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RESUHEN 

"ACCI ot·IES Y MECAt,II St10S DE ACCl ot·I DE LA TOXINA PERTUSSI S". 

La pr·esente tes is consta fundarr1entalrr1ente de cuatr·o trabajos 

en los que se aborda e.-1 estudio de las acciones y los rriecanismos 

de acción de la toxina pertuEsis. 

1.- Prev i arr1en te, hif.bia repo~tado que la vacuna per·tussis 

produce serias alteraciones en el metabolismo lipídico. En el 

pr-esente e-studio, dE1'nos t r·arnos que.- el pr· inc ipal e ornpon ente 

respons.abl e de estas alteraciones es la toxina per·tussis, que 

causa hiper·! ipernia, cetosis e hígado gr·aso. 

2.-

en 

la 

En el 'iegundo es.tud10, 

tejido adiposo de- harnster·, 

dernostrarnos que los ésteres de fdrbol 

no afectan el brazo inhibitorio de 

enzim<':l adet1ilatc• ciclasa corno se- ha d&SCf'ito para pl aq1Jetas. 

Se r·ealizó un estudio cornpar·ativo con 1:.. toxina per·tussis. 

3.- Po<;; t e-r· ior-rrien te, e:.tud i arr1os los efectos de los ésteres de 

fórbol :obre la r·espuesta hormonal en tejido adiposo de rata. El 

PMA es e .... p?..:z de estimular- la lipogén&sis de una maner-&. 

dependiente- de la concentr·acidr1, disminuye significativamente el 

e-fecto antilipol itico de lk insulina, bloquea la activación de la 

r·e-spuesta alfa-1 adr·enér-gica, e incr·err1er1ta el rriar-caje de Ja 

fosfatidilcol ina y del ~e ido fosTatídico. 

el PMA bloquea el brazo inhibitorio de 

Tarnpoco en este teJ ido 

1 a enz irna aden il ato 

e icl asa corr10 lo h:..ce la toxina per-tussis. 

4.- Finalmente-, err1pl eando rr1étodos. sencillos obtuvimos 

acelu1ar· razonable pur-ificacidn en 

una 

el 

componente de to~ina per-tussis, la cual fue capaz de inducir-

pl"otección en el r·atdn. Esta vacuna acelular, está constituida 

pr-incipalmente por· toxina per·tussis y harnaglutinina fibr-osa. 



ABSTRACT 

"ACTIONS AMD MECHANISMS OF ACTIOM OF THE PERTUSSIS TOXIN". 

The- pr-esen t thes.is~ incJudes four separ-ate manuscr-ipts, 

aimed to study the actions et.nd mechanisrns o'f action of the 

pertussis toxin. 

1.- It t.oJas- pr-&>.1iously r-epor·ted thc-.t the adrr1inistration oT 

pertussis vaccine to harnster·s rnar·kedly distur-bs their- 1 ipid 

metabol ism. ln the pr-esent study vJe- demostrated that 

per-tussis toxin induces fatty l ive-r·, hyper·l ipernia and ketosis. 

2.- In this study, llJe dernostrated that the active phor-bol 

ester- in harr1ster- adipocytes does not the inh ibi tor-y 

path.,.Jay of adenylate c:yclase. The action of PHA was compar-ed to 

the effect of pertussis toxin. 

3.- Then, we studied effect of phor-bol esteres on the 

hormonal responeiveness of isolated white fat cells. PMA was able 

to =tirnulate- lipogenesis in a dose-depend fashion, it signii=icantJy 

disminished the arrtilipolitic &ffect of insulin and inhibited the 

alpha-1 

tu r-nO'.l'er· 

adr-ener·gic é\Cti-.,ation of phosphatidyl inositol 

?t1A vJas without significant ei='fect orr the la.bel ing of 

phos.phat idyl ino= itol and pho=phatidylethanolamine but increased 

the labeling phosphatidylcholine and its precursor phosphatidic 

ac id. 

'l.- Finally, using s irnpl e rr1ethod<E 1 t•Je obt a ined an acellular 

prepar~tion with a reasonable purification of pertussis tox in 1 

VJhich v1as at:rle to induce pr·otection in the rnice. 

•J'acc ine formed mainly by pertussis toxin 

he-rnaglutinin. 

This acellular 

and filarr1entous 
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INTRODUCCI ct·I 

E! les opg;..n i:rr10; 

r E-qu f e:-·e- por- un~ p=-.r·tJ?, de m~ntene~ cierta constancia del medio 

lo tan to 1 medio intEr~Q ~demls d~ ser &~t~ble dentro de un 

c:é!ul=-.s, =.d:-.pt=.r·;-e 

p:::r·:;;. lo <.:u::i.1 es. fund::i.tru:ntal 

l ~=· 

que 

que 

conform~n ~! crg~n!~rno como un todo. 

g!"'upo 

l.? 

or-gz._n i::_;¡c i:.in ~ !ned ida 

de un~ adapt~cidn r·!pid~ y dir-&cta. 

1~unque un i dii:!.dE::: 

do~ 

que 

s istem~!:

aurne-n ta 

t'li;ntr·as. que ol 

;;-.par·1er1c1¡.. 

r:ie:- tal rn::i.ne-r-~, 

d~l 

e ir·cu! ::1ti:rr· 1o, 

célu1~.s Ul1 ld~d. 

•.d 

n"~t·-•ieio:or 



in'ter·ic·r· de- Ja ::~·lul ~. 

lo~ dos 5ístem~~ d~ Jnt9Qr·~cidn, 

r, t-u r· o~r1 dc•c: r· in t.: .. • 

mienlr·as que en e! otro J c;, 

pueder1 

los dos 

debido a qUE-

otr·a. 

?.! t(?r·;,.di:.·~ ;:·or l:.s t-.:,~·:in2 . .: ;::r·oduci;:J~.::: 

r.ürrier·c· ':!t:· c::·~·g:·r.is;;.c:.- r~·r·c-t:é-<.t }.:·r1l~=. ~r-, l:: ~.~ tu~1l id~.d,, 

pr- iln.?t t G r·trr i r1 C.•, 

' --
~',lgun2s 

l " po-.:. ibi ! id::r.d 

mu;,.· 



pc·r- lo g~nE-r-al, <:r .. :-r1 ce:rnpu;-=.-tos pr-oteicos. 

qu~ e-11 as 

p·.?~den ~l~~ific~r ~om~ to~ín~~ dGl tipo A-8. Dor1de es frecuente 

r·e-cep tor&s 

~obr·& la c~!u!? blanco, 

la p&netr~ción 

hRci:~_ célul: .. 

otr·o tipc d=- to"::in~s,- las cuales 

e! d~~o CE--lula~ tienen su pur1to de- ~cci6n ~nivel d& la 

;nembr· '"n :i 

d.:. r.;!lns·r-?. ::1griiffi;__2_t.1,~2. 12. ceontinuid2.d de la m~mbr-an~ pl~srr1ii.t1ca, 

y con ~l!o ?! medio int~rno celular. 

L-, t O'.·'. in:. d-';'! i:: •5 ! E--r-;,. > 1:-.s E-nt~r-.:·to::in~~ tE:-r1Hoi~b-iie-s 

di:.::- u1cidif1ci>.r· 

l1UC} ..,::,_, l ldC<:;: 

de /' t·I i , 

pr-ot6'lnz..~ ~ce iC:r1 c:.·i1jun t~-.. 

Con 

o:::uc~.r lon!.t.:;., 



) 

del fQ;ctor 

un¡;s, 

rriodi~ic=!ción t ;;..,rrib i érn una 

r· ibC•"'1 i} '?.t:: i(,r.. 

Un? de las tc~in~E pr·~ducid2 por· 121 shigellas, tarnbi~n 

de p~otefnas· afect&ndo 1 " subun1dad 

~ón ~e deac~n0~e que p~~t~ d~ l~ subunidkd ee modifica. 

1 :·.o que pr·oduc:er1 dd.00 

membrana! est~n p~incip&lmente las neurotoxin~s, y entre otr·as, a 

por 1 C•!: 

Pn O?umoc C:<c e u z.. 



CAPITULO I GENERAL! DADES 

C:;_,_r·=.c ter· l:t 1car.:· to~: in as 

de B~rd&te!l!: producen un=. ade-r1 il atc.. Al 9un=i= 

-:::icl::i.~::1 iberkda por la bacteria ,.¡ 

por· u rr?. 

pr irtiE'r 2' 1 

'"' l ?. 

en= irrd<t i e z, 

e 1.Jcr~.r-ior1t~.;. 

l ~' 

cu 1 t Í'-'0 

ur,e 

:;,:d'2n i l =.te-

1 ~t to:·: in a 

Tr1S in..:::..:. i~1.!rr1:.:-rite 

c~lcic•, 

t:;·: ! s: ~r. 

crecirr1iento 

1000-veces. 

denorriini:r.da 

>:3,7,·?;. 

J..U. 

piJ.r·ti1· 

f wr-rr.c..;. 

e ~lf1ú no-



~:?~ !fl, ! ! J); qr.1~:1~.nd-:· s':\lc i='é:·f· d~mo::tr·s-.r·, la r&lación dt:-1 pr·oducto 

con oc: ido 

d~ 1~ d~cad~ d& los :::. incuent=.s ~ El suer·o 

s.uper-f ic ie que 

l>::·•.-;.n~~n ?.rrticuer·po:: >' q>JE- o:c·n cz..pa.ce-s de aglutinar· =c. la ba..cter·i;;.. 

?.nt !gs-nc• 

irr1por· t .;,n t '? 

qu o:o· 

1 ,..,.., 

di:·bidi:.· 

dé!:d l • 

fungir c:omo ?.glut inctgenos., t ~les. 

ur1 id·:.·:: l ~\ 

:. .. 91 w t i r1 ~t.:: i ~ri 

l ~ to>. ir • .:.. 

no ;:i.glutinctr1 ;-. !;:. ~;..ct'-':'ri~ 1.13), 

·- ...... ,... ,..-. ~ ~ :-· ... · ~- ?:'" l ,..¡,., •. ~ •.. ~. ----·-·· .... f~.:: :·:.:·. 

Elle·;: c'=-'l'1clu;,.-~n qu::;-

;;; lu:o. Cl:;.•,:;..J.i·1i.:.:..11 



Al Q'JíiO=' 

h~n sido id~ntiffc~do!. 

la 

aglutina ~~icamente ~cepas con s&rotipo 2 

r.o r·<::c-?.cc ic•nan cc,n un"". hem~glut1nir1.:c. 

~il:-rr1e-r,te:~a :,.• lc!'s ?,ntíci::no<Z firr1br id.}<?:; n:., cau.=an hemaglutinacion 

>'. 1 ?:" • 

e: c,rr1i:• ti;. r-mo 1 f.b i 1 1 let::,_} p~r·;:., el rrtté-n~ c2.u:a le,sion&s f1E:-cr·ot.:r.c1:1.s 

Se tiener1 evidenci~~ d~ que 5e encu&ntra 

indii:::?.rr 

O:t.Jp~r- .f: i:: i e:· 

derric·s tr·?_r·c•r: 102 Ld, 

r;:1_Jbunid::.dE-'= d<? '.?O!.-' 2~1 Vd. E~t~. pr-ep;i.r·~ción e':: c;;.pz,.;: d:- pr-c:i-ou.:11· 

•/:-. ..:;:oi:::-=ri..:;:tr-ict:i(.r~ 12r, '.':"!.:.e<;; o:;~n-'.;julnr;:·c·':: p~rifé-:-ic·:·s: t:.·:·:¡.;.ut::::.tc·~ 

quirórqicament~J =:e-guidw:: por ur1<:. i~qw~fHi~ 10:;::1.l, 

,_. 

sodio-

e-ne in t r· 'f•_r, dos e 

bl.~nci::i pr·incipc1l P='-r·::, est2. tc·:-:ir:=.. 

U~~~L~~Lü~~~ ~il~~~~~~ 

una pr~teln? fibras~ que h~ sido pur-ifi~ad~ • •. ·~1· ios 

7 



l?. ".=e-n::ibi!id=-..d ~· ::E-r· inhibid'-'. por· e-1 El 

pur· i f ic ~·'.de· rn;;rrudc. bandas 

cc·n laur·il ~ulfC;(i;O 

i':OC'·dio- ($D'2-?AGE) i 

m~dio de anticuerp8s mcr:oclcrrale~ ccnlr·~ &st2 p~otein& (22). P&~·b 

!=- h-:·rn~glutir:in?. fil:;.;me-nta::~ no se- han derno~tr·~do a.Un acti· .... ·id=.de-~ 

el" 

12S t f·IJC 1; IJ r· :.1 GE )! que lo ha.e E-n 

distintivo de l~ &ndoto~ina de otr·cs Q~ganiEmo~ 

l !pide• H :,• 

~típc.i ~' ll> qu.:-

d12 12-1~ >'.24,25;. 

00~ 

~orrrr~S ne ·=:·.rribi?r: -:c·rr '.·'"i·.r·i"·cic-r1t:-·: dtt f;:·.:;.E< :_:, r;1odul~1cicir1 -f::.-nac.pic;;,. 

-: :?::') • 

E! t lt:"íiE' 

f.'C•T· &jc-rnp!c· =.u pir·oge-r1ic iclad. l ~ 

pr orr.ueve.-

inducir 

p&r·~ r10 lo~ ~1·otege 

I ?. e-ndoto~'. in:. 0:30:-. ¡ ::.us 



r:VE'"'·'!<~ 

~et i•.'id:o·d de l !pide. A poca 

E! ! ípido A por otr·o lado, tie-n& 

( 32) j 

.:;:-.~.!:l.!J.Ji.~JJ! 

ornii:ina, 

:-<nti•.·ir·~~l~o,; 

!infacilo: 

hum?.nos 

e cr. l .ip ido que 

r· E e í <.0.-ri t E-tr1e-n t_ & • L2 rrrolécu!;;.. 

jr,.rnt..s h ~b [ ~. 

~L~~i~~L~~ ~L~~~:.:..l_. 

L?. citoto~!n8 trPqu~~J ~s ur1 p~pti~o pequ~fic descrito~· 

r·atóri 1 

cont ie-ne 

ti ene-

~i~l~do 

de- ¿,_u11no-::..cidos 

·indic? que puede ser un ~~ri•_,~d~ de!?~=~!<=~!~. d~ pbptid09lic~no 

bact~r·i:=;-.no, y que le• proC'..J':-?r1 t::ritc· l='iO ce:·pi:l.;:; ~.·ir·u!e-nt.:.~s cc<m:J lff.s 

L:- •. ~-· , r, 2·. 

~u m&c~ni~mo mol~cul2r d~ ~~cidn y la b~s& p~~~ l~ 

de ~u~ célu!~E blanco a~n g? de1conoc2n (38). 



SISTEMA ADENILATO CICLASA Y TOXINA PERTUSSIS 

L~ e-•: t irr1u 1 ?-C ic'.n de los r-&ce-ptor·e-=· 

}' f3ctor·es de- cr·G"cirnie-r.to E-E fundarnE-ntal par a 

;¡ sol o t:=-n ntlmer· o 

l. 

C~!Ul? .• El P.t1P' ·::!el ico fu=- e.l pr-irne-r·o d:- lv::: Zt;:.9uncic«:. rni.::-nsajc_:.r·os 

A receptor-¡:.; que-

?..f!?i:'t~r1 !a for·rT1?::iér1 d{'-1 t"'.J·1Pc 1 le$ cu:-.1'='=: S:E< cl;..;:;ifican dentr·o de 

dos ~ubtipo~: Los receptores Rs, que incr·8D~nt~n Ja concent~acidn 

d<::-1 nucleótidcr 

R;::.. 

a!~~.-z, 

:irrhibi ~c-r í:-·::-. 

lu~eini::2r1t~~ 

>'.P.i) 1 

GTP 

!O 

! .=-.::: 

1 >. 

di::rr1inu} 0 en 1 • 

. ,. 

fcd .icu1 w 

tipw 

1. 



Agonista-

Agonista-

Ro 

R¡ 

MEMBRANA 
PLASMATICA 

GDP 

GTP 

Adenllofo 

Ciclase 

GTP 

GDP 

FIGURA No. 1. SISTEMA DE LA AOENILATO CICL.ASA. 

ATP 

AMPc 

Los componente~ del sistema estan designados como: Ra, receptor 
activatorio; Ri, receptor inhibitorio; Ns, proteína reguladora 
dependiente de nucl~dtidos de guanina que participa en la 
ostimulacidn de la adenilato ciclasa; Ni, protetna reguladora 
dependiente de nuc1edtidos ds gua11ina que part.icipa en la 
inhibicidn de la adenilato ciclasa. 

11 



l " 

~denileto cicl~~• ~40 1 41). 

Amb~:=: pr·citr=-ln?.'= 1 ~orr heterotr·fmer·os formados por. las 

Las subur1 idade..-:. al fá de-

i;-s tr·uc:tur-a 

tien~ un peso 1nolecular· de '41,0üO d~l~ones, 

rr1ientr··.a~ que t:·~r-~. t·lt"--~l-F~~ ~e hó:ri r-5-¡::•c,r·~.o:\dü \'~lc.r·e-;. di;: 42-45,_000 )-' 

de ~7-52~000 dnltoneE (42,45,46), 

La é'.Cti·.1~ci.ór1 de l:o>. ?.dr2riil::\·tr:· cicl?.~~ por la protE'!'.na t·ls 

q'...!E- r·~qui.:o-r·i::-- 1':' di•::·..:·c ic-·:: i¿:r, d-:l cc·mplejo in;¡¡.cti· .. ·o Zi:. t-1= -

:=-n~~c·go no hidrol i::.=.ble ;;.et i•,'2 =-- !:;-. uriidad c21.t:.l ític~ 0:'42,.~16). L~ 

int(cti•,•=tt:i.ón df'!! t·Jr:-~,1-f;::• •_•ir:::-r10 ?.c~-mF'2.ñc:~d;.. cor1 1::-. hidr·dl i:i-:: d<2! 

p:::.r·:. dO:l.í CC•/TIO 

in :~et i'.'O<. 

ae.l. 

del GTP (~~,5~). Pc·r· ;urr1<;;-nt?.r l"- f-.:.•r-rn0:ciór1 d.;:-1 tl::.-~lf::.-GT;:·. -?.;,to~ 

1 :- h idr·(.1 is i~ d.-~-1 GTP por l ~·. p¡ oi.frlr1 :·. 

l =i 

to:: i11~ dE'l 

c~lc:c-r~·, l ~ 

'?·:.··;;uri:J_, l :e .'::'.·!:;e id:.::.! ,:j,,;. 

dE' ! ! :.-<; 



fig•..1r·":- ~le·. 2. 

inter-~ccic'.r: Pcn 

inh jbi tc,r·i-::i::; :on sus ~ec~pto~es ~Epec!~icos. d~ pe~ resultado 

q•Je::~ c-:•ni:=i!::te e-n lE<. di<::oci;-.ción de: t·li-alfa ~· t-1-

e~ <?1 ccmp!~jc qu<: t:tnto t·li COrTIO t·JS 

s~ pi&ns~ qu~ lk inhibición d& 

la iJnidad cEct=.I ítica -=-= <:-! r·e=.uI l.><.do- de 1,:-. cc,mbinac:ión 

pc.r a dar l <:<. 

e-~pec ie (4.2,55,5~). 

er1 

íne:. c=-lul::..r d·:=- 1 infc:rr1i:. carente--::. de la 

t·I:: "..56,57'>. Dl?bido ~que-- E·rr r::>-:;:t:-_• 1 {r1E~-. cc:lular 1:-. inhibicicín, ._..¡¿, 

1 >. 

qu~ 

efe-e te· dir·e.::to de tli-~l f;r. sobr i:- 121 'Jf"¡ id::.d 

ade--r1 i 1 C>.t o 

paS?.t"' 

uni6r1 del 

r:icl:.s:: .. 

GTP-

:::irrril~r 

que- ! -=--= 

ib.:-r--:.c i c'.r, dt·! 

s.i=- pr apu:::..;.í 

l -· 

inh ibi t·=:r· i· .. ~:::.. 

::;u :-.n ~ l -1·1uc ! ~c.· t :i.do 

urridc· ~· dt?j?-n di::pc-nibl-=- Ec! <?itio p~r«. q•.Jr: "'e" c-:.:up2.do p-C!f' e-1 GTP 

(5'?-61). 

mOl':;·c•.110<~ J !-=' ~: ::! , 

!? 



e· 

e. Ns ~-
6

_. ·~,,..:_ .•. ·~--~-----~ e. Ns GTP 

(INACTIVA)•· (1\CT!VA} 

·. XGDP• . 

.®·········~· .... 
· ·. .·.• e· Ns 

p¡ 

GDP 

CD LA 1NHIB1e1 ÓN DE LA ACTIVIDAD ESPÉC[FICA DE GTPASA PROLOflGAR [A 

LA VIDA MEDIA DEL COMPLEJO ACT 1 VO, 

@ l.A LIBERACIÓN 1\CELERADA DEL GDP FAVORECERÍA Ll1 UNIÓN DEL GTP 

Y LA GENERACIÓN DEL COMPLEJO ACTIVO, 

Figura No. 2. AC'TIVACION DE LA ENZINA AOEHILATO CICLASA POFI LA 
TOXI~ DEL COLERA. La de~tntctdn para Ns y e ne muestra en Ja 
~tgurn No. t. La reacctdn No. t: es la htdrdltsts del GTP unido 
al complejo C-Ns para producir C-Ns-GD?. La reaccidn No. 2: es 
la liberactdn d&l GDP n pa~ttr del complejo C-Ns-GDP para dar c
Ns. Se c~ee que la toxina del cdlera activa a Ns porque 
estabili:zn Y' a la '..>e2 ~e'J'Of'"~ce- In -formacfdn del con1pi.ejo Ns-GTP. 



::•Jbun i.dE<.d d S-!<22 Kd•, S-2 !23 Kd), S-3 (22 Kdl, S-4 Cll.7 Kdl 

~·· S-'5 he:•: c..rr.ér· i e:;.. 1 a 

Er. los .;=:-t•Jd!oi;:; dt::- r·'l·Co::·r1i=títucieir1 hec:hc·s- por· T~rr1ura }' 

del 

tip6 de l~s t~~inas :l2~ifica~~5 cerno A-8. pr·otorri&r·o 

le. -;;1.i!:-unid?.d-!. 

aspaf'agina 

i:i!::.teín;:'. er, molécul e-. d~ f'li-r..lfc-., 

t-lo. !) ~63-65,71). En ;.u=o::;ncia un 

1 ~ ADP- r· i bo-;; :~, 1 " to.:.'.. in~. l ~ 

~- t·IICOTit·1At-l!OP1 .... H"'" >'. !) 

t,IAD + HOH --------). AE1P-r· ibo-~.oi. + l·I! COTil··lAf·l!DA 
t l l""" ·~ 2) 

respec~o 2..l corr1ponente 9 d~ 12.. 

"1 morr1i:n to Sfr deEconoc& el mec~nismo de fij~ci~r1 

la 

biol~gi~~s cerno !On: 

de la 9lucos~ ~n ~dipccitos ~72) 

la 



•roxina _Nativa 1119,0001 

LO 
.... 
. . 
~ $1 

Protomero A :30.0001 

Agente 

Tiol 
Reductor 

HS--o ,. 
HS--

Protomcro f\ 

Activo 

01 igomero B ,B!l,OOJl 

Agentes 
Caotrópicos 

88() 
19,3001 12'ii,0001 12'5.5001 

ºº 114,000J 

Figura No. 3. REPRESEMTACION ESGUEHATICA DE LAS SUBUNIDADES 
ESTRUCTURALES GUE CONFOR!'t<1N A LA TOXIMA PERTUSSIS. 
La toxina pertus~is en su forma nativa está conformada por cuatro 
o qui2é. cinco subunidades hetero9ér1"8-as~ El tr-atainiento ele la 
toxina con agentes d&~naturali2antes dn po~ resultado una 
completa disociación do ésta, pudiendo ob~orvarse a sus 
componete<s que constituyen at proto:nero A y B .. 
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A las 

que- •. 1 .fr-?.grnentc, 8 na r·t_,quier·en un pE<r· iodo d¡¡-

late-ricia >' h~st~ donde sabemos, rr1odificaci6ri 

pr·oteJ.n;;i.s 

y t·li de 1 a ~den:ilato 

~iclasa <~o, 41 '.\. 1 a 

Este- cc:irnplejo 

lo:. 

,::fin id~d 

~.fin idnd !Rb'.' 1 h.=bier1do 

el r·=:·c:srnbic• ODP-GTP =- n i'.··e! e.Je t-li, 

.=:.flrrid=:d 

ir1hib.!r 2 1~ subunud:=-d c~t~l.íl:ic;:i. d.::- 1::-. =-.d.;:,.nil2to cicl:i.:.:=r.. 

?.e -t. 'i•./<':-. do -· l 

hidr·rili=i= d5- l GTP un i de· 

intr-fno:::E·r.:::· di::· GTPE<-~<'.ic que- tiene- t·li) i:7?). 1J0r la fi9u1·;o.. l·tc.i. '-l. 

!7 



H 

\ R"-~I ___ _,, RA -N1--GDP--~-.1 HRA-. -N1--GD7HR 

GTP :.4 GDP 
NI GDP 

\ ~ NI - GTf 

(ICLASA 

. ~ ~~"'_P_ER_TU~~~-s_j 
/,,-------

"' INACT !VA, 
\ 

C 1 CLASf• ACT 1 VA, 

Figur-a No. '!. REPRESENTACIOM ESOUEHATICA DE LA ACCION DE LA 
TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA AOENILP.TO 
CiCL.ASA. H, hormona; Ni, p~oteina reguladora dependient& de 
nucledtidos de guanina que participa en la inhtbicidn de la 
adentl&:to cicln~a;; n:. l'e>C::&p"tor1 R..., con'figur-acidn de alta 
afinidad pnrn ngonistasr Ro, configur-acidn de baJa afinidad para 
agonistas~ 
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Err l ~·. 1 ::i. 

af in id~d par·C\ 

de<:::pl :=-i::?..do ~finidad 

El modelo cinético pr·e~ent~do en l~ figura ~lo. •1 • 

qui? 1 c. que hace !a to~!na pertussis &l ADP-ribosil~r· a 

::ugier·e 

la t-li-

:uburiidad c:;,tali~ica de- l& :::~denil::-.tc, ..:icl=.;2.; 

~u fo~m~ ~cttv~, pero inc~F~Z de ~Jer·cer· 5U ~ccidn inhibitcria. 

se- rneric: iorió :-.n ter· ic-rrre·nte, uno de ! 05 nornbre-5 con que 

conoc iC: 

P°f'C• te-ir,) o proteina activador~ de los islote~ pancr·e~ti::a~. L" 

un que ! "'· inh ib:=-r, i 

c!cl~~o.. >' <:::~ !r.cr·e1T1enta.n l~~ :?:c::ic•r1e5. del:;.;. h-::·r·rr1on:::.s lipolitic~=

l".'.??··?6 ! 14$). 

L;:- ?r.!mirri!:tr·:,ci(,r, d~· do-=i.s tt>n p&que-r:ae ccrr1c ur1 ug pot· 

did po~ r·esultadc E."l bloqueo 

1? inhibición d& 1~ adenilato ciclQ5~ en lo~ ~dipocito~, por· 

de GTP 

pr·ost~gl~ndin~E, f en .!. ! i:: cp :-· ::·¡:::., i ! ?;de-, 1 :.::!:.. i:: :-. 



cerne• 1 ,_ acción 

inhibitor·i;c de-! 2' 

de-! 

sobr·e 

que SOTI t:::-1 

e.et !,_,ator-ic• "1 inhibit-=:r·i=· >'.F. i) sensible 

pe-rtust::is )~ ~1 purin?r-gicc· <:P) 

>:37). L~ ~dipoc i lc:.•: • 

por qu ~ l'.0"5: 1Jr, 

en ! or. adipoc: itc•:: t 1-:0. l 2.d::.:. 

CUZ:nd~ 

!ip6!is5s 

debidc· qui:· ,:: "'·u s.¿._ 

mE"t~bc•l :i!::mo de- los 

de

la to-x in? h~mt::ter·s les produce un 

gr·~so, h iper·l. ipecrr1i~ 

pu e-de-n i?:·~pl ic~r- cerno "1 de ;;..!1;s-r·;:-.ción ~·n 

r-egul~ción d~ I~ 1 ipdlísis produciendo ~~n.~nto~ consider·~bl~~ en 

le·~ ní•.-•ele<:: de t-.cido-s gr·é<=o!O !ibr-t=- ~-n e-1 pl::<sm2. •'.?1.'?2> j:.<Ctl ! ü 

pr··=·P·':íT e ic·n<.cl 



cuer·F•C'E 

r'l?Etl! te.". J , 

~cumulación de estoz 

Segunde·, ! 2 

r·<:?~·.l i::~·.c ión 

ciclo-:~? 

p~~ 1~ to~ina pe~tus~!e. 

(u t 2.~ es t án 

El ::::.u1nento en la 

pr·wducc ión 

~~ un ~umento en la s-::tE-r· i.f ic~.c i~n 

de 

dE- !e·: :o:.9:--r-1t'2::: que c:tct i'.-·an 1 ¿¡ 

u¡,;:\:::: 

fut;-r or. 

~.ds-n il ::.tto 

Lr~ ~c~i•.•::>.cir-;n dr:- les r·12cE-ptt:,res: =:·!f=:-! ;;..dr-'::::n( ___ ·:·;.i·.:.:..:,;: ~n 

pr·odu::~ 'Jn H1,2.r ·..:::.c.;;.: 

fo~f?.f:idil inc-~itol ,_. 

E;;:-~:.:·:: ~¡,~¡·jg;;o, 

de-bido ?. qu<? ~l ffa-1 

T 2.mb iér, 

!: :..::::i-:::-. :::_r,-t!! !p=.:11'...ic~, .:J12 ::... ¡,·,;:ul i1.~, 

2! 



~ste ef~cto est~ 

disminuido t~nto en roedor·e~ como err !~um&nos despué-s 

''"' Este 

hiper insul inerr1i.a, un 

::..1f=.··1 ;,.d1·e-nér·gi!:c.•: son el pr· inc ipal 

tipo hepático 

de r·eceptor·eo;:. Er: to~: in.:c. 

?.cumul:;,ciórr d-o:·l At·fPc :o:-:• r·t·::::¡:·•.J.<.::·~l==. 

cc-n ~-l r:or1tr·ol ¡ 

·;iluc.:..gGr,. El tú2.r·c.~.jt::· 

t ~·~·: .i. l.::.. 

;:¡ 1 .f =... - l 

1 ?. ,, b' l " :·ce i ór· dr: l -c.s ::•.9s·r1 t ;:-s -::¡ue GS t imu ! 2.r1 

e ; o l ?S::, • t =· 1 es cc·mc:• gl uc. :..9cír1 y :-.gerr1 i~ t =. = 

22 



E! J " r- ::.. t =--

recepto~&~ ~lf~-I y 2 ~drené~giccsi por· medi~ d~ la ~ctivación de 

tal 

! ?. te~: irra la 

2dren&rgicas. Tarnbi4n :o ha ob5er-·~~do que el efecto pr~sor mediado 

? 1 f:=-.-2 ?.dr- E·nér-9 i co~ es ;,..fec t ~do 

to:o:inG·. pE-r·tus=i~ t;..rnbién ~e ha •.,>i=to 

mode;.! e_,, 

~-l.fL•.-1 per·o 

a! f?.-.2 <e: orno cli;:;.riidin"') ~ 

~·-' 1" 

! D :-.1; 1'-2 "1 

m~~2ni~rno d~ tr~n~misi~n de l? 5e~~! ~ tr:-•;és d~ r~c&ptor·~~ ~lfa

! )' 2 ~dren~r~ico son dif~r¿ntes. 

se 

i Ll=-f• t i f .i ~ "',. 

difr;;-~-c-nt~o;, r· ¡:gu 1 ~.11 "1 

mc-dLl l ;.r1 

.23 



ds-

rn~.o; "l ~·~tudio de los l ~ to;;: ina 

LO!:: obt~nidoe en a11im&l~s t~atado5 con 

ir1dic;:.r1 ~¡ nu1i1er-o ds:-

En :: :.--.rr1b iD s l a =.fin ida.d 

fue 

nuclE-6.tido::. 

guanin~ para regular· !~ ~finid~d 1 

p~esent~ tal~~ c~mbios <7~), lo que sugier-e qu~ la modulaci~n d~ 

! :: ::i.-f in id<:td ~eceptor·es ~!-r~-J pe.· r· 

r:ucl~~t idos guanin~ ~~ pr·ob~b!emente eje~cida 

L? l Ct5 r ::::·ce--i;.·tor-Gs 

!?st!rnula la I iberacidn de ~en in~, 

i': ! 1 O>. La 1:¡....ir1c:ii .\./,,:,.. i ..... 

h.i.dr icas 



la 

E;;:1'.!1!). Est-c=·= d2.ta~ clar·ame-nte indican que la 

r·e-per·c:u=:ión a ni·.·~l fisiológico. 

a:lfa-2 

adr·en~r·gie:.<:. de- l~ 

?cetilcol in~ ( l a que-- di =par· a 

po~ l~g neuron~~ motor~s del pl&~o m~sent~rico del 

r·e-ce-pf;c,r·'='S ecopl~dos 

pG-r·o <:o.un no se 

di_ spcnc- de pruebs~ dir&ct2~. La :tdff1ini;;.tr·:i.ción 1 ~ to:..~ir1a 

pr·oduc12 ur. ~loqueo de !?. ~cción inhibitor·ir=. l ~ 

morfina y d~ los ~gentes ~1~~-2 adrenérgicDE sobre l& contracciüll 

miJ=eul?.r (113), 

L~ '.'ZtCUn~ 1 ?. tos r~r· :ir1?. 

tr-iple pr· .!rnc.r1 di:•.l 

! a Iuch:=. con-tr·?. l ~. 

t;;..nto, 

L> '·::- C'Jr1 ;'.•_ 

?.C t: Í'. •:· ; 

25 



s in 

de- prc•duc ir sujetos 

hip~r·:::en-=-ible~. t.:-1 ir11ir1ar· este-

que 

lo 

¡ " ::-.cur1::. que l 05 e:l em&n tos 

1rrrpor·tantes ibr·es e-n frl líquido E-n c:l 

•'. te·:: in:::. hi=-rnE<glutiriin:1:1. 

d=- <::e-r- e! pr·incipEtl ?.ntígener 1 =:-st!!. po;oiblemer1t.~ io-..•olu::¡·sd::. t.:r1 la 

El 

inforrrr~c ióri 

!~' protec::i(ir, qwe c0r1fi.;:·1·~ ·."!!'7~. 

-~., :.~::;-:.:::.~ .. - ' ...... . ... -_ ........ - -

:.:. 

~lg:unos 

3 ir: emb~ ;· ~::· • 

" , 

tr~dicior12.! 

. ' . . ' . -"'- •• ~ ........ ; ·~"''- '"'-"º"''" 

h t:-lf• "-'· g: ! •.J l. ir: :i ri::.: 



de-=.to:,.tific~ción 

.27 



'?~pUE"!: t 0!; 

'?":: t fmu le•;, 

1 !pidos 

SISTEMC; FOSFATIDILIMOSITOL. 

L2. ce-!ul::::r c•.J?.ndo unél. 

l ig?.ndos e-:·: t r- :.c.E-1u1 ar-e;; 

cr·t.~i::: in1i&r1ta, ;.nt igE<noS- y algunos 

Hokin i: 12:0.' , 

de !~ ~cetilcolin~ ~ 

f gr· upo:· PIJ., quf:' 

ur10 de- le:::: fc .. ;f-::1! ip.:.do::. 

simi!=.r· 

'""! fc·s-:.:.:."':..idil in-;:•=.itol t'.Pl) '.Jf¡2. 

es!;.21-ifi:.:.:-.1.d:..: 

un=. rr~alt·ctJ!!t de glice-r··:rl°\ ur,id;:, s. •.Jr, po.-.r·t=- hidr·ofcib.ic~J 

El €'S t .ü.-1•.J l U 

debidc- originó r cr;:p im i :::=-n to 

e c-mpue= tc~ 

E! q'..!':::' u r: :· ;..i:-ñ:-.! 

d:::- u:1 l ::pido d=-



i1n mec2ni~mo de ~~ocitoeis, 

1 iber· ?.b?.n h=i.n 

co-rrcl~r: ~0n, 

ne::• 

función S E-C f• t: t O r· i ~ . 

!. ~:.<; 

d9t pnpel qu~ pueden jug~r· el met&bol i~1~0 dfr l~s f~sfol ip:dos &r1 

l~ni.do 

.: d( ~r1•l-r-9iceis, 

'' ~..., ..... .,.,,..r-,..,.... .,,r.• 
.. - r - , - - - . 

1- -·~r:--r.r""-.-;,.~. -·•·· - - .... ___ .. -----··· 

f!UjC•S 

que- d~l 

ni;:_. h 2.~ E-fl ! O ff: i SITIO 



e?.! e :o '~n 121 

<?s:t irr1u! :;._da.s !'. 121, !2~). 

4.- A p?:r·':ir· d!":'· 12•1idenci;o..;:: ;0strir:9id~l=, princip=-.llHE::-r1"!.E-" 

~·<¿_ tud i O'! 

por· ~-1 r·!?ceptc;,r· rrc fue """! 2ct i•.•:;._cJc-r· ce--l•Jl :tr· do! mEt::i.bol i!::rr10 d:=-l 

1 ~ L.':', PC•S: ib i ! idc;.d 

del me t abo! i =rno dt?! in os i tol por· E'l r·e--ce-ptor· pu da 

o;;:ir·•.•iendc· i:::crno e;.s!2bón 

!'.:t-.1i:ii:· (!2!$!25). 

5.- La 

de-1 !t:?-dio..ci!g:l ii:::er-o! por· 

hidr-!f.!i!.'.!S d'?l fo;;f~-t!di! iric•si".ol •'.P-tdin:;) 

,;:. inos:itol-1-fc·~f::i.te:, 

c:ornpue=:t.i:· ". t21'l. 

e-1 p?.pel que pudier·2_ jug:_,_r l"ii. fo::fo! i;=•.:::..;;21 e, 

hidrc;li<;:"io: 

d0i:: ::•.d:.:. d=-

~12!-!25~ 

d'.".·! fo-:fc:,"':"idil ir1i:;.;::iteol. 

'Jo 

! > 2 - d ~ "'-'·e: i l o; l i ,,.; e: r- o 1 

! :.~ 

d12l 

1 ~ 



L '· 
t 2.r1 

l ? 2.CC iór, 

lo~ cu~!~s muest~~n un r·e·t~~do e]eclrofisiol6gico de 

7. - !.... :=-.: 

.. , r-ece:-ptor-" 1 

comp!~t;;..rn~11te- pc·r· i::'.umer1tas:. en la. cesncentración 

~u~ s& pueden logr·ar m~di~ntfr la 

activacidn de una fr·~cci~n r·~ducida de r·ec~pto~es celul~re~ P :=s.r·"' 

ci~ l 

fos-fr.ttidil!r1a=itcd ::, P~·j'Jr1i::,::, 

r~lacion? con !~ 0ctlp~cidn ~~l r·ec~plor por e! ~gonieta ~decuado, 

de:- 'º cu:.! que 1 os. ::.egundoz mer1:?.~JE-f·c•; 

e 2! r: io con la 

-.:s-r·c:: 1 ~ 

ir:1por·t:an~ :f~ 

'iones 

por· F:;. ir1 t! l 02 r·C'peir t:;:,.r-or. 

c:>.p;;.:cidc=<.d di? l"=- 5-hidr-c.-··i+r-ir·+::.rr.ir-~ •=-r, •r:'.:.•'.•i! i=::.-:i-:·n 

?! 



pc·d !a 

l ! E-'.'ói de-

l ,. 

! 0-'.;: 

J ?. 

L? 

l :;.. dbc ?.d~. Ge- l ·::·s h;.n 

pi:•r ! ;::,_ pol ifosfoinc:=-itido 

::.urique c:r.:·rn¡:::.::-.r 1:=- rnuch~:; ::: iir1il itud~s te.rito e~tt·uctur·~l-=~ 

'..;;'Íl el 

! 2. :01-1s.c.,,,pt ibil .id~.d s::-r· ir1"1<: t .i'.'<O-:da por· 

!P~, 

•-'·,J·.J!:-.. t:::,~ ::.:: 

pr:•r 

...,, '-, 
·1- -

IP~. 

('.•':r:. p:·.r-1:-:r, 

'..! r: -: ;; '.°::FT j 

qu~ i;;. ·: i ,; ten 

El l -; --. -
•:Fl-<:-c .1 

~l 

¡:.::::.. r· Uí; 



~~d~·l~ no bien entendido. e ~J. e io 

~n'tr·=-·=!O'tul::·t 1 

!ridud;r.bl erner,te 

que 

~cncentr~cidn del 

'=alelo 

i=4lul<i 

t•tich!:l ! 

ti en en 

( ! .:? ! -> 

fos.f:ol Ipidos 

c;..lcic• 

per·o 

rnc-t ;:.bó l ico~ 

t:-r. ti:?j5.do;:: c:c:;nc, h íg:::·.do ~· 1núllc.ulo cu~tndo sori 

q•Je rr10'.·il i:=o...rr c=.lcio. Er1 difE·r·o:nte-;. célula5 

cu ;...l l " 

c:~lcio J?-'·-:tr-2.ce-~1..:!2.r· >'.134-1?3). EEtc,= fluje;~ de 

!?. mo:-rnbr·2.n~ pl:.<.::rr1:f.tic:: .. ~·una '.Je:: de-r1tr-o dE· la 

la pr·opues.t=:. 

dc.r. de- l ' 

par· a 

t::l IT1'=.:t::: ... ni~IT10 por cuul 

'.Jf¡ ;ubl :Í.j:>C· 

in t r·2.: e-1 u l :::.r 

di:~ ir.o=:itol, 

'J1"1'7!. •,;.r1tr-'2 

B-!lc,;:., !ns .<1,'.3",'1)P~:., que::, e-: s·1 ;:,r·io·cwr 

I p..,,.• P2.r·:~ 

de 
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;-:_in ·:=-qu i•.•oc: ;:;c ión 

calc.ia }'' "1 

diñ>c i!gl ii:erol, iguo-.! que- r;:. 1 At·f?c , d& 

'1=osfor-i!~r por- medio de. l ~"' c:uale-: se 

ejerce el control intracelular. Un ej&mplo, e5 la pratein~ cin~sa 

-e i an-E-s calcio fo~folipidos, 

"l 

diac iJ9l icer·oJ gene~~dc tranEitoriamente, cerrr10 ,_,.,._ se inencionó, 

prote!na sir1:?r·9J~tica p2.r·a 

g~ner~r un~ r-e~pue~~~ bioldgica en par·ticul~1· 

~ctt.!~! id:=.d ! o 

fd rbo! 

for·rrradc.-

quo 

inhibitc·r-i:-· 

de-! todc· ::1 '.:-.r·o. '?in i:::-rnb?.T·GCJ, 

de 

E-st:;..bil i:::"~<.n •.J J1 e i;:.¡,, ¡:. J e j '=' cu ?.-l:er n2.r- ic.- qul: 

.. ' . ' -...... , . _.._.;..;.. 

::fE· ! -·· .. - .; _,.: 

l ü~ 

:;..! 1.:t=<r-r.~·.t i'.·'""" 

que 

prc.Wucl::.i 

l-i .... • 1·'-""; .. 101· l o:.r·u-11 

::.fect.::-.r 



un~ f~Efo~il~cidn 

•: t·I i :> , 
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@ R 

Membrana 
'plasmática 

Citoplasma 

depósitos w PIP2 de 

~ ,.~-C"'a_,
2

_•_~ 

,0 ( [ca2+] 
"-" ~ ,/ ¡ 

"-, fTPl ,. cinosos ....__.,.O 1" Y otros 
1 enzimas 

/ 
/ DG 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ • 1 

PC-C 

Figur-a No. 5. REPRESENTACIOU ESQUEMATICA DEL SISTEM>'\ DE 
TR.'\1-ISt>UCCION CALCIO FOSFO!MOSIT!C!lS. 
EL Receptor- <R> activa. a ! a pJ"ot e ina 't ransductora t.fp • asta a su 
vez ac t tva. a una -fosfoJ ipasa. C que h idrol iza Ll;J 
fosfatidilinositot bi-fo!S-fato (P!Pz> de la mc..oflibr·ana, par·a 
con•.1er-t: i f'l o en el diac i ! glicerol <DG> e inos i tol tr ifosfato 
(JP:3>· El 1'.IP::!J> a <::-U \1e:z acti•.ie- la liberación de c:alcic1 del 
r-eticulo endopl~~rr1ico. Mientr3.s que ~1 dlacilglicer-ol activ!\ a 
una proteina cinasn-C. 
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OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS 

Er, "1 s igu:i0ntt:: 

Avanzar en el conoc imien-to a cer-ca de las 

acciones y los mecani5mos de accidn de la toxina per-tussis. 

Como c-bJ~t ivos 

l.- Estudiar- 1 a ac.c itfn de la toxina pi:-r tus=. is pu r· i f icada 

sobr-e la 

cetdnicos 

concentración de los lipidcs y 

en el h í9ado y el :.u el' o como un 

los cue-r-pos 

r-e'flejo del 

metabol iszrio l ip.idico en 9e-nera! en e! a.nirr.al integro .. 

2 .. - Estudiar de maner-a ccmpar-:at i\.'ª las acciones de la toxina 

per-tussi"= 

regulacidn 

de hamster. 

y de tos ésteres de fórbol activos 

hormonal de.> Ia aderiilato ciclasa. en 

3-- Estudiar- los 

sobre a respuesta hormonal en adipocitos de r·a.ta .. 

sobr-e la 

adipocitos 

activos 

4 .. - Con'tribuir- en ~! d~sar-r-ollo ~ nív~l !abor-ator-io de una 

vac:un;'I. antitosi=erina de tipo acelular- .. 
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CAPITULO II. MATERIAL Y HETODOS 

/' 1 " 

se p~oporcion~1~ e-rr c:=.da. ur10 lo~ tr·ab=.Jos 

íriE:·a~- un 

~~~urnen de !as p~incip~le~ m~todolog!&s emple&das. 

~2r·?.. l;;.. r:·ur-ificc·cirjn de- le-, tc•xina p_er·lu::.si::, ;e hizó dE
~c:uer-do ~! rrré-tada de-s:cr·if::o por t·l:::1r·t !nt:.-Olme-do y G:::i.r·cía-S.t\inz 
'!'?'?'?~ ':'.!' por c·l 1.1é~c-do d>: S.::·!'.1.Jr·~-1. 2t Ctl i: 1?83). 

L;: cu:-.nlific2.ci~n de los tr·iacil9!icér·idos t~r1to 
s~r-ico'ir cerno het=-~ticc·s "EC· hi::d por el rn?todc, d=- Gott.fr·i&d >" 
Ro-:ie-r1br;:·r·9 l'.1?73). Lo;: f.cido~ gr·?.~c·=: libr·e-..: ::e- C'.J?.ntifi;:;,:::.ron por· 
el m?todo de ~-tc~-·E-k 1'. !?65). Le•::: c1Je-r·pc:~ es-tónico:::. fu(;'r·on 
cu;;r,t if i·=?.d05 '"'" !m~t ic,m;or. l" pe"· ;;! método d~ l'J¡;.J J or.b)· y 
l'lilli;:-.m~or1, f.1965). E'! cc,l<?:::tt?r·c·l ~ue- cu;...r.l'.if:i.c~·.dc:• ¡::..or· c;-1 r11f.tc.·dc 
de e::,_r·tle·tt •'.1'?5?). Lc·:o fo~fc-1 :ip.idc.s '.ot:.le-; ¡.:r1.::1· (;'l rnf-Ludc e.Je 
t•t~·ber-19?. ~-· !r1kpc-n (l-:;:-74). L;:·. e!::c-c!_¡-._,f~1·..:-:;i: de lipoprcd:s-i'.nz;~;:: 

~ér·ic~:s '::~' r·r-"'ril izó di::· ;;..c•Jt'.·rdc .. ::--.1 rr1éte<do de- Le-e~ !i-' H2.tcl1 ( 1?63>. 

~1 ;,is-!o:,mii:;.r,i:c• dio· lo<: ;..dipcr1:ilc·~ s& reali:::ó de- acut:rdt.'.t 
~! ·rrr6~t:•dc deo-scritc• pc•r t·l~rtír:'2:::-0lrrredee :,.• G=.rcí2.-·~i-.ir1:.;::, •:1?33.1 ~ 

pc·r· <:l rn~tc•d'o de ?=-db!"! 1 t'. t?-~i.l). L? cu~r1t if- ic~c i6n dE-.·l ¡-'.:.-J-!P:: i.r.:l ~c.u
'l& !!'?','C: :=t e~r='ctc• de~ acuer·do al lrrétwdc• d.:;:.;...::r·itc' ¡:;<:.•r t'l:;,..r-t.in'.:::::-
O!r.1~do- >' G.:,r-ci~-S~ir.:.: 1 ,· l'?8:•'.> u por· E-1 méti:•dc clf:' Gilnr:-.n '~l'?7(1t .Li:l. 
~:.:tr·acci6r1 dE· l í¡:·ídos ~i:?- hi:;:6 por· el rr:étodc d,;;- L'olE:- •,1?.;1:·, El 
mar·c~jE- de- ! C•':': fc-~.fol ip !do~ t;'1- ti i::ó c!t.· ~cuer·dc· o ... G2.r-c i=.--S2.ir.::: ~-e 
E<l ".1?8('1) 1?3~). P:,.r·;;.: m~1:,-·c·r·e= det<--.lle;:. '.'E-1 e-1 tG-;:to- de lo~ 

't r ?.b~ JC·<;;:. 
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CAPITULO II Ia. RESULTADOS. 

Los resultadas obtanidos on el prosnntc trub.:i.jo de tc.•5i':'.i 50 

muestran a c.ont.inuación en loo i:>iguicntcs ~rtlculos: 

l.- Garcl"1.-S~in:z, J. A. • J. y V~llos, V.E .. 

( 1 987) .. PERTUSSIS TOXIN INDUCES FATTV LIVER, 

HYPERLIPEMIA ANO KETOSIS IN MAMSTERS. Toxican 25:6,603-

607 .. 

2 .. - Ju6.rc::-·(-)yu1.:i., J. y Onrcia-Sáinz, J.(.,_ (!987). PHORBOL 

ESTERS DO NOT IMPAIR THE INHIBITORV PATHWAV OF ADENVLATE 

CVCLASE IN HAMSTERS ADIPOCVTES. Archivos; de 

Invc.int i ga.c: i ón t-lóíli ca~ IMSS--MEX !CO 10: 1l~ 279-282. 

3. - Garcí.a--S~'1inz, J. A. y Juárcz--Ayal ~, J. (19B8>EFFECT OF 

PHORBOL ESTERS ON THE HORMONAL RESPONSIVINESS OF ISDLATE 

l'1HITE FAT CELLS .. E1..1i-. J. Fh.:u·macol. 146: , 19:5--199. 

4 .. - G.arcí.n-·Sáin;::, J .. A.' 

Jiméncz-.. F'.:.>.rcdcs, ~1., C!llirog.:~, I., l~c1·nti.ndcz--F'ttgo., (.\ .. y 

11. ( 198ú) .. VACUNA ANTI-TOSFERINA 

ACELULAR: AVANCES EN SU DESARROLLO. Simposio. Avilncn;;::; Qn 

el uoo d~ Vilcunac 1805--1985. Ed. Junn Garzo Romos y 

Ou.:.idcilupc Fr.:\nco do G1Lzm-~n. p.116, MEXICQ. 

NOTA: En el cap{tulo IIIb, se presenta un resumen de los 

resultados obtenidos en cada uno de estos trabajos. 
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CAPITULO IIIb. RESUMEN DE LOS RESULTADOS 

TRABAJO Ne. 1 : El er;tudi Clr los 

efcc.tos de la toxina partuc.sis pui-ific,;:).d,:1. cobr-c C'l mcto.boli~mo 

lip!dico en hamsters. Obtoniéndo'.3C lo5 rc~ultados 5ig1.1.icntc'.3: 

a.> La administración de le toxina p€rtuGüit> n hamst.crn, 

los pr~dujó cambios muy m,:-ircctdos en ol color del hígado en un 

lapso de 2 a. 3 d:ian, co1110 pi-cviumcntc 5c hc..bía observado con l.:l 

vacuna celular complottJ.. 

b) De ac.ttcrdo con l i.\ curva dosis 1 " 

toxina portussis, encontramos que con 10') ug/ 100 g de> peso 

corporal presenta un incremento 17.5 veces 1 " 

concentración do triac.i lgl ic:t~H·""idos hopt'\ticos cuando se com1>-"'rilron 

control. A esta mi t;m.:l. c.onc.cnt.r o.e. i ón de contra. el 

portussis, 

t:ol esterol 

otros 11pidos so vinron afect~das; por cjnmplo, el 

lo hicieron 

e:) 

cambio~ 

se incrementó en un 30% y lo:: fosfolíipido~ 

on un 2')'Y... 

Con el -fin de obtener m.o=yor informüción 

"l mc>t .,ha l i smon 

cuo::int.i·f·icó en 

lipidlco ind1.tcirlo por 

~u~r-o la. conccntr.:ición 

tot nl C5 ~ 

c;obrc l oc 

la to::ina 

de ] OE". 

tí.picios y rJr. 1 o5 r:ue>rpo;-~ ce>t c'Jn i cos. gonC?rf.ll12s, '"' 
puede dcci1-, qur:• }O!:. co.imbio;:. ri-c~::cnt,t>.dos en el suc1-o i::o suc:it.o::ir-on 

en fot-m::l p.:1r:ilcl~ n los ocurridos ':.'n el hírJ:J.do. Sin ambnrgo, c:~bc 

mencionar qu~· 1 " to~: i n.:t. 

PC!rtussi~ i;UL• ~uFiciDn~o d~ ir1cromontar signific~tivamente l" 

conccnt1-2.ción dr: triacilglicóridos en el ~ucro. 

T~-..mbi ~.'n el c:ol c!:>terol 

(50/.) ' fo~fol ipidoc ('.? ve-et:>!:)~ 6cidos g1-a~o~ libre~ C3 veces> y 



cuerpo$ cctOnj cot:> (20 VC?Ccs). Estos cambios en los lipido~ 

sérico~ c.>stuvicron asociudos c:on un piltrdn 

lipoprott. .. inaG .:t.l terado ~n form.:'t ~igni-fic.:itiv.:t.. Observándose 

además, quo la cantidi:td ral.:itivü. do las bot.:J.-1 ipaprat.cd.nas o~tab.:t 

incrcmcntadc:r., micntrilr:. que 1.o de lils illfü, o!:.tabo. disminuida. 

TRABAJO No .. 2: El objetivo da este trabajo fue :?'3tudi ur de 

manera compai-ati va, las acc:i enes de l il to:{ i na pcrtussi s y de los 

(..'~teros de TOrbal activos sobro la regulación hormon~:il 1 a 

adenilato ciclasa en adipocitos dr. hümstcr. Ohteni&ndoEc los 

~iguientos resultados: 

a) Lo. curv.:t do~is rcspuest.:i i Goprot.c1-cnol 

control on prosonci.::i y ~uGcnciJ. de los ó::tcrc::. d:? rc:--bol 

c'..lc:ti vos il una conccntr.:i.ci ón de l OE-6M, y en célulo.G provenientes 

do an i m::il os tratados provi aman t. o c:on 1 O UtJ de l .;:i. toxina pci-tu~;:; is 

por cud.:t 100 y de peco corpor.:il, ~e ob$urvó un comport.ami cnto muy 

z;imilar ~.:.ll vo por un di i:;,crc.if~o <:>.t 1111cn lo on l ::1 ro:;µuost.:. 

i coprotcrcnol "" de animales tr~t.:idoc con to:-:in.:i. 

lünto 

b) Lt? . .:1.drc-nul ínu, lo. cuul t.ie>nc li.~ ccJ.p~.cidnd de c.c:tiva1-

::i los i-cccplarc.-<J :11 f.-1--2 .:idrcnC.•rl)ico~ y br.ta-¿\drr:-nc'.;1rgico!:>, 

produce unJ acumul.:!c-íén pcquc-í-;u del nuclcói".ido r::íclico C?n célulwc 

control. En 

a.drcnl~riJ i e a. 

~l 

cont:r.:i~tc•. el lr:1f:::i.mi1-:-11to con la t.o:~in.il pcrttts~is 

,. comp l C't . .:i. ;:ictividc.d bct.:i.-· 

con tJn ._\urric·nlo do ·J.p,-o,:imc:id21mcntQ un-.s 5 

control. 

vocc•:=. 

PMA, 

con 

no 

fueron c'-"lp:1c1:-:s do r·oprod11cir los ofe>ctos do lu to:{ina portu~si~. 
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e) Con 1 ~ finalidad de oht.encr mayor j nformaci ón, 

ostudió la acción do otros rocoptores acoplado~ inhibitoriamcnto 

por c>Jc::-mplo, 1 os rccoptoi-cr; Ri 

par~ la adenosina. En otros o~tudios 1 a ac:umul ..;ici 6n riol AMPc fuo 

estirnul.ado por isoprotcrcnol a una concentración de lOE·-6 M, En 

células control, ol análogo no hidroliz."l.ble dn l."\ tH·Jonosin.:t como 

lo el PIA y de una mancr<"J. dependiente de lu conccntrución 

di 9mi nuyó not.nbl emente 1 ~"3 acumu t .:u:i ón del t"IMPc. Esto ofccto fue 

casi abatido en células provenicntci:; de nnim.:i.lC'S t.r.:t.t·udos con la 

toxina p~rtu~sis. lJna fCrbol activos 

-fue>ron inc.:\pacca de reproducir los e-Frct:as prodpcido~~ 1 " 

loxin.::i. pcrtu!:>Cl!:i. 

TRABAJO No .. 3: objct.i vo de> cctc trilb.:i.jo Í-L1P. ostudi ar los 

efectos de és r.crc>!i de f órbol ac ti vn$ 

hormon;..1.J nn atlipoci to~ dn r.:at.".\. 

los sjguicnt.c>s: 

El 

L0!3 roc:o.ctl t3do:; abtcni do!3 fueron 

basal 

dal AMPc o l~ lipóli~i8. De igu3l for·ma~ fua inc~p~z de modificar 

l~ .::.\CUlftU}.:t.ción del ('it1Pr: inducido poi c1 icop1-otcrcnol o por lu 

far scol i n.::i.. 

!J j 

;.icumul aci ó11 

"J 
del 

PMA no t.uvó efecto sobre:> la inhibición 

y 1 tl lipólisis inducido 

proct.:.i.gl <.!r1d.i ri.:.i. E::...- o por 12 fcni 1 i copropl l .::i.dco>nosi nu. 

de J " 

por '" 

e> El F'l1A ·foe cwpü::: rlc- C"'~timul.J1- le:>. lipogóncGi!:: de un.:i 

manera dr-1pcndicntc:> rji:J l-:t cr:inccnf:rí1cir~n. 

d) PMf~ 

fJL'.l;: i Ol;). e>f~ct-.i •/a 1 :"! 

c-.fccto 

insulina r:;obra 

de 1 " 
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lipogónesis o ol marcajo al fosfatidilinositol. Sin cmb argo, el 

PMA disminuye significativamente el efecto antilipolitico de la 

insuliniD.. 

e) El -factor dc> cl"'ccimicnto epidérmico'' produce una 

pequ.eña-:' e~timulaciCn de la 1 i pogt':Jncsi's y del marcaje al 

f-os-f.o..tidil'inositol, los cuales no 50 vieron aTectados·-por el PMA. 

f) El PHA inhibo cla manera notable ol marca.jo clt> 1 

fosfatifilinoeitol generado por la act.i·vación de 1 a rospLtcs ta 

D.lfa-1 udranérgica. Esta inhibición se efecto.a de una mD.nora 

dcpcndi~nte de la concentración .. 

gl El Pt1A por mi sino no presentó c::-tccto 

~ignific:.::itivo sobro el marcaje dC?l fosf~tidilinositol y 

·fofif.:i.tidi !etanol amina, pero en cambio logró incremenLi.11· wl 

m.:trcajo " la fo~f~tidilcolina y a su precursor ácido 

·foc.fat.idico .. 

TRABAJO No. 4: El objetivo dE"" cct:c t.1-~büjo ·fue> contribui1- en el 

nívPl lD.bor.:.>.torio de unn vc:icL\rtü antitoc~orina de 

tipo Obtr:-n i l.'!ndosc> los si IJUÍ on tos rc"3Ltl tados: 

ü) Lil. vucun.:i .:-1ccl ul .:-.r ob1:c.•ni d.:\ por este procedimiento, 

tuvo un<l puri fic.'lci~n en c.>l componente de to:: in::' portussi~ do 

u.p1-o::imu.d.J..ffH.'..~nl'.c· :~(1(1 veces y mucct:i-u. ttn.:i potcnci ,:, que oscila en el 

orden do 50 y 200 vQCos m~s,(ésto on b~so a protoin~> que 

vacuna pc1-ttlG~i!.;, tom.-?.du como rc·fe-rc--ncia del ln~t.it.ui:o M<:icion.:i.l de 

l~igicnc, du l~ Socrot~rl~ do Saltibrid~d y nsistonctu. 

b) Al c:t.1mp-~1-.:.u·· c·l e-recto p1-ot.ect.oi- dt"' dns cc:paG de 1 " 



producción, ~o observó quo l.:t c~pa 509 tieno propiod<:ldes 

protectoras moJcrcs que 1 <!. cepa 165. 

e:) El patrón do oluni dn do 1" vacuna acolul ar 

uti 1 izando una columna cromatográ.fica de Scphadex G-200, prc•scnt.ó 

tres· picos y quo p.:ir~ su descripción so donominarán componentns. 

El componente I, tuvo acTividad de hemagli.1tinina y bc'.JJ.:t .nc:tividnd 

do toxina pcrtussis; mi~ntras que ol componnnto II pro~cntó alta 

actividad de toxina pertunsis. Al componente III, no fue posible 

dotecta.rle alguna actividad biológic<>.. 

d> La olC?c:lro·ferosi~ practicad.:l Gobre? geles de 

polio.cril.:imidD. a un pll do 4 .. S, mostró dos componr:intE>!3~ 11no do los 

cualoo corrcapondc a l " t.o>: i na pcrtusf7,i ~ y el otro pudi cr2. 

corrc-.:;pondcr ~ 1.-i hom.:i..glutinin,:J. fíl.:ur.onto-:;a. 

el La el cctro-forc~i !:'.> pract: :í cadu E.obre gc:>lc:>s de? 

poliacril.tlmida con luuril sulf:it.o do sodio, pro~cntó ~ntre 15 y 

20 bandac <é~to dcpcndi ende de l .ci. pr-cp~r.:i.ci ón>. En este gel 

pueden el ar,:\rncntc .::t 1 as r>ubun i d.'ldes dco tox in·:\ 

pcrLu~sis, m .. ~yor, 

cu,.n 1 os pudi~r.:i.n 

fil u.mento~~ llfl componente> que.-:> ne tu <1 l mcn t. e 

dcsconocc>rnos ~us origon. 

loG de- e:-:pl oro.-i.ci ón obtenidos c:on l " 

microscopi ::.\ clcctrónicci, presont~ron pnrtículas con goomctri u. 

como e::iC.:\!30S clomcntos fibrosos qun pudicr.:tn corrc-spondor 

la tuzmagl t..it i nin.~ f i 1 amc·nt.os.:>_. 
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CAPITULO IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los rcsul t.adoe; obt.enidos en el prc:-seni:.t.? t.r"1.bajo de tesis, 

domuo!::itran claru.monto quo la toxina pertus~is puri.ficada os capn:: 

de producir alteraciones en el mctaboli~mo de ) Oti l i pi doc. 

Do tal manor.:l., qum so favoreco lu formación dol h!gu.do gra~o, 

la hiperlipomia y la cetosis. Fcnomcnologi.:i.s que ya hübian '5ido 

ob~ervadas con la vacuna completa C91), por 1 o qu!:' se concluyo, 

quo la toxina pcrtusei s ~5 el pr i ne i pal componcnt.0 responsc'.ltll r. de 

estas alter~cionos. 

En l " actualidad, sa sabe que el mccan i 5mo de .:1.c:c i ón de 

toxin_.,,, os a.través una madi f ic.:ici ón covalcnte, 

ce trata específicamente, dc> una ADP-r i bosi l ne i ón ~obre 

protc:!na acoplador¿¡, Ni riel sistema adQnil.,,to cicl.~s3. <63-65, 71, 

147 140) .. E~t:.o OC.:\$iona que l " Jipólisis, bajo 

inhibidoi-eot0 endógenos de met.uból icu. como ~on la 

tr~v~~ do los rQCOptoros nlfa-2 l" 

.:?.denos in;:•. 

8 -, .' '"T7~ 1'~6 y 147). Miontra'3 

que· la .;>.cción de lo~o .:.ct.iv.:i.dorc!~ de l.:i. lipólisis C':'St.6 aumentad.:!. 

ca·~, 87, 97, 146 y 14""'/J. 

Es poGib)c:::~ que el r1apel ccntr~l on la génccic de cctac 

libres: prod!1ci do~· lo:.. c-fectos de 
l " toxin~ pcrtu~si~; 

ilpayamos. en l " os to~ 

co111puc5to=.. pw1 el hí 9.::i.do e~ di rcct-~mcnt.c- propor-ci oni\l 

()'::;í., una concontracián alt.::i 



da dcidos grasos libros on ol pla~-;m¿i, puor:lc> aumentnr su captura y 

~u mot.abol i ~mo poi- l?l hi' gaclo .. De t.al manero., que c!'.:5toa compL1c~.to~ 

puedon sar o>:irJ;"\dOs y/o osl:nri·fic.:\dos,. yE\ que 

metaból ices not.ab1emcnte favorecidos 

ambos 

en loe 

prOCC?SOS 

u.ni mal C'C 

tratados 

reflejado 

con la toxin~ portuscia. Este Fenómeno so pucrlC! 

en la concentración de los cuerpos cctóni cos~ 105 

triucilglic1!1ridos y lri. evidente inducción de hlgado gra!'.:50. 

La producción de higa.do gro.~o, et; un ·fcnémcnn hi al ógi ce muy 

complejo, ol que> l ."l stntosio¡:; de los 

tri.:i.cilglicéridos excede l " c.:i.p.:i.cidad de se>crcc i ón. 

Curiosamonto, se pudo obsorva.r quo l .'l toxina pcr tu.ssi s no ti ene 

c-íoct.o ~obre la ~inteste de laG proteínas en e!:. te tcj ido .. En 

cuanto al aspecto histológico, so observó quB la distribt..tcién do 

los lipidos es pcriportal; ello nos 1-ecucrd.:i. a otro;, <3gC'n t ce 

he?patot:ó': i co!i, ctlmo ol t11tr;,icloruro de carbono < 14"7>. Tod:i r:.-sta 

~eric da alter-ilcioncs m8tubólicun~ t:ümbic'·n t·11vir.ron !-cpnrcu~ionc!O: 

zobro ol pint.rón ric- lü.5 lipopral:c.>ln.:t.'.:i ~-;~_·ricas, cau::;."lndo cambios. en 

~u movilidc:i.d clcctrofc1rétic:a~ 

poziblc:·ü c.:i.us.3~ da ello. 

desconocí cndo en l u i'.IC:tuc:i.l i d;\d l .:i.c. 

Otro g1-upo do lipidns con10 ol co1c~tcrol y los fosfolipidos, 

t=imbil:'..•n vieron Los incrementos 

obscrvudos .:e• purlicr,;q c·::plict.•.f· indircc:tc'tllrCnl'.c, utimcnto 

en la disponibilidud de los prccur3orc-s mnt<:i.bólicos, como san ln 

Ar:il--CcoA v lp: hidro::imr~I il nl1•t;u·11-roA: 

clotnrriiin,"l.da dirnct~mcntc en r::l fi'.tturo. 

E!:>t.6. c:lt:>.rn que- p.1rt.t prc1ducir estos efectos e::>n el hamst.cr, ~e 

y Q~ poco prob~blo 

\ 
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que un ':icr ht.un.;\no rccib~'J. t.:i.l dosi~ al ':icr vacunado. Sin nmbargo, 

es bueno tcnei- presonte qlle la toxina p~rtusGi s c::-s L1n componente 

potcnci ill n1onto tóxico y quo las condicionos personales (como 

susceptibilidad~ medicc:\ción, etc> o la potenciación por otros 

compont"~n-f;es que est.1n presentes en la vacuna,. pueden dosancadenar 

.:\lt.cracioneF. mct.CJ.bólicas similares~ Jas que se prc.>centan en eEt.a 

tasis~ 

Dad.:t le importa.nci.:i que ha tenido la vacunación musiva en el 

control 

presenta 

tratado 

cficaci a, 

contengan 

inducción 

do tosforin~ y al hecho de que, la actual 

algun.:ls rE.>occiones col at.cr<l.leti indE>tcnbl ce~ h" 

obtonE>r on todo el mundo unn vacuna con igual 

pero con mcJor dirección inmunogénico:\, es decir, que 

principalmente ¡ ,, 

de prot.ecci ón y qut" provoque- menor: 

Oajo prnct::•rl i mi ontos tocnol6gicumantc ~onci l lo~, 

un vucuna uc~l ul ~·- con un ,:i.1 to gr~do de 

pui-i fic.:i.ci(~fl 

pur· i f i CdC. i L'1n 

t;>O C! 1 compr:i11r:>ni:e de to>: i nr.t pP.rtuss is, 

potC"nl".r. que ele l " vo.cunu. 

siendo 

tomudi...\ comn 

1-cf~rcnci .:l del Instituto M:icion<J.l de- Higic.:no. S'2 pudo 

(e'] c•f-C'cto prot-.cct.01- cG vilri.:-.hJc- de- cepo:\ il c:c>pü de 

Cc3.r'"D.Ct.crí sl i C.:\S f-isicoquímic.:ts pr·c~c·n t.üd un 

matcr i c:i.l purific,:1do, concucrd~n nnormomcntu most:r.:tr:fa-:o 

pr i ne i p.:o.l UH.°'!nt e- por l .:1 ten; i n.:1 l '-' l1c111.:i.glutininu 

F i 1 <.:i.mon t:os.:i.; lo cu.~l nos similitud en lo 

res pee t 0. 

.:J.Ci-' l U l 3r 

.·.t\l<..tl'lCL.! 

lO!::' c>lc·ment-.oí~ ftu1c:lomrnt·2.lcc ele que constü lu 

j.:tpono~.J.. E~ convnninnt:o onn~ionar, quo el 

vuc:unu 

de 

v.:i.1- iob 



obJetivog. por cumplir, como son l " dcstoxi-f i caci ón y "l 

oscal.:imionto i11du~trial. 

Anteriormente, Eic hi::ó alusión a la importancia de la toxin01 

pertus5is como hcrramionta importü.ntisima en la investigación quC! 

comprende a los mccani Emos de rcglll ación d~ las t;cñal es a nivel 

dn la m~mbrana plasmática. Al re~pocto, se compararon los afecto~ 

de los ésterc~ d~ fórbol activos. Encontrtinóo!".c qlte en el t8ji do 

ildipos.o, los efectos do la to~~ina pertu~sis son complct.:tmc-ntJ'.? 

o loe. obtenido:. con lo5 és+.ercs de fórhol DC:t.ivo<;; PO 

plaquetas <144). En osto Ultimo si~tema, ~e prr:::scnt.:in C'J'i..dr.nci ~s 

c:lara$ en ol sentido de que los ésteres de fó1-bol son cilpacc~ do 

afc:ct.;s1- el br.1::0 inhibif~orio d~ la cn::im.n ::\dr:?ni.la.to cicla$ü., por 

medio de unil f-os.for-i'lación Gob1-e la protcina Ni~ C:üt.:i-.lizD.da poi-

la_ enzima protc!na cina'3,;::s.-C C1'l5>. no -t:on!:mos 

una C):pl ic::ar..i ón de Sin 

embargo, se ev;:,.lu.il.ron -'ll']Lln.:i.s po~ibi 1 id;1rJc-s como l.01s <::>i9ttic>nta:;:;: 

a) es poco p1~obablc, que csl·c r·fccto se dr-h.:i i.l un.:-. c.uccncin de l.:o.. 

prot~in.;i cina:=o21. ·C, dcb ido 11 quo ast~ onzim~ .:unpl i .:i.mcntc 

distribl1ida cnt.rc 10!1. t"c·jidnc. 

los ó~teres do fórbol activan .'\ l.=>. co::im.·.l. ·~n tc•jido tldi.po~o Cl50, 

151) • 

de f árbol l:.in hot.c>rogr'![lQ,:;t~ de.• to ji do ,:i tQjirlo; como lo 

hüb l .:i.' de 

rcgul ,:d. 01- i ¿\ 

trJm:'lndo on consi.dcr;"r:i Cn l¿\ pO'=iibilidad do que 

po..tcdc:n vur ¡ ...i.c:ic.nc:s dr t.c-iido en t.ipo~ do 



protcin.:.t cino5<J.~-c o en loe $L1st.rat.os y u la vez po$ecr mú1 tiples 

sitios de acción. 

Es La e:i tuaci ón fue uno de los principalcc; motivo5 que nos 

llevó a estudiar los efoctos do los d'Jsteres de fOrbol sobro 

resp_uc~ta hormonal üdipocitos aislados dr rata. En estos 

ostudios oncontramos di.fnronci.35 y similitu.dQS con rC?spocto a lr:is 

rei::.ttl t.ados obl:cni dos. ("n ol:.ros mod~l os. F'or eojcmplo~ so- Eübiu que 

los f6rbol f~vorecC?n la fosforilación dol roceptor 

beta-adrcnérgico con el concomi t.<int.e ·fcnómr.no do 

dozonjibilizaciOn do ltj adP-nil~to cicla~a Cl53). Por otro l~do, y 

en contr.:i. de lo anler i or, hü')' cvi denci D.5 de que.> ex i stc:.- un .:n•mrnto 

do 'la rcDpuosta. bet.;i adrenlt.>rgica on varios sistema~ 

e 153, 154 >. 

de o~tudio 

En la presente tesi~, no observümO$ ni dcEcnsibiliz.:1ción ni 

aumonto en 1 a respunsta bot il adrpnc'irg i ca .. qur:.> 1 "l 

pri_mcr.:i., es consecueonc:fa d~ 1 " foc.foi-i l <ici ón del receptor; 

mientras quo la sogunda, ar:- puodo prosont.otr c.>n 11n sitio lcj.:\OO Z\ 

éete. Hecho que no!i deja ;:;in po:¡ihi l jdad0s de entC"ndcr lu .:-1cción 

do la proto!na 

ciclas.:i. como un mcdclc· universal. 

f\unqu~ e~:isi:nn ovidoncius. C)n ol ucntido do qua, 

de .f órbol l " 

1 o'.::. é.f:cro:::; 

udcn i 1 <'.I t.o 

ciclus¿i <144, t~mbi~n l.::ls h-OJ.y r~n nl sent.irlo opuesto (155·-

1~7i; dc:.nd1.~ c~t.os üli:.i1110::. d<.'.'<los, es{· .:ü1 de :..\C:tterdo con nuestro~ 

resultado:;; 

l ipól iui ~. 

obtcnirlr::is rtr::l c:•st.udio d0 .:1cumulu.cién del f\MPc y de la 

otro l :::•.do, nuc.,sti-os l'"CGU} t Ddot: con[· i rmun 

t.!11 ol ::n:.~nt.tdo de que , 
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fdrbol pueden cr>t.imular lu lipogE'..•nosi9 {151, 158). Obscrvándosf':! 

además, que los ésteres. de fOrbol no diuminuycn el ~fecto de J " 

concontrilción máxi1n;'J. afectiva do la insulina parri ostimular 1 " 

lipogcnóais y el marcl'l.je al fosfa-t.idilinositol, p8ro en c.:1;rnhio si 

altaran significativamento la ac~idn ~ntilipolítica de l~ 

i nsul i no:i~ Ex i_zt en algunos pópt idos quP. prc."'scnt .:ln ü1 gun.:i.s .:lCC: i onc-c 

en comO.n con l;n inzulina, como lo snr!n ml factor de crccimionto 

epidérmico .. Pa.i-a este compuesto, ~e observó que lo~ é~tcrcc de 

fórbol no tienen efecto sobrn la cap~cidi¡d limit."Jd.c\ qua prosontan 

p.:i.ra cst.i mular a. l " lipogénesis y el rnai-cajc:-: del 

fosfatldilinositol .. 

La modificación de:- lo. rcz:.spl•C?stc""\ f'_Jf.:-.-1 0drcnórg~cu poi- los 

ésteres de fOrbol on t.ojido adipoüo, es otra de la ~imilitudes 

observ.:i.das entre CO'l prcG~nt.c trübjo c:on otro~ si st.emo.~ de c~tudio 

(159s 160). Para esto so dispone dn ovirlencias, quo .::ipoyt1n la 

hipót:.c~it:. de-:< que:> lü inhibición de l.:i. rc~pucc.tu. .:i.Jf¿t·-1 .:::idrcné.•rgic.:t 

por las óstaro-::; do F Orbol sr:> d1:bo fosfori l .,ci c'!n 
""' l 

1~cc...epl:.or~ al f.:~~i adrcnér9j co (161) _ 

T.'.uubión ~e obsDrvO, quo los f'1GtC!1-r.?s do F érbol f.:ivorec:on ol 

m~u-t.:.'1jc de l.:t -fo~·fulidilculina y de stt prccurso1~ met.:lbóljco, el 

<ici da fo::.fa.ti.dico; hocho, similitudos con 

En i-c.·~umc.'n. lo'> ros•1It·_,cjo·::: obt.c>nirlo~ c>n 1:. prc'=:>onto 

noE; condt..1ccn ~ l ~G ,:,i g1d cnt·cG conc.} 1..1t:i onr-r.: 

i.>) componen to <fo 1 " 

de producir ,"}} tcr·.:-.ciones en gr.:tdo 



b) Nuostr:i preparación do V·'.lcuna portus5is i'lcelutnr, re~ultó 

ser mác potente que la vacuna pc;>rtus$iC tcm~d..-i como rcferenci.:i., y 

un c.:i.ndidato promisorio p"'ra ln producción industrial dc 

vacuna acel ul ar. Entre los principaleñ r.omponentC'c que conforman 

a esta vacuna acclular, 

hcm.:t.CJl uti ni na ;: J 1 amcnt.oGa .. 

e:) En el tejido adiposo, 

son toxinu 

1 Cl".:. cfcct.os 

pcrtussis. y la 

prod11ci do!~ pc1r 1 .:>. 

toxina pertussis son complctament~ difarentcs 3 los obt.Qnidoz por 

1 os ésteres de f órbol. E~tos rcs:ul t.ncfo~ son di f-crcntc~ ) oc 

obzcrvudos en plaquatas. 

d> Los écteres de -fórbol cst.i mltl i\n lo. l i pog&nc-ni e y bl oquc:>nn 

lr~ acción t".llfa·-1 adrcnérgica en nl t.ojido adiposo. Mo .::ilteorun la 

regula.el on 

lipólisis. 

hormonal de l.:i. acLtmu1 uci ón del AMP c.ícl ico,. ni 1" 

E:sto 1.'.lltimo ost:á en mnrc.:ido contrasto con lo5 ofoctos 

debidot:. ~ l.:i toxina p<?rtus5is. 
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PERTUSSIS TOXIN INDUCES FATTY LIVER, HYPERLIPEMIA 
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(Accepled for p11hlicatio11 8 Decembrr 1986) 

J. ADOLFO GAllCIA·SÁ/NZ, José JUÁREZ-AYALA nnd VICTORIA E. VALLES. Pcrtuuis to:dn induces 
fauy Ji\·cr, hypcrlipemla and kctosis in hnmsters. Toxican 25, 603-609, 1987.-Perrnssls toitin 
mnrkcdly arrecis lipid mctnbolhm In hnmsters, Thc toxin induces n time·dcpcndcnt nnd dosc
dcpcnden1 acrumulation oí 1riacy/glyccrols in 1hc lh·cr (fally 11\·er) nnd modcratc incrcases in 
chotestcrol nnd phospholipids. Thcs toxin produccd drnmn1ic increascs in the amóunts of 
trincylglycerols, hce fany aclds and ke1onc bodics in the scrum and smnll !ncrcascs In cholcsterol 
o.nd phosphollpids. ll is suggcstcd th:u nn cnhnnccd and unrcgulated lipolysis may play n kcy role 
in 1he induc1ion of thesc allcradons by 1hc toxin. 

INTRODUCTION 

ADMJNISTRATION of pcrtussis vaccinc to hamstcrs markcdly disturbs thcir lipid 
mctabolism inducing fatty livcr, hypcrlipcmia and kctosis (VJLLALOHOS-MOLINA and 
GARCfA-SÁINZ, 1981). It was suggcstcd that this cffcct could be duc to pcrtussis toxin 
(VILLALODOS-MOLINA and GARCfA-SÁINZ, 1981). Pcrtussis vnccine is not a purificd 
prcparntion; it consists of a suspcnsion of dicd Bordetel/o pertussis and obviously 
contnins multiple componcnts (RODINSON et al., 1985). Furthcrmorc, Bordetel/o pertussis 
produces severa! toxins sorne of which ha ve not yct bccn fully characterized (\VARDLAW 
and PARTON, 1983). Thereforc, thc role of pertussis toxin has to be expcrimentally 
dcmonstrated. 

Pertussis toxin, is an exotoxin produced by Borderel/o pertussis, which blocks thc 
action of agents whose receptors are couplcd in an inhibitory fashion to adenylnte cyclase 
{for reviews sce Ui, 1984; GAKL'.ÍA-SÁJNZ, 1985). lt has been observed that administrntion 
of pcrtussis vaccine (GARCfA·SAINZ, 1981) or purified pertussis toxin (MARTINEZ-
0Lr>.1EDO and GARCfA-SAINZ, 1983) to animals, markedly alters the hormonal 
responsiveness of their fat cclls. The toxin stimulates basal lipolysis which possibly results 
in the above mentioned allerations of adenylate cyclase activity {GARCfA-SAJNZ, 1981; 
MORENO et al., 1983; MURAYAMA and UJ, 1983; 0LANSKY et al., 1983; GARCfA-SÁINZ 
and TORNER, 1985). 

\Ve studied the cffect of purificd pcrtussis toxin on the lipid metabolism of hamsters. 
Our results are consistent with what we observed using the whole pertussis vaccine and 
indicate a causative rolt! of pertussis toxin in these alterations. 

11.fATERIALS AND METHODS 
Penussis toxin was purHicd from vacclne concentrntcs ns prcviously dcscrlbcd (MARTINF.Z·OLMt:DO nnd 

OAllCfA·SÁtNZ, 1983) or by the mcthod of SE>.:URA et al. (1983). Both mcthods rcsuhcd In preparntlons wlth 

"'' 
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ldentical nctivities nnd po1cneies, bul 1he sccond was simpler nnd fnstcr, Bcta-hydroxybutyrate dehydrogcnase, 
co-c:nz.ymcs and 1-nilroso 2-nnpthol wcre obtalncd from Sigma Chcmical Company. Other chcm!cals uscd wcrc 
nnalnical rcagents. 

t.tale golden hnmstcrs fcd ad /i/Jirmn were ndmínistercd penussis 1oxln i.p. in a volume oí 0.25-0.50 mi. 
Conuol nnimals wcrc injccted with the samc amount oí 1hc vchkle In whlch 1he loxin was dissoh·ed. Hepatic and 
serum trlacylglyccrols werc quamificd by thc mcthod of GoTTFRlED nnd ROSENllERG (1973) free fatty acids 
aCCQUiing to thc mcthod of Nov"" (1965). íllood kc1onc bodics wcrc quantifkd enzymntically {MELLANDY nnd 
\\'ILLIAMSON, 1965; \\'1LUAMSON and ~1ELLANUY, 1965). Choles1crol nnd total phospho1ipld$ wete q11nntified by 
standard mcthods {llMtTLEtT, 1959; \\'l'llENG-' nnd INt.:l'EN, 1974}. 

Elcctrophoresls of serum lípoproteins was pcrformcd nccording to thc proccdurc of L!OES and l-1.\TCll (1963}. 
In arder to visuallze the acc11m11la1ion of lipids in the livcr, scctions of thc orgnn werc proccsscd far op1icnl 
mkroscopy using the oi\ red O stnining mc1hod. Statisticnl significancc bctwccn comparable groups was 
1.ktcrmined by the Student's t-tcst. 

RESULTS 

Administration of Pcrtussis toxin to hamstcrs produccd markcd color changcs in thc liver 
in 2- 3 days, as prcviously obscrvcd with thc wholc ccll vnccinc {VILLALOBOS-MOLINA 
and GARCfA-SÁINZ, 1981). This changc in color is mainly duc toan accumulation of lipids 
in thc hcpatocytcs (fatty livcr). Figure 1 prcscnts thc dese- response curve far this effect; 
it can be obscrvcd that adn1inis1ratioin ar J -10 ¡..¡g oí pcrtussis toxin/100 g body weight 
produced only small incrcascs in thc amount ar triacylglyccrols in the livcr, i.e. a 250Jn 
incrcnsc with 1 µg/100 g (statistically insignificant) anda 320Jn increase with 10 µg/100 g 
(P<0.001 as comparcd to thc controls). Howcvcr, highcr doses produccd a much more 
dramatic accumulation or triacylglyccrols in thc livcr: a 7-fold increase in liver 
triacylglycerols with 30 µg/100 g anda 12.5-fold incrcasc with 100 µg/100 g (Fig, 1). Thc 
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Fto, l. El'l'ECT 01' PERTUSSIS TOXIN ON HEPATICTRIACYLGLYCEROLS. 
Lcft: Hamstcrs wcrc injected wilh dlffercn1 doses oí pcrtussis todn and sncriílced 72 hr nftcr lis 
ndminhtrntlon. Plotted are 1hc mcans ± S.E.t.t. (5-10 anlmnls). 
Righl: HPmstcrs wcrc iniccted wi1h 100 pg of pcrtussis toxln/100 g body wclght and sncrificed ni 

thc times lndicnted. Plottcd are 1hc mcnns ± S.E.M. {5-10 nnimals). 



Permssls Toxln nnd Lipid l\.letabolism 

TAUl.E l. Errr:CTOF l'ERTUSSJS TOXlN ON llfll'i\TIC Lll'IDS 

Lipid Control Pertuss[x 

Triacylglycerob 2.0S:t0.13 26:tJ• 
(mg/g wet wcigh1) (6) (6) 

Cholcstctol 194±1 253:tl. 
{µg/g wel weight) (10) (20) 

Phospholipids 0.65±0.0J 0.78:tO.O-J' 
(mg P/g wet weighl) 120) 

l-lams1eu were sacrifkcd two days after 1hey were injetted 
with permssis to:'l:in (100 pg/100 g). Resuhs are thc means ± 
S.E.l\.1. with 1he number of animals 111 parenthcsis. 

•p < 0.001 eompared to lhe control group. 
tp <O 01 compared to the control group. 
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cífcct of higher doses is not prcscntcd since only a fe\v expcrimcnts \Vcrc pcrformcd dueto 
the expenses involvcd and 1hc high mortality obscrvcd. 

The rcsulls dcscribcd abovc wcrc obtaincd in animals lrcated \Vith lhc toxin 3 days 
befare thc dctcrminations. Thc time-coursc of thc cffcct is also prcscntcd in Fig. 1. It can 
be observcd that cven 2 days aftcr thc administration of the toxin thc animals havc a 
maximal aecumulation of triacylglyccrols. Thc amount of othcr lipids was also increascd 
in thc Jivcr of hamstcrs treatcd with pcrtussis toxin. Thus, cholcstcrol incrcascd :::JOO/o and 
total phospholipids :::20~·0 (Table 1). Staining with oil red of thin scctions of the livcr 
showcd clcarly thc toxin-induccd accumulation of lipids in thc livcr; most of thc Jipids 
nccumula1cd in thc pcriportal zonc (not shown). 
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flG. 2. EFFECT OF l'.l'.KTUSSIS TOXIN ON S.1'.RUM TRIACYLGLl.CEKOLS 
Jndic~tion§ us in Fig. l. Conditions as in l'ig. J. 
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TAOLS 2. EFFECT OF f'ERTt.rSSIS TOXIN ON SERUM LIPIDS ANO KrrtONI! 
aooms 

Paramc1cr Con1rol Pcriussis 

Triacylglyccrols 1.24±0.07 5.29±0.48• 
f11tl) (S) (6) 
Free funy acids 1.04±0.21 J,30±0.JJ• 
(mEq/L) (JO) {20) 

Cholesterol 52±4 80±9t 
(mg/100 mi) {IS) (18} 

Phospholipids J.34±0.16 6.67::1:0.36• 
(mg P/JOO mi) {20) (JO) 

¡\ce1oacctatc 27±7 432±22• 
{}lmol/100 mi) (S) (S) 

Hydroxybutyraic 29±4 71 l::t.4• 
(pmol/100 mi) (10) (10) 

1-lamslcrs were ~11crificed rwo days :iflcr they 11,·cr.,~ inj~-..:h:d with 
per1ussis to:dn (100 ¡.ig/100 g), Results are lhc mcans ::1: S.E.M. with 
1he numbcr oí animals in parenthcsls. 

•p < 0.001 cornpared to the comrol group. 
tp <O.OS compared to lhe control group. 

In arder to obtain more information on thc changcs in thc lipid mctabolism induccd by 
pertussis toxin, the amount of lipids and ketone bodies in serum were quantificd. Figure 2 
presenls the responses to the 1oxin and the time-course of the effect on lhe amount of 
triacylglycerols in serum. In general, the changes observcd in serum parallel thosc in thc 
liver. Howcvcr, it should be mentioned that wilh as littlc as J µg of toxin per JOO g body 
\veight a signitic;tnt (P<0.02) incrcasc in scrum triacylglyccrols was obscrved. 

Thc administration of thc toxin also incrcascs serum cholcsterol (::::50o/o) phospholipids 
(::::2-fold) free fatty acids (::::3-fold) and kctone bodies (==20-fold) (Table 2). Thcse changes 
in serum lipids wcrc associatcd with a significantly altcred elcctrophorctic pattcrn of 
lipoprotcins (Fig. 3). lt was obscrved that administration of thc toxin increascd thc 
rclalive amount of beta Jipoprotcins whcreas it dccrcased that of alpha Jipoprotcins (Fig. 
3). 

OISCUSSION 

The present rcsulls clcarly indicare that administration of pertussis 1oxin induces 
marked altcrations in the lipid metabolism. The altera1ions wcrc similar to thosc dcscrib~<l 
previously with the wholc vaccine (VILLALOBOS-MOLJNA and GARCfA-SAINZ, 1981) 
which suggest that penussis toxin is thc componcnt oí thc vaccine responsible for these 
effects. 

In vivo, Jipolysis is regulated lhrough a balance betwccn activation and inhibition of 
lipolysis. The action of n1os1 of thc cndogcnous inhibitors of lipolysis, such as adrenaline 
through alpharadrenoceptors, adenosine 1hrough Ri-reccptors and prostaglandins is 
inhibited (GARCfA-SÁINZ, 1981; MARTINEZ-ÜLMEDO and ÜARC!A-SÁINZ, 1983; MORENO 
et al., 1983; fvlURAYA/\.IA and U1, 1983; OLANSKY et al., 1983; GARCfA-SÁINZ and 
TORNER, 1985) and thc action ofactivators oflipolysis is cnhanccd by thc toxin (GARCÍA~ 
SÁINZ, 1981; MARTINEZ-OL/\.IEDO and GARCfA-SÁ!NZ, 1983; MORENO el al., 1983; 
l\1URAYAt.1A and UI, 1983; ÜLANSh:Y et al., 1983; GARCfA-SAINZ and TORNER, 1985). lt is 
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TREATED llA.~ISTERS, 

Per1ussis todn 100 µg/100 g body weight wos 11dminis1ered 48 hr beíorc sacriflce. Rcpresentativc 
oí 5 de1ermim11ions wi1h identica/ resulls. 

possible that the enhanced lipolysis (evidenced by the incrcascd leve) of free fatty acids in 
serum) may play a key role in the genesis of the alterations. lt is known, that the uptakc of 
fauy acids by the liver is proportional to the concentration to which it is exposed. Thus, 
the increased level of free fatty acids in serum might incrcasc thcir uptakc and mctabolism 
by thc livcr. Fatty acids can be either oxidizcd ar cstcrificd; both proccsscs seem to be 
markedly activated in pertussis toxin·trcated hamstcrs as reílcctcd by thc scrum Jcvel of 
ketone bodies and triacylglycerols and tite induction of fatty liver. 

The accumulation of triacylglycerols in the liver suggests that the synthesis of these 
lipids exceedcd thc liver cnpadty of sccrction. No cffcct of pertussis toxin·treatment was 
observcd on the synthesis of protcins as rcflcctcd by the incorporation of PHJ.Jeucinc in to 
acid-precipitable material (results not shown). The histologic aspcct of thc lipid 
accumulation, i.e. the peripor1al distribution, rcsemblcs that produccd by other agcnts 
which induce livcr ccll damagc such as carbon tetrachloride (GROOTHUJS et al., 1975). The 
reason far the aiteration in thc seruni lipoprotein paltcrn is prescntly unknown but 
suggests significant changcs in thcir co1nposition. The inercascd Jcvcls of cholesterol and 
phospholipids could also be a secondary result of 1he metabolic alrerations mentioned 
above, i.e. incrcased availability of metabolic produc1s such as acyl-CoA and 
hydroxymethyl glutaryl·CoA. 
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Thc amount of toxin rcquircd lo produce 1hcsc cffccts is largc. \Ve havc prcviously 
obscrved that in hamsters 3- 10 µg of toxin/100 g oí body wcight is cnough to block thc 
action of agents that inhibit adcnylatc cyclase in adipocytcs (MARTINEZ-OLMEDO and 
GARCfA-SÁINZ, 1983). Howcvcr, in thcsc studics adipocytcs wcrc mainly obtaincd from 
cpidydimal and pcrircnal fat pads and no informalion is availablc about thc effect on 
adipocytes in othcr rcgions. Jt is possiblc that a largc amount of the adipocytcs nccds 10 be 
affcctcd by thc toxin in arder to produce thcsc cffccts. lt is also possiblc that dircct cffccts 
of the toxin on thc Jivcr and other organs (such as cndocrine glands) may participate in 
producing the effects. In addition thc possibility that other componcnts of the whole 
vaccinc may magnify thc effect oí pcrtussis toxin can not be rulcd out. 

Pertussis toxin is one of the componcnts of the pcrtussis vaccincs currcntly availablc; as 
mcntioncd in mcthods, we purincd lhc toxin from vaccinc conccntratcs. It is clcar that thc 
amount of toxin rcquircd to produce the cffects hcre described is vcry largc and it is vcry 
unlikely that a human being would cver rcceive such a dese of toxin. 1-Iowcvcr, it should 
be kept in mind that it is a potcntially toxic componcnt and that tite conditions of thc 
individual (susccptibility, mcdication, cte.) or potcntiation by othcr componcnts of thc 
vaccinc may lcad to mctabolic disturbanccs such as thosc hcrc dcscribcd. Ncw accllular 
vaccincs are being dcvclopcd (SATO et al., 1984; GARC!A-S,\INZ et al., 1985). Thc study oí 
mctabolic altcrations should be considcrcd ín thc dcvclop1ncnt oí safcr pcnussis vaccincs. 
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Resumen 

1.a atlfraeiOn de alfa:-adrc1w1c..::cptorC$ o Ri·adenoo;lnrl'l.C'p. 
tares en L"tlulas adi¡xr;.as dhmim1)·t1 .:on.•idcr.iblcmen1c la nru· · 
mulndón de AMI' dclico imJuddo por d ns.onlo.u bcla· 
edre~rgko isoprcnalina. l!lit.1 accibn cml fue abotlda en d:/u.' 
l3:s de harrutcr traiadas con 10.dna de la lasfnina.. El ~1cr for.: 
hol · :itcii,,t\ · forbol l2-m¡ri11r.i10 1) .:i.C:U!C', -fue in.:.. pu d.: 
reproducir d efcclo de la IOJ(in:• en cslc modelu. Los Untos indi
can que la 11ctivacibn de Li pro1cinoquinn1.:1 e en C'51e moddu 
cdubr no altera Li rama lnlubitori.a de L1 .ldcnil cklu.a. 

Rei:cibcd: march 16111 , 19117 
Ac.:eptcd: june 181", 1987 

el forbol miristrato acetato 
no altera.la rama inhibitoria 
de la adenllato clclasa en 
adlpocltos de hamster. 

phorbol myristate acetate 
does not impair the inhibitory 
branch of aderiylate cyclase 
in hamster adlpocytes 

Abs1mct 

A.:li\'aliou or alph•i.,i·adrcnoccplon of' Rl-ndenO\me re..:cptor; 
in fa.1 c-c:JI.\ rn.:ukally di:t"rc:a\cd 1he aa:umulatlon or cyelie, 
AMP _induccd by rhe be1a.111/n:11ergj'.: a¡onbi. _hoprenaline. 
Thi' action wa\ ncarly aboli~hcd in cclls rrom pcrtus.d,\ 10111.!n. 
trrolcd _liam~•er.1. Thc acll,,e phorbol csler, rho1bu\ li· 
111) 1hw1c: IJ·u~.:t.u.lc:, w1u un¡¡ ble to 1eproJucc lhc eth:eL' o1 the 
10\in in lfÜ\ moJcl. Thcdata. indicate thal 11.ctlva.tíon oíprotein 
J.:ina\e 'e in !hit ce!Jular model ¡j()C"¡ not impair· 1hc'lnluDitory 
bran.;h of 11Ue11yla1e ~-ytla\C. 
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Theac1ivi1y of adenylalc cydasc is modula1cd b)' activa. 
lory and inhibilory rcceptors couplcd 10 adenylalc cy. 
cLise through thc guaninc nuclco1idel-binding rcgulalory 
pro1eiM (Ns,and Ni). Du.ring thc .tasi.. fiyc.years,, the ac
lion and lhc mechanism of action of pertuuis loxin, an 
e,¡01oxin · prodticcd ·by 'nOrriélella· pertussl.r, ha ve bccn 
c;den~ivcly studiecf.1 Thls. toxin cniAl)IZC.'i !he ADP· 
ribosyL-iciun of !he alpha subunit of Ni and lhus .. block.~ 
thcactior~~ ofinhibiloty rt.-ccPiorst on ar.tcnylatc' cyd;1sc. 
In somi: l.'Clls an enh;1nccment by pcrl\H5is Co:\inlrc.il· 
ment of thc ac1ions of acCi\"alory tl."Ccptors h.1s bccn ob. 
served.I 

Phorbol esteB aren series of n1mor promoicrs that 11c1 
lhrough the ;it·th·atlon of prolciu ldna.~c c.= The ncU\ily 
of thi~ prntein ldn<LSe pl!!ys a kC}•roJC in mudul.11ir1g 11ie 
cell responsivencss to a varie1y ·or horrnone~. 
neuroiran~niiuas and aurncoids.l Reccntly, Jakobs and 
CO\\Orkcrs' ri:ported that phorbol csrcrs imp¿¡ir the 
hormonc-scmitivc inhibirory pa!hway of pL-itdd 
adenylute cycla~c. This cffttr seem.> lo be duc lo protcin 
kina\e C-catalyzcd pho\phorylntion of Ni.' 

Hamstcr adipocylC'i are nne of thc mllit widdy thc:J 

modcl~ f(Jt ~ludying aden)'fale cyc/a~i:; 1h~e cc/ls h;u·c 
reccp1oro; coup!ed to adcnyla1e in both ,1clivatory and 
inhibirory fa~hions (scé) and 1he guanine nucko1idebin· 
dinp rerub1ory protcln~ N$, Ni and No.' \Ve ~rudi~ 
comparadH:ly !he aclions of pcnussis rodn and 1!1cnc1i
ve phorbol l'!iler, phorbol 12-myri~lalc 13·acctale 
{Pll'iA) on 1hc hormonal rcgulation of adenylatc- cycL1· 
.~ our rei;ults illdicttc 111.11 P~1A i~ unahle ro mímid; 
the actions of pcnussis ro:'l:in in hamstcr adiptx.J'le"S. 

Materiuls and mcrhod~ 

(--)Adrenalinc, (-) i~oprenallne, theophy/line, adcn"" 
~ine de:.rrJ~e (l50-2t.u uuirs pcr mg protein) and P~fA 
wen: obtair.cd_frOm Sl¡una Chentic:tl Co. Nl-Pheny/. 
isopropyl adcnO'iiOC' wa'> from Bochring1;r. Buvinc S<.'

rum albumin (frnction V) and collagenase (lypc llJ wcre 
obtained from Rcheis nnd Coopcr Biomedical res¡x-cti· 
re!y, PBJ Adenosine 3'Y cyclic phO!;phafc Wil~ from 
Nevo E11gl.1nd Nuc~r. Pertu~5is to:dn wru purifit"Cl 
from pertus~is vaccine concentratc:; (E?encrou~ly provi· 
dcd by !he Nnlion.'11 lnslilute of Hrpicnc of /\fcxico) as 
dcs.:-ribcd.5 

Male harnucrs ("' 100 g tiOdy weiRhl). fed 1..•d lihitum 
wcrc u~. Pcnus~b toxi11 00 ¡1g/IOO g) W<l.!. udmini~IC'· 

red i.p. 3 days bcforc sacrifice.• Adipocy1es wcrc isola-
1cd from pi~ of adiposc tissuc by 1hc use of colla.8c
oose as describcd,' lhc celt~ were incubatcd in Krebs 
Ringer phosphare buffer of 1hc followlng composirion: 
120 m/\.f NaCI, .5 ml\f KCI. 1.2 mM Mg.50~, J.2 mM 
Cae~. JO mM NaH1 PO~ supp/cmentcd wi1hJ perccnl 
bovinc sen1m albumin. Thc buffer was prcparcd frcshly 
ca ch day and adjusred 10 pH 7.4 with NaOH. The cells 
(appTO.\. 101 cells} wcrc incub::itcd 11137"C wilh 0,.5 µg of 
adcnminc dcamin:t~c. 100 µ/\I thcophyl/ine in a rotal vo.. 
lumc of 1 mi. Aflcr 10 min the incubation wru lcnnina
rcJ by the addition of 2 mtvf 1 fCI and cyclic AMP detcr· 
rnint'Cf as described.• 

ResulL~ 

In fat cel/s activation of beta·adrcnoccplors re-sults in 
:J marked lncrease in lhe couccntmrlon of cyclic 
A¡.,.IP. lt ·can be obscrvcd_ in Fig. '1, (panel A) lhat 
isoprenaline, a pure bcta.adrcncrgic Ógonisl, induces 
;¡ dose.depcndenr increase in cyclic A/\.f P levels in 
11dipoey1es. Ncilhcr PMA nor pcrtussis toxln
frea1ment aller signlfic.'1nlly rhc response 10 1he beta
adrenergic aaonis1 (fig. J, panel A). 
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lhe .1~'1ion~ of is.1ptcnalirtc (panel A) Adren a Une (Panel Dl ana 
phn1~·lnor.rop~I a~knmine !Panel fl) on cyclic nmp ICV<'ls in 
h:inm<T arlipo<.')1~. 
/',di¡:.u,y1c\ from pcnu~sJ~ l.:>lin·lrcaletl ham~tcrs (cl01«1 
squarcJ or cdh from n::nu,11 animali in !he absc11cc (closed 
cir¡;lc¡ or prcscru;c nf 10~ M J>,\.IA f11pc11 clrdes) wcre lncu· 
baicd in 1hc prt:-;cncc c;f Jiffrrcnr concenlrnliun~ of i~oprC· 
n:dinc {l~O) fp;i:1d ,\), ;,Jrcr1alme Cl\úRJ (pnnel D) or with 
10 6 M isopr!"1u:!i11c ph1s dilfe1en1 com;en1ra1ions uf 
phcnyJisnpro¡:;y/ nc!en01inc (P!AJ {p~nd C). Plolled nre 1he 
mcam ~nd ~i:rli,al JlnC1 1cp1eHnl !!oc S.E.f\of, of 6·8 diffc· 
teul ci:ll prcparallons. 
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Hamsil'r fal cíllh"' ª" human fat ccl!.~ 1 º havc bmh 
alph°'J ;ind bcta-adrcncrgk rcceprors. Aplha~

adrcnoccptor~ inhihil adcnylau.• cyda~L-s.11 aud thcrc
íorc opposc !he bcta-ndrcncrgic a..:lion. fl can be ob
scr1-cd thal adrcnalinc, Y.hich ha~ both alpha. nnd 
bcta-mJrcncrpiL' aL'ti\"Ü)', induce.~ a smaJI a1.:..:u~mla-
1lon of crclic ,\.\fP in fat cclls CFig. l. oancl 11). In 
conlra~t. thc füll bc1;1-m.lrcncrgic of .tdrcnalinc 1:a11 

be ohscned whcn 1hc arh•1~-adre11cr~1c action ¡, hlol·· 
kcd h» indudrtB thc ADl'-tiho~ylation of Ni with 
pe11us~is to~in (Fir.. J. panel U). tt c;in also he oh~cr
n:d in 1hi~ fÍl!t!Tl' tl1;it P'.'.IA 1\';b comp[..:tcly una ble tu 
reproduce !he netinn of pcrtu~si\ 1oxin. 

In ord<'r to furtht.'r do..:umC'lll the findill!<s. the ac
tion" nf an ;ictivatnr ot Ri-;11.knn,int• re..:cptnr~ 

(phcnyll~oproryladl'll'''in•.'), whi-::h a!>o inhiliil 
ndcnyl:uc cycla~c ac1hi1y, w<h studicd. Jn thc'>c su1-
dics thc acc11m11la1icm of cyclic Af\.1P wa'> siimulatcd 
wilh 106 ~1 isoprcualinc; il can be ob.~cn·cd 1ha1 in 
conlrol cc\h phcnyl-i:;opropyl-adeiiu~ine markl•dly 
and in a concentration dcpcmkn¡ manuer decrca¡,e<l 
1he accumulation of cyclii: AMP ¡Fi¡;. I, panel C'); <I\ 

cxpcctcd, 1his efft'l"I w:1> ncarly abofi~hed in l·clh 
from harnslcrs lrca"d wi!h rcrtu~·,is IO\in {fi¡?. 1, 
panclCJ. l':'l.IA wa~ agaiu unablc to rerroducc tl1ecf
fccl of penu~~is !tnd11 tF1¡.:. J, pam:I Cl. Pre1rc;11mcr11 
of thc adipocyt«s for 10-fiO min with Pf\.11\ (bcfnre 
lhc riddition of PIA a1uJ1or the ¡tdrcncrµiL.: a¡.:c11t'>) 
w:is al~c· unal•!c- to m1111ick 1he ;ielion~ of pcnus\Í<. to
Xi/} (Jata no! ~1a'w111. 

Discu\sion 

The prr.~cr.t rc,til!' U\i'l•: -,1dipo.:v1e~ diffcr from 1ho 

¡,e of Jakob~; 11ml co1,,·,1~:cr'o~ '~ith plri1elet~. Tl1c<t• 
au1hors have prc~cnrl·t! dcar t•\·idence of impairrlll'fll 
<:1f lhc inhib11nry path" ,1y of adenyla!t: cycl;1«: by 
Pl\IA (hl(~ck;ttlc rif 1loc inhihitory ;1c!ion ,,f GTI' and 

Rdcr~11c1a~ 

Rc-fcri:ncts 

1hc olpha.-arJrcncri;ic cífccl of adrcualinc). Funhcr· 
more, KaiaJi1 er ul. 1 ha ve shown thal purificd pro1cin 
kinase e inJuces the rhosphorylalion of a f\.1r :::: 41 
KDa prorein and suggc~tcd 1ha1 1hc ulpha subunit of 
Ni may hc a physiological sub.~tralc of protcin kinasc 
C. The rca\on íor thc diífcrencc bc1wccn our rcsulls 
and 1ho~e of Jakoh~ et uf.,' i~ prcscn1ly unknown. 
Ab.~cncc of thi.~ protein kin:isc in arJipo..:ylcs sccllls 10 
be an 1111Jikcly C.'\plaJlation; pro!cill kinasc C is widcJy 
di\lrihulcd a111ong thsu~ri ;ind cffccls of phorbol es· 
ICf'>, Jikcly due IO prolcin kinasc C actiVation, hil\'C' 
bccn rcpon'-'d in adipocy1c5.1J.i• 

Th~ acrion.~ of phorbol cslcn sccm to vary signifi
.;;J.ntly amon)l 1i~~ucs. Thus, it has bcen rcported lhal 
phorbol c~lct.~ hlock alpha¡-adrcncrgic actions in hc
patu.:ytc:., sm,•<>lh n1uM,:/c ;111d hippo..:an1pal slices but 
no! in rabbit aorta. 1qA 

Simila1Jy, the m:tion~ of phorbol ~lcrs on adcnylalc 
c\·da~c vary markcdly. In platclcl'i thcsl." agcnt.~ im
p;1ir thc h11nnonc-sen~i1ivc inhihi1ory pa1hway.~·' 
Phorhol 1."stcr~ can al~o magnify 1hc ac1ion of agenls 
thal .~1in1ula1c adenylatc c~·clnse acli\·j¡yl~-11 throu¡h a 
mcchani~m Jiffcrcn1 io that of pcnussi~ IO){in.l• In 
..:~Hllrasl, in üthcr syslems thc tumor promo1crs dimi
nísh hormonc-stimula1cd adcnylale cyclasc 
a..:1ivi1y.l 6 .1:.: 1 As ~hown hcrc. in íat cclls no action of 
1hc~.c cu mor promo1cr.• un ¡¡Jcny[ale cycla~c wa~ ob
~l'll'Cd. 

P1n1ein kinasc C acdvitv sel."ms ro mo<lulatc 1hc rc:s
P''n'i,·cnc~~ of !he cell.~ 10 many C.\lcrnal stirnuli. 1 

Thc \'ariah1!irr in 1hc 1rrc of re\pon~e.~ ohscrvcd i~ 

in1rigui11¡.:. nc.:critlv. lhc isola1ion of sevcrnl form~ of 
1h1~ prolcin 1..in•l'-l' ,~;i~ rc¡xHlt'tl.:~ h i~ po.1~~ihlc 1ha1 
1h~·-~I." form' nf 1hc cnzymt: n1igh1 sub~crvc diffcrcnl 
fu;i..:tion• in 1/JL" ccll" and 1/Jat 1hcy cnuld be differen· 
li;lliv dionbu1cd nmon1" ri~'º"'~· 
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Effect of phorbol esters on the hormonal responsivcness 
of isolated whitc fat cclls 

J. Adolfo García-Sáinz • and José Juárcz-Ayala 
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Recci.,cd IH Junc 1987, rc ... iscJ MS rccci\'cJ JO Octubcr 1987, acccptcd JO No\'Cmbcr 1987 

Phorbol 12-myristalc 13-acclatc (PMA) did nol altcr thc basal cydic At\IP accumulation ar lipolysis in isola1cd rat 
fat cclls. Similnrly, Pr-.tA was unablc to modify thc cyclic At\IP accumulation induccd by isoprcnalinc and forskolin or 
thc inhibition of cydic Afl.f P accumulation and lipolysii. induccd by prostaglandin Ei and phcnylisopropiladenosinc. 
PMA inhibitcd thc n 1-adrenergic incre:ti.c in thc lahcling of phospluHidylinositol in a dosc-dcpendcnt fashion. By 
itself, PMA was wilhout significant crfcct on lhc labding of phosphatidylinositol and phosphatidylcthomolamine but 
incrcascd the labcling of phosphatidylcholinc and its precursor phosphatidic add. 

Phorhol cstcrs; n 1·Adrcnocep1ors; cA~f P; Adipocytcs 

l. lnlroduction 

Phorbol csters fonn a series of turnor promo
tcrs which induce a grcat vnriety of effccts in 
n1any diffcrcnt ecl/s and tissucs. 11 is currently 
accepled that 1nost of thcir actions are produccd 
through thc activation of protcin kinasc e 
(Castagna et al., 1982). It has bccn observcd that 
11ctivation of this protcin kinase alters hormonal 
responsivcncss in muny tissucs and that this cffcet 
is usually associated with phosphorylation of 
hormonc rcecptors and transducing protdns. Thus, 
it has bccn obscn.·ed that nctiv;11ion or protcin 
kinase e incrcascs thc phosphorylation of thc 
insulin receptor (Takayama et al., 1984). thc EGF 
receptor (Cachet et al., 1984; Davis and Czcch, 
1984; Jwashita and Fox, 1984), the p-adrcnoccptor 

• To whom all corn:~pondcnce should be addrcs~co.1: IFC· 
UNAM, ApatlaJo i'<lStal 70-248, 04510 1fcxlco, D.F., 
1fcxko. 

(Kcllchcr el al., 1984; Siblcy et al., 1984) and thc 
n 1-adrcnoccptor (Lceb-Lundbcrg et al., 1985). 

In addition, reccnt data indicate that thc activ
ity of thc guaninc nuclcotidc binding rcgulatory 
protcin involvcd in the inhibition of adcnylatc 
cyclasc (Ni) is blockcd by phorbol cstcrs in thc 
sume way as by pcrtussis toxin (Baucr and Jakobs, 
1986; Jakobs et al., 1985; Wat<1nahe et al., 1985). 
This cffcct is assochHcd with incrcnscd phosphory
lation of thc a suhunit of Ni (Katada et al., 1985). 

Fat cclls are scnsitivc to n1any hormones; thcy 
havc P·adrenoccptors, n 1-adrcnoccptors, insulin 
reccptors and reccptors for EGF. Furthcrmore, 
thcsc cdls hnvc rcccptors for severa! hormones 
couplcd to adcnylate cyclase in an inhibitory fash
ion through Ni. Rcccntly, it was rcportcd that in 
thrce cclls, as in othcr modcls, phorbol cstcrs 
induce a prompt dcplction of protcin kinasc e 
activity in thc cytosol and the appcarancc of activ
ity in mcmbrane cxtracts, i.c. cytosol mcmbrane 
translocation (Glynn et al., 1986). \Ve now rcport 
on the effcct of phorhol estcrs on thc hormonal 
responsivcncss of rat adipocytcs. 

OOl.t.-2999/88/SOJ.~O '.'.' 1988 El~e\·icr Scicncc Publi1'her¡. 11.V. (Uiomcdical Dhi.~ion) 
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2. i\.1uterlnls und rncthods 

{- )-lsoprcnalinc. ( - )·:u.Ircnalinc, adcnosinc 
dcan1inasc, prostaglandin E 2 • thcophyllinc. soy 
hcan trypsin inhibitor. phorhol 12-n1yristatc-13-
1.1cctn1c (P~1A) and cpidcrmal grow1h factor (EGF) 
\\'Crc ohtaincd fron1 Sigma Chcn1ical Company. 
Nb-Phcnylisopropil :idcno.-.inc! (PIAJ \Vas ohtaincd 
fro1n Dochringcr ~tannhcin1, For:-.kolin was fro1n 
Calhiochcn1. Collagcn:isc and hovinc scrun1 al
humin (fraction V) wcrc nhtaincd fron1 Coopcr 
Bionti:dical and .-\rmour. rcspectivdy. (Jl"l)Adcno
sinc 3'.5'-cydic pho.-.phatc (32 Ci/111111nl) [UL-
14Cjglucnsc (346 111Ci/mr11nl) anti [.l~P]Pi 
(c:1rrir.:r-fn:c) wcrc ohtaincJ fron1 N..:w Engh1nd 
Nuclear. Pcrtu:;sis to.-.:in was purificd fron1 vaccinc 
conccntratc!> hy tite mcthod of Sc:kura c:t al. ( J 983 ). 

f'.lalc: \Vistar rats (approxin1atc:ly 220-250 g) 
fastcd for 24 h wc:rc uscd. Adipocytcs wcrc iso
lntcd hy thc rncthod of Rndhdl ( 1964). Thc cdls 
wcrc isolatcd and incuhatcd in Kn.:hi>-Ringc:r 
pho.~ph;:ttc: buífcr suppkmcntcd with 3~ alhun1in: 
lhc huífcr was prcparc:d Jaily ;1nd was aJjustcd t<l 

pl-1 7.4 with NaOl-1. Usuallv, 1-2 X 10~ 1..·c:lls wcrc: 
incubatcd in a volumc: of "1 1111. Frc:c: f:1ttv adJ 
rdcasc.: was uscd as an indcx of lipolyi>b si~cc no 
rc-cstcrification takcs place undc:r thc: conditions 
c111ploycd (fastcd nnimals and aliscn1..·c of glucosc). 
f-'rcc fotty adds \vcrc 4uantificJ by tlw 111cthod of 
Novak (1965). Cyclic At\.1P .iccun1ulation ''"•IS 
4uuntificd hy thc: mcthod of Gilman (1970). Lipo
gc:ncsis was cstimatcd hy mcasurc:n1cnt oí thc in
corporation oí (UL- 14 C]glucosc in10 lipiJs a¡; fol
lows: fat cclls \\·c:rc incuhatcJ in buífcr supplc
n1c:nted with 10 n1tl.I glucose (containing lJlCi oí 
radioactivc glucose per n1l) fnr 60 n1in; lipids werc 
extracted by thc: mcthod oí Dolc: and f\.1einertz 
(1960) ond :in aliquot w:ts countcd. Phospholipid 
luhcling w;:1:. suu..iicd as describc:d bcforc: (Garcia
Sllinz, 1983; G.rrcia-Súinz and Fain. 1980). In 
bricí, thc cdb wcrc: incubatcd in Krebs-Ringc:r tris 
buffer contuining 10 11Ci oí (32 PJPi per ntl for 60 
min; ccll lipids \\"ere ex1racted \Vith chlorofonn/ 
111cthanol (2: 1) and phospholipids wcrc scparatcd 
by one-Jirncnsional thin-Jaycr chromatography. 
Thc r:uJioactivity in silic;:1 gel scrapings of cach 
phospholipid was countcd. 

3. Rcsulls 

J./. Activatio11 t111d i11hibilin11 o/ c:1·clic A.Ali' acc11-
n111/ruio11 

lt hos hc:c:n ohscr\!cd thut. in sorne: syste1ns, 
phorhol c:stc:rs markcdly cnhan1..·c thc: :1ccun1ula
tion of cyclic A~tP induccd hy honnoncs and 
ncurotrans1nillc:rs (Dcll ct al.. 1935: Cronin anti 
C:inonico. 1985: N:ihika ct :11.. 1985; Siblcy et al., 
1986; Sugdc:n et al.. 1985). \Ve: ínund that hoth 
isnprenalinc and forskolin produced n1;1rkcd 
dosc-JcpcnJcnl incrc:ascs in cyclic r\~IP accun1u~ 
lation in fat cclls. Phorbol ester.~ failcd to alter thc 
rcsponsc: to ;:1ny nf thcse ;1gellti> (rcsults not shown). 

Thc inhihition of ¡1denylate cyclasc was studicd. 
lloth prostaglandin E~ and PIA inhihitcd dose 
di.:pcndcntly 1he nccumulation of i;yclic ArvtP in
duccd by 1 ¡1f\.I isoprenalinc (íig. 1 ). Pf\.1A failc:d 
to alter thc ahility of thcsr.: two agcnts tn decrcasc 
cyclii; A~·tP accunu1lation (fig. 1). In contrast. the 
cífcct of PIA an<l prost;iglandin E2 was ncarly 
hlockcd in cclb fron1 rats treatc:d wilh pertussis 
toxin (fig. 1 an<l ~lartínc:z-0\mc:do and Garcia
Súinz. 1983). A widc rangc oí Pf\.fA concc:ntn1tions 
(1 nf\.l-10 µ~·I) ha<l no cífcct on thcsc p:.1r.1n1ctcrs 
(rcsults not shown). In thc C.>;peri111r.:nts shown in 
fig. 1. P~IA an<l thc: agc:nts tcstcd wcrc prcsent 
!>i1nultancou:-.ly with thr.: r.:cll:-. for ~111\y 10 rnin. Thc 
possihility w;is consi<lerc:d 1ha1 a preincuhation 
with Pf\.·IA i;ould be: rcquircd to oht<iin an c:ffect. 
1-lowc:\"cr. prc:incuhation oí thc: cclls with 1 /tl\-1 
P:O.·IA for as long as 60 rnin was without c:ífcct on 
thCi>C par;1111c:1crs (rcsults not shown). 

3.~. Lipo~1·.üs 

Thc ahilit:-,· of pro!>tag.l;in<lin E, anrl PIA tn 
inhibit thc rclcasr.: oí frc:l! fattv acids inducc:d hv 
0.5 nif\.1 thcophyllinc plus o.5 µg./ml adcnosin~ 
dc;:1n1inasc was tcsted in i.:ontrol cc:lls. cells in
cubatr.:d wilh 1 µ~I P:-..11\ and cells fro1n pertussis 
10.xin-trr.:atcd rnts. Both prostag.landin E, and PIA 
inhihitcd <lose dcpr.:ndcntly thc: rclcase of free fatty 
acids in control cclls and PNIA \\'as wi1hout any 
r.:ffcct Cfig. 2). Prostaglundin E, was unablc: to alter 
1hc rclcasc: of free fatty acids in ecll-. froni pcrtus-
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f'ig, l. Effrc1 Ptl.IA anJ pcrtu~,¡., lo~in lrcalmclll on thc 
in/iibition of i.\oprcm1Jinc·inJuccd cydic ,\,\fP accumul;ition 
hy pr11siaglanJin El (f>GEl) or phcnyli.\(>propyl ;1Jcnminc 
(PIA). Fat ccll.• wcre incubalcd in 1lu: prc.,cncc oí 0.5 m,\I 
tl1cophy/line, 0.5 ¡1g/111l mkno\inc. Jc;m1ina~c Jtr~ /o.f hoprc
m1Jine ;ind Jiffcrent com:cntrn1ions <lÍ /'GE~ (ld1 panel) (•r 
P/A (riglu p;1nc/) f<•r 10 min. Conirol L"el/s ((1pcn drdc.\); JO""~ 
1\.1 Pr>.IA (~olid L"ircles): ce//~ fwrn pcrm~.1i~ lmdn-trcalcd r;ih 
(M>liJ 1rianglc•). Thc ba~;1I C)"dic Ar.fi• wa1 ;i. follow1: i:o11lr1•l 
ccl/s 90.± 16 pmol/IO'' cdh; L·cJI~ i11cuba1cd wilh 10-~ ,'\! 
l'l\.IA 90± 12 pnwl/IO~cc/h; celh from pcrm~.1h 1n1in-lrcalcd 
ral~ 100± IJ pmol/IO~ cdk Thc mt.";1n1 11,crc pJoucJ ;md 
1·er1ical linc~ reprc.1en1 1hc S.E.~f. of 6-8 Jc1er111inanh on 

Ji(fcrcnl ccJJ prcpólrafinn1. 

sis 1oxin-1rca1cd nlls whereas PIA signiíicantly 
(P < 0.005} enhunccd lipolysis (fig. 2). Thb effccl 
of PIA is duc lo ac1iva1ion of Ru·oidcnosine rcccp
tors in cd/s fron1 pcrtuo;<;js toxjn.crc.tlcd nus 
(Garda-Sfiinz and Torncr. 1985). 

Thc antilipolytic cffccl oí insu/in \\"a¡, aJ ... o 
stuJieJ ;1nJ thc rcsulls are prcscnicd in fig. 3. 
lnsulin produced a n1arkcd inhibition of /ipolysis 
in con[rol cclls and this efíc:cl oí rhc pcplidc 
hormonc was not allcrcd in ¡:cll~ fronl perlussi:; 
1(1xin-lrcatcd r:us in agrccnient wi1h prcvious find· 
ings (Ka1hcr el ;d., 1983; f\Jorcno el al.. I 983). In 
con1ras1. I ¡1lvf Pl\.fA significnntly (P < 0.001) re-

'" 
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Fig. :!. Efft.>Cf nr /'~f,\ :u1J pcr•u~'h lmdn lrcatmcnt tlll 11ic 
inhihillon of free f;iny adll rck<l.'C hy /'GE1 m1d PIA. Fal ct.'11\ 
'1crc iricuh~1lcd in 1hc prc~cncc of 0.5 mM lfleoph)·lliuc. 0.5 
¡1g/ml allcno.,Í11c Jca111irw'e ¡1nJ Jifícrc11l conccnlrntir1"~ oí 
i'GE~ f/cf1 p;ind) (lr PIA (righ1 panel). C<mlrol cdh (Of't.'ll 
circ/c;J; JO" " r>.f !','\!,\ ('<lliJ cirdc,l; ccl/\ fro111 pcr1u.\.~j~ 

to:\in-irc;ircd r.il.'> (M>Jid 1ri;inglc~). The mean ... wcrc plt11tcd ;mJ 
~-... nic,1/ Jinc' rcprc'<.'nl 1h~ S.E.:\I. oí S·IU tlc1crmina1ion' 1111 

diífcrt."nl ~·c/J pr<'par;ilion'. 

Juccd lhc: an1ilipoly1ic effec1 oí in!'iulin and !he 
dosc-rcspony,c curve for in:;ulin bccan1e nllher no1. 
PJ\.fA itsc/í was wi1hou1 effcct on cithcr basal 
lipolysis or 1hat stimulatcd by 0.5 m/\f theophvl
linc plu.~ 0.5 ¡1g/n1l aJ"eul, . .,¡nc <lcaminasc (rcsults 
nol shown). 

3.3. Lipo,v.,t'ne.ús 

ll \\·as consisten! wi1h rcsuhs obtained hy olhcrs 
(Chcrqui et al.. 1986; Van de \Vcrvc et al.. 1985} 
thtll hy ilsclf, Pl\.fA pro<luccd a consisten! slimuJa-· 
tion of lipogcnc.'>is of 49 ± 5 % ovcr basal wi1h a 
1naxiin;il slimulation .::1t a conccnlration oí l /tJ\.f, 
Jnsulin (JO nl\.f) u/so s1i111ula1ed lipogcncsis dosc 
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Fig. J. Effect of PMA amJ pcrtu~sh lo.,in trc:1lmcnt on thc 
inhibition oí free fotty acid rck:1~c hy imulin. Fat cc\ls wcrc 
incuhatcd in thc prc~ncc of 0.5 mM thcnphyllinc, 0.5 ¡1g/ml 
adcnosine dc:1minasc :md diffcrcni com:cntr;11iuns of insulin. 
Control cdls (open drclcs); 10-" M l'MA (solid cirdci;); cclb 
from pcrtussis 10,i11-trcated rnts (~nlid tri:mgh:~). Othcr dc1:iils 

as in rig. 2. 

dcpcndcntly but w;is 1nuch 1norc potcnl ( 188 ± 
15% o\•cr basal) than P~tA. Thc cfícct of in!.ulin 
was not hlockcd by Pf\IA and thc action of Pr...IA 
plus insulin was slightly icss than additivc (216 ± 
18% ovcr basal). 

l-laystcad and Hardic (1986) rcccntly rcportcd 
that EGF stimulatcs lipogcncsis in isolatcd 
adipocytcs. \Ve studicd thc cfíccl oí EGF on this 
paramctcr and obscrvcd a vcry small but con
sistcnt 17 ± 2% incrcasc ovcr basal (P < 0.005). 
lntcrcstingly, thc cffcct of n1aximal cffcctivc con
ccntrations of PMA (1 ¡iM) nnd EGF (10 nl\·1) was 
additivc (64 ± 5% ovcr basal). 

3.4. Plw.~pholipitl /abeli11g 

lncubation oí fat cclls with Pl'vlA rcsuhcd in a 
dosc-dcpcndcnt incrcasc in luhding \o,.·ith [ 32 PJPi 
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Fig. 4. EH<:el o! PMA on thc lahcling with [32 1'1Pi o! diíforcnt 
phospholipids. Fat cclls werc incuhatcd in the abscm:c or 
prcscncc o! Ji!krcnt concentrations of PMA. Basal laheling o! 
phospholipids was 11s !ollows: phospha1idic acid (do¡,ed tri;m
glcs) 3500±250 cpm/10" cclls; phosphatidylcholinc (open lri· 
ungJe,.) 4510± 450 cpm/IO" cell.\; phosphatidylinositol (closcd 
cirdcs) 2180± 150 cpm/10~ cclls and phn,.phatidylcdrnnola
minc {upen circlcs) 840±80 t:pm/JO" cclls. 111e mc:ms wcn:: 
plottcd a11J \'crtical lincs n:prcscnt thc S.E.M. oí 8·9 C.\pcri-

mcnts with difforent ccll prcparations. 

of phosphatidic acid ( = 50~t incrcasc P < 0.005} 
and phosphatidylcholinc ( = 80% incrcasc, P < 
0.001) (fig. 4). No signiíicant cffccts of rr..tA \vcrc 
ohscrvcd on thc Jabding of phosphatidylinositol 
and phosphatidylcthanola1ninc (fig. 4). 

n 1-Adrcncrgic activ;nion 1narkcdly stimulatcs 
1hc Jabcling or phosphatidylinositol in fat cclls 
(Garcia-Súinz, 19H3; García-Sflin7. and Fain, 1980). 
Figure 5 shows thc cffcct of adrcnalinc on thc 
lahclinµ, of phosphaLiJylinosi1ol and thc ahility of 
PMA to hlock this cífcct; thc inhihitory nction of 
PMA \\'as dosc-dcpcndcnt (fig. 5). 

lnsulin also stimulatcs thc Jabcling of phos
phatidylinositol in fat cclls (De Torrcngucti and 
Dcrthct. 1966; Farcsc et al., 1982; 1985; 1986; 
Garcin-Súinz ;ind Fain, 1980; Stdn and Hales. 
1974). This stimulation by insulin \Vas not blockcd 
by Pr-..1A (rcsults not sho\vn). EGF also slightly 
stimulatcJ phosphatidylinositol labcling and again 
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Fig. S. Efrcct oí ¡uJrcnalinc and l'MA on pho~phatidylinosilol 
labcling. (,\) Cdls "ere im:uhatcd in thc ;1bscncc (open circlcs) 
or prc~encc of 10-~ M PMA (do~cd circks) nml difkrcnt 
com:cn1ratim1~ of mln:nalinc. (8) Cclh wcrc incubalcd wi1h 
to-'· M adrcnalinc in thc ab~cncc (open cirdcs) \lT prc~cncc 
(clo~cd cin.:lc~J of difkrc:nl o.:onccntr;nion~ of l'MA. Othcr 

tlct;iils :1s i11 íig. 4. 

thc cffcct was not blockcd by P~IA (rcsults not 
shown}. 

4. Discussion 

Wc no\V studicd thc cffcct of PMA, tite n1ost 
active phorbol ester, on thc horinonnl rcsponsivc
ncss of isolatcd rat adipocytcs. Significant dif
fcrcnccs in thc cffccts of phorhol cstcrs havc beco 
obscrvcd dcpcnding on tite tissuc. In son1c cclls, 
phorbol dicstcrs pron1otc .B-adrcnoccptor phos
phorylation and adcnylatc cyclasc dcsi.:nsitizouion 
(Kcllchcr et al.. 1984; Sibley et al., 1984). In 
contrast, cnhanccmcnt oí fi-:1drcncrgic uction has 
hccn obscrvcd in otltcr cclls (Bcll et al., 1985; 
Nabika et al.. 1985; Sugdcn et al., 1985). Wc 
obscrvcd ncithcr dcscnsiti7..ation nor enhanccmcnt 
oí the .B-ndrcncrgic action in íat cclls. 

Jakobs and coworkers (Bauer und Jukobs, 1986; 
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Jnkobs et al.. 1985; Katada et al., 1985; Watanabc 
et al., 1985) ha\'c prcscntcd cvidcncc indic~1ling 
that, in platclcts. phorbol cstcrs block thc inhihi
tion oí adcnylatc cyclasc, possihiy through phos
phorylation oí Ni. In contrast. severa! groups huvc 
providcd cvidcncc th:tt indicatcs that thc Ni action 
in othcr modcls is not hlockcd by phorbol ester 
(Cronin et al.. 1986; Sihlcy et al., 1986). Our data 
obtaincd \\'ith íat cclls indicatc that ncithcr the 
ac1ivation nor thc inhibition oí thc adcnylate 
cyclase con1pli:x is ahercd hy thc action oí phor
bol esters; both cyclic .-\f\..IP accu1nulation and 
lipolysis \\'Crc sludicd. Thc report of Hall et al. 
(1985) th.at P!\·IA did not ahcr cithcr busal or 
noradrcnaline-stimulatcd lipolysis was consislcnt 
with our findings. Rcccntly Naghshinch et al. 
(1986) reponed that purified protcin kinasc e can 
activatc adipocyte adcnylatc cyclasc. Our data and 
thosc of Hall et al. (1985) suggcst that tite in vitro 
changc~ reponed by N:igh~hinch el al. (1986) do 
not occur in intact cclls. 

\Ve conrirnH:d thc ahility oí Pl\fA to stimulate 
lipogcncsis. thut had hccn dcscrihcd hy Van de 
Werve et ni. (1985) and Cherqui et al. (1986). Van 
de Wcrve et al. (1985) rcported that PMA in
hibitcd thc lipogenic uction oí submaximal but 
not maxin1al conccntrations oí insulin. \Ve ob
scrvcd that P!\-fA did not din1inish the ability oí 
lllaximally cííectivc concentrations oí insulin to 
stin1ulatc lipogcncsis or phosphatidylinositol labcl
ing but that, in contrast, the antilipolytic action oí 
insulin was significantly di1ninished by Pl'vlA. Thc 
slight cfíect oí EGF on lipogencsis and phos
phatidylinositol labcling \\'as not afícctcd by PMA. 
lt has bcen obscr\'cd that EGF has insulin-likc 
actions in n1any cell typcs (llosch et ni., 1986; 
García-Sáinz et al .• 1986; Haystead and Hardic, 
1986). Both si1nilarilies and diífercnccs in the ac
tions of thesc pcptidcs havc bcen observcd (Bosch 
et al., 1986; García-Sáinz el al., 1986), \Ve observcd 
that b~ith EGF and in~ulin produce :.onh! stintula
tion oí phosphatidylinositol labclling in íat cclls 
but no stimulation in li\'cr cclls (Garcia-Sáinz el 
al., 1986). 

\Ve initially described the ubility oí phorbol 
ester to inhihit a 1-adrencrgic action in hepatocytcs 
(Corvcr:i and Garcia-Sáinz, 1984). This finding 
was confirn1ed and extended íor mnny othcr ccll 
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typcs (scc Garcia-Sáin1 ... 1985 íor rcícrcnccs). Thc 
inhibition sccms 10 be duc to n 1-adrenoccptor 
phosphoryla1ion (Lcch-Lundbcrg el ul.. 1985). Rt> 
ccntly, Schimmcl et al. (1986) rcportcd that phor
bol cstcrs inhibit thc n 1-adrcncrgic stimulation of 
phosphoinositidc turnovcr in bro\\'11 fal cclls. Our 
prcscnt findings t!.'<lcnd thc ohscrvation to whitc 
fat cdls. 

1'~1A incn.:ascd lht! lahcling of phosphati
dykholinc and ils n1daholic prccllrsor phos
phatidic acid in fat cclls: sirnilar obscrvations havi: 
hccn rnadc with isolalcd livcr cclls (Corvcra et al., 
1986) in \VRK-1 cdb {~lonaco and ri.·tufson. 1986) 
und in thc lvlDCK ccll linc (Daniel et al.. 1986). 
Intcrcstingly, Daniel el al. (1986) ohscrvcd that 
Pf\.IA stirnulatcd thc incorpora1ion of ho1h 1 n PJPi 
nnd (1nc1hyl-JJ-l]cholinc into phosphatidylcholinc. 
Thcse authors ulso obscrvcd that P(\·f1\ cnhanccd 
lhc rckasc of radio:u.'li\'c cholinc fro1n prclabclc<l 
cclls. Thcir dat;i indica te that fJ(\.ft\ sti1nulatcs thc 
cydic hrcakdown and rcsynthcsis of phosphati
dylcholinc which con!>titutcs a no\'cl mcchanbn1 
ror diacylglyccrol íonnation. 

lt is puzzling that thc uctions of phorhol cstcrs 
vary dcpcnding on thc tissuc studicd. Thc ex· 
istcncc of severa! isozyn1ic forn1s of pro1cin kinasc 
C h:is rcccntly hccn reponed (Huang et al., 1986). 
lt sccms of in1portancc 10 dctcrnlinc if lht:sc fonns 
havc idcntical suhstra1c spccificitics and tissue 
distribution in or<lcr to hctti:r undt:r.~tand 1he 
rolc(s} of prolcin kinasc(s) e in thc 1no<lulation of 
ccllulnr .ictivity. 
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VACUNA ANTI-TOSFERINA ACELLILAR: 
AVAf'1CES t:.i.'..¡ SU DESARROLLO 

Introducción 
Ln tosfcrin<i es una cnfcrmcd.::d infecto-canta· 
oin<;;i C'illl!'t:-tci;i nnr lil Bor<ÍC'tella nertussis. Este 
9crrncn es un bacilo pequeño 9r<im ncgntivo, 
nislado y caractcrizüdo como ilgente causal de 
l.i enfermedad por BurJel y Gcnyuu ~n 1906. 
E! 9ern1en no es invi.lsivo y su infección se 
linlil.J exclusivcJn1cnte al Ppilelo ciliado G;:-ol 
lriH.:lo respiratorio. L<.1 cnfc>nncdacl es <ilr.J.· 

1111._•nte conlügiosu (cs!i1n,inJose que h<.1sl.J un 
90" .. de los susceptibles expuestos pueden ad
quirir 1.:l enfer;,1edud), y se caracteriza por un 
periodo de incub01ción de una .:idos se1nanas, 
seguido por unil fase catarrL!.I con signos y 
sinfo1nLl.s incSpecíficos de un ptldccin1icn10 del 
lrocto respirul orio superior. DespuCs de est;:is 
clapas se desarro!lu el cu.:idro caructcristico 
con los paroxístico ciunosante que puede 
acon1paiiarse de expulsión de rnu!eriol mucc
so ai.:u111ul...1Uo en i<1s ví.:i.s rcspiratoriüs y de 
vónli10. L.:i. gr<.lvcdad de J~ eníern1edad, sobre 
todo en nii1os 111c11or¿s de un c.illo, se debe a las 
complic.:icioncs y sccu1::.~.:; que s.z ¡:i:c::;2nt.:in; 
entre éstas encontran1os: periodos de apr.eil, 
pncumonia, sungrado intracerebrul y altera· 
cioncs neurológicas persistentes, bronquiec
rasias, retardo menl<il, alteraciones auditivas y 
del lenguaje. lts evolución natur.JI de l<l enfer
n1ed.:id llcvu a lil fc:ise convolcciente caructcri· 
;·;:d;: pnr ~l~:ni:-:::d6n prn5rr'.;h.:;, d .. !n'.': ~~rn 
xismos de los. Lil mortil!idad rcportad::i es 
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variable pero se eslima entre el 5 y 15~ .. 1 J 

La lasa de morbilidad antes del inicio de la 
vacunilción n1asiva era en t--1éxico de aproxi· 
rr1ada1nentc 100-130 por cada 100,000 hi..1bit.Jn· 
les. 4 En la Unión Soviética Ja t.Jsa reportada 
era tan allü como 350-400 por cada 100,000 
h.'.lb1lantes.'' Con el advenimiento de la V.'.lCU· 
noc.i6n 01.:isivLt en Ja etap.:i de los cincuentas en 
!es paises desarro!l;:i.dos y d.:> los sesentas <~n 
países subdesarrollados se ha logrado cib<itir 
paul.::itinam~nte lil inctdenciá de la enfenned2d 
(ver referencia 5). Para el periodo de 1964 a 
1966 /¿1 incidencia por 100,000 habitantes era 
de lil siguiente fonna en América: A. del Norte 
6.2, A. Central 64 y A. del Sur 1525. En nuestro 
país en Ja etapa de los ochenta se ha n-.antcni· 
do con una tendencia a la disminución entre el 
5 y 2 por 100,000 htibitantes. Es indiscutible 
que la vacunilciñn n1<1siva h¿i j'...lg~do un p~µ;,;J 
clave en estos logros. AunJ.da u ki vacun.<Jción 
musiva han ocurrido rnejur..i'..> en l<-15 1..u11eJiLiu· 
nes sociales y de salud de lns pueblos, ello ha 
llct.:.::do a diversos cut ores a cuestionar 1:- 1m· 
portancia de Ja vacunación. 

Debemos mencion.:Jr, que en pi.1!ses en los 
qL.:e por divers.:i.s circunst.:i.ncias (ver mt1.5 .:i.de. 
lilnle) se ha suspen<lido o disminuido la vocu· 
nación se han í'rod~1ciclo ('n forma casi in:r.c· 
dia.la brotes epidémicos de tosfcrina.~-; Ello 
~'J~ h::b!."! c!~:-~:n~n~<:> de !a import~ni:i;i di:o I;¡.::;. 
campañas de vacunación rnasi'..•a. 
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La vacuna actualmente en uso en la m11yoría 
de los paises consiste an unil suspen:;i6n de 
Bordetella pertussis muerta por calentamien· 
to. Esta vacuna es generalmente asociada a los 
toxoides tetánico y diftérico para la produc· 
ción de la vacun:. triple o DPT. La vacuna 
pertussis usada en nues.tro paises produ::ida 
en forma casi exclusiva por el Instituto Nacía· 
nal de Higiene de acuerdo a los criterios que la 
Organización Mundial de !il Salud ha estableci· 
do y con tecnología en gr5n parte dcs11rrollada 
en et propio Instituto. 

La vacuna antitosferina actual se estima tic· 
ne un índice de protecCión de apro).(imildu· 
mente 90%.7·9 Es m:5s, se ha reportado que 
cuando un niño vact1nado sufre 1" infección, 
ésta es mucho menos severa, de menor dura· 
ción y con menos complicaciones y secuelas 
en comparación con la que sufren niños no 
vacunados. to 

A pesar de la clara evidenciil de la utilidad y 
eficacia de la vacuna actual, existe en todo el 
n1undo un claro intcré:; por dc.3J.rrolb.r una 
vacuna anti·tosferina mejorada. Ello se debe a 
varios factores: En primer Jugar, la vacun<l 
actual. no está exenta de reacciones indesea· 
bles. Estas reacciones son generaln1entc leves 
(fiebre e irritabilidad 10·30~ú), pero se han re· 
portado reacciones severas como son: crisis 
de llanto, convul!:¡oncs, taquicardia paro.-:ísti· 
ca y daño cerebral permanente. Estas reaccio· 
nes ocurren con muy baja frecuencia (entre 1 
por 10,000 6º100,000 vacunados, dependiendo 
del tipo de reacción adversa seriu). Ello nos 
habla claramente de que la bülanza riesgo· be· 
neficio está totalmente desplazada haci;;i. el be· 
neficio. Sin embargo, la cxistenciu de estas 
redcc.:iones aunada a campafias poco cscru· 
pulos;;i.s han causado verdaderos desastr12:i al 
desalentar la v11cunaci6n. ·r anta en japón co
mo en Inglaterra ha habido grandes epidemii!s 
al disminuir la vacunación. 6 ·10 Ello ha llevado il 
las autoridades de salud de diversos países a 
bu!>cdr una vacuna mejorada. Corr.o me~cio· 
namos anteriormente !il vacuna consiste en 
una suspensión de gérmenes. Por lo tanto, 
c::tá !crm~dO! f-'S· ,· m!!~s de i:0mpo'1J?11t~s- Alg11-
nos de estos componentes son antígenos im· 

portantes en !a inducción de protección con· 
tra !:: enfermedad, perol:! mayoría de ellos son 
innecesarios. El avance en lu bioquimica y la 
inmuno\ogi<l ha pern1itido identificar algunos 
de estos antígenos, importantes en la induc· 
ción de una respuesta inmune proteclor a, y en 
el caso de los que tienen actividad biológica 
tóxica, descubrir su mecanismo de acción y 
diseñar métodos para su detoxificaCión. 

Ello ha pennitido tratar de desarrollar una 
nueva vacuna que sea atóxica, constituida por 
componentes i:onocidos, en cantidades cuan· 
tificables y significativos desde el punto de 
vista de ir.mur.oprctccción. 

Principales ;:intígcnos 
Varios son los antígenos de Bordetc//a pertus· 
sis que hilo sido caracterizados desde el punto 
de v:sta rnolccub.r; los principales son: a) la 
toxina pertussis, b) la hcmaglutinina fibrosa o 
filamentosa, c) la ade1nlato c1clasa extrilctto· 
pl6.smicu y d~ otros <lntígl'.!nos que incluyen a 
bs protcini!S de la mcrnbranil e'<lerna, ~ lii 
toxinil dcrm0necrótk:il y a algunos aglutinóge· 
nos. A continu;:i.ción discutir~ brevemente al· 
gunas can:i.cterísticas de ellos: 
a) Toxinn pcrtussis: La toxiní'l pertussis es 
una cx.otoxina presente en el medio en que se 
cultiva la Bordctel/o pcrtussis. Se trata de una 
proteína oligon1érica con peso mc!ecular apro· 
ximndo de 117 KDaltones. 11 Es1a toxina está 
cornpucsta de seis subunidades. Se ha pro· 
puesto que la subunidiJ.d Sl es el protómero 
activo, es decir, con actividad enzimática, 
n1ientra.s qu.-.. el resto de las subunidades, es 
decir lds subunidadcs 52, 53, 254, y SS sirven 
pard l.:1 fij.::ici.:i.-. (Bi:1d:ng) a \¡:i. superficie de las 
i.:Jlu1~1J.11 L.J tc:~i:i.:: pcr!us:s:ls: ejerce su acción 
en rr.ú!tip:es s\stemas c:elulares bajo una ac· 
ción c!;;)eciiicc.i bioqucdndo al c.:01npune11le re· 
guiador inhibitorio (Ni) de la enzima. adenilato 
c:clns01.121.i Esta enzima. es la transductora de 
la señal de una gran cantidad de hormonas, 
ncurotr;;i.n~:n!scrcs y <."!.tH~coides. Ello explica. 
la multiplicid<:id de efectos de esta toxina. La 
modiflcaciún de Ni se rc.::!iza por la ADP-ribo
c::il;ir-iñn rlP la nrotP.Ín<l usando el NAO endóqe
no de b. céluia. 1·:_ i!> Las múltiples acciones de 
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esta toxina ocasionaron que se le <lieriln una 
gran cantidad de nombres que tlesc1 ibían bási
camente sus efectos y as! fue llam.Jda: factor 
promotor de la linfocitosis (LPF), factor sensi
bilizan te a la histamina (HSF}. Prot'!Ína <:lcliva
dorü de los Islotes de Langcrh.Jns {!AP) y fac
tor tóxico de aparición tardía (LAT). Es acercil 
de esta toxina y sus acciones c¡ue contamos 
con más información. Recientemente se hiln 
publicado varias revisiones al respecto. ll'> is Al 
ser vista al microscopio electrónico esta taxi· 
na presenta un aspecto esférico. 19 La toxina 
pertussis parece ser responsabie de algunos 
de los efectos indeseables de la vacun;;i11.1e y se 
antojilría eliminarla de la misn1a. Sin embZ!rgo, 
parece ser el principal antígeno presente en ia 
vacuna. Varias líneüs de evidencia se-r.a!an es
te hecho: n) la administración e.le toxina. per
tussis puriíicada es capaz de inducir protec. 
..:i(J1·1 u..:tl"va .:.r, ,;:;! rütén, :;i.:::;;;p;.: y ..::::..:;;:.r;dc ce::. 
parcialmente dctoxificada;20 z2 b) se ha demos· 
trudo la cnp;;i.cid<J.d de los anticucr11os antitoxi· 
na pcrtu$sis de producir inmunidild Pi1Siva23 y 
e) la adn1inistración de vucunas tradicional in· 
duce la producción de anticuerpos anti-toxina 
pertussis en ~¡ hu1nano. 
b) Lo hemagfutininafibrosa: Esta proteinade
bc su nombre al aspecto de fibra que presenta 
al ser cxamin<3dil al microscopioelectrónico. 19 

El peso molecular de esta proteína ha sido 
estimado en 130 l<Da por ultracentrifuga
ción.19 El análisis electroforético en geles de 
polii1crilamida con lnuril sulfato de sodio (SOS) 
1nuestra que la proteína es heterogénea con 
pesos desde 220 !{Da hasta. 58 KDa.2:. 

La. hc;n.::glutinina. fibr•Jsa. carece de toxici. 
dad y aunque no protege por sí misma contril 
el des¡i,fio con Bordctclla pertussis, se ha ob. 
s~r.•2do q'..!!! incr02!T'.enta \~ c~r:.v:id;:id ¡irntP.C· 
tora de Ja toxina pertussis.i1. z2 
e) Adt?nilato Ciclasa Extracelular: Esta pro
tE!Íllil reprcsenlú unú adeni\¡i,to cicb.sa o.paren· 
temcnte no relacionada con !a. enzima de los 
mamíferos. Se tr;:ita de unw. proteína de peso 
n10\ecular de 70 l\.DL3 aproximada.mente2b y 
es capaz de alterar los niveles de AMP ciclico 
ai penetrar ~11 c.1i~u11a:> i;~iula.s.~i S..;. hü. pro· 
puesto que esta enzima juega un papel impar-

Adolfo Gcrcfo·S6!nz y co!s. 

tan te en la patoqenia de la enfermedad y se ha 
observado que mutantes <le Bur detella pertus
sis carentes de lil enzima. son práctica.mente 
avirulentas.211 
d.) Otros antígenos: Se h~n a.isludo seis proteí· 
nüs de la superficie de la. Bordctclla perzussis 
con pesos de 90, 86, 92, 33, 31 Y 30 KDa. 29 

Asimismo los ag\utinógenos 2 y 3 aparente· 
mente tienen origen fimbrial. 30 Dado que tonto 
las proteínas de superficie como las de lil fim
bria juegan un papel muy importante en la 
adhesión de la bacteria al epitclo respiratorio 
son potencialmente antígenos de importancia. 
Por otro lado, la toxinLl. dermonecrótica o taxi· 
na termolábil es una proteina intracelular de la 
cual tenemos poca iníormación. Esta toxina 
no parece tener un papel importante en lo 
inducción de protección. Sin embargo, se ha 
mencionudo que pudiera participar en la pro-
·' ·-" - _J_ -'-··-··- -l·-•-• : ... ...1-~~-t..1~- ...l-Tuu1....•_1v11 ...,o::. u•:::i'-'''v" ""'""'-'""""' .. ,.._..__,,_ .... u,,_.; .... ~''"" 

vacuna.5 

Vi1cuna:s acclularcs 
Desde hace 30 años se ha tratado de preparar 
vacunas anli·pertussis de tipo acelulor. Se han 
intcntndo extractos obtenidos por sonicación, 
extracción con de~crgentes, urea y altil salini
dad. La ma.yorí<J. de ellos no han sido llevados a 
las pruebas de campo. 

La v~cuna acelular actualmente en uso clíni
co es la desarrollada en Japón, la cual se está 
aplicando masivamente en ese país desde 
1981. La primera publicación formal acerca de 
esta v.::.cun.:-. (ounque con información cscasísi· 
m.:l) aparece hasta 1984.6 Consiste básicamen
te en toxina pertussis (detoxific.;.C:::i.con forma
lina) y hemaglutinina fibrosa. Losdotos obteni· 
dos en las pruebas de campo y en laboratorio 
m1Je<5-tr"'n r¡11~ l;i rrnt+?r:rión cin~ rnnfierP. r.s 
satisfactoria y que su toxicidüdes notablcmcn· 
te baja.6 Sin embargo, no está carente de pro
blemas: a) La metodología emplei\da es costo
sa para ser incorporada a nivel industrial pues 
indu~·e centrifugación en gradiente de sacaro
sa;c. b) L<l C<J.ntid:i.d total y lo proporción de los 
~omp~i;_en.tes varía consid~rablemcnte entre 
iO:i:s." ~:. iinpor:ur;<e rn.:n.::;on.:ir .:¡:..:.:: .'.l pc:;.Jr 
de estos problemas es la mejor vacuna acelu· 
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far ·en uso masivo. Unil excelente rev1s1on 
acerca de los últimos avances en vacun;:i.s anti· 
tosferina apareció recientemente.3 1 

Vacuna acelufar mexicana: eéotado actual 
Durante los dos últimos años hemos desarro· 
liado un procedimiento tecnológicamente sen· 
cilio capaz de producir un extracto acelular 
que induce protección en el ratón contra el 
desaffo intracerebral por Bordetel/a pertus· 
sis.32 Este extracto se obtiene de la siguiente 
forma: El germen es crecido en medio Stainer 
liquido por aproximadamente 1i8 h. a 35"C 
(hasta que el cultivo llega a un pii de 8.2). El 
producto es conccntr;::.do por prcc:pit.J.ción 
con ácido citricoJJ neutraliz<J.do y detoxificado 
a 56coC por30 minutos. Las bacterias son elimi· 
n<Jd.:i.s por centrifugación y el sobrenadantc se 
aiusta a oH 3. El orecioitado <1cido se resus· 
p-ende y ñeutraliza)2 E¿te procedimiento sen· 
cilio produce una purificación significativa de 
la toxina pertussis (aproxin1adan1ente 200 ve· 
ces) y resulta en un extracto que es entre SO y 
200 veces m~s potente (en b.Jse a proteína) 
que la ·v.:icuna de referencia del Instituto N.:i· 
cional de Higiene; es decir. se requiere ndmi· 
nistr¡:¡r una cnntidad mucho menor de proteína 
para lograr una protección similar (ver figura 
1). 

Se han realizado experimentos con dos ce· 
pas de Bordctella pertussis, la 509 y la 165 y 
con múltiples Jotes de producción. Hemos ob
servado que el extracto acclular obtenido de k1 
cepa 509 produce consistentemente buena 
protección con una ED50 de entre 0.5 y 5 µg 
por ratón (ver Figtira 2). Por el contrario, los 
extractos de Ja cepa 165, la cual produce una 
mayor cantidad de toxina pertussis,J4 inducen 
¡:.:-o~c::lón p.::.rci<.il a dosis b.:üils; pero al 
aumentar lcJ. dosis la propia toxicidad de lil 
preparación (evidenciada. por pérdida de pe
so) nos evita lograr la protección total de los 
animales. Ello nos habla de la necesidad de 
detoxificar en una. forma m6.s enérgica los ex
tractos obtenidos a partir de cultivos de esta 
r::-pn, con el fin d.: !ogr;;r r.!f:t~rm¡n;;r 5t1 ¡-:nt~n 
cial como inmunógeno protector. Es impor
tante mencionar aquf que la prcparLJción ilCe· 

ngura 1 
JNDUCCION DE PROTECC!CN POR lA:3 V/.,CUNAS 

PERTUSSJS CELULAR V ACELULAR. SG frotaron 
grupos do 16 ratones con ros concontrociones do 
vacuna tradicional(•) o del erlrocto acelulor (0) 

1 d dios antes de ser retados con Bordete!lo 
portussis (cepo 18323) o una do5is do 300.t.rOO 

LD!C. So presonto al promoo:o do 3 experimentos v 
ro:; barros Indican el erre< cstóndcr. 
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lular obtenida de l.:i cepa 509 pasa !Li.s pruebas 
rutinarias de toxicidnrJ.12 pero que si SI! <lllmen· 
ta la cantidad de protcinn adrninis1r.:id.::i .:i dosis 
supra-protectoras logramos observ.::ir cli1ra· 
1nentc cierta toxicidad. Ello no es sorprenden· 
te pues conrienc toxinel pcr1ussis ac1iva. Dadil 
la presenciil de toxina n1?t"lt1ssis .1cti\'n.en el 
extracto acclLdar lu prepürcició:i causil ur..:i. 
marcada leucocitosis y sensibilización a la hi5· 
tam1na.J2 La inducción de leucocitosis ha sido 
consideradil como un índice capaz de predecir 
la potencia protectorLJ; de una VZ!CUnil.J~ Ac· 
tualmente estamos trzib.Jj~r.do en procedi
mientos sencillos que nos puedan permitir ob· 
t.2n.::¡ unv ¡.r:or·<>r';-,c~f.':", tr:;t;-,\r¡o;;-"~"' ;;~:"-.:.::r-., :¡n::: 
induzcil una buena pr0tecri•jn. ' 

Hcn1os procedido a la c<.iraclcr:zación qui· 



120 

Figura:? 
Inducción de prolección por vacuno ocelulor 

oblenido do do~ lotes do lo copo 50? y uno de 
la cepa 165. Copo 509 (Loto 29·170) (0), cepa 
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509 (Lota 29-369) (•) y cepa 165 (.1). Ofras 
lndfcoclones como en ro Figura 1. 
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micil de la preparación. Se encuentra consti· 
luida básicamente por proteinas. La filtración 
molecular con Sephadex G200 mostró la pre· 
sencía de 3 componentes (Figura 3). Los dos 
componentes de más alto peso molecular no 
se resolvieron totalmente. El componente I 
tuvo actividad de hcrne:g!utinln.:. y li.::ja acti\.•i
dad de toxina pcrtussis mientr41s que el cotn· 
ponente 11 tuvo alta actividad de toxina pcrtus· 
sis. Al componente 111 no se le pudo detectar 
actividad biológica alguna. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida a 
pl·I 4.5 (fig. 4} mostró dos con1ponentes, uno 
de los cuales corresponde a Ja toxina pertussis 
y el otro pudiera corresponder a la hemagluti· 
?"!!?"!~ fibr0=?.!. La ~!cctr'"'far<:!Sls ~!'! '}iJ!cs con 
lauril sulfato de sodio mostró entre 15 y 20 

Adotto Garé:fa-Sófnz y cols. 

Figura 3 
Perfil da elusión de ro vacuna ocelulor usando 

Sephcdox G 200. 
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Figura 4 
Patrón c!ectroforético do la va::uno acc!u!cr en 

gel de po!iocrilomido o pH 4 .~ 
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bandas {d.apendienJo d~ la µr~pdraciún) (Fig. 
5). Se observaron las subunido.dcs de la to;cina 
pertussis,11. 19 bandas de peso mol::?cular alto 
que pudieran corresponder a hcmaglutinina 
fibrosat9 y otras banda.s cuyo origen descono· 
cernos. 

Figura 5 
Patrón electroforót!co da lo vacuna acelulor en 
gel de pollocri!omido con lou11l sulfato da sodio. 
Los flechas indican los subun!dades da lo toxina 

pertussls. 

El examen con 1nicroscopio electrónico 
mostró una preparación heterogénea en la 
cual se aprecian las partículas esféricc1s y los 
agregados característicos de Ja toxina pcrtus· 
sis,19 ~lementos fibrosos que pudieran corres· 
pender a hcmaglutinina fibrosa y aunque esca· 
sas aigunas estruciuras de mayor tamaño que 
pudieran representar fragmentos celulares 
(fi9. 6). 

Nuestra prep\lración presenta los dos ele· 
rnentos básicos de la vacuna ace!ular j;:ipone· 
sa. Presenta adcmó.5 otros componentes en 
proporción menor cuya i1n;.Jorlo11cia es i1npo· 
sible valorar por el momento. Es capaz de 
inducir protección en el ratón. En principio, 
p~d=~=-~~:::c dc:::r q~:c ~e !rata ...t'=' ~1ria '-':!C'.!!1a 
<lcelular en fa::c de ki.boratorio, q~ic puede pre· 
pararse con tecnologfa sencilla y a bajo costo. 

Flouro 6 
Microscopia efectrónico do to preparación 

ocelu!or. 

Confiun1os en optimiz.:i.r l.J preparación y en 
poc!erlu !lí?vtlr a J;:i f.::ise de producción indus· 
tria! y a los estudios de cdmpo en un futuro no 
muy lejano. 
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