 25 proteinas
diferentes (25) cuya sintesis estd controlada por el AMPc.

8.4.2. Traduccion del ARN-m. Hormonas como ACTH ejercen gran
des efectos sobre el tamano y peso de los tejidos receptores, tal como
adrenales. En respuesta a la ACTH se sabe que se estimula la sintesis del
AMPc y que se ocasiona la fosforilacién de una proteina ribosémica, que
regula el proceso de traduccion del mensaje genético (en presencia simui-
tinea de GTP) desde el ARN mensajero hasta la proteina correspor-
diente,

8.5. AMPc y permeabilidad de las membranas.

El AMPc (o las hormonas que aumentan su tasa, tal como la vaso-
presina) incrementa la permeabilidad de ciertas membranas epiteliales
hacia el agua, sodio y otras moléculas de bajo peso molecular, tales
como la urea. Efectos de este tipo se comprobaron en principio en vejiga
urinaria de sapo (26) y posteriormente se han confirmado en otros teji-

(21) Chromosomal proteins and their role in the regulation of gene expression.
Eds. G. Stein, J. S. Stein y L. K. Kleinsmith, Academic Press, 1975.

(22) G. Stein, J. S. Stein y L. K. Kleinsmith; Scient. Amer., 232, 47, 1975.

(23) S. B. Kolata; Science, 188, 1097, 1975.

(24) J. P. Jost y M. Averner; J. theor. Biol.,, 49, 337, 1975.

(25) H. V. Rickenberg; Ann. Rev. Microbiol.,, 28, 353, 1974.

(26) J. Osloff, J. S. Handler; Ann. J. Med., 42, 757, 1967.
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dos animales y, como indicamos mas adelante, han dado una explicacién
racional a las diarreas producidas en los procesos coléricos.

8.6. Hambre y la teleologia del AMPc.

En seres vivos tan dispares como hongos, bacterias como E. coli, peces,
mamiferos y humanos, es importante el hecho de que la respuesta a una
disminucion en el suministro de glucosa es siempre la misma; un au-
mento en la sintesis del AMPc. En el caso de las bacterias, la presencia
de glucosa disminuye la sintesis del AMPc y se bloquea la transcripcion
del Operdn lactosa, mientras que en ausencia de glucosa, la transcripcién
de ese Operdén hace que se utilicen sustratos alternativos.

En ciertas formas e'ementales de vida, la deficiencia en glucosa con-
duce a un aumento en su nivel de AMPc, lo que ayuda a su intento de
btsqueda de nuevas fuentes de alimentos. Si no se consiguen estos, el
AMPc hace que, por ejemplo, las amebas libres se agreguen hasta formas
multicelulares esporulantes lo que les permite sobrevivir durante el pe-
riodo de deprivacién de glucosa (27). En el hombre, la deficiencia en
glucosa produce el estimulo de la ciclasa hepatica por el glucagén, y el
AMP ciclico incrementa la glucogenolisis y neoglucogénesis como me-
canismos compensadores.

Esta similitud en especies tan diversas indica un papel importante
para este nucledtido ciclico en los procesos filogenéticos y ontogéni-
cos (28) e incluso la universalidad del AMPc como respuesta al hambre
sugiere su presencia en las formas autorreplicativas mds primitivas al
comienzo del proceso evolutivo que ha conducido hasta el hombre.

87. AMPc y morfogénesis.

En la actualidad estd claramente establecida una relacion entre el
AMPc y los efectos morfogenéticos. En “Dictyostelium discoideum” las
células son muy sensibles a sus propias sefales quimioticticas y morfc-
genéticas del AMPc (29) y poseen receptores especificos. Las células por
su parte sintetizan y excretan pulsos del AMPc en respuesta a las sefia-
les. Se podrian citar otros ejemplos, como en bacterias coliformes en que
cl AMPc es esencial para la formacion de flagelos (30).

(27xreT. M. Konijn, D. Barkley;l ¥.. Y. C€hang:y J. Bonner; (Ann. Nat, 102,
225, 1968.

(28) M. A. Bitensky, R. E. Gorman; An. Rev. Mecic., 23, 263, 1972.

£9) J. D. Gross; Science, 255, 522, 1975.

(30) T. Yokota, J. S. Gots.; J. Bacteriol., 103, 513, 1970.



AMP ciclico y Medicina 191

La participacion del AMPc en los procesos del desarrollo podria resu
mirse, segin Daniel McMahon (31) del siguiente modo:

1.— Existen sustancias inductoras que regulan las concentraciones de
los nucleodtidos ciclicos y de ciertos iones en las células. Entre
ellas se incluyen neurotransmisores, hormonas polipépticas, co-
lageno, proteinas tipo lectinas v prostaglandinas.

2.— Los inductores se enlazan a receptores situados en las membra-
nas plasmaticas, existiendo un amplio espectro de receptores v un
gran repertorio celular de posibles respuestas, que pueden depen-
der de la diferenciacion celular previa.

3.— Los inductores, al controlar las concentraciones de AMPc e io
nes inorganicos en la célula, sefialan las vias a seguir en el de-
sarrollo celular mediante la regulacién del metabolismo y de la
expresion de los genes en las células en desarrollo.

Este esquema de trabajo posee el atractivo de que sean derivados
sencillos de metabolitos, incluyendo neurotransmisores y nucleétidos ci-
clicos, los que funcionen como moléculas reguladoras en eucaridticos.
Los neurotransmisores a lo largo de la evolucién, habrian pasado de ser
primeramente mensajeros intracelulares hasta obtener el papel de men-
sajeros intercelulares en los procesos relativamente lentos de la comuni-
cacion de la informaciéon del desarrollo. El proceso evolutivo habria pro-
gresado finalmente hasta llegar a su participacion en la riapida comuni-
cacién intercelular mediada por los nervios.

La evolucion de los niveles de AMPc en el crecimiento y desarrollo
normal podria resumirse en el sentido de que tras la fertilizacion (Figu-
ra 14) la concentracion en AMPc baja mas o menos rapidamente, permi-
tiendo que tenga lugar al principio de la embriogénesis una division ce-
lular rapida, ya que existe una relacion inversa entre niveles de AMPc
y velocidad de crecimiento celular (32). En esta situaciéon, como las cé-
lu'as normales poseen un mecanismo por medio del cual el contacto ce-
lula-célula conduce a un estimulo de la actividad ciclasa, cuando co-
mienza a operar el mecanismo responsable de la inhibicion por contacto
ello significaria una mayor concentraciéon de AMPc (linea 1). Con el tiem-
po, se iran desarrollando los receptores hormonales asi como otros me-
canismos de excitacién de adenilato ciclasa, lo que conduce a niveles su
periores de AMPc (linea II). Este nucledtido juega entonces su conocido
papel regulador de células altamente diferenciadas, disminuyendo por
tanto la velocidad de crecimiento celular y consiguiendo una multitua
de efectos complejos a través de los mecanismos bioquimicos de control

(31) D. McMahon: Science, 185, 1.012, 1974.
(32) M. L. Heidrick y W. L. Ryan; Cancer Res., 31, 1313, 1971.
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de actividades enzimiticas y de regulacién genética de la biosintesis
proteica.

I -=---1

AMPc

l—--

Tiempo tras la fertilizacidn
FIGURA 14. AMPc y desarrollo

8.8. AMPc y sistema nervioso.

Los niveles de adenilciclasa, fosfodiesterasa y proteinquinasas, son es-
pecialmente altos en los tejidos nerviosos y se han realizado numerosas
investigaciones que apoyan la idea de que la sintesis transinaptica del
AMPc puede ser el mecanismo que permite la transformaciéon de la ac-
tividad eléctrica presindptica hasta las modificaciones macromoleculares
postsinapticas.

La sintesis del AMPc en los tejidos nerviosos esta regulada por dis-
tintos agentes neurohumorales y el papel del nucleétido puede ser diver-
so: a) a nivel presindptico, aumentando no la amplitud, sino la frecuen-
cia de los potenciales miniatura de las placas terminales; b) a nivel post-
sinaptico produciendo una hiperpolarizacion lenta de las células de Pur-
kinje y de las neuronas de los ganglios superiores cervicales; c¢) control
de los cambios de conductancia de las membranas mediante la actuacién
de proteinquinasas, que podrian participar en procesos complejos comc
los mecanismos moleculares de adquisicién de conocimientos.
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Por otra parte, se ha comprobado la existencia de conexién entre los
procesos que dafian el sistema nervioso central o la hiperfuncién en la
region hipotalimica, respecto a los valores del AMPc en el liquido ce-
rebroespinal (33).

En el caso concreto de la dopamina, durante los tltimos 10 afios ha
quedado bien establecida su importancia como neurotransmisor en el
cerebro de mamifero y son de importancia clinica las anormalidades de
la neurotransmision dopaminérgica (34) y existe evidencia de que las
drogas que se usan para tratar la esquizofrenia, son antagonistas de la
dopamina en el cerebro (35). Pues bien, es interesante el hecho de que
la activacion de los receptores de dopamina en el cerebro estd acoplada
a un aumento en el AMPc,

Como aplicacién de todo ello, existen intentos para correlacionar los
mecanismos dependientes del AMPc con la fisiologia y la farmacologia
del Sistema Nervioso Central y se conocen bastante bien los efectos que
ejercen sobre el comportamiento la administracion de nucledtidos cicli-
cos por via intraventricular (36), asi como la accién antiansiedad de los
inhibidores de fosfodiesterasa administrados parenteralmente (37) aunque
fa conclusion final en estos aspectos es la necesidad de un mayor v maés
profundo trabajo que permita establecer los papeles especificos del AMPe
la integracion del Sistema Nervioso Central.

8.9. AMPc y respuesta inmunoligica.

Desde 1972 se admite que el AMPc, actuando como segundo mensa-
jero de hormonas vasoactivas y de ciertos mediadores de la inflamacién,
modula “in vitro” una gran variedad de procesos inmunoldgicos en mo-
delos experimentales de hipersensibilidad inmediata y retardada, asi como
la respuesta humoral de los anticuerpos. En todos los sistemas “in vitro”
el AMPc inhibe una accién inmunolégica o inflamatoria de una u otra
subclase de leucocitos y la produccién de nucledtidos se incrementa por
accién de catecolaminas beta-adrenérgicas, histamina y prostaglandinas
de la serie E.

Los datos experimentales apoyan la hipétesis (38) de que también

(33) V. V. Myllyla, E. R. Heikknen, S. Simild, E. Hokkanen y H. Vapaatalo;
Z. Kinderheilk, 118, 259, 1975.

(34) O. Hornykiewicz; Br. Med. Bull,, 29, 168, 1973.

(35) S. H. Suyder, S. P. Banerjee, H. I. Yamamura y D. Greenberg; Science,
184. 1243, 1974.

(36) G. L. Gassa, G. Krishna, J. Forn, A. Tagliamonte y B. B. Brodie; Adv.
Biochem. Psychopharmac., 3, 371. 1971.

(37) B. Beer, M. Chasin, D. E. Clody, J. R. Vogel y Z. P. Horovitz; Science,
176, 428, 1972.

(38) H. R. Bourne et al.,, Science, 184, 19, 1974.
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“in vivo” ciertas hormonas y mediadores de la inflamaciéon acthan regu-
lando el caricter y la intensidad de las respuestas inflamatorias e inmu-
noldgicas gracias a la accién inhibidora general del AMPc sobre esas
respuestas leucocitarias, siendo interesante hacer constar que, por el con-
trario, el GMPc revierte €l efecto inhibidor del AMPc. Como sefiald
Watson (39) la interaccion del antigeno con las células sensibles a él, pue-
de conducir a “induccién” (sintesis de anticuerpo) o “parilisis” (las cé-
lulas no se inducen). Un cociente alto en la relacion AMPc/GMPc seria
e! mediador intracelular de la sefial paralitica, mientras que el GMPc, o
una baja relacion AMPd/GMPec se requeriria como mediador de la sefal
inductiva (40).

En la Figura 15 se expone un esquema simplificado de la respuesta
inmunoldgica v de los lugares donde podrian actuar los nucleétidos o
las hormonas. Tanto los linfocitos dependientes del timo (T) o los inde-
pendientes (B) se “activan” por contacto con el antigeno para producir
tolerancia especifica mediada celularmente o por anticuerpos. Los dibu-
jos en forma dentada sobre la superficie de las células efectoras seiialan
la aparicion de receptores hormonales especificos, mientras que los lu-
gares A, B, C, D, E, son aquellos en que existe evidencia experimental
de que las hormonas (prostaglandinas, histamina, catacolaminas) o los
nucledtidos ciclicos, ejercen efectos al menos “in vitro”. Asi, A representa
la inhibicién de la transformacién inducida mitogénica o antigénicamente
y de la proliferaciéon de linfocitos T; B significa la inhibicion de la a-
tolisis especifica alogénica de las células diana; C es la inhibicién de la
produccién o liberacién de productos solubles linfocitarios tales como e!
interferén; D es la reversion de la supresién inmunolégica inducida por
el antigeno en contacto con los linfocitos o bien podria suponer, por ejem-
plo, la evitacion de 'a aglutinacion que se produce normalmente por ac-
cion de la toxina del colera; E podria representar la inhibicion de la
produccién o liberacién de anticuerpos a eritrocitos heterdlogos.

8.10. AMPc y Melanizacién.

El melanocito es una célula epidérmica de funciones especializadas
que se deriva de la cresta neural y en él tiene lugar el proceso de mela-
nizacion en el que se podrian distinguir varias fases como: 1) sintesis de
melanina; 2) translocacion, dentro del melanocito, de los grinulos de
pigmento; 3) transferencia del grianulo de pigmento a los queratinocitos;
4) dispersion de melanosoma dentro del queratinocito. En la actualidad

(39) J. Watson, R. Epstein, M. Collin; Nature, 246, 405, 1973.
(40) J. Watson; J. Exptl. Medic., 141, 97, 1975.
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se conocen bastantes detalles de las dos primeras etapas y a ellas nos
referimos.

La sintesis de melanina se efectia en varios pasos de los cuales sélo
los dos primeros estan catalizados enzimiticamente por un atrayente sis-
tema enzimatico tirosinasa que es objeto de estudio en nuestro Departa-
mento. La tirosinasa cataliza la transformacién de tirosina a dopa y la
de dopa a dopaquinona. En la epidermis de rana la enzima estd inacti-
va como proenzima, y el proceso de activacién se puede efectuar por ac-
ci6on de enzimas proteoliticas, por accién de la luz o simplemente por
“envejecimiento” de la enzima con el tiempo. El proceso de activacién
lleva consigo un desplegamiento espacial de la molécula de la proenzi-
ma. En algunos sistemas se ha demostrado que la hormona estimulante
de melanocitos incrementa la actividad tirosinasa a través del sistema
AMP ciclico, en ciertas fases del ciclo celular.

Por otra parte, es interesante que en los melanomas existe gran ac-
tividad tirosinasa sensible a la hormona estimulante de melanocitos
(HEM) y al AMPc en la fase G2 del ciclo celular y que los productos
de oxidacién de los fenoles son toxicos al melanocito, lo cual puede ofre-
cer una posibilidad de quimioterapia, que se estd investigando clinica-
mente en la Universidad de Yale.

Respecto al segundo proceso la translocacién de granulos de pigmen-
tos, la redistribucién en el interior celular hace que la piel tenga un as-
pecto u otro. Asi en ranas y camaleones, si los granulos se agregan en el
interior del melanocito, alrededor del nucleo, la piel aparece clara, ver-
dosa y con gran reflectancia, mientras que si los granulos estan bien dis-
persos a través del melanocito, la piel es oscura, negra o verde oscura,
sin reflectancia. Pues bien, nuevamente la HEM a través de la produccion
de AMPc, acttia afectando en el proceso a unos microtiibulos cuya apa-
ricién es también consecuencia de la presencia del AMPec.

9. ENFERMEDADES METABOLICAS DEL SISTEMA AMPc

9.1. Planteamiento.

Cuando hace 20 afios se comenz6 a profundizar sobre el sistema ci-
clasa, pocos investigadores pudieron pensar en su relacién con la inves-
tigaciéon clinica, pues era logico imaginar que una lesién en ese sistema
seria probablemente incompatible con la vida, lo que significaria que los
errores genéticos en el metabolismo de los nucledtidos ciclicos no po-
drian ser compatibilizados con la existencia de seres vivos que sufrieran
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esos errores. Sin embargo en estos Gltimos afios los conocimientos sobre
estos problemas han hecho decir que las lesiones en el sistema ciclasa
productoras de sindromes bien definidos, podrian ser fenémenos tan acep-
tados como la existencia del acné juvenil (41).

El sistema ciclasa se puede considerar como un lugar de malfuncién
mas que como un patdgeno en si mismo, y en este sentido se hablaria
de enfermedades del sistema adenilato ciclasa igual que se trata de las
enfermedades hepaticas, con lo que se cubririan aspectos tan diferentes,
en cuanto a manifestaciones de la enfermedad, como los que van desde
el pseudohipoparatiroidismo hasta el colera o el cancer, puntos a los qur
les dedicaremos un interés especial.

9.2. Pseudohipoparatiroidismo.

La hormona paratiroide (HP), al igual que sucede en el par proinsu-
lina/insulina, se sintetiza como una prohormona un 20% mayor que la
hormona: 105 aminoacidos en lugar de los 84 aminoacidos del péptido
activo, La HP controla el metabolismo del calcio en 3 lugares primarios:
a) Estimulo de la excreccién de fosfato de la orina; b) incremento de la
resorcién 6sea y c) Activacién de la vitamina D.

En la Figura 16 se hace un resumen de las vias por las que la hor-
mona paratiroide actia a nivel 6seo o renal y en la actualidad es evidente
que tales efectos estin mediados por el sistema adenilato ciclasa. En
rifion, la hormona produce una AMPc-uria y posiblemente como conse-
cuencia de la activaciéon de una proteinquinasa, ello conduce a una fos-
faturia. En la activacion de la vitamina D, el AMPc consigue el incre-
mento de produccién del ARN mensajero codificador de la hidroxilasa
especifica que catalizard la sintesis de la forma activa de la vitamina. En
el caso de la resorcion 6sea, los mismos efectos de aumento en el AMPc
los produce la tirocalcitonina, pero las dos hormonas actian sobre
poblaciones separadas de células: la parathormona sobre las células pri-
mariamente relacionadas con la resorcién dsea y la tirocalcitonina sobre
las células que influyen en la nueva elaboracién de tejido seo.

Mientras en el hipoparatiroidismo primario hay un fallo en la pro-
duccién de hormona paratiroide, el pseudohipoparatiroidismo ha sido el
primer ejemplo reconocido de una enfermedad endocrina con patoge-
nesis basada en el fallo del 6rgano final, esto es la falta de respuesta del
6rgano receptor a la presencia de cantidades usuales de hormona intacta
v biolégicamente activa. En un principio para explicar el problema se

(41) M. W. Bitensky, J. J. Keirns y J. Freeman; Amer. J. Med. Sci.; 266,
320, 1973.
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sugieren diversas posibilidades: a) que la hormona enddgena fuese de-
fectuosa; b) la presencia de anticuerpos circulantes; c) la existencia de
antagonistas hormonales. Sin embargo, todas esas posibilidades resulta-
ron falsas y lo que sucede en el pseudohipoparatiroidismo (PHP) es que
con una produccién normal de la hormona, los tejidos destinatarios, rifién
y huesos, no responden adecuadamente y los pacientes desarrollan sin-
tomas neuromusculares asociados a su hipocalcemia, presentando fuertes
anormalidades esqueléticas, con estatura baja y acortamiento o curva-
tura de los huesos largos. Los pacientes también exhiben calcificaciones
en tendones, retraso intelectual, obesidad exdgena moderada y opacr
dades lenticulares, todo lo cual distingue el PHP del hipoparatiroidismo
primario, que no se caracteriza por anormalidades esqueléticas o calci-
ficacion subcutinea. A veces familiares de pacientes con PHP poseen los
mismos defectos esqueléticos o de desarrollo, pero sin los sintomas de
hipocalcemia o sin evidencia clinica de PHP, aplicindoles el término
de pseudo-pseudo hipoparatiroidismo (PPHP).

Como los pacientes de PHP fallan en la respuesta a la administracion
de HP exdgena, este hecho los diferencia claramente de las personas nor-
males que desarrollan una fuerte AMPc-uria tras la citada administra
cion. La localizacién e identidad de la lesion bioquimica en el PHP ra
dica en los sistemas adenilato ciclasa de los tejidos receptores, con una
genética que corresponde a un cardcter ligado al sexo. En todo caso, hay
pacientes con fallos dseos, otros con renales y algunos con ambos fallos
v el problema de la falta de respuesta hormonal, se produce muy pro-
bablemente por deficiencia en los receptores especificos ligados al sis-
tema adenilato ciclasa en rifién o tejido 6seo.

9.3. Diabetes insipida nefrogénica.

La hormona antidiurética (HAD) o vasopresina, actia normalmenic
sobre la cara serosa de las células del tibulo distal de la médula renal,
haciendo aumentar la permeabilidad del lado luminal de la célula al
agua, y permitiendo el paso de agua, libre de solutos, desde los tubulos
hasta la médula hiperténica. Ello se realiza por mediacion del AMP ci-
cliclico, como se observa en la Figura 17, presumiblemente por fosforila-
cién de proteinas especificas de la membrana y por ello, los inhibidores
de la AMPc fosfodiesterasa, tales como teofilinas y sulfonil ureas, elevan
el AMPc y potencian el efecto antidiurético de la HAD.

En la diabetes insipida existe un fallo en la apropiada disminucién
de la excrecién de agua hasta orina que debe tener lugar como respuesta
a una deficiencia en agua. En el caso de la diabetes insipida central, el
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fallo radica en la secrecion deficiente de HAD, mientras que en la dia-
betes nefrogénica (DIN) el problema no es ese, sino los pasos posteriores
relacionados con el AMP cliclico, por lo cual las células renales no res
ponden a la, HAD. :

La DIN es una enfermedad hereditaria ligada al sexo, mas comin y
severa en hombres que en mujeres, y cuyo caricter hereditario viene dade
por un cuento que atribuia esta enfermedad a una maldicion de una gi-
tana airada a cuyo hijo no le dio agua una mujer del Ulster, por lo que
la maldijo diciéndole que sus hijos estarian afligidos por una gran sed
v que la maldicién seria transmitida por sus hijas y volveria a sus hijos
en generaciones futuras (42), lo cual es una buena descripciéon de la si-
tuacion genética respecto a la enfermedad.

El que el fallo metabdlico de la diabetes insipida nefrogénica radique
en el sistema ciclasa de las células de los tibulos distales, viene confir-
mado por hechos tales como que los pacientes son incapaces de res-
ponder a su propia HAD, a pesar de que la hormona posee estructura
normal y esta presente en la sangre a niveles normales o elevados. Asi,
Fichman y Brooker (43), hallaron que en pacientes normales con sobr~-
carga acuosa y en pacientes con diabetes insipida pituitaria, la HAD au-
mentaba el nivel de AMPc en orina un 60-80%, mientras en los pacientes
con DIN la HAD no aumenté el AMPc urinario. Por otra parte, se han
estudiado modelos animales para la DIN con sindromes hereditarios o
adquiridos, inducidos por la administracion de litio o de clorhidrato de
2-amino-4, 5-difeniltiazol. Una diabetes nefrogénica adquirida temporal-
mente también se produce en algunos humanos durante el tratamiento
de sus desérdenes maniaco-depresivos con carbonato de litio. En todos
los casos, se ha comprobado (44) que el litio bloquea la estimulacion de
la adenilciclasa renal medular por HAD y que la respuesta de la adenil-
ciclasa se disminuye en los animales con sindromes hereditarios o indu-
cidos por drogas, todo lo cual sugiere que el locus del defecto genético
es el receptor hormonal o el propio sistema adenilciclasa.

9.4. Cdlera.

El célera ha estado asociado histéricamente con pandemias catastrd-
ficas productoras de gran nimero de muertes humanas, tras intensas dia-
rreas y dolores abdominales. En las heces se eliminan gran cantidad de
fluidos (hasta 1 litro por hora) cuya composicién electrolitica es semejan-

(42) H. H. Bode, J. D. Crawford; New Eng. J. Med. 280, 750, 1969.

(43) M. P. Fibhman, G. Breoker; J. Clin. Endocrinol. Metabol., 35, 35, 1972.

(44) T. Dousa, R. Walter, I. L. Schwartz et al.; Adv. Cyclic Nucleotide Res.,
1, 121, 1973.
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te a la del suero, salvo en el hecho de que potasio y bicarbonato estin
elevados, lo que produce una acidosis metabdlica acompafiada de hipo-
potasemia por lo que se puede producir, como derivacién, una insufi-
ciencia renal o también una insuficiencia vascular secundaria a la des-
hidratacién.

En 1884, Koch, demostré que la enfermedad se causaba por el “Vibrio
colerae”, y sugiri6 que la diarrea se originaria por efecto de una exoto-
xina, pero hasta recientemente no se ha podido iniciar la profundizacién
en el conocimiento intimo de la accién molecular, demostrandose que la
mucosa intestinal durante el proceso esta intacta morfolégicamente y fun-
cionalmente, y que el proceso estd mediado por el sistema adenilciclasa.
Desde 1960 se han conseguido progresos importantes en la purificacién
y caracterizacién de la toxina colérica, que es una proteina de peso mo-
lecular 84000 y que produce diarreas semejantes a las del célera cuando
se instila en el intestino delgado. Por otra parte, sueros especificos anti-
toxina fueron viables contra la acciéon de los “Vibrio cholerae” demos-
trando que la toxina es el tnico agente responsable de las diarreas.

En la Figura 18 se resumen de un modo global algunos de los cono-
cimientos sobre las acciones de la toxina y otras sustancias a nivel del
sistema adenil ciclasa, Los “Vibrio cholerae”, producen una exotoxina
que activa el sistema adenil ciclasa, con un mecanismo cuya naturaleza
ha sido estudiada, entre otros, por el bioquimico de origen espafiol Pedro
Cuatrecasas (45). Hay alguna evidencia de que ciertos glicolipidos deben
estar presentes en la membrana celular para que tenga lugar el enlace y
en concreto Van Heyningen (46), descubrié que la toxina colérica se po-
dia inactivar por monosialogangliosidos especificamente, quizds porque
actiien como secuestradores de la toxina, mientras que la incubacion de
la membrana con monosialogangliosidos produce aumento en la respuesta
bioldgica a la toxina. Por otra parte, la enzima neuraminidasa aumenta el
nimero de lugares de enlace sobre la membrana celular y por tanto la
eficacia de la toxina. Esta es la explicacién de que la toxina “cruda” sea
mucho més potente (posee neuraminidasa como contaminante) que la
purificada. Los “vibrio cholerae” producen asimismo una proteina, cole-
ragenoide, muy relacionada con la toxina (posiblemente sea semejante,
pero faltindole alguna subunidad) y Cuatrecasas demostr6 que compite
con la toxina por los sitios de enlace.

La exotoxina produce un aumento en el AMP ciclico en las células
intactas (47) por estimulacién de la adenil ciclasa, no por inhibicién de la

(45) P. Cuatrecasas; Biochemistry, 12, 3558, 1973.

(46) C. A. King, W, E. Heiningen; J. Infec. Dis., 127, 639, 1973.

(47) D. E. Schafer, W. D. Lust, B. Sircar et al.; Proc. Nat Acad. Sci. USA,
67, 851, 1970.
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fosfodiesterasa y el proceso necesita un periodo de retardo de cerca de
una hora. El enzima se activa pero sus caracteristicas cinéticas permane-
cen constantes. Las biopsias de especimenes de intestino humano duran-
te el proceso clinico del colera han demostrado una mayor actividad ade-
nilciclasa comparada con la de las muestras tomadas en su convalecencia.

El AMP ciclico asi producido, actia sobre los sistemas de transporte
iénico en las células del epitelio intestinal, como se ha podido medir por
el uso de radioisotopos. En epitelio normal intestinal existe absorcion
neta de Nat y CI~ desde el lumen a la sangre. Por el contrario al aplicar
AMP ciclico o inhibidores de fosfodiesterasa (teofilina) al lado seroso, la
consecuencia global es la de que no hay absorcién neta de sodio v se
produce una reversion del fluyjo de Cl— hasta una secrecion, por lo cual
se cambia el valor neto normal de absorciéon de soluto y agua hasta pro-
ducirse una gran secrecion. Como es logico, el efecto al afiadir la toxina
es el mismo que con el AMP ciclico y si una de las sustancias va estad
presente, la otra no tiene efecto.

Otras diarreas similares a las del cdlera, también parecen producirse
por mecanismos semejantes. Asi, como consecuencia de carcinomas me-
dulares de tiroides y tumores de cresta neural, se originan grandes dia-
rreas cuyo origen puede ser la liberacién de grandes concentraciones de
prostaglandinas en la sangre y estas prostaglandinas, como la PG E, ac-
tivan la adenilciclasa de la mucosa intestinal de un modo inmediato, sin
periodo de retardo. La aspirina o la indometacina que inhiben la sintesis
de prostaglandinas, reducen la secrecién de fluido.

Cierto numero de hormonas peptidicas, incluyendo péptidos intesti-
nales vasoactivos, ocasionan secrecion de fluido en el intestino delgado
v en algin caso se ha demostrado su efecto estimulante sobre la mucosa
intestinal y en este hecho puede estar la explicacién de diarreas asocia
das con algunos tumores de células isletas de péancreas (no beta), que
liberan ciertos péptidos en la sangre,

En ese mismo orden de cosas es interesante seiialar que algunas cepas
de bacterias “Escherichia coli” enteropatogénicas producen también exo-
toxinas que estimulan la secrecion de fluido por estimulacién de adenil-
ciclasa del mismo modo que la toxina del célera, Mas ain, pacientes
con diarreas crénicas en los trépicos, poseen abundantes microorganismos
intestinales que producen concentraciones altas intraluminales de etanol
y de enterotoxinas que estimulan adenil ciclasa, lo que seria el origen
de sus diarreas.

Otro aspecto a tener en cuenta es que la disponibilidad de la toxina
del cdlera ha hecho avanzar los eonocimientos sobre el sistema adenil-
ciclasa de otros materiales diferentes del intestinal, obteniéndose valiosas
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informaciones sobre glicogenolisis hepatica, lipolisis en tejido adiposo,
permeabilidad de membranas hepéticas, esteroidogénesis en corteza adre-
nal, génesis de inmunoglobulinas, permeabilidad inflamatoria vasculai,
etcétera, demostrando, una vez mas, cémo los descubrimientos hechos a
partir de consideraciones clinicas pueden posteriormente servir de gran
ayuda a la investigacion bésica fundamental.

9.5. Glucogenosis

Como ya hemos senalado anteriormente, el descubrimiento del AMP
ciclico y de la adenilciclasa se produjo como consecuencia inmediata del
estudio del control hormonal del metabolismo del glucdgeno. Como este
tema es ya clasico dentro de la Bioquimica y de la Patologia, sblo se
resefiaran aqui los aspectos de mayor interés en relacion con el sistema
adenilciclasa.

En primer lugar, ya hemos hablado anteriormente de los sistemas en
cascada glucogenosintéticos y glucogenoliticos con lo que el mecanismo
puede responder de un modo bellamente eficiente y especifica e intermi-
tentemente a las hormonas glicoliticas a través de la activacion de la glu-
cogenolisis y simultanea inhibicion de la glucogenosintesis. Es realmente
fascinador el descubrimiento de Villar-Palasi y Larner (48) de que las
dos enzimas claves en la degradacién y sintesis del glucogeno, la fosfon-
lasa y la glucogeno sintetasa, poseen una zona idéntica de composicion
con siete residuos aminodcidos, donde se aloja el residuo del hidroxiami-
nodicido serina, que es el que se fosforila y desfosforila como consecuen-
cia de la accion hormonal, llegandose a un enzima activo o inactivo,
segin los casos, y consiguiendo efectos opuestos con el mismo sistema
de control.

Es inmediato pensar al observar el esquema adjunto de la Figura 19,
que existen numerosos lugares posibles para malfunciones relacionadas
con el sistema ciclasa. Se podrian incluir anormalidades respecto a la
hormona, el receptor hormonal, la fraccién catalitica de la ciclasa, la fos
fodiesterasa o cualquiera de las demas enzimas posteriores tales como
proteinquinasa, fosforilasa quinasa, fosforilasa fosfatasa, quinasa de fos
forilasa sintetasa, glucdgeno sintetasa, etc. En todos los casos se produ-
cirian anormalidades en el almacenamiento usual del glucogeno.

Simplemente, como sugerencia, indicaremos que si hubiese una ac-
tividad anormalmente baja en fosfodiesterasa o en fosfatasa, producirian

(48) C. Villar-Palasi, J. Larner y L. C. Shen; Ann. N. Y. Acad. Sci., 185,
74, 1971.
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una movilizacién de glucdgeno continua y excesiva, lo que se presenta
ria clinicamente como una diabetes resistente a la insulina.

Las glicogenosis actualmente mas conocidas son las que correspou-
den a los tipos I al VIII y su localizacion metabolica estid selafiada en
la Figura 19. En cada caso, o bien no se sintetiza el enzima o no actian
bien los mecanismos de activacién, dando lugar a todos los cuadros cli-
nicos que tan llamativos y conocidos son. Como es légico, aparte de los
8 tipos clasificados existen otras variedades mas o menos estudiadas,
como la descrita por Hug en la que la lesion es probablemente una pro
teinquinasa estimulada por AMP ciclico y cuyo funcionamiento es de-
fectuoso. En todo caso las enfermedades de almacenado de glucdgeno
son ejemplos claros de la necesidad de una comprensiéon bioquimica pro-
funda para poder abordar un manejo clinico adecuado, aunque para su
solucién definitiva quizds tengamos que esperar al esperado desarrollo
futuro de la ingenieria genética que pudiera permitir sustitucion de una
enzima por otra adecuadamente codificada. Hasta tanto, el diagnéstico
precoz y el consejo genético son modos imperfectos, pero imprescindibles
para abordar este tipo de enfermedades, al menos las mas serias.

9.6. Psoriasis.

La piel es uno de los érganos mas amplios del cuerpo y muchas de
sus actividades celulares y bioquimicas estin sometidas a control hormo-
nal, tal como sucede con la expresion de las caracteristicas sexuales se-
cundarias y el efecto sudorifico de la adrenalina. Entre las enfermedades
comunes de la piel, la psoriasis posee de un modo especial las caractert--
ticas de posibles defectos en la regulacién celular. Como consecuencia
de la psoriasis, aparecen una serie de hechos, reunidos en la Figura 20,
tales como: mayor proliferacién de células epidérmicas; mayor niimero
de células en mitosis en la epidermis psoridtica que en la normal; au-
mento de sintesis en el ADN; ciclo celular mas corto; mayor velocidad
en el movimiento de las células hacia el estrato cdrneo; “turnover” in-
crementado de proteinas; mayor uso de la glucosa, con actividad incre-
mentada de los enzimas glicoliticos; depdsito de glucogeno en la epide--
mis. Todas estas anormalidades sugieren un desajuste en los controles
celulares, muchos de los cuales estin mediados por el AMPc, por lo que
se ha pensado en su intervencién en el proceso psoriatico bien directa-
mente en el sentido de que un desajuste en el sistema ciclasa sea respon-
sable de la enfermedad, o bien que como una consecuencia de ésta se
altera el sistema adenilciclasa. Desde luego se han encontrado numerosos
indicios que abogan por una estrecha relacién entre el sistema ciclasa
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y la psoriasis (49-51), tales como los siguientes: existe adenilciclasa en
la piel humana que sintetiza AMP ciclico y que se activa de 10-35 veces
por adrenalina; en la piel psoriatica existe una menor actividad adenil-
ciclasa y ésta es muy poco sensible a la adrenalina o al fluoruro sédico,
mientras que la piel normal de los pacientes psoriaticos poseen la adenil-
ciclasa normal; existen dos fosfodiesterasas en epidermis, una de K o
alta (100 0 M) y la otra con K haja (2 p M) y esta altima fosfodieste-
rasa esta aumentada en las zonas lesionadas con psoriasis.

Todos los datos anteriores y otras mediciones directas, explican una
menor concentracién de AMPc en las zonas psoridticas, mientras que por
otra parte se conoce de estudios “in vitro”, que este nucleétido ciclico
inhibe directamente la division epidérmica celular, por todo lo cual es
evidente la conexion entre el sistema ciclasa y la psoriasis aunque no se
puede asegurar que la causa de la enfermedad sea un fallo en la cascade
de adenilciclasa, pero nuevas perspectivas son evidentes desde que se
sabe que la aplicacién del dibutiril-AMPc funcioné como un inhibidor
efectivo de la mitosis epidérmica de la psoriasis.

9.7. Cancer.

Uno de los descubrimientos mis excitantes en los Gltimos afios ha
sido la evidencia de que el AMPc esta implicado en la génesis de algunos
o de muchos tipos de tumores cancerosos.

Podemos simplificar la cuestion aceptando la hipétesis de que en ai-
gunos casos el cancer es el resultado de la derepresion de la actividad
de ciertas particulas de tipo virico que posiblemente jueguen un papel!
importante al principio de la embriogénesis, pero que normalmente se
encuentran reprimidas en etapas posteriores. En principio, su incorpc-
racion al ADN de las formas superiores tales como las humanas, podria
ser muy parecida a la incorporaciéon de ADN virico (en forma de profago
en letargo) al ADN de bacterias lisogénicas. Asi, factores que se sabe de-
reprimen el profago produciendo la replicacion viral en las bacterias y la
lisis de estas células bacterianas son de naturaleza carcinogénica cuando
se suministran a células de mamifero.

Por ello, cu#ndo en 1971 se conocié que niveles altos de AMPc en
bacterias favorecian la lisogenia mientras que valores bajos conducian
a la lisis, se pensé en la posibilidad de que niveles altos de AMPc en cé-

(49) S. L. Hsia, M. M. Mul, R. K. W, Hurst y K. M. Halprin; Archo. Dermatol.
III, 205, 1975.

(50) J. J. Voorheers; British J. Dermatol., 90, 223, 1974.

(51) L. E. King, S. S. Solomon y K. Hashimoto; J. of Invest. Dermatol., 64,
390, 1975.
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lulas humanas pudiesen reprimir la oncogénesis mientras que concentra-
ciones bajas causarian la derepresion y por tanto la iniciacién de proce-
SOS Cancerosos.

¢Qué datos existen sobre este tema? Por su interés, el niimero de pu-
blicaciones es elevadisimo y muchas conclusiones son contradictorias, pero
vamos a intentar expresar las evidencias mas claras, que apovan de un
modo bastante sugestivo, al menos parcialmente, la hipédtesis anterior,

Los cultivos de células de fibroblastos, que contribuyen a la forma-
ciéon del tejido conectivo, cuando se exponen a la accién de sustancias
cancerigenas o de ciertos virus oncogénicos, se “transforman” apareciendo
células de tipo tumoral que inyectadas a huéspedes producen tumores.
Las células transformadas cancerosas se diferencian de las normales en
el cambio de su morfologia, el crecimiento acelerado, la disminucion de
su adhesién a la superficie del recipiente contenedor, la alteracién en la
produccion de mucopolisacaridos, la mayor agregacién ocasionada por
lectinas vegetales, etc., y todo ello se puede producir como consecuencia
de bajos niveles de AMPc. Desde 1971, gracias a los trabajos de Otten (52)
y otros investigadores, se ha comprobado que los cultivos de fibroblastcs
transformados poseian menos AMPc que las células normales y que ia
adicion de AMPc hacia revertir su comportamiento anormal, haciendo
que las células cancerosas tiendan a parecerse a las normales.

Otro tipo de experiencias también debidas al equipo de Otten (53)
fueron las conseguidas con un mutante del virus de sarcoma de Rous que
produce transformaciones muy rapidas sélo si la temperatura se baja, por
ejemplo a 36°C, mientras que a temperaturas superiores tal como 40°C,
la apariencia de las células infectadas es normal. En tales casos la adicién
al medio de cultivo celular de un derivado del AMP ciclico evitaba siem-
pre el proceso de malignizaciéon de las células infectadas con el virus al
pasar de la temperatura superior a otra inferior. Incluso se ha podido des-
cubrir recientemente que las células transformadas poseen una actividad
adenilato ciclasa muy inferior a la de las células normales y que ello po-
dria ser la causa de la reducciéon en la concentracion del AMP ciclico v
por tanto del proceso de malignizacion. Mds recientemente atin (54), en
fibroblastos de embriones de pollo transformados por otros virus de sar-
coma, se ha comprobado anilogo fenémeno, con reducciéon de la activi-
dad adenilato ciclasa pero sin alterarse la fosfodiesterasa. Por otra parte

las caracteristicas de la adenilato ciclasa (K,,, sensibilidad, cinética, et-

M>

(52) J. Otten, G. S. Johson y I. Pastan; Biochem. Biophys. Res. Commun.,
44, 1192, 1971.

(53) J. Otten, J. P. Baden, G. S. Johson y I. Pstan; J. Biol. Chem., 247,
1632, 1972.

(54) M. Yoshida, M. Owada y K. Toyoshima; Virology, 63, 68, 1975.
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cétera), variaron segun el tipo de virus utilizado. Otros grupos de inves-
tigadores también han mostrado cambios en las propiedades de adenila-
to ciclasa, por ejemplo en su sensibilidad a neurotransmisores, a PGE, y
a GTP, en células malignas de neuroblastoma en relaciéon con las célu-
las nerviosas normales diferenciadas (55).

También en esta linea general sobre el papel del AMP ciclico en los
procesos cancerosos, podemos sefialar los resultados del Tisdale (56)
sobre el efecto antitumoral del 4cido ascorbico y deshidroascorbico, de
los cuales se conocian ya tanto las propiedades de inhibidor de crecimien-
to del 4cido dehidroascorbico como que los niveles de ascorbato bajan dra-
maticamente en células neoplasticas y que los requerimientos de 4cico
ascérbico son normalmente altos en pacientes cancerosos. A nivel mole-
cular, parece comprobado que ambos acidos funcionan como inhibidores
reversibles de las dos formas (de alta y de baja afinidad) de fosfodieste-
rasa en el caso de carcinoma de Walker, mientras que el icido dehidroas-
corbico sélo inhibe, no competitivamente, la forma de alta afinidad del
enzima procedente de higado de rata. Por ello estos 4cidos producirian un
aumento en el contenido del AMPc.

El efecto inhibidor “in vitro” del derivado dibutirico del AMPc tam-
bién es evidente en otros tipos diferentes de tumores tales como melano-
mas de peces (57) o en tumores experimentales de tiroides en ratas (58) y
en carcinomas de mamas (59), donde se produce la desaparicién de la
isoenzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa microsomal.

Mis interés tienen atin, desde el punto de vista practico, las experien-
cias “in vivo” que se vienen realizando desde hace un par de aiios. Asi,
Cho-Chung (60) ha conseguido “in vivo” inhibir en ratas el crecimiento
de algunos tumores mamarios, dependientes hormonalmente, por admi
nistracion de dibutiril-AMPc, aunque al cesar la administracién continud
el crecimiento tumoral. Otros derivados también han tenido efecto en
algunos tumores (entre los que se incluyen ciertos hepatomas) pero en
otros casos no ha habido éxito todavia (61). La situaciéon puede ser mds
complicada y asi recientemente se ha sefialado que una parte basal del
AMPc de células Hela (cultivo S3) se encuentra protegido por la accién

(65) V. N. Prasad, K. N. Gilmer, S. K. Sahu y G. Becker; Cancer Res., 35,
77, 1975.

(56) M. J. Tisdale; Biochem. Biophys. Res. Commun., 62, 877, 1975.

(57) U. Vielkind, y J. Vielkind; IRCS (73-3) 3-8-2, 1973.

(58) M. D’Armient y F. Monaco; Biochim. Biophys. Acta, 372, 176, 1974.

(59) Y. S. Cho-Chung y B. Berghoffer; Biochem. Biophys. Res. Commun., 60,
528, 1974.

(60) Y. S. Cho-Chung y P. M. Gullino; Science, 183, 87, 1974.

(61) Y. S. Cho-Chung; Cancer Res., 34, 3492, 1974.
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de fosfodiesterasa, por su union a ciertas proteinas (62), por lo que, por
ejemplo, la teofilina, no actia aumentando el nivel de AMP ciclico en
esas células, ni tampoco el tratamiento con dibutiril AMPc produce ele-
vacion en el nivel de AMPc.

La relacion del AMPc con procesos cancerosos puede tener otros as-
pectos inéditos tales como el hallazgo, recientemente, de que el trata-
miento con compuestos que aumentan los niveles intracelulares de AMPc
en 27 diferentes tipos de células, hace incrementar el efecto carcinogé-
nico de sustancias quimicas ambientales tales como el benzopireno (63).
Debe por tanto estar claro que otros muchos factores aparte del AMPc,
pueden estar involucrados a la carcinogénesis. Asi cabria imaginar que
algunas células de mamiferos pudieran perder algin componente nece-
sario para que al interconectarse con él, el AMPc evite la mitosis de tal
modo que en ese caso ni aun grandes cantidades de AMPc podrian evitar
la proliferacién celular. Otra posibilidad es la de un fallo en etapas meta-
bélicas posteriores a la de adenil ciclasa. Asi Granner (64) ha indicado
que una linea de células de hepatoma es deficiente en el componente
regulador del sistema protein quinasa. Pero en resumen hemos de indicar
que con €l descubrimiento de la relacién cancer-AMP ciclico, se han
abierto nuevas perspectivas no solo para la comprension cientifica de I~s
procesos malignos, incluso a nivel molecular, sino también para una po-
sible aplicacion practica terapéutica de sustancias relacionadas con el
sistema de la adenil ciclasa.

9.8. Otras enfermedades.

Existen otros desérdenes que pueden estar relacionados con alters-
ciones en los niveles de AMP ciclico. Asi sucede en el asma bronquial y
otras alergias atopicas y en ciertas formas de hipertensién arterial en cu-
yas situaciones la concentracion de AMP ciclico siempre es baja. Por el
contrario, la diabetes mellitus, caracterizada por una falta de insulina,
puede ser una enfermedad crénica en la que haya un nivel altamente ex-
cesivo de AMP ciclico tanto en tejido hepatico como en adiposo. Muchos
de los desarreglos metabdlicos asociados a la diabetes mellitus, parecen
ser el resultado de un nivel aumentado del AMP ciclico secundario a la
deficiencia absoluta o relativa de insulina. Incluso se ha demostrado que
la excrecién de AMPc en pacientes diabéticos no tratados, es consisten-
temente mas alta que en los mismos pacientes tratados con insulina o que

(62) H. Hilz, E. Kankel, U. Wiegers y U. Fuhrmann; Biochem. Biophys. Res.
Commun.; 64, 519, 1975.

(63) E. Huberman, H. Yamasaki, L. Sachs; Int. J. Cancer, 14, 789, 1974.

(64) D. K. Granner; Biochem. Biophys. Res. Commun.; 46, 1519, 1972.
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en pacientes normales, ya que la insulina, por diversos mecanismos, con
sigue bajar la concentracién de AMPc.

Recientemente se ha demostrado el papel patogénico del AMPc en el
desajuste de la capacidad concentradora de orina en hipercalcemias agu
das, a través del sistema vasopresina, dependiente de AMPc, asi como que
en rifiones hipercalcémicos el calcio ejerce un efecto directo inhibidor
sobre la adenilato ciclasa de la médula renal, lo que se traduce en una
menor capacidad concentradora de la orina (65).

10. APLICACIONES CLINICAS DE LA DETERMINACION
DEL AMPec.

Hemos visto que la accion de muchas hormonas implica la modifi-
cacién de la concentracién intracelular del AMPec, por lo cual es de es-
perar que en las enfermedades o procesos con componentes endocrinos,
se produzcan variaciones en las tasas intracelulares y extracelulares del
AMPc, cuyo conocimiento puede ser util para el diagnoéstico del estado
fisioldgico normal o patoldgico del individuo. Entre los numerosos ejem-
p'os de la bibliografia podriamos citar:

a. Un aumento progresivo de la tasa de AMPc a lo largo del emba-
razo, con una disminucién brusca tras el parto. De utilidad puede
ser el hecho de que la excreccion del AMPc es menor de
la mitad de su valor normal en pacientes con toxemias al final
del embarazo, ya que la etiologia de la toxemia todavia se des-
conoce a pesar de que puede alcanzar porcentajes significativos,
del orden del 6% de las mujeres embarazadas (66).

b. Un méiximo a mitad de cada ciclo mentrual, con una curva de
eliminacion que parece seguir la de la tasa del estrogeno.

c. Grandes variaciones en la excreccion del AMP ciclico en los casos
de desordenes mentales con un aumento en los maniacos y dis-
minucién en las depresiones psicoticas. De todos modos este pue-
de ser un ejemplo de que se ha de adoptar una actitud de pru-
dencia para juzgar el cimulo de observaciones que, diariamente
se van produciendo sobre el AMPc. En efecto, en el caso de los
enfermos maniacos, el tratamiento eficaz por ciertas drogas ha
sido seguido por una normalizacién del AMPc urinario, por lo
cual es tentador atribuir un papel patogénico a las perturbacio-

(65) N. Beck, H. Singh, S. W. Reed, H. V. Murdaugh y B. B. Davis; J. Clin.
Investig., 54, 1049, 1974.

(66) K. Raij, M. Harkonen, O. Castrén, S. Saarikoski y H. Adlercrentz; Scand.
J. Clin. Lab. Invest.,, 32, 193, 1974.
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nes del metabolismo de este nucledtido pero se ha podido de-
mostrar que en el caso de los maniacos, la hiperactividad motriz
por si sola puede explicar la anomalia en la excreccion urinara
del AMPc, lo que viene corroborado por los niveles normales del
nucledtido en el liquido cefalorraquideo.

En nifios se han estudiado los niveles del AMPc en orina y fluido
cerebroespinal, concluyendo que disturbios metabdlicos, procesos
que dafan al sistema nervioso central o hiperfuncion hipotalami-
ca producen incrementos de los valores del AMPc en fluido ce-
rebroespinal, mientras que una caida en la produccion de cateco-
laminas significa una disminucién de la excreciéon urinaria del
AMP ciclico.

Anteriormente hemos sefialado que el AMPc refleja bien la acti-
vidad de la parahormona, con eliminaciones acrecentadas en el
caso de hiperparatiroidismo con funcién renal normal, mientras
que hay una baja significativa en situaciones de hipo o pseudohi-
poparatiroidismo.

En cualquier caso, muchos sistemas hormonales se pueden afec-
tar por lesiones que por tanto pueden alterar la eliminaciéon del
AMPc y asi en nifios con quemaduras se ha encontrado cierta co-
rrelacion entre el aumento de la excrecion urinaria del AMP ci-
clico y la severidad de las quemaduras, siempre que éstas afec-
tasen menos del 25% de la superficie corporal.

Tanto en las obstrucciones del conducto pancreitico o en gluca-
cagonomas como se produce una hipersecreciéon del glucagén, la
consecuencia es una elevacion importante del AMPc plasmatico
y urinario.

OTROS NUCLEOTIDOS CICLICOS.

Generalidades.

En 1963 Ashman y col. (67), descubrieron la presencia de 3,5-GMP

ciclico en orina de rata. A pesar de ello hasta estos Ultimos afios no ha
emergido la idea de que este nucledtido ciclico pudiese tener importan-
cia por si mismo debido a su posible papel regulador en multitud de pro-
cesos fisiologicos. La razon ha sido, al igual que en otras areas de la Bio-
quimica, que no se contaba hasta recientemente con métodos adecuados

(67) D. F. Ashman, R. Lipton, M. Milicow y T. D. Price; Biochem. Biophys.
Res. Commun., 11, 330, 1969.
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de deteccion y medida, siendo su concentracién intracelular muy peque-
na, 10~ - 10—°M, o sea de 10-50 veces menor que la del AMPc. Hoy dia
se tiene el convencimiento de que el GMPc puede poseer la misma im-
portancia qu el AMPc¢ como mediador intracelular de la regulacién me-
tabolica del crecimiento.

En efecto, el metabolismo global del GMPc se parece bastante al del
AMPc (Figura 21) y asi existen enzimas guanilato ciclasas que catalizan su
sintesis a partir del GTP, asi como fosfodiesterasas que lo transforman
en 5GMP. Por otra parte una accién importante del GMPc parece ser la
de actuar a nivel de protein quinasas, al igual que sucedia con el AMPc.
Observemos con algo mas de detalle la situacion.

11.2. Guanilato ciclasas.

Se trata de enzimas dependientes de Mn*t*, especificas para el sus-
trato GTP y que se vienen detectando de un modo general en casi todos
los tipos de tejidos que se han estudiado, al igual que sucede con la ade-
nilato ciclasa. Sin embargo la principal diferencia es la de que la enzima
no estid en forma estrictamente particulada, sino que en todos los tejidos
de mamiferos parecen existir dos tipos de guanilato ciclasas (68), una
soluble y otra particulada, con propiedades fisicas, cinéticas y cataliticas
diferentes, tales como peso molecular (450.000 y 800.000 respectivamer -
te), contantes de Michaelis (12-65 p. M y 50-100 p. M para GTP) activa-
dores (Ca** estimula a la primera e inhibe a la segunda), inhibidores (el
50% de inhibicion por ATP se consigue con 0,4 mM en el primer caso y
mas de 1mM en el segundo), etc. Es muy importante sefialar que hasta
ahora, a diferencia de adenilato ciclasas, las guanilato ciclasas no se han
comprobado que pueden ser reguladas en su actividad por accién directa
hormonal. Sin embargo existirian otras posibilidades de regulacién de estas
enzimas y por tanto de los niveles de GMPc: 1) Factores que afectan a
la naturaleza aparentemente cooperativa de la enzima; 2) Interacciones
de la enzima o del sustrato con iones; 3) Factores que puedan eliminar la
inhibicién producida por ATP; 4) Actuaciéon de mecanismos que regulen
la interconversion entre formas latentes y activas de la enzima; 5) Posi-
bilidad de intercambio entre las formas solubles y articuladas; 6) Induc-
cion o represion de la enzima.

11.8. GMPc fosfodiesterasa.

También las fosfodiesterasas vienen siendo halladas en diferentes te-
jidos y organismos vivos desde procariticos a mamiferos, pero el proble-

(68) H. Kimura y F. Murad; Metabolism, 24, 439-445, 1975.
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ma puede radicar en si existen o no enzimas especificas para cada nucleo6-
tido ciclico, ya que la especificidad de la fosfodiesterasa del AMPc no
es tan grande que no pueda actuar también sobre el GMPc. Reciente-
mente se viene demostrando la existencia de diversos tipos de fosfodies-
terasas en cada tejido y al menos en fibroblastos de embrién de pollo (69),
se ha podido comprobar la existencia de fosfodiesterasas especificas para
AMPc y para GMPc y que estin bajo control genético separado, con Io
cual el metabolismo de cada nucledtido puede seguir sus propias vias es-
pecificas, lo que puede tener gran transcendencia en cuanto a sus fun-
ciones de control.

11.4. Protein quinasas dependientes de GMPc.

Una accién primordial del GMPc parece ser coincidente con la del
AMPc: actuar como activador de sistemas protein-quinasas que catali-
cen la fosforilacién de proteinas especificas que de este modo alteran
sus actuaciones metabolicas. Efectivamente y siguiendo en la linea de si-
militud, pero independencia respecto al AMPc, se han encontrado dife-
rentes protein quinasas, que dependiendo del lugar de procedencia, son
inespecificas o especificas hacia uno u otro nucleétido ciclico. Por otra
parte también diferencia la actividad de estas protein quinasas la ac-
cion de los llamados “moduladores de protein quinasas” que son molécu-
las peptidicas que pueden afectar, tal como se expresa en la Figura 22,
la accién de la enzima, la cual estd compuesta por subunidades reguladc-
ras (R) y cataliticas (C), produciendo la presencia del nucleétido ciclico
la separacién de la unidad catalitica, mientras la reguladora queda unida
al nucleétido ciclico (70). La unidad catalitica libre, en presencia de ATP
y del sustrato proteinico adecuado, cataliza la fosforilaciéon de este 1l-
timo, pero la transformacién se regula por la accion de los citados “mo
duladores”, que se unen a la unidad catalitica alterando su afinidad por
el sustrato. Existen datos que indican que la accién normal de tales mo-
duladores es opuesta para los sistemas del AMPc y del GMPc, de modo
que el modulador puede favorecer la actividad protein quinasa en el pri-
mer caso y destavorecer la del segundo caso, lo que estaria de acuerdo
con la teoria que desarrollaremos mas adelante sobre la divergencia de
efectos del AMPc y GMPc actuando el modulador como un control bio-
légico del proceso.

(69) T. R. Russell y I. H. Partan; J. Biol. Chem., 249, 7764-7769, 1974.
(70) J. F. Kuo; Metabolism, 24, 321-329, 1975.
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11.5. Acciones del GMP ciclico.

Al igual que con el AMP ciclico, el GMP ciclico esti relacionado con
gran numero de procesos fisiologicos y fisiopatoldgicos y el problema ra-
dica en obtener una vision de conjunto a partir de los abundantisimos
datos bibliograficos. Como ejemplo de tal variedad, citamos algunos de
los mas sblidamente establecidos en estos Gltimos afios :

a. El estimulo de agentes colinérgicos sobre fibras nerviosas pre-
ganglionares colinérgicas y otros tejidos nerviosos produce un in-
cremento en la tasa del GMPc y todas las experimentaciones son
acordes con la idea de que el GMPc puede mediar la accién post-
siniptica de la acetilcolina en las sinapsis colinérgicas muscari-
nicas. En neuronas del tracto piramidal, el GMPc podria funcio-
nar como un genuino mensajero intracelular de acetilcolina mien-
tras el AMPc lo seria para noradrenalina.

b. GMPc (71) parece funcionar como un mediador del estimulo de
la secrecién géstrica, mientras que el AMPc se comporta como un
inhibidor que podria actuar por un mecanismo “feed-back” ya
que su produccién se estimula como consecuencia de una mayor
secrecion gastsica (72).

c. Al seguir los niveles de GMPc y AMPc en diferentes situaciones
del ciclo cardiaco, siempre existe una divergencia entre sus coi
centraciones (73).

d. En la psoriasis, junto a bajos niveles de AMPc existen concen-
traciones muy elevadas de GMPc lo cual puede poseer relevan-
cia fisiopatoldgica en cuento a ser el probable mecanismo de ini-
ciacion y/o mantenimiento de la lesién psoriatica, siendo quizas
el GMPc la sefial activa que induce la proliferaciéon celular (7).

e. El GMPc estimula la sintesis de ADN en linfocitos, mediada por
un factor soluble liberado en las células adherentes (75).

f. En diversos hepatomas, mientras que el AMPc esta a niveles se-
mejantes 0 menores que en células normales, sin embargo hay
una mayor capacidad de enlace del GMPc y de su concentracion
existiendo concordancia entre valores altos de ésta y una mayor
velocidad de proliferacién celular (76).

{71) T. W. Stone, D. A. Taylor y F. E. Bloom; Science, 187, 845-7, 1975.

(72) M. S. Amer; Amer. J. Dig. Dis., 19, 71-74, 1974.

(73) A. Wollenberg, E. B. Babskii et al.; Biochem. Biophys. Res. Commun.,
55, 446, 1973.

(74) J. J. Voorhees, M. Stawiski y E. A. Duell; Life Sci.,, 13, 639-53, 1973.

(75) T. Diamantstein, A. Ulmer; Nature, 256, 418-19, 1975.

(76) M. L. Goldberg, G. C. Burke y M. P. Morris; Biochem. Biophys. Res.
Commun., 62, 320, 1975.
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g. El tiroides, los iones Ca*™® funcionan como moduladores de ia
concentracion de GMPc. En todo caso, los efectos que producen
incrementos en el GMPc normalmente producen disminucion en
el AMPc (77).

h. El GMPc media la liberacién de un factor lisosomal eritropoie-
tico renal, la eritrogenina, que interactia con un sustrato plas-
matico para generar la hormona eritropoyetina. El papel del
AMPc es participar, posteriormente al GMPc, en el proceso de
activacion de la eritropoyetina (78).

i. En el proceso de la vision, el AMPc posee un papel como inter-
medio de la fotoexcitacién. También participa el GMPc y la luz
inhibe la guanilato ciclasa y activa la GMPc-fosfodiesterasa re-
tinal (79).

j. La accién simultinea de las dos subunidades, alta y baja, de Ta
gonadotropina coridénica humana no altera la tasa de AMPc pero
si incrementa la de GMPc y como consecuencia de su efecto sobre
esteroidogénesis, se produce un aumento en progesterona (80).

k. El GMPc posee un efecto diurético, al conseguir la reabsorciéon
tubular de electrolitros (81).

1. En procari6ticos, los efectos del AMPc y GMPc son también a
menudo divergentes asi como las variaciones de sus concentracio-
nes (82) a pesar de que a diferencia con los eucaridticos existe
un solo receptor comin para los dos nucleétidos.

m. A nivel molecular, la fosforibosilpirofosfato sintetasa, que es una
enzima clave en la biosintesis de purinas vy pirimidinas se esti-
mu'a con GMPc 10—°M, por union alostérica que aumenta la
afinidad de la enzima hacia el ATP. Por el contrario el AMPc
no tiene efecto por si solo sobre la enzima y antagoniza al
GMPc (83). En otros sistemas procarioticos, el GMPc actha a
nivel transcripcional sobre el promotor del operdn, induciendo
sintesis de ciertas enzimas.

(77) J. van Sande y C. Decoster y J. E. Dumont; Biochem. Biophys. Res.
Commun, 62, 168, 1975.

(78) G. M. Rodgers, J. W. Fisher y W. J. George; Biochem. Biophys. Res.
Commun., 59, 979, 1974.

(79) G. Chader, R. Fletcher, M. Johson y R. Bensinger; Exp. Eye Res., 18,
509-515, 1974.

(80) Ch. V. Rao y F. Carman; Biochem. Biophys. Res. Commun.; 54, 744, 1973.

Ch. V. Rao y F. Carman; Biochem. Biophys. Res. Commun.; 18, 509-

515, 1974.

(81) H. Osswald; Naunyn-Schmied. Arch. Pharmacol., 284, 207-214, 1974.

(82) T. C. Hwang, V. L. Clark y R. W. Bernlohr; Biochem. Biophys. Res.
Commun., 58, 707, 1974.

(83) C. D. Green, D. W. Martin; Cell, 2, 241, 1974.
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11.6. La teoria del Ying-Yang.

El concepto clasico del Ying-Yang establece un dualismo generaliza-
do, de modo que para cada punto de estimulo (por ejemplo un ner-
vio, en la practica de la acupuntura) ha de existir otro punto correspor-
diente de inhibicién o supresion. Por ello, Nelson Goldberg, de la Uni-
versidad de Minnesota, para intentar unificar los puntos de vista exis-
tentes sobre la accion del GMPc en relaciéon con el AMPc, ha recurrido
a la hipoétesis del Ying-Yang (84), sobre todo en los tejidos que poseen un
control bidireccional, o sea, que responden a sefales positivas v negativas.
En esta hipdtesis se postula que GMPc y AMPc poseerian efectos opuestos
para de este modo poder utilizar un excelente control del proceso, ya que
simultineamente quedaria afectado por la disminucion de uno de ‘os
nucleétidos y el incremento en la concentracion del otro. Esto es lo que
sucederia en casos como el movimiento de leucocitos (inhibido por AMPc,
estimulado por GMPc), la proliferacion celular, la transformacién viral
de las células, Ja induccién de la respuesta inmunoldgica, accién del fac-
tor nervioso de crecimiento, fendmenos de concentraciéon-relajacién, ana-
bolismo y catabolismo del glucégeno, etc.

En cuanto a los sistemas unidireccionales, son susceptibles de un solo
tipo de influencia, por ejemplo la sintesis de un determinado metabolito,
v en este caso los efectos de los nucleétidos pueden ser o bien similares
o bien opuestos,

La hipétesis de Ying-Yang ha servido para desviar la atencién desde
la consideraciéon de los niveles y acciones del AMPc hasta el concepto
relacién de nucleétidos ciclicos (AMPc/GMPec.).

11.7.  Otros nucledtidos ciclicos natwrales.

Hasta 1974 se pensaba que los tnicos nucledtidos ciclicos presentes
en los seres vivos eran el AMPc y GMPs. Sin embargo Bloch (85-86),
ha encontrado 3",5-CMP ciclico en extractos de células leucémicas L-1210,
siendo este nucledtido el que inicia el crecimiento de las células “in
vitro”. Asimismo el CMPc esta presente en la orina de pacientes
leucémicos y ausente en la de personas normales, Mas aiin, se ha encon-
trado CMPc en e! higado normal de rata, existiendo 50-200 veces con
centraciones més altas en higado regenerante. También en higado de rata
se ha encontrado recientemente 3'5-UMPc, todo lo cual abre nuevas per-

(84) N. D. Goldberg, R. F. O'Dea y M. K. Haddox; Cyclic GMP en ‘“Advances
in cylic nucleotide research”. Ed. P. Greengard y G. A. Robinson, Raven Press,
N. Y., Vol. 3, pgs. 155-255, 1973.

(85) A. Bloch; Biochem. Biophys. Res. Commun. 64, 210, 1975.
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pectivas en esta fascinante y complicada parcela de la regulacion de los
procesos biologicos.

12. DROGAS Y AMP ciclico.

Dado el amplio espectro de acciones biologicas de los nucledtidos
ciclicos es evidente el gran interés en el disefio y hallazgo de farmacos
que pueden interferir los sistemas ciclasas y si es posible que puedan
regular los niveles adecuados de cada nucleétido ciclico en cada tejido u
organo de interés.

En la Figura 23 se exponen algunos de los lugares posibles de accion
de sustancias farmacoldgicas sobre el sistema adenilato-ciclasa AMPc. Asi
en corazon, agonistas beta adrenérgicos tales como glucagén e histamina
actuarian en el lugar 1 y como consecuencia de la fosforilacion de la fos-
foproteina tipo fosfoserina, la foslolambdano, se ocasiona un estimulo del
transporte de calcio por el reticulo sarcoplasmico y de ahi una mayor
velocidad de relajacién, o sea un acortamiento de la duracién del sistole.
Por otra parte, en el punto 5, correspondiente a las protein quinasas, es
logico pensar que actian anilogos de nucledtidos ciclicos que, tedrica
mente, serian de gran importancia enfermedades con formacion deficien
te de AMPc, ta'es como fallo cardiaco e hipertension, o, siguiendo con
ejemplos de farmacologia cardiovascular (87), en el desarrollo de atero-
matosis que parece relacionada con bajos niveles de AMPc en las células
endoteliales arteriales. En la actualidad se conocen algunas decenas de
ese tipo de compuestos, que han sido ensayados sobre protein quinasas
dependientes de AMPc o de GMPc, y en presencia o ausencia de los
moduladores proteinicos de las protein quinasas; los resultados son pro-
metedores ya que algunas de las sustancias probadas son muy efectivas
en estimular la enzima e incluso no compiten sino potencian cooperati-
vamente la accién de los nucledtidos ciclicos naturales (88).

Respecto a los analogos del AMPc, otro aspecto interesante es que e!
AMPc tiene en general un efecto débil en células intactas debido a la
impermeabilidad de las membranas celulares hacia los compuestos fosfo-
rilados y también debido a su rapida destruccién por las fosfodiesterasas.
Por ello, los analogos sintéticos podrian poseer mejor penetracion a tra-
vés de las membranas celulares o una mayor resistencia hacia las fosfo-

(86) A. Bloch, G. Dutschman y R. Mane; Biochem. Biophys. Res. Commun.,
59, 955-960, 1974. .

(87) I. Dye; Acta Pharmacol et toxicol., 36, 31-40, 1975.

(88) . F. Kuo, E. Miyamoto y P. Reyes; Biochem. Pharmacol.,, 23, 2011-
2021, 1974.
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diesterasas. Efectivamente, ello ha sido asi y basta con citar el ejemplo
del dibutiril-AMPc, cuya accién sobre células intactas es mejor, en ge-
neral, que la del AMPc (89).

En cualquier caso es a nivel de fosfodiesterasa donde existe un mavcr
camulo de datos y experiencias sobre activadores, inhibidores y relacion
estructura- actividad (90). Es interesante resaltar que gran numero de
sustancias con estructuras quimicas diferentes son inhibidores de fosfo-
diesterasa de tal modo que se ha llegado a pensar si es que todos los
farmacos ttiles hoy dia son inhibidores de fosfodiesterasa. Aunque real-
mente ello no es asi, si existe una cierta correlaciéon entre el poder inhi-
bidor “in vitro” de las actividades fosfodiesterasas por parte de gran
numero de drogas y sus efectos “in vivo”. Estd claramente establecido
que ciertas porciones estructurales que aparecen mas frecuentemente ep
los farmacos estin presentes de un modo mas usual en los inhibidores.
Asi sucede con la amidina (N-C=N), guanidina (N-C (=N) -N), amidra-
zona (N-N-C=N) y 34 fenetilaminas disustituidas. Es por tante razona-
ble que sustancias farmacolégicamente activas muy variadas sean inhi-
bidores de fosfodiesterasa ya que los nucledtidos clinicos parecen estar
relacionados con el control de casi todas las facetas de la actividad celular
y con el metabolismo tanto en estados de salud como de enfermedad, por
lo cual deben ser un blanco muy valioso para la accién de los firmacos
tan diversos como heterociclos sintéticos, diuréticos, anticoagulantes,
agentes psicotropicos, benzotiadizinas, derivados imidazolicos, aminasc
adrenérgicas, derivados piridinicos y quinolinicos, papaverina, isoquino-
leina, derivados xantinicos, derivados de nucledtidos ciclicos, etc.

De todos modos serian utiles unas palabras de precaucion ya que
muchos farmacos que se piensan actien via inhibiciéon de fosfodiesterasas
son inhibidores débiles con valores de Ki del rango de 10—°M, por lo que
es dudoso que el compuesto pueda estar “in vivo” en concentraciones su-
ficientes para expresar esa accion inhibidora. Un ejemplo popular es ia
teofilina, con Ki 10~*M en la mayoria de los sistemas fosfodiesterasa,
por lo cual es casi seguro que a las dosis usuales no puede ejercer efecto
inhibidor “in vivo” y por tanto no incrementa la concentraciéon del AMPc.

En la actualidad se estan realizando nuevas aproximaciones experi-
mentales basadas en el conocimiento bioquimico de los sistemas cicla-
sas. Asi el tratamiento de pacientes con sindrome de Gardner es poco
satisfactorio en algunos aspectos y un nuevo tipo de tratamiento que ya
ha tenido éxito en la remisién de los tumores, ha sido la administracién de

(89) T. Posternak; Ann. Rev. Pharmacol., 14, 23 1974.
(90) M. S. Amer y W. E. Kreighbaum; J. Pharmac.. Sci., 64, 1, 1975.
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A ’-testololactona (91) que actia sobre el metabolismo del estradiol con-
siguiendo su acumulacion en las células tumorales y el estradiol es un
potente inhibidor de la AMPc-fosfodiesterasa, por lo que la consecuen
cia final es el aumento en AMPc,

En otras ocasiones ciertas terapias pueden incidir desagradablemente
sobre aspectos no sospechados previamente. Asi parece suceder con di-
versos tipos de diuréticos mercuriales que inhiben la fosfodiesterasa de-
pendiente de AMPc y los altos niveles de AMPc resultante pueden prc-
vocar arritmias cardiacas ya que la regulaciéon cardiaca depende muv
estrechamente del sistema adenilato ciclasa-AMPc.

Incluso sustancias tan usadas como aspirina pueden ejercer su accién
a través del sistema adenilciclasa. En efecto la aspirina estimula la ac-
tividad adenilciclasa de mucosa géstrica de ratas tras administracién orat,
Como ello significa incremento en AMPc, se traduce en una inhibiciéu
de la secrecion gastrica (4cida) y ello explicaria la hipoacidez comprobada
tras la administraciéon de aspirina.

13. CONCLUSION

Hemos comprobado, a lo largo de esta exposicion, el papel importan-
tisimo que el AMPc desempefia en multitud de procesos fisiologicos y
como otros nuevos nucledtidos ciclicos también parecen participar de
un modo notable, lo cual abre nuevas perspectivas en su investigacion.
Incluso se ha llegado a decir que aquellas personas que piensan con nos-
talgia y desilusion en el fracaso de la teoria del vitalismo, pueden encon-
trar en cierto modo, una sustitucién en el ubicuo AMPc presente practi-
camente en todos los procesos que caracterizan la vida.

Por Gltimo hemos de volver a resaltar el enriquecimiento que
se proporcionan mutuamente las investigaciones basicas y clinicas en Me-
dicina. Como consecuencia de estudios de tipo clinico se abordé la pro-
blematica cientifica basica de los nucledtidos ciclicos y gracias a los ac-
tuales conocimientos éstos pueden ser muy tutiles para ayudar a resolver
los graves problemas clinicos que la Medicina tiene planteados hoy dia.

(91) W. R. Waddell; Ann. of Surg 181, 299, 1975.





