ARTICULOS

' PROTEINAS
QUIN ASAS-DEPENDIENTES
DEL cAMP Y LIPOLISIS

_ FRANCISCO SOBRINO

Introduccién

~ Los triglicéridos (T'G), esteres de los 4ci-
. dos grasos y del glicerol, constituyen sus-
w tancias de reserva en los organismos ani-
males que se almacenan principalmente
en las células del tejido adiposo (adipoci-
tos). En una situacién de escasez energética se rompen (li-
polisis) en sus dos constituyentes, liberando a los 4cidos

grasos libres (FFA), los cuales en el proceso de la $-oxida-
cién dan lugar a la energia bioldgicamente utilizable en

forma de ATP (adenosin trifosfato). Tanto la sintesis de
los TG como su degradacién son procesos que estdn inti-
mamente interrelacionados -con otras vias metabdlicas,
tales como la glucosis, el ciclo de Krebs o el transporte de

la glucosa a través de las membranas. Existe una mode-

lacién de todos estos procesos por factores de tipo hor-
monal (insulina, glucasa, adrenalina, etc.), los cuales

‘actian sobre los enzimas implicados en ellos. Algunas de

éstas relaciones estdn esquematizadas en la figura 1.
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FIG. 1. (De «Regulation in Metabolism». E.A. Newsholme y C. Start.
Ed. John Wiley and Sons. 1973)

Sevxlla

Los FFA una vez liberados son oxidados en la mito-
condria para rendir Acetil-CoA: la energia quimica conte-
nida en los enlaces de ésta molécula es «extraida» en el
ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (o ciclo de Krebs) en
forma de equivalentes de reduccién, los cuales son de
nuevo oxidados en la cadena resplratona (D). Esta molécu-
la (acetil-CoA) consntuye el nexo de unidén entre el cata-
bolismo de los azicares y el de las grasas. En una situa-
cién de abundancia energética, por ejemplo; por haber
ingerido un exceso de azilicares, estos proporcionan un
exceso de Acetil CoA, parte del cual se distribuye hacia el
ciclo de Krebs para ser oxidado, pero otra parte propot-
ciona el sustrato para la sintesis de FFA (que posterior-
mente se almacenarin en forma de lipidos) (2).

Para poder determinar experimentalmente el incre-

“mento o degradacién de las moléculas que participan en

una via. metabdlica es necesario seleccionar un estado
(bien creado artificialmente ¢ bien aprovechando una si-

(1) La energia quimica desprendida en el proceso. de transformacién
electrénica a través de los enzimas de la cadena respiratoria se almacena
en forma de ATP, segiin Ia siguiente ecuacidn:

ADP + P + Ex> ATP+H:0 - (A G = 7,3 Kcal/mol)

"El enlace del gf\ipo fosfato (P;) con el adenosin difosfato (ADP) cons-
-tituye un enlace rico en energia. El ATP se distribuye hacia aquellas .

reacciones endergénicas, verificindose en este caso su hidrélisis, des-
prendiendo la energia captada (reaccién hacia la.izquierda).

(2) En cambio las grasas, cuando se metabolizan, no pueden suministrar
sustratos que sean utilizables para la sintesis de azticares (que se almace-
narian fundamentalmente en forma de glucégeno hepitico) v ello es de-

" bido a que las células animales no disponen del equipo enzimatico

necesario para .convertir el Acetil-CoA en p1ruvato segin la siguiente
reaccién:

Aziicares &—— <——— piruvato. ————;Acetll-Coa ———>Cxclo de Krebs

1 |

Grasas

.Explica por qué en la diéta de las personas obesas se recomienda la.no

mgest10n de azcares, ya que unpedma la oxidacién de las grasas, al
proporcxonar otra fuente energética adlcxonal
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tuacién patoldgica) del animal de experimentacién; es de-
cir, hay que «orientar» el proceso objeto de estudio. En
los estudios sobre lipolisis (degradacién de lipidos) se
pueden utilizar como modelo experimental a animales en
ayunas. La razén es la siguiente: el ayuno produce un
estado hipoglucémico (disminucién de los niveles de glu-
cosa en plasma). El higado dispondrdi en muy pequeiia
medida de glucosa para su degradacién (via glucolitica),
y el organismo tendrd que poner en marcha otros meca-
nismos que suministren energia en forma de ATP. Lo
consigue por la oxidacién principalmente de las grasas, de
las proteinas y del metabolismo de los cuerpos ceténicos.
Conseguimos pues que el metabolismo lipidico esté
orientado en el sentido de su catabolismo (degradacién).

Hoy en dia se tiene evidencia cierta, tanto por estu-
dios «in vivo» como «in vitro» (con enzimas y sustratos
aislados) de que existe una regulacién eficaz del proceso
de la lipolisis tanto por factores exdgenos a la célula grasa,
hormonas, como por una autoregulacién ejercida por las
propias concentraciones intracelulares de los FFA sobre
las lipasas de triglicerido. En la Figura 2, se sefialan los
pardametros que participan en esta ruta metabdlica.
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subunidades RC (R: reguladora; C: catalitica), segtin la si-
guiente reaccién:

RC + cAMP—— ¢cAMP — R + C (reacc. 1)
La subunidad cartalitica (C) actia sobre otro sistema
enzimatico, el de las lipdsas, activindolo por fosforilacién,
que cataliza la rotura de los triglicéridos en glicerol y
FFA, fendémeno que constituye la lipolisis. De esta
manera, la concentracién de glicerol liberado al medio
(exterior de las células: puede ser el plasma o el medio de
incubacién cuando el experimento se hace en un tubo de
ensayo) es un indice del grado de lipolisis. Para caracte-
rizar las relaciones que se establecen en este proceso, es

. necesario disponer de técnicas analiticas lo suficientemen-

te precisas como para determinar las pequeitas variaciones
de estos metabolitos en el curso de la reaccién.

4
Vamos a seflalar a via de ejemplo la determinacién
experimental de tres moléculas relacionadas con la lipoli-
sis: el 3'-5-adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), y el gli-
cerol y la actividad enzimitica de la proteina quinasa.

2. Técnicas analiticas

FPIG. 2

El mecanismo descrito es el siguiente: una hormona
(H) activa al enzima (biocatalizador) adenil ciclasa, loca-
lizado en la membrana celular (3), la cual cataliza la rotura
hidrolitica del ATP para producir cAMP (3'-5" adenosin
monofosfato ciclico). La concentracién de éste metabolito
estd también regulada por el enzima fosfodiesterasa
(PDE) que lo transforma en 5 -AMP, ya inactivo. El
cAMP activa a upa proteina quinasa, constituida por dos

(3) El proceso es mds complejo: la hormona (H) se une con un receptor
(R) de membrana, especifico, y posiblemente el complejo HR sea el que
active al sistema de la adenilciclasa.

2. 1. Concentracion de cAMP

Esta molécula (un nucleétido ciclico) fue descubierta
en 1956 (4). Se encuentra en los puntos de control de las
mas importantes rutas metabélicas. Su mecanismo de
accién se ejerce a través de la activacién de unos enzimas:
las proteinas quinasa, segin la ecuacién 1. Su determina-
cién analitica se realiza, entre otras, por la técnica de
radioandlisis o «proteina emazante» (5), por la cual se
pueden medir concentraciones de 10™moles/ml.

Consiste dicha técnica en hacer reaccionar los si-
gulentes constituyentes, en diferentes tubos de ensayo:
— diferentes concentraciones (conocidas) de cAMP.

— una concentracién constante de cAMP E—Iﬂ , tri-
tiado, que emite una radiacién P, detectable en un con-
tador de centelleo liquido.

— una concentracidon constante de proteina quinasa,
purificada.

Se verifica la reaccién esquematizada en la Figura 3.

(4) Esta molécula fué aislada por E.W. Sutherland y su equipo como un
«factor estable al calor», en sus estudios sobre la accién del glucagon en
el mertabolismo del glucogeno hepitico. Simultineamente otro equipo
(Dr. Lipkin) habia aislado un nuevo componente 2 partir de la hiddlisis
alcalina -del ATP. Ambos recurrieron, independientemente, -al Dr.
Heppel, solicitindole algin enzima que pudiera catalizar la rotura de sus
compuestos. Se intercambiaron sus productos y comprobaron que tenian
idénticas propiedades. El analisis quimico muestra que estd formada esta
molécula por una adenina, una ribosa y un grupo fosfato (enlazado de
forma ciclica a los carbonos 3’y 5’ de la ribosa), en la proporcién 1:1:1.

(5) El profesor Gustavo Bueno ha analizado la técnica que se describe,
como ilustracién de un andlisis gnoseolégico en el campo de las ciencias
naturales, en el Estatuto gnoseolégico de las ciencias humanas, tomo 11, pag.

790 v sgs. (1977).
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Las dos formas del nucleétido tienden a unirse a la

subunidad R (la subunidad C no juega aqui ninguna fun-

cién) de la proteina quinasa (RC) con la que forman un
complejo estable. En los tubos donde haya mds cantidad
de cAMP (variable), mis cantidad de complejo R-cAMP
se formard, y menos cAMP [H3*]—R (que es lo que mide
el contador B), va que, por estudios previos, se ha calcula-
do la concentracién Sptima de proteina quinasa en el
sentido de que siempre se halle saturada por las dos for-
mas del cAMP. Es obvio que en este anlisis se presupone
un idéntico comportamiento de las dos formas, radiactiva
y no radiactiva del nucleétido. Cabria argumentar en
contra de esta asumpc10n lo siguiente: a) el Peso molecu-
lar del cAMP [H?] tiene dos unidades mis que el cAMP,
y b) ¢no puede alterar el enlace con la proteina quinasa la
radiacién B emitida por el ' cAMP [H?]?. Habria pues un

diferente comportamiento de la forma tritiada ante la -

proteina quinasa. Se puede responder que, con respecto
al punto a), la posicién del dtomo de tritio TH] en la
adenina no altera la conformacién espacial del grupo fos-

fato en disposicion ciclica; de gran importaricia ya que

cuando el 3°-5 AMP ciclico pasa a 5’ -AMP pierdesu ca-
racteristica capacidad para desdoblar a RC, de lo que se
deduce que el grupo P; ciclado juega un papel principal.
Y con respecto a b), que la energia de la radiacién f§ no
es suficiente para alterar la estructura cuaternaria de los
enzimas (proteinas).

Lar reaccién se realiza a 4° C durante 90 minutos, en
un medio que tiene los siguientes componentes:

6

1. Solucién amortiguadora de fosfato pH 6’5, con el

. fin de asegurar la invarianza del pH durante la reaccidn.

Este valor de pH se ha seleccionado en estudios previos,
donde se ha encontrado que la méxima capacidad de
unién se produce a este valor.

2. EDTA (4cido etilendiamintetracético), con el fin
de captar a los iones Ca™, que activan a la fosfodiesterasa
(PDE), v que por lo tanto activan la destruccién del
cAMP. -~ . o

3. Teofilina, poteate inhibidor de la PDE.

4. Inhibidor ‘(I) que inhibe a la forma C de la
proteina quinasa y estabiliza a la forma R-cAMP.

5. Y los componentes indicados en la Figura 3.

La reaccién se puede detener, al tiempo indicado,
por dos procedimientos (entre otros):

A. Filtracién en filtros Millipore: las moléculas pro-
téicas no lo pueden atravesar, pero si las moléculas pe-
quefias (CAMP). Se consigue que los complejos cAMP
[H3]—R queden retenidos en el filtro. De esta forma se-
paramos a las formas libres del cAMP de las que estin
unidas al enzima. Medimos la radioactividad de los filtros
(su equivalente: cAMP [H3]—R) y representamos en un
diagrama de coordenadas cartesianas las cpm (cuentas por
minuto) de cada filtro, frente a las diferentes concentra-
ciones del cAMP (conocidas).

B. Separacién con carbén activo. Unos determina-
dos tipos de carbén (Norlt A, por ejemplo), tienen una
estructura microscépica formada pPOf DUMErosos «cana-
les» de diferentes didmetros. Por absorcién pueden pene-
trar en ellos diferentes tipos de moléculas, en concor-

. dancia con su tamafio y peso molecular. Si previamente

«tapamos» los canales grandes con moléculas espec1ﬁcas
(por ejemplo, con albimina, o con polimeros sintéticos
del tipo del dextrano), podemos seleccionar las moléculas

. que vayan a entrar en los canales pequefos, y de esta

forma realizar separaciones de moléculas de diferentes
tamafios (obviamente esto-es indispensable) que se en-
cuentren juntas en el medio de la incubacién: las molécu-
las pequefias (en este ejemplo, pero podia ser al contra-
rio), cCAMP, quedan retenidas.en los «canales» pequefios
del carbon, v las grandes moléculas del tipo de cAMP-R y
cAMP [H3]—R permanecen en la solucién. Una simple
centrifugacién nos permite separar el carbén que queda
en el fondo, del resto de la solucién clara. Se forma una
alicuota de ella, que junto con una preparacidn especifica
(liquido de centelleo) nos suministra un determinado n°
de cuentas por minuto.

Por ambos métodos de separacién, la radioactividad
obtenida (en forma de cpm) se representa en un eje de
coordenadas frente a su correspondiente concentracién
de ¢cAMP (Figura 4). Se obtiene una parabola. Esta curva
es experimental, en el sentido de que para cada anilisis de
concentraciones del cCAMP es preciso realizar una, y refe-
rir ‘a ella las cpm obtenidas para los «tubos problemas.
Estas ¢pim «problema» se interpolan en esa curva y se
obtienen unas concentraciones del cAMP. Es sencillo
entender a partir de la Figura 3 que al aumentar las canti-
dades de cAMP (no radioactivo): abscisa de la Figura 4,
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deben de dismiouir las cpm correspondientes al cAMP
[H?* —R. Al ser la cantidad de proteina quinasa constante,
cuanto mayor sea la concentracién del cAMP (no radioac-
tivo), mds posibilidad habrd de interaccionar con la protei-
na quinasa, y mds se formari del complejo R-cAMP, y
tanto menos del R-cAMP [H?] (que es 1a especie que nos
suministra los impulsos radioactivos). Habitualmente el
calculo de las concentraciones de cAMP se realiza en un
computador, en el que se introduce la ecuacién de la
pardbola y los coeficientes experimentales correspondien-
tes: la integracién de cada valor de y (cpm) nos suministra
el correspondiente de x (concentracién de cAMP).

2.2. Actividad enzimditica de la proteina quinasa

Este enzima en la forma R2C2 (brevemente escribire-
mos RC) se encuentra en condiciones de inactividad, ya
que la subunidad catalitica (C), se encuentra bloqueada
por la subunidad reguladora (R). En presencia de cAMP,
se separarin ambas unidades (segin la reaccién 1) que-
dando la subunidad C en condiciones de catalizar la
fosforilacién (cesién de una molécula de Fosfato, P,) del
ATP a otra proteina (sustrato). Mientras que en la técnica
de determinacién del cAMP medimos la formacién de un
complejo R-cAMP, aqui nos interesa medir la actividad
de la subunidad C, es decir, su capacidad para catalizar la
fosforilacién de otros sustratos.

Las reacciones que tienen lugar en esta determina-
cién son las siguientes:

RC + cAMP = R — cAMP +/\C
Histona + ATP[P® = histona-P** + ADP

' Histona: componente protéico susceptible de ser fos-
forilado (también se pueden utilizar otras proteinas tales
como la fosforilasa, caseina, protamina, lipasas, etc.).
ATP—P*: componente dador de P.. Posee el grupo fos-
fato (en posicién ) radioactivo (P®) que emite una radia-
cién §. Histona—P®: componente que se mide al final de
la reaccién por la radiacién f que emite. Si hay muchas
cpm: se ha fosforilizado mucha histona, luego la actividad
enzimdtica de la proteina quinasa es grande.

La reaccién se realiza en una solucién amortiguadora
de fosfatos pH 6’5, que contiene Mg* (dando lugar al
Mg—ATP™2, que es la forma activa del ATP), teofilina
(inhibidor de los.enzimas fosfodiesterasas) y FNa (inhibi-
dor .de los efzimas ATP-asas, que rompen al ATP).
Ademds en unos tubos afadiremos cAMP (exdgeno), en
concentracién suficiente para activar todas las formas RC
(se denominan: + cAMP), y en otros no (seran los:
— cAMP).

La reaccién anterior es dependiente de la concentra-
ci6én de cAMP, existiendo una relacién lineal ente ella y la
actividad de la proteina quinasa: Esto se observa bien
cuando a una preparacién del enzima vamos afiadiendo
cAMP: la actividad enzimitica va incrementando en igual
proporcién. Sin embargo cuando se trabaja con extractos
bioldgicos, en los cuales se miden ambos factores (cAMP
y actividad de C), esta proporcionalidad que se postula

-entre ambos hay que demostrarla experimentalmente (6).

\

En muestras bioldgicas (7), las cuales proceden de di-
ferentes condiciones metabdlicas, o que previamente han
estado sometidas a estimulos variados (incubacién con o
sin glucosa, por ejemplo), los niveles del cAMP enddgeno
varian. En estos casos la actividad del enzima se expresa
como la relacién (—cAMP)/(+cAMP), equivalente a la
actividad enzimdtica de la muestra con relacién al total de
proteina quinasa.

Las ecuaciones a que hace referencia dicha relacién
vienen dadas por los siguientes términos:

(—cAMP: No hay adicién de cAMP en el anélisis

AMP +RC & — +
¢ (end) c cAMP end c end

es la concentracién del nucleétido que se ha-

cAMP (end)

halla en el extracto de donde procede el enzima. Asi
pues, se puede decir que (ien i serd la subunidad C li-

berada en condiciones nativas.

(6) A veces se encuentra que un aumento de cAMP en una muestra
biolégica, no va seguido de una activacién del enzima. Hay que pensar,
si la analitica estd bien realizada, en la aparicién de algin otro compo-
nente del tipo de un inhibidor para el enzima.

(7) Este enzima se encuentra principalmente en el citoplasma celular
(también se ha descrito en otros orgdnulos celulares). Se necesita pues

- romper la célula. Habitualmente se homogeniza mecdnicamente entre

un cilindro y un émbolo. Se centrifuga para eliminar membranas,
nucleos, etc., y el liquido sobrenadante, es la materia (el extracto) de
donde se toman muestras para medir la actividad del enzima.
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(+cAMP): Se adiciona una alta concentracién de
cAMP, que denominamos exdgeno: cAMPeXO , el cualAva

a producir la total disociacién de la forma RC del enzima

cAMP + cAMP + RC=&2 R —cAM i+f(:'e +Ce
€

end - (end + exo nd

con relacién a C, se observa que aparece un nuevo com-
ponente: Ce o’ procedente del RC que permanecia in-
X

XO

tacto. Significa que hay mds subunidad C y que por tanto
mayor serd la fosforilacién de la histona (8).

Por tanto el cociente (—cAMP)/ (+éAMP) es equiva—

lente al C /C +C , evidentemente siempre
end end . exo .

inferior o igual a la unidad.

Dependiendo ‘del grado de actividad de la proteina
quinasa, se pondrad en marcha la secuencia de reacciones,

X0

que en el caso de la lipolisis, implica la fosforilacion de la ,

lipasa, v la consiguiente rotura de los triglicéridos. Se
puede entonces. predecir que a altos niveles de cAMP
(enddgeno), corresponden un cociente alto de la actividad

‘proteina quitiasa, por una parte, y por otra altos niveles

de glicerol, como indice final de la lipolisis (ver figura 2).

Si seguimos el proceso «hacia arriba» (Fig. 2), podemos

establecer que si en una muestra biolégica encontramos
elevada la relacién (—cAMP)/(+cAMP), como causa de
la adicién de cierto efector, hay que suponer que dicha
sustancia ha desencadenado la activacién del sistema de
adenilciclasa, la cual ha producido un aumento en los ni-
veles de cCAMP, a partir del ATP.

2. 3. Concentracién de glicevol

La determinacién de glicerol se fundamenta en tres
reacciones que tienen lugar de modo consecutivo:

Gliceroquinasa
1) Glicerol + ATP «———————_ Glicerol-3-Fosfato + ADP

. Piruvatoquinasa
plheakul it bt SN
piruvato + ATP

1) ADP + PEP

Lact. deshidrogenasa
_—

3) piruvato + NADH lactato + NAD *

Nomenclatura: —Entre paréntesis los enzimas que cata-
lizan la reaccién, —ADP: adenosindifosfato, —PEP: fos-
foenolpiruvato, —NADH y NAD : nicotinamin adenin
dinucleotido, reducido y oxidado respectivamente.

En las reacciones se puede observar que uno de los
productos de la reaccién anterior es el sustrato de la reac-

cién_siguiente. Constituyen reacciones acopladas. Parti-

mos de un hecho esencial en esta técnica: el diferente
poder de absorcién de la luz a 380 nm- (longitud de onda)
que poseen el NADH y el NAD .

€3] El g;édo de actividad de un enzima depende, entre otros factores, de

la cantidad de enzima.

El primero de ellos produce una gran- absorcién de la
luz a esa longitud de onda, mientras que el NAD tiene
una absorcién practicamente nula. Se mide en un espec-
trofotémetro la disminucién de la absorcién de la luz, es

‘decir, el paso de NADH a NAD.

A Iz muestra (9) de la que deseamos medir los ni-
veles de glicerol, le afiadimos ATP, PEP, NADH vy los
dos tltimos enzimas (reacc. 2.y 3), en un medio apropia-
do. Se determina la absortancia, que serd grande ya que
atin faltan constituyentes para que la oxidacién del

- NADH pueda realizarse. ¢Cudl es el constituyente que

falta y que va a desencadenar las reacciones?. Respuesta:

- la adicién de gliceroquinasa va a catalizar la fosforilacion

del glicerol (a glicerol 3-P) y a producir ADP, que serd a
su vez sustrato de la 22 reaccidn; y el producto de ella, el
piruvato, se reducird a lactico, haciendo que el NADH
pase a NAD, y por tanto que la absorbencia disminuya.

- Esta disminucién es directamente proporcional a la con-

centracidn inicial de glicerol. Simultineamente se estable-
ce una recta patrén (A Absorbancias en ordenadas, frente
a concentraciones conocidas de glicerol en abscisas) (10).
Por interpolacién en esta recta de los A absorbancias co-
rrespondientes a las muestras «problemas, calculamos la -
concentracién de glicerol en ellas.

La utilizacién de estas técnicas (herramientas de tra-
bajo) de uso corriente en. los laboratorios (talleres) de
bioquimica (11) van de hecho acompafiadas de estudios

" tebricos, de comentarios sobre los resultados obtenidos,

sobre su validez y conexién con otros datos. Son un

momento de una actividad m4s amplia, que configura a la

categoria de la Bioquimica. Por medio de ella nos acerca-

mos a unos mecanismos moleculares que tienen lugar en

nosotros mismos, aunque al igual que a Soudain, el perso-
naje de Moliére, muchas veces no lo sepamos.

(9) Como el glicerol abandona la célula una vez producido, su medida
no se puede realizar en el mismo extracto (sefialado en la nota 7), que el
cAMP o la proteina quinasa. Se determina en el medio donde han
estado incubadas las células grasas o los trozos de rejido graso (o en el
plasma sanguineo, si deseamos coniocer sus niveles circulantes).

(10) A Absorbancias: diferencia de la absorbancia al inicio de la reac-
cién (NADH tdnicaménte) y del final de la reaccién (NADH + NAD+)
La absorbancia de la luz sigue la ley de Beer: A=z ¢/1, siendo propor-
cional a la concentracién (C) de la sustancia’ En este caso proporcional a
la concentracién de NADH. .

(11) No me cabe duda de que lo que aqui se ha descrito no pertenece al
grupo de «grandes ciéncias» segiin la terminologfa usada por Faustino
Cordén (EL BASILISCO,n® 3, pag. 5, nota 6), que escribe: «...Su cono-
cimiento profundo corresponde a las grandes ciencias (teéricas, ya no
meramente descriptivas) que se ocupan de los verdaderos niveles de in-
tegracidn». Me permito preguntar: /grandes ciencias con respecto a
qué?. Las «pequefias ciencias», las descriptivas, ¢qué son? ;Las que
descubren los falsos niveles de integracién o las que no descubren ni-
veles?. La Ciencia Teoldgica, ¢en qué grupo estd?; lo pregunto por eso
del «conocimiento profundo». Quiz4, ese parrafo, como metifora litera-
ria puede tener sin duda un gran valor, pero su operatividad en cuanto a
la clasificacién de las ciencias es mds bien escasa.
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