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INTRODUCCION.

la Bioquimica es una ciencia relativamente nueva que
nos lleva a un éampo extenso de gran inter&s y que se ha- ve
nido desarrollando ripidamente en las Gltimas dé&cadas. Es- -
tudia a nivel molecular los procesos y funciones vitales dé
los organismos y trata de expliéar que eé la vida y como sé

manifiesta.

Es de especial inter&s el observar la existencia de
mecanismos de gran complejidad.que permiten regular las fun-
‘ciones del organismo y que en Gltimo término de ellos depeg )
de nuestra existencia.‘ La sintesis de proteinas es uno de
esos mecanismos complejbs que comprende una serie dé facto~
res y funciones especificas de gran trascehdencia para los
procesos vitales del organismo, como son, la réspiraqién, la
nutricidn, el creéimiento, la reproduccidén, la sensibilidaa,
irritabilidad, movimiento, etc. y el conjunto armbnico de

elloz nos proporciona la vida.

Otro factor de gran inter8s es el de sefialar la impdi*
tancia de las protefnas que de acuerdo con su funcién biol&-
~gilca se;clasifica en dos grandes grupos: las enzimas, que son
losrcataiizadores de las reacciones bioquimicas y que reducen
l§>energia de activacifn de la reaccibn qufmica del sistema,

las cuales pueden tener una funcidn regulatoria y se denominan
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enzimas regulatorias y en algunos casos alostéricas. EL
segundo tipo de protelnas lo constituyen aquéllas que tie-
nen funcibn estructural. Estas son las dos grandes clasi-
ficaciones y dentro de ellas se encuentrén: Enzimas, pro-
tefnas de almacenamiento, de transporte, contractiles, pro-

tectoras, toxinas, hormonas y proteinas estructurales.

Al considerar la gran variedad de funciones que rea-
lizan las protefnas se hace evidente la importancia que pre
sentan éstas en el oxganismo, asf como la trascendencia de
una alteracifn en su secuencia o en la regulacién de ellas,
gue podria repercutir en el equilibriormetabélicé del dxgé—

nismo.

Con tal motivo se presenté la siguiente tesis con el
fin de analizar un tema especifico relacionadd con lés pro=-
tefnas, y que consiste en determinar el papel de la insuli-
na y de la hormona de crecimiento en el mecanismo de regula-
cién de la sintesis de proteinas en higado y mfisculo de ma-
miferos, asf como revisar algunas de las principales teorias
que existen sobre ¢l o los mecanismos de regulacibn hormonal,
present&ndose para esto una revisién bibliogré&fica scobre las
principales investigaciones publicadas en los @ltimos afios

(1267-1972) .

Para facilitar el estudio de estos sistemas biolbgicos .



se tomaron en consideraci6n dos aspectos de regulacibn hor-
monal de sintesis de proteinas: I.- Una regulacibn directa
sobre la sintesis que constituye una regﬁlacién gendtica, es
aecir, las hormonas pueden influir en la transcripcibn y/o

la traducci6bn de la informacibn genética estimulando: a) La -
sintesis de RNA mensajero. b) La activacibn del RNA de trans -
feféncia, c¢) La formacifn de complejos ribosomales en inicia
cibén ¥ ala#gamiento de cadena, d) La liberacifn de 1la misma, asf
como también, &) Una estimulacibn de actividades enziméticas
involucradas en este mecanismo de biosfintesis. II.— Una re-
~gulacifn indirecta, incluyéndose en &sta todos aquellos efec
tos gque en forma éecundaiia estan relacionados con la sintesis
de proteinas, pero que en realidad son efectos independientes
entre si, Estos se manifiestan comb: a) Una acumulacibn de
amino&cidos en el plasma, b) El transporte de los mismos al
interior de las células, y ¢) Su incorporacifén en las protei

nas.

Se considera ademfs esta revisifn de especiél importan-
cia por la utilidad que reporta en el campo de la Nutricién,
de la Biomedicina y de la Biologia, principalmente porque .ana
liza a nivel molecular y con bases bioguimicas el posible me-

~.canismo de regulacifn hormonal y en particular trata de expli
car el origen de enfermedades o defectos fisicos. ocasionados
por la hipersecrecibn, hiposecrecifn o la ausencia de una o

ambas hormonas (Insulina y Hormona de Crecimiento); asf como



el papel que desempefian las mismas en el crecimiento normal

del organismo.

Por lo tanto mediante una presentaqién de los conoci-
mientos actuales sobre un aspecto particular de la biosfinte-
sis de proteinas se proporéiona una fuente de informacisn
dentro del campo de la Bioquimica que contribuye indirecta-
mente, junto con otras especializaciones y otras ciencias al

desarrollo de la misma.



CAPITULO I.-

CONCEPTOS GENERALES.

1. MECANISMO DE BIOSINTESIS DE PROTEINAS.

La sintesis de proteinas es uno ce los procesos biol6-
_gicos més impqrtantes de un ser vivo y como todo proceso- de
un organismo viviente es muy complejo y altamente organizado.
Un factor devimportancia es -la sintesis de protefnas es qﬁe
el mecanismo dé. la expresién genética es por especificacién
el responsable de la caracterizacibn de todas las proteinas
celulares, y a pesér de que exiétén diferentes proteinas que
tienen diversas funciones biol8gicas es evidente que todas
son sintetizadas por el mismo mecanismo, no obstante gque exis

tan algunas diferencias en detalle.

Para sintetizarse una ngteina se requiere de una infor
maciéﬂvgenética que nos exprese da ;ecuencia de aminodcidos
que la va a constituir y todo un proéeso de gran precisifn
que conduzca esta informacifn que pfocede de los.ggﬁes, has-
ta el sitio en donde se sintetizan las protefnas que son los
ribosemas. Para poder entender mejor este mecanismo.de siptg
sis es indispensable primero especificar en que consiste esta
informacifn y el papel que les corresponde a los genes en es-

te mecanismo.

Se sabe que el dogma central de la Biologia Molecular
establece que la informacibn genética procede del 4cido

desoxirribonucleico (DNA) y que es transmitido en el nensaje



para continuar su traduccibn en la proteina, por lo tanto el
flujo que sigue la informacifn es el siguiente: DNA —=mRNA -—w

.

protefna.

Por lo tanto la secuencia de aminodcidos para una pro-
tefna particular es especffica éara la secuencia de nuclebti
dos en un segmento particular del &cido desoxirribonucléico
8 DNA. Los DNA son los moldes indirectos para la sintesis
de protefnas, son transportadores genéticos del sistema del
cBdice, es ﬁeéir, la informacién que poseen la transfieren a
las moléculaé del éciﬁo ribonucleico, RNA, que en particular
en este caso se conoce como mensajero 6 mRNA. En este proce-
s0 primero se sinteti;a una molécula de MRNA en el ndcleo por
un mecanismo que se denomina transcripcifn, copifndose la se
cuencia de bases del DNA y una vez que esta integrada viaja
hacia el citoplasma transportando el mensaje hasta el sitio
en donde se efectfa la tréduccién, én los rihosomas y es pre
cisamente el mRNA quien actfia como molde directo o templado y
quien va a determinar mediante su secuencia de bases (pﬁrigas
y pirimfdicas) la secuencia de amno&cidos en la proteina; ha-
biendo un mRNA especifico para cada protefna. Ei mRNA perma-
nece unido a particulas éitoplésmicas de ribonucleoproteina
(ribosomas) y es ahf en donde se determina el orden de unibn

de los aminodcidos en una proteina especffica (traduccidn).

Este proceso de sintesis de proteinas comprende dos

grandes eventos: la TRANSCRIPCION Y la TRADUCCION.
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DNA =————a  RNA ———o PROTEINA

Transcripcién Traduccién

El mRNA se traduce en direccién 5'—s 3': La sfntesis de
una proteina se inicia en el grupo aminoc terminal del amino-—
dcido y.prosigﬁe hacia el carboxilo terminal del amino&cido.
Durante la traduccién un grupo de tres nuclebtidos adyaceﬁtes
en el mRNA (codon) especifica cual aminofcido tiene gue unir-
se a la cadena peptidica en crecimiento. Se ha establecido
cuales codones especifican para cada uno de los veinte amino--
dcidos (esto es el'céd;go4genéticb). Parece ser éue la secuen:
cia de aminofcidos y por lo tanto la cadena polipeptidica con-
tiene toda la informacién requerida para generar la estructura

tridimensional de la molécula de la protefna nativa.
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1.2 TRADUCCION DEL MENSAJE GENETICO.

La sintesis de proteihas en su prbceso de traduccién com

prende cuatro grandes.etapas:

la. ETAPA. Comprende la activacién de los aminc&cidos,
Y requiere los giguientes componentes: los aminodcidos, los RNA
solubles o de transferencia (ERNA) , la enzima aminoacil-tRNA

sintetasa, ATP y Mg2+.

' 2a. ETAPA. Iniciacidn de la cadena polipeptidica, requie
re. el aminoacil~tRNA iniciador, mRNA, GTP, Mgz+, los factores
de iniciacifn M, My y My, ¥y las subunidades'ribosomales>403

y 60s.

3a. ETAPA. Alargamiento de la cadena, requiere los ami-
noacil-tRNAs seleccionados por los codones, Mg2+, los factores

T,y T,y energia como GTP.

4a. ETAPA. Terminacidn de la cédena, comprehde: el codon
terminal del mRNA y el factor de liberaci6n del polipébtido

denominado factor R.

1.20 ACTIVACION DE LOS AMINOACIDOS.

En la traduc016n ademds de los dos tipos de RNA mencio-
nados (mRNA y rRNA) part1c1pa otro tipo diferente de RNA, el
soluble o de transferencia (tRNA) . Para esto es indispensable
primerc establecer que los aminodcidos no se unen directamerite
a los ribosomas por las 5ases del mRNA sino gue es necesario

que -antes se combinen con mol&culas de adaptadores especificos



y formen complejos adaptador-aminofcido, ya que en esta for
ma son capéces de unirse para sintetizar una proteina debido

a gue- se encuentran activados,

El adaptador tiene una fuerte afinidad qufmica por los

nucledtidos del mRNA. Todos los adaptadores son moléculas

de tRNA que constan de una estructura especial formada por
tres grupos integrados por pares de bases comélementarias,
'unidos-por puenteS’de hidr6geno y en los sitios en dondg da
vuelta la cadena tiene varias bases no apareadas, como se
puede observar en la figura No. IV. E1l tRNA consta<dé cuatro
asas (en donde da vuelta su estruéturé), un tallo principal
que debe tener tres nucleStidos especificos para que se pue
da realizar la activacién (CCA); posee varios sitios especi-
ficos, uno de ellos és el gue reconoce al ribosoma y otrb

es indispensable para el crecimiento de %? cadena pegtidiéa
como sitio de uni6n de dos tRNAs en la translocacifn del péﬁ .
Atido. Otro sitio especifico importante que ée»enCuentra en
el asa II es el anticodon que esta formado por tres bases,

y son las que formar&n pares de bases complementarias con -
las tres bases del codon del mensajero. 'Es el tRNAR ya car-
~gado quien posee especificidad y no el amino&cido actifado y
es guien va a transladar su aminoicido especifico del cito-
plasma al sitio-de sfntesis de la cadena polipeptidica (Fig.

No. IV).,

Los aminodcidos se unen con su grupo carboxilo terminal
al grupo adenosin del tRNA por uniones covalentes de alto

contenido energé&tico y de esta forma los aminodcidos adapta
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dos permanecen activados. Para este paso de activaéién‘es
necesaria la presencia de la enzima aminoacil sintetasa que
es especifica para cada aminodcido. Un factb¥ de ;mportan—
cia es el sefialar que algunos investigadores reconocen que es
la enzima y no el tRNA quien reconoce al aminodcido (Fig. No.

V).

 para este proceso de activacién se requiere una molécu-
la de ATP (adenositrifosfato) éara suministrar energfa al sis

tema. La reaccifn se lleva a cabo de la forma siguiente:

a

ENZ + ATP + AAl — ENZ—AAl—AMP + PPi

ENZ"AAl—AMP 4+ ERNA et AAl—tRNA + ENZ + AMP

por  lo tanto se tiene:

Aminodcido + tRNA

aminoacetil-=tRNA + AMP + PPi'

- 2+

Mg™' y

_aminoaéil sintetasa AG°=.—7.0 Keal.
Este dato del A G°, o cambio de energfa libre nos indi

ca gue la reaccidn es exotérmica y que el compuesto formado
_ contiene una energia de unifn muy grande. Después de la acti
vacifn que se lleva a cabo en el citoplasma las moléculas. de

estos aminoacil-tRNA se difunden hacia los ribosomas.

.En estudios para determinar cual es el aminodcido ini-
cial se ha logrado demosfrar'que todas las protefnas comien-
zan con el mismo aminoicido y q por lo tanto existe un codon
necesario para iniciar la cadena peptidica. Tanto en proca-

riotes .como en eucariotes se sabe que este aminodcido es me-.
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tionina y que la fnica diferencia entre ellos es que en pro
cariotes la metionina esta formilada, es decir, tiene blo-
queado su grupo amino para asegurar el crecimiento de la ca
dena en un s6lo sentido. §5in embargo se sabe que en eucérig
tes esto no es necesario y que incluso en la mayorfa de los
casos la metionina es liberada de la cadena polipeptfdica por
medio de una enzima por un mecanismo.éspecifico que en ocasio
nes es activo y en otras inactivo, ya que se han encontrado
péptidos de 15 amino&cidos que ya perdieron su metionina ter-— .

minal como otros de mayor peso molecular que la conservan.

E1l @nico codon identificado para la metionina es AUG,
se sabe que este trinuclebtido (adenina, uracilo, guanina) se

identifica tanto para metionina como para formil-metionina en

los ribosomas. Por lo tanto a este codon se le considera como

»

el codon inicial de la cadena.
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1.21 INICIACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIOTES.

En eucariotes es evidente la existencia de pozas de subu
nidades ribosomales, ribosomas y polisomas; y todos ellos jue-

~gan un papel muy-importante'eﬁ la sfntesis de protefnas.

Se sabe que los ribosomas estan fqrmados por subunidades
que pueden disociarse y reaspcia;se, pero que permanecen unidos
durante la sfntesis, al final del proceso se disocian Yy perma-
necen en una poza para después volverse a-reasociar para nue-
vas sintesis;rsin sexr especifico que la unidn sea de Jlas mismas
subunidades. En eucariotes el ribosoma 80s se disocia en las

.subunidades 408 y 60s (coeficieﬁte de sedimentacién). La di-
ferencia principal.entre la iniciacién de sintesis de protei-
nas en eucariotes (cé€lulas nucleadas) y procariotes (bacterias)
es que en los primeroé los ribosomas simpleés sedimentan alre-
dedor de 75-80s mientras que en 155 cdlulas del segundo tipo
lo hacen a 70s, Los ribosomas estan-formados por agrupacio-
‘nes detlas subunidades chicas (40s + 60s) que bermanecen uni-
das depehdiendo de las cbncentracioﬁes dé Mgz+, Y al conjunto
.de varios ribosomas que estan‘leyendo a un mismo tiempe la in
‘formacién.génética de un mismo templado y que por lo tanto es-
t&n sintetizafido la misma protefna se les conoce como poliso-
mas, que pueden llegar a constituir desde tres o cuatro hasta

cien ribosomas individuales.

En un examen a microscopio electrbfnico los polisomas
parecen o dan la apariencia de estar unidos entre sf por un

cordén, que en realidad constituye el mRNA y las protefnas
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qgue se estan sintetizando. También a microscopio>electr6ni—
co ha sido éosible observar que los polisomas tienen una es-
tructura tridimensional en el espacio y que a partir de poli
somas que contienen seis o mds ribosomas conservan una cier-
ta forma regular, mostrando una estructura helicoidal en for

ma de espiral.-

Se éabe>adem5s gue los polirribosomas de células de eg
cariotes funcionan con un considerable orden y régularidad Y
qﬁe se pueden encontrar fijos o libres en el citoplasﬁa. Los
fijos se encuentran unidoé a retfculo endopldsmico, que for-
ma canales para el transporte y secrecibn de las nuevas pro-

teinas sintetizadas.

Un paso anterior a la iniciacidn de 1la cadeha es la di -
-sociacifin de los ribosomas en subunidades; se sabe que parti -
éipa principalmente la subunidad ribosomal pequefia 40s en ;a
iniciacifn. En estudios que se han hecho conlaminoécidos mar
-cados a tiempos cortos se ha observadq que la marca aparecég
con mayor frecuencia en las fracciones'ribosomalesnde subuni-
dades pequeilas que en los poliéomas o monosomas. Conforme .
pasa el tiempo la habilidad de los ribosomasg de disociarse-va

disminuyendo ya gue tienen una vida media determinada.

Comé se dijo anteriormente al hablar de la activacidn
de los aminodcidos, en la iniciacién de la sfntesis de la ca
dena polipeptidica en procariotes se requiere que el aminodci
do inicial'tepga su grupo amino bloqueado para que la elonga-

ci6n de la protefna se realice en un solo sentido y se ha en-
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contrado un aminoacil-tRNA especifico para este aminodcido

inicial (formil—met—tRNAmei). Este aminoacil~tRNA se pro-

¥

duce por formilacién del met—tRNAme en presencia de una

t
. enzima especffica (transformilasa). Mieﬁﬁras que en euca-=
riotes no ha sido posible demostrar laactividad de esta en-
zima; sin embargo se sabe que existen dos tipos diferentes
de Met=tRNA, uno de ellos (met—tRNAf) se utiliza siemp&e co
mo aminofcide inicial dg la cadena, mientras que el otro
(met~tRNAﬁ)xbrop6rciona metionina a posiciones intermediés.
Por otra parte se sabe que existe una aminopeptidasa que
quita la metioniha terminal, pero no se sabe que es lo que
le confiere actividad, ya que en ocasiones se han encontra-
do péptidos muy.gréndes que todavia conservan su grupo me-
tionina; sin eﬁbargo en la'mayoria de los casos la enzima
es activa uné vez que hay de 15 a 20 aminoicidos en la cade
na peptfdica, lo que hace ﬁensar.que metionina solo.sé en-
cuentra en las .primeras etapas del éreéiﬁiénto.de.la protel
na y es por-eso gue en estudios gue se han hecho de secuen—
cia de aminoécidoé solo en pocos peptidos se ha encontrado
metionina como aminofcido terminal. Sin embargo en estudios
mas espeéificos sobre inhibicifn del alargamiento de la ca-
dena se ha obse;vado que el péptido de iniciacién es metioni

na o metionina-valina (hemoglobina).

FACTORES DE INICIACION.

Existe un factor de iniciaci8n que se ha caracteriza-

do y que es @iférente de los de elopgacién;-parece ser gue
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act@a en un paso posterior a la formacidén del aminoacil-tRNA,
pero anées de la elongacibn del péeptido. ~S8e ha separado este
factor en dos componentes: Ml Yy M2, ambos factores regulan la
éptima concéntracién de Mg2+ necesaria, pero son Lncapaces de
estimular el mRNA natural. Existe un tercer tipo, el factor
de iniciaciSn M, que no regula la concentracién del éati&n
pero que es indispensable para la traduccién del mRNA natural.
Sin emba;goilé funcién exacta de estos factores.se desc&noce.
Solo se sabe que la funcibn del Ml y M2 es semejante é los
factores de.iniciacifn en bacterias, estimulan la ﬁnién dél
met—tRNAf a los ribosqmas'en la presencia-del codon de inicia
" cidn (AUG), que a la ﬁez es responsable de estabilizar el mo-
nosoma 80s. También interviene en la traduccifn del mRNA

el factor My y se piensa que su funcibn esta relacionada para

seleccionar o reconocer el mRNA natural (Fig. No, VI).

Bajo diferentes tipos de experimentos se ha comprobado
que- el mRNA de un tejido especfifico no puede ser traducido
por factores y ribosomas de otro y con esto se éoncluye que
existen factores especfficos celulares gue reconocen al mensa
jefo que se encuentra én el ribosoma y que tienen comc funcidn
principal la iniciacibn de sintesis de proteinas por unién

dei mRNA a los ribosomas.

Por lo tanto se puede concluir que el mecanismo de ini
ciaci6n de sfntesis de protefnas en eucariotes es similar al
de bacterias y por lo mismo la iniciacién por un Met~-tRNA
especifico podria considerarsercomo un fefiomeno universal en

la sintesis de protefnas de eucariotes y procariotes. La Gni
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ca diferencia es que tanto en bacterias como en mitocondrias
se requiere que el iniciador tenga su grupo amino blogueado,

mientras gue en citoplasma de eucariotes esto no parece ser
i

indispensable.
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1.22 ALARGAMIENTO DE LA CADENA PEPTIDICA EN EUCARIOTES.

Se han identificado hasta la fecha dos factores: el
factor Tl 6 transferasa I, que es.- equivalente al factor T
de procariotes y el factor T2 o transferasa II equivalente

al factor G.

Ei T_1 se ha aislado y se sabe que es una protefna de
peso molecular 18600, al hidrolizar se han encontrado subuni
dades aparentementeAiguales, obsefvéndosé gue esta disocia-
c¢ifn es irreversible; por otra parte.también se han encontra
do agregados de esta proteina de mayor peso molecular éon

actividad enzim&tica.

Esta enzima (T,) estabiliza y favorece la unién del
amincacil-tRNA con el ribosoma (en el sitio A); para este
proceso se iequiere energfa que se sumini§tra al sistema en
forma de GTP, sin embargo, no se ha encontrado ninguna relg.
éién entre la unidn éue se efectfia en el ribosoma y la hidré
iisis del compuésto de a}to contenido ene;gético,'es decir,
entre la cantidad de aminoacil-tRNA unide a ribosoma y la
cantidad de érdducto de hidr6lisis formado (GDP + Pi)‘é paxr

tir de GTP.

Durante esta etapa se forma un complejo T,~GTP-aatRNA,.

1
comprobédndose en estudios hechos en ribosamas de higado de
rata que se encuentran todes sus constituyentes perfectamen-

te unidos y el cual ha sido posible aislarlo en dicho estado.

Se sabe que el Tl se une en la subunidad pequeina 40s,

forma el complejo ribosomal y que en este sitio existe acti-
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vidad de GTPasa. También se sabe que existe una enzima qué
es la que va a transferir al péptido ya formade los nuevos
aminodcides, los va pegando para formar una cadena polipeptl
dica mds larga y su actividad como peptidil transfefasa se

ha localizado en la subunidad ribosomal 60s, por lo tanto

se cree.gue forme parte de la subunidad. Estos estudios han
sido hechos prinéipalmente en levaduras, en embriones en cul
tivo, en sistemas de c€lulas libres de reticulocitos, en higa

do de rata y en higado del hombre.

El factor T, también se ha aislado, se sabe que es una

2
proteina con un peso moleculér de 60000, que es muy semejan-
te al factor G de bacterias. La diferencia del factor G con
el'T2 es que &ste filtimo es espec;fico para vibosomas 80s, en
cambio el factor G para 70s, Otra diferencia es que el factor
T, presenta inhibicifn por toxina difteria y por NAD no cbser

vable en siIntomas de procariotes,

Este factor T2 es necesario para_él proceso de translo-
cacién,'es el que completa la reaccibn de polimerizacién de
los-aﬁinoécidos, ya gue translada el péptido éei sitio A
{del aminodcido) al sitio P (del polipéptido) y es necesario
gue el‘pébtido se encuentre en el sitio P pues de otra forma
no puede entrar otro aminoicido para poder alargar.la cadena,
es decir, no continuarfa la sintesis. De ahf la trascenden-
cia de este factor que no interviene directamente en la unidn
del péptido al ribosoma pero que participa transfiriendo al
péptido al sitio especifico para que se continue la sintesis.

Este factor también posee actividad de GTPasa, es un mecanis
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mo complementario al paso anterior de la formacibn del com
plejo y por lo tanto es necesaria la presencia de GTP para
que ocurra la transloéaci&n. Se sabe que este mecanismo

ocurre ayudado por un cambio en la conformacién del riboso-

\

ma y que quizis es provocado por este factor proteico.

Como se sabe existe en el ribosoma un sitio para el
aa-tRNA donador y otro para el aceptor (aa-tRNA) y en euca
riotes se sabe que particularmente el peptidil-tRNA se en-
cuentra en el sitio del aceptor y en presen¢ié del factor T2
y GTP es cambiado al sitio del donador (sitio P)Vy-por lo
tanto én c€lulas nucleadas el sitio del donadof esta ocupa-~

do exclusivamente pbr peptidil-tRNA,

El T2 requiere la unién de ambas subunidades para lle
var a cabo la translocaci6n y se sabe gue un mismo factor
va>é servir para efectuar este proceso en varios ribosamas,
va que se recupera el factor T, y conserva su actividad de

translocasa.

Se sugiere que la liberacifn del-T2 depende del movi= .
miento de los ribosomas a lo largo del mRNA y quiz§s en la
disociacifn de los ribosomas en ¢l dltimo paso de termina-

cién de la cadena (Figs. VII y VIII).
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1.23 TERMINACION DE LA CADENA POLIPEPTIDICA.

El proceso de terminacién de la cadena ngtidica es fun
damentalmente parecido al de bacterias, comprende: un factor
R con peso molecular de 40000 a 50000 que Qéconoce el codon
terminal (UGA, UAA, UAG) o codones sin sentido, un factor de
liberacifén, que origina la disociacifn del camplejo ribosomal-
ﬁRNArpept.-tRNA; asf como fambién otro factor de liberacidn de
f-Met a partir de un intermediario y por Gltimo, GTP que propor
ciona la ene;éfé necesaria para que la libefacién se lleva a

cabo.

El facter R va a determinar tanto la velocidad como ‘la .
cantidad liberada de f-Met; existe tambi&n otro factor que re
_gula la velocidad de liberacibn, se le conoce como factor S y

no tiene actividad de liberador por si mismo.

1
Y R,, ambos son proteinas dcidas de pesos moléculares de 44000

pel Factor R se conocen dos componentes: el factor R

Y,47000 respectivémente; se sabe éue la terminaciéﬁ es depen-
diente de estos factores pero no de ambos simulténeamente.
Pxincigélmente:Se sabe -que los factores R forman un complejo
con los riboséﬁés\y'tr;nucl§§fidos. ‘El;ﬁactdr Ry actiéa la -
unién de UAA 6 UAG Yy ké la unién del UAA o UGA, qué confirma
su especificidad y sugiere la formacién de un compuesto inter
mediario para el reconocimiento del codon terminal que poste-
riormente formard un camplejo factor R~codon terminal-ribosoma.
Se ha encontrado que estos factores R1 Y Rz compiten por el

- mismo sitio en el ribosoma. Por otra parte se cree que los

codones. UAA, UAG y UGA (que son designados como codones sin
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sentido) pueden servir como sehales de terminacién de la

cadena.

Para el proceso de terminacién se requiere la presen-
cia de una enzima que libere el péptido formado y que libe-
re f-Met del compuesto intermediario, esta enzima es la pep~-
tidil transferasa. Parece.ser que esta énzima, los factores
y las actividades de liberacifn van paralelos uno con‘reébég
to al otro es este paso de reconocimiento de la sefial termi-

nal y separacifn del polipéptido.

Por lo tanto se podria decir que la terminacién compren
de dos.pasos: una reaccifn de unifn del codon terminal depen
diente del factor R y una reaccién hidrolitica en la cual el
mismo factor R convierte la peptidil trangferasa ;n una hidro
lasa, ocasionando la transferencia de la porcifn peptfdica del

a

peptidil-tRNA al citoplasma.

Para tratar de explicar este proceso algunos investiga-
dores proponen que el residuo terminai del amino&cido-COOH
del fltimo aminoacil-tRNA que ha sido agregado a la cadena
polipeptfdica permanece unido al Gltimo tRNA mediante una
fue?te unibén covalente gue se encuentra en cambio unido al
ribosoma por una unién mas débil. La liberacifn del poiipeE
tidil-tRNA del ribosoma se efectfia, como se dijoAanteriqrmeg
te, por medio de un factor pfoteico de liberacibn que princi
palmente se une a los ribosomas y promueve la ruptura de la
unién ester y por lo mismo la liberacién del polipé&ptido.

Posteriormente el ribosoma 80s desprende también al mRNA y
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lo deja libre en el citoplasma, quedando el ribosoma en
condiciones de disociarse hacia una poza de subunidades o

¥ -
en posibilidad de iniciar una nueva sintesis.

Se sabe muy poco acerca de aial es el estado en el que
la nueva cadena polipeptidica deja al ribosoma, ya sea ¢on
su estructura terciaria completa o en forma de alfa hélice

(estructura secundaria).

Es evidente que la terminacifn dcurre-en los riboso~
mas y que el polipéptido completo es liberado en forma libre,
mientras que el tRNA que acarrea este polipéptido queda en
el ribosoma. Se sabe que existe un factor TR que  libera el
tRNA de los ribosomas cuando no hay translocacibn, sin embar
.go no hay pruebas suficientes de que este factor acte en la
terminacifn. El Gltimo paso que.ccyrre antes de la disocia-
cibn de los ribosomas es la extraccibn del tRNA que mantiene
las subunidades juntas y que después de ser liberado permite
gue se disocien para comenzariuna nueva sintesis de proteinas

y asi repetirse el mecanismo.
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1.3 REQUERIMIENTOS ENERGETICOS.

En total se requiere un miniwmo de tres uniones de alta
energfa para cada unidn peptidica de una protefna completa;
una molécula de ATP se necesita para la activacién del amino
dcido, que constitﬁye una uﬁién fosfato de altoe contenido
energético. Durante laformaci6n de la cadena se requieren -
por lo menos dos moléculas de’ GTP. Asf un total dé 21.9 Kcal.
se. requieren para generar una unién peptidica, cuya enaergia

libre estandar es alrededor de -5.0 Kcal.

El cambio de energfia libre neto, A G°, para la sintesis
de una unidn peptidica es -16.9 Kcal, lo que hace que la sin
tesis de una unién pepti§ica, a expensas de una energfa de

unibn fosfato se vuelva exergfnica e irreversible.



CAPITULO II

.2.1 MECANISMOS DE REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS.

PRt

Las c€lulas tienen mecanismos de control para asegurar
se que las protefnas sean sintetizadas en(las cantidades re-
queridas por el organismo y solo recientemente se han empeza
do a comprender las bases moleculares de estos mecanismos de
rggulacién; quedando limitados la méyoria de nuestros conoci
mientos a precariotes, sin embargo, ﬁltimamenie se ha avanza
do también en el campo de organismos con células nucleadas
(eucariotes). Para entender meéjor este mecanismo es necesa-
rio comprender la regulacifn que existe a nivel genético, es
decir, la regulacién de la transcripciBn, para esto se presen
ta el siguiente esgquema (Fig. No. XI). Existen cierto tipo
de compuestos gue Se conocen como corrgpresores o inductores
gque controlan la velocidad de sintesis de protefnas directa-
mente mediante una regulacidén de la sfintesis de mRNA; &stas
mcléculas, tanto los correpresores comc los inductores actfian
uniépdqse a otras mo;éculas especificas llamadas represores,
los cuales pueden existir en forma actiQa cuando eéstan combi
nados con un correpresor y en este caso se manifiesta una inhi
bicibn activa de la sfntesis de protefnas, o también puedeh
estar en estado inactivo cuando se combinan ‘con el inductor
Y en este céso no hay inhibicifn y por el contrario en algu-
nos casos hay estimulacibn; ambos agenyes van a actuar direc
tamente a nivel dei.operador, que es una regidn especifica dél

DNA, que regula varios genes estructurales {(esquema).

)
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Se cree gque cuando el represor es une al operador pre
viene que la RNA polimerasa se una al DNA en su sitio espe-
cifico para la transcripcién, que es en donde se encuentra.
el promotor y de esta manera se detiene eépecificamente la

iniciacién de la sfintesis del RNA mensajero.

El represor controla todo un operfn que esta constituf
do por el operador y los genes estructurales, relacionados
con diversas funciones metabblicas (p. ej. la produccidn de
enzimas sucesivas en la sfntesis de un amino&cido o nucledti
do). Este control del sistema operador-represor es de carac
ter negativo, sin embargo existe también un control positivo
que esta determinado por una protefna especifica que prémue—

ve la sintesis del mRNA.

Existen también otros mecanismos de regulacifn que no
tienen caracter genético, que son de mayor rapidez y eficien
cia en su funcionamiento y que van a estar en funcidn direc

ta de diversos factores:

1. La estabilidad de la molécula del mensajero (mRNA)
del cual depende lasfintesis de proteinas, va que es un fac-
tor determinante, sin el cual no se realiza la sintesis (de-

pendiendo del medio en el gue se encuentre).

II. En otras ocasiones la velocidad de varias enzimas
va a estar determinada por una sfntesis constitutiva que

depende a su vez de varios factores:’

a) La velocidad a la que son sintetizadas las molé

culas del mRNA,; ya que unas serén a altas y otras a bajas.
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b) La velocidad a la cual los ribosomas se unen al

'

punto inicial de la molécula de mRNA.
c) La velocidad a la cual se lee‘elAmensaje.
d) La vida media del mRNA.

e) Todos aquellos factores fisicos y fisicoquimicos

que constituyen la sintesis.

Sin embargo se sabe muy poco acerca ae estos factores.
Sobre el primero se sabe que el control esta determinado
en parte por la secuencia de nuclebtidos del promotor, que
en determinadas ocasiones presenta gran afinidad por la RNA
polimerasa y en otras baja. La velocidad a la cual se tra-
duce el mensaje va a depender de la secuencia de nucledtidos

del femplado.

El control sobre metabolismo celular esta también fuer
temente afectado por la inhibicibén de productos finales de
fgnciones enzimdticas. Un mecanismo probable que se ha es-
tablecido es que un producto final puede comhinarse con la
primera enzima envﬁelta en un cambio biosinﬁétiéo especifi-
co y de esta forma actuar como propio inhibidor de la sinte
sis, transformando la enzima en su’forma inactiva, combinég_
dose no en el sitio activo de la enzima sino en otro sitio;
parece ser que este fenbmeno ocurra en el paso limitante del
proceso de sintesis, que es en donde se necesita menor ener-

gfa de activacién para bloguear la reaccidn, con una menor

energfa se bloquea la sintesis en una forma més eficiente y

no se continua sintetizando la enzima, aseguréndose la inhi
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bicifn mediante un mecanismo r3pido. Existe otro tipo de

regdlacién enzimftica en que se cambia la forma o eétructg
ra de enzimas y a estas protefnas que presentan estos efec
tos y que tienen la cualidad'de cambiar la conformacifn de
enzimas se les conoce como protefnas o efectores aiostéri-

cos, ya que sufren una transformacifn alostérica.

Una tecrfia de especial importancia que nos ayuda a
entender este mecanismo de regulacidn bioquimica es la pre
sentada por Jacob y Monod quienes proponen un'modelohgené—
ral de la regulaciﬁn.genética,‘sin embargo estos estudios
han sido hechos en bacterias y se cree que se puedan apli-
car a organismos superiofes pero no deja de éer una hipSte-
sis en que todavia existen grandes dudas y por lb tanto no

se ha podido extrapeolar a eucariotes.

Otro meeanismo que sé propone para *tratar de explicar
este control externo organizado son las hormonas. Para una
célula es indispensable que su sistema genético responda a
condiciones externas -variables y en casc de que todas las
células debido a una situacién especial esten alterando su
metabolismo es de suponerse que exista de forma indispensa;
ble un control externo organizado. Las hormonas se proponen
como posibles agentes externos que alteran la expresién gené€
tica, ya sea nivel de la traduccién o de la transcripcifn
y es el principal objetivo de esta tesis (revisibn bibliogri
fica), el sefialar el control externo que ejercen las hormo-

nas sobre la biosfntesis de Proteinas.
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2.2 MECANISMO DE REGULACION HORMONAL.

El tratar de explicar el origen de la regulacidn hor

»
»

monal ha sido objeto de miltiples ihvestigaciqnes y ha reque
rido muchos esfuerzos. Selan sugerido diferentes mecanismos
de accibn entre los cuales se proponen como coenzimas, agen
tes activadores de enzimas importantes, agentes externos que
modifican la membrana exterior de las células, que afectan

la estructura de las mismas, O que poseen receptores a nivel
dé membrana; para cada uno de estos se tienen evidencias que

los confirman.

A pesar de gque no esta bien establecido el sitio de

acciBn hormonal se han propuesto cinco sitios generales:

1. A nivel de la tranécripciéﬁ: Induciendo la sintesis -
de énzimas que acfuan en el nfcleo. Las hormonas estimulan
la sfntesis de una enzima o un grupo de-enzimas que catali-
zan una via metabélicé particular. Una evidencia de la ac-
cién a nivel del ndcleo es la démostracién de un aumento en
sIintesis derRNA.medidd por la incorporacifn de precursores
marcados con el dcido orbtico o la glicina a la fraccién del
RNA nuclear,;, se obse;va un incremento en sintesis de RNA to—
Vtal, incluyendo d los RNA mensajeros, de transferencia y ri-
bosomal, en el nficleo. Puesto que los diversos RNA mensaje-— .
ros sintetizados por el nficleo se pueden identificar con las
enzimas gspecfficas cuya sintesis determinan, no ha sido po-
sible todavia relacionar sin equivocacién un cambio en el RNA

total; con el aumento o disminucién de la actividad de ciertas



enzimas; asi una hormona que no efectfia un aumento neto en
la sintesisbde RNA puede actuar por este mecanismo aumentan
do el RNA para una enzima especifica, mientras que harfa .
disminuir la sintesis para Otras. Finalmente el incremento
en la actividad enzimdtica después de la administraqiéﬁ de
una hormona puede ser bloqueado por inhibidores de la sfnte-
.siéwde RNA como la actinomicina D indicando que la aCCién
hormonal scbre la actividad ehzimética esta mediada por un
Efectd»sobre-la sintesis de RNA; el mecanismo hormonal gue
induce un cambio en esta sintesis y en las enzimas envueltas
en la misma es relativamente lento y requiere bastante tiem—

po para que se demuestre el efecto.

2. A_ni?el de la traduccibn: Estimulando‘lé'sfntegis
de enzimas a nivel de los ribosomas. TLa actividad se mani-
fiesta a nivéi~de la»traduccién dél RNA meéensajero, en los
sitios.o mecaniémos gue intervienen-en la produéci6n de la
proteina, Los ribosomgs de un animal tratado con‘ﬁormona de
crecimiento, poseen una capacidad modificada para sintetizar

protefnas en presencia de mRNA normal (Korner, 1965).

3. Aciivacién directa a nivel de la enzima: Aunque‘es—
tos efectos son diffbiles de aémqstrar, el tratamiénto de un
animél entero o de un tejido aislado, con una hormona da por
resuitado un cambio de agtiQidad enzimdtica independiente de

la nueva sintesis. Estos.efectos son extremadamente répidos

y por lo ‘tanto también son diffciles de demostrar.

4, Accifn hormonal é nivel de la membrana: Muchas hor-
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monas parecen intervenir especificamente en el transporte

de sustancias al interior de las células, incluyendo azfca-
res, aminofcidos, cationes y nuclebtidos, pogiblemente alte
rando la actividad de receptoxes en la membrana, o quizds
también estimulando la sintesis de los mismoé para.facilitar
este transporte, En general un control hormonal a nivel de
ﬁeﬁbrana provoca cambios metab&licos ripidos en el tejido,
péro en réalidad tiene poco efecto sobre la actividad metabd

lica en preparaciones especiales de células.

5. Un mecanismo hbfmonal'al.que se le ha enfatizado Gl
timamente es el que se refiere al AMP ciclico, que por sus
caracterfsticas especiales como compuesto cIclico tiene gran.
importancia en el control de reacciones enzim&ticas y se pieg"
sa que se encuentra éresente en la'mayoria de las funciones -
del organismo, sin émbargo, lo. que esta mejor estudiado es su
mecanismo de .accibn espeéifico para epinefrina,.glucagon.y ia
hormona_adenpcorﬁicdtrépica (ACTH) , las tres hormonaé actﬁaﬁ
por medio de AMPciclico y sin émbargo susleféctos no son adi

tivos sino independientes entre sf.

El mecanismo es-el-sigﬁiente: La hormona éoseé un’ recep
tor a nivel'de mémbrana que se piensa qué cambia su conforma-
cién bajo el efecto hormonal y que tiene la caracteristicavde
activar la adenil ciclasa, que es la enzima que convierte ATP
en AMPcfclico y ésta a su vez va a activar la enzima protefna
kinasa éue es la responsable de estimular la fosforilacién de-

los ribosomas y por lo mismo la sfintesis de protefnas. Por
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-otra parte partiendo de ACTH el AMPciclico también va a es-
timular la sintesis de corticosteroides a partir de coleste
rol, es decir se van a presentar efectos metabblicos aditi-

vos independientes.

Como se podrd comprobar posteriofmente con los traba-
jos de investigacién que se presentan en esta revisién, no
existe un sitio definido de acecibn predilécto por la hormo-—
na (insulina u hormona de crecimiento) © un mecanismo estable
cido en el que se demuestren cada una de las teorfas anterior
nente expuestas, se podrd observar gque en el caso particular
dé estas dos hormonas anab&licas se presenta una influencia
selectiva sobre DNA, sfntesis de BNA y protefna, asf como
también una estimulacién del transporte de aminoicidos, acu .
mulacibén e incorporacién de-aminoécidos en la protefna; o una
estimulacién hormonal de la actividad enzim&tica, sin embargo

el mecanismo biogufmico se desconoce.
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3.1 PRINCIPALES HORMONAS, SU NATURALEZA QUIMICA Y

$US EFECTOS BIOQUIMICOS.

ECDISONA

CORTISONA

INSULINA

Origina la iniciacién del desarrollc adulto

del insecto, su metamorfosis al estado adul

to.
1.

2.

Biosfntesis de glucfgeno en hfgado.

La redistribucién de grasa a través del
organismo.

Alteré el balance de nitrégeho.

Es necesaria para la funciﬁn muscular.
Altefa la excitaci6n del sistema nervio-
so central.

Afecta la diferenciacién del tejido ner-
vioso.

Promueve la cicatrizacibn.

.Induce la aparicidén de nuevas enzimas en

el higado.

Afecta casi todos ‘los-tejidos.

Afecta la velocidad de incorporacidn de

carbohidratos, aminodcidos, cationes y

>5cidos_gra505‘al interior de las células.

Promueve sfntesis de protefnas.

Afecta la actividad de sintesis de glucd

geno.
Estimula la sintesis de &cidos grasos.
Estimula la sintesis de mucopolisacdri-

dos 4cidos.
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Afecta casi todos los tejidos.

Promueve la aparicién de las caracteristi-
cas sexuales secundarias.

Aumentan la sintesis de proteiras contrécti
lesy otras proteinas en el tdtero.

Aumentan la sinteéis de protefnas en el hi-
gado.

Aumentan la sintesis de polisaciridos.
Afectan la velocidad de la gluc6lisis, res-
piracibn e incorpoiacién de sustratos al in
terior de las c&lulas.

Probablemente afectan a dasi todos lbs teji

dos.

Controla el paso de iones Na+ y K* a través
de las membranas permeables y el flujo de
cationes a través de muchas membranas inter

nas.

Estimula la sfntesis de glucocorticoides por

"la corteza suprarrenal.

Estimuia-la sfntesis de protefnas y la incor
poraciénvde glucosa intracelular.

Inhibe la sfntesis de proteinas en tejido
adiposo.

Estfmula la degradacién de la grasa.

Estfmula todos los procesos anab6licos.

Afecta el balance de. nitrégeno, de agua, la
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velocidad del crecimiento y todos los aspec-—
tos del metabolismo proteico.

Estimula la incorporacién de amino&cidos y la
sintesis de mucopolisacdridos &cidos.

Afecta el metabolismo de écidos_grasos.

Probablemente afecta todos los tejidos.

Afecta el metabolismo, crecimiento y el flujo
de agua y de iones.

Promueve la sintesis de proteinas, es necesa-

ria para la funcidn muscular normal.

Afecta los niveles de carbochidratos, transpor-
te y sintesis.

Probablemente afecta todos los tejidos.
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3.2 INSULINA

La insulina es una hormona que'procede del pancreas,
en dondé la funcién endb6crina se encuentra localizada en los
islotes de Langerhans., cé&lulas epiteliales que se encuentran
dispersadas a través del 6rgano. Las células del tejido in—ir
sular dan origen a dos hormonas: la insulina por las cé&lulas
beta y el glucagon por las alfa; también §e ha descrito una

célula delta pero su funcibn se desconoce.

La insulina esta constituida por una estructura protei
ca. Sanger encontrd que la insulina esta compuesta por dos
cadenas largas polipeptfdicas (A y B) con una secuencia de
‘aminoécidosAespecificos y unidas entre si por dos_éuentes di
sulfuro-eﬁ las posiciénes 7 v 20 de la cadena A-por posicio-
nes 7 y 19 de la cadena B. La cadena A sé& reconoce porque
empieéa con gliciha, tiene 21 aminoécidos‘y es una cadena &ci
da; en cambio, la cadena B tiene 30 aminoécidos, comienza por
fenilalanina y es b&dsica. También hay un puente disulfuro en
tre una sola cadena que une las posiciones 6 y 11 de la cadena
A; las series de seis aminqécidos_que éonstituyen el anillo
gque forma el puentée disulfuro en la cadena A son de espeéial
interés y se cree que probablemehte sea unc de los sitics ac
tivos de la hormona (Fig. No., XIV). Hay que estimar qﬁe esta ¢
porcién de la insulina es una de sus partes mds expuestas al
exterior y podrfa ser el sitio de unibn a los misculos y otros
tejidos. §Sin embargo ninguna parte definida de la molé&cula
de insulina se ha designado como el centro activo de la hormo

na.



Esta hormona proteica ha sido aislada y cristalizada.
Su estructura con respecto a la de lbs animales varia muy
poco y més bien este cambio se manifiesta .en aumento de
tamafio y diferencia en£re los aminodcidos que constituyen
las cadenas. No obstante la amplia variacibn en la estruc
tura primaria de los aminodcidos, la actividad bioldgica es

constante para todas las insulinas.

Se han propuesto.varias estructuras secundarias para
- la molécula de insulina, sin embargo, en estudios recientes
por medio de dispersidn Gptica rotatoria se ha demostrado
gue el 20% de la mol&cula es una hélice enrollada hacia la
derecha, residiendo la mayor pérte de'la<estructura‘helicoi

dal en lacadena B.

Aunque el peso molecular minimo calculado de 1la insg
lina es de 5734, puede existir en diferentes formas polimé-
. ricas dependiendo de la temperatura, concentracidn y pH; La
mayorfa de 1las estimaciones que se han hecho sobre eltpeéo>
de esta hormona van desde 12000 hasta 48000; el peso molecg-
lar también depende del contenido de zinc (%n) de la molécu
la. En fealidad‘el peso’molecﬁlar de la insulina en condi-
ciones fisiolb6gicas normales es un dato incierto. No esta
establecido si puede existir en mis de una forma polimérica

ni tampoco cuales son sus sitios activos, o si es s&lo uno.

MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA

A pesar de que se dispone de la insulina desde hace
Com,
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algunos afios en una forma relativamente pura, en realidad

su sitio primario de accién, si es que efectivamente hay uno
s6lo se desconoce. La insulina pﬁede actuar en una gran va-
riedad de formas y bor lo tanto es diffcil establecer si un

efecto determinado es de carécter primario o secundario.

La insulina muestra las siguientes actividades en si-
tios especfficos: afecta el transporte a nivel de membranas;
" la sintesis de RNA nuclear, la sfntesis deAproteInas a nivel
de la traduccidbn en los ribosomas y tiene influencia soﬁre el
‘nivel de AMPciblico,' La insulina es activa en los msculos
éardiacos y esqueléticos, tejido adiposo e higade Yy es com-
parativamente inactiva en tejido renal, eritrocitecs y tubo

digestivo.

3.3 REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS -POR INSULINA.

- El eféctb'de la insulina sobre la sintesis -de protei-
nas se refleja en una estimulacién a diferentes niveles de

organizacidn:

1. A nivel del nficleo: la transcripcidn.
2. A nivel de membrand: Transporte de aminoéqidos ai-in—
terior de las células.
3. A nivel del citoplasma:
a) La formacién de aminodcidos.
b) Activaci6bn de los mismos por ATP para la formacidn
de adenilatos.

c) Formacibn de complejos aminoacil-tRNA.
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d) Transferencia de los aminoacil-tRNA hacia los ribo
somas para la formacidn de la unidén peptidica.
e) La liberacién de la proteina completa de la particu

la ribosomal hacia la -porcién soluble de la célula.

La insulina puede estimular tanto el trahsporte de ami
nodcidos al interior de las células como también independien
temente por otro lado catalizar la incorporacién de aminodci
dos en la protefina. Ambas de estas accionés son independien
tes a su vez‘del efecto de la insuliné sobre el transporte de °

. glucosa, que es uno de los efectos que se consideran de mayor
trascendencia paia esta hormona. Sin embargo, los efectos
sobre sintesis de proteinas, a pesar de no estar bien conoci
do su mecanismo de accidén se considera también de una impor-

tancia considerable.

La fosforilacibn oxidativa, como una'fuente de energia
' se sabé que és necesaria para la sintesis de protefnas. Se
ha podido comprobar qﬁe en ausencia de insﬁlina disminuye 1la
fosforilacibn oxidativa y-este efecto se haApodido comprobar

. en enfermos con diabetes.

La insulina acelera la incorporacidn de aminodcidos
en las pfoteinas Yy por ctra parte estimula la fofmacién de
nRNA y su incorporaciéﬁ en los ribosomas; la insulina también
tiene influencia sobre la sfntesis de tRNA y de rRNA y ejer-
ce un efecto especial predominante sobre la formacidn de la -
cadena polipeptidica. Adem&s influye en la liberacidn de

la protefna, particularmente a partir de RNA en un proceso
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.que requiere ATP y probablemente un tipo especial de enzima
activadora y liberadora. En base a estos datos parece que
ld insulina estfimula la sfintesis de proteinas, la biosinte-
sis de RNA y otros efectos metabdlicos, lo que se ha compro

bado por estudios recientemente realizados, Estos efectos

parecen también ser independientes sobre el efecto de trans

— portede aminodcidos o glucosa al interior de las células.

La insulina influye sobre anabolismo protéico en tres
sitios celulares principales: en mitocondria, en los riboso
mas y en el nﬁcléo;AestQS efectos intracelulares consisten,
como se dijo anteriormente, en: estimulacibn de 1la fosforiié
cidn oxidativa, que ocurre en la mitocondria: unién peptfdica,
gque ocurre en los fibosomas‘y sintesis de RNA, particularmenj

te de mRNA, en el nficleo.

. E

La deficiencia dé insuiina lleva a una disminucién en
la sfntesis de protefnas y a un incremento en catabolismo pro
teico. Este defectuoso metabolismovproteico esta asociado con
un crecimiento desbalanceadofep animales jéyenés-y con un ba

lance negativo de nitrégeno.

Como se ha mencionado la mayorfia de los estudios han

sidé hechos en hfgado, misculo y tejido adiposo, porque ade-
m&s han sido identificados,comoAlos sitios activos para esta
hormona. En este trabajo bibliogrifico sélo se har&n mencién

los efectos observados en los dos primeros tejidos.

MUSCULO.

En este tejido se ha observado que la insulina cataliza
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el transporte especifico de amino&dcidos independientemente
de su transporte de glucosa {(que es muy activo en este te-
jido) , Manchester. Y ademis incrementa. la sintesis de pPro

tefinas por una accidn diferénte de este transporte, Wool.

A pesar de que esta hormona incrementa la sintesis de
RNA, esto no es necesario para la estimulacibn de la sinte-
sis de proteihas,‘ya gue la acciép de la insulina sobre sin
tesis de proteinas se puede observar en 5 ﬁin. mientras que
el recambic de mRVA es relativamente lento, y de cualquier
forma lasintesis de proteinas se lleva a cabo no obstante se
efectie una inhibicidn casf completa de sfntesis de mRNA por

actinomicina (inhibe la transcxipcidn).

Se ha observado que la insulina también tiene efecto

en el femplado o0 mRNA sobre los ribosomas; se piensa gue po-

siblemente actfia favoreciendo la unidén del mRNA al ribosoma
para la formacién del complejo de iniciacién. Este efecto

estimulativo hormonal ha sido demostrado en proporciones ri-

‘bosomales de las que ha sido extratdo el mRNA enddgeno; ob~

servéndose que los ribosomas en ausencia de mRNA son muy sen
sibles & estimulaciones hormonales con templados artificia-
les v que en estas condiciones la insulina aumenta en forma

considerable la sintesis de protefnas.

Por otra parte existe bastante informacidn que coinci
de en sugerir que el sitio de accibn de esta hormona para
estimular la sfintesis de proteinas es predominantemente el

ribosoma; se cree que la insulina probablemente produzca una



alteracién en el ribosoma en tal forma que conduce a una mo
dificacién en la traduccién del mRNA, posiblemente efectuan
do un cambio en la conformacion del ribosoma lo que da como
resultado una alteracibén favorable en la unién de ambos mRNA

y aminoacil-tRNA (Iniciacién).

También se han observado cambios en el potencial de
membrana y se cree que &stos juegan un papel importante en

muchas de las funciones de transporte de la membrana celular.

HIGADO.

) ‘Elthgado juega un papel muy importante en la sihtesis
dérgquQgeno, lipidos y proteinas. La p;oporcién en gue se
efeééﬁa la sintesis de proteinés es mayor que en oOtros £eji
dos; en sintesis de gluctgeno es menor que 12 del misculo y
1avsintesis de lipidos menor que en tejido adippso. Todos
estos mecanismos, asf como la produccibn de energia en.éste
tejido, estén influenciaqés por la insulina en forma. directa

o indirecta. -

Se ha observado que la insulina mientras incrementa
los nuevos mRNA, simultdneamente prepara a los ribosomas pa-
ra una r4ipida traduccién de los mensajeros en unidades fun-

cionales.

El efecto de la insulina sobre la sintesis del templa-
do' 6 mRNA es bastante importante, sobretodo en la regulacién
de diferentes enzimas en elhfgado y no se sabe hésta que pun -

to la insulina act@ia directamente sobre el hfgado para efec-
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tuar estos reajustes; algunos de ellos resultan de los ni-
veles disminuidos del plasma de glucosa, aminodcidos y 1li-

pidos, efectuados por acciones periféricas o' secundarias de

insulina.

Por otra parte, se puede decir que la insulina direc-
tamente influye en la produccidn de templados para la sinte
sis de ciertas enzihas. Es posible ademds que algunas de
las enzimas que son realmente afectadas modifiguen el meta-
bolismo en el'higado de tal forma que pueden convextir otras
alteraciones enziméticés a su estado normal, a tra&és de
mécanismcs de induccifn, represién y. alosterismo. Particu-
larmente importanteé son los marcados efectos que la insuli'
na ejerce sobre el‘cfecimiento de células en el higédo, asft

'

como su reorganizacibn funcional.

En la diabetes no tratada hay una marcada disminucién
en la sintesis de proteinas; esto aparentemente resulta a
partir de la habilidad limitada de los ribosomas de incorpo

rar aminodcidos en la protefna.

En resumen se puedeAdecir gque la insulina puede ac-
tuér directa o indirectamente en la sintesis de proteinas
péf varios mecanismos y a diferentes nivéleé de organizacidn.

a) A nivel de las céluias integras influye regulandor
cambios en la estructura, el crecimientoy la proliferacidn
Yy en funciones como la generacifn y almacenamiento de ener-

gfa, modulando su liberacién y. utilizacién.

b) A nivel de 1los organelos subcelulares tiene accién

sobre las mitocondrias (regulando la produccidn de energia),
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en los ribosomas (favoreciendo las uniones peptidicas) y

en nficleo (posiblemente aumentando la sintesis de mRNA).

c) A nivel de las macromoléculas estimnla diferentes
) N : R
reacciones biogquimicas entre las que encontramos: Transcrip
cidén (sintesis de mRNA); formacidn del enlace peptidico,

fosforilacifn oxidativa, transporte intracelular, sfntesis

de glucégeno y catabolismo de glucosa.

3.4 HORMONA DE CRECIMIENTO.

La hormona de crecimiento es -secretada pdr ;a‘adeno;
hip&fisis éué conStituye parte de laAglénaula pituitaria;
La hipdfisis humana es un 8rgano que se encuentra localiza-
do en el cerebro, su peso promedio en el hombre es de ¢.5

a 0.6 g; en la mujer es ligeramente mayor, de 0.6 a 0.7.g;

La hipofiseétomfa, o sea la éxtraccién de la'gléndu—
la pituitaria en animales jbvenes produce la detencién del
crécimiento y la falta de maduracién de las gléndulas sexua
les; en el animal adulto, sekatrpfian glandulas y 6rgaﬁos
sexuales, tiroides, paratirbides y la corteza suprarrenal; -
seguidos de una depresibn en sus funciones. Ademds hay
alteraciones en el metabolismo de las protefnas, de las gra

sas y de los carbohidratos.

Una cdracteristica importante de un animal hipofisec
. tomizado o de los enfermos gque sufren deficiencia hipofisia
ria es la sensibilidad anormal a la insulina y la resisten

cia al efecto glucogenolitico de la epinefrina. Se supone
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que estas alteraciones se deben a la falta de las hormonas

del 16bulo anterior de la hip6fisis.

El 16bulo anterior es el de mayor tamafio y la porci®n
que se considera es la m&s importante de la hipéfisis; en el

hombre representa el 70%vdel peso total de la gl&ndula.

La hormona de crecimiento, secretada por la hip6fisis
anferior, también se le conoce como Somatotropina (H8), fue
aislada por priméra vez por Li de hipéfisis humanas y de mo
nos. El peso moleculgr.de la hormona de crecimiento hgména
es de 21000, conteniendo aproximadamente 188 aminodcidos vy
tiene una estructura simple formada por una cadena recta de
aminodcidos como se puede ver en la figura No. XIII; la del
mono tiene la misma estructura, mientras que la>hormona de
crecimiento del ganado o boviné tiene una estructura rami-
ficada en forma de Y.- La estructura compléta de la hormona
dg crecimiento fue descrita por Li y sus cols. en 1966. Se
supone que la actividad de la hormona radique en un fragmen
to de la molécula, eés decir, en el sitio actiﬁo; el cual pa

- rece ser com@in para los diferentes'tipos que existen de es-
ta misma hormona, dependiendc de la especie animal de gque
se trate; sin embargo, tampoco se sabe hasta la fecha, cual

es el fragmento activo esencial para la actividad hormonal.

3.5 ACCIONES BIOLOGICAS

La hormona de crecimiento tiene diversos efectos so-
bre los diferentes tejidos del organismo, pero principalmen

te actfia sobre el mﬁsculb, higado y tejido adiposo. "En gene



- 45 -

ral se puede decir y afirmar que el efecto de esta hormona
es lento y no se puede observar de inmediato sino hasta
después de algunas horas y en ciertas ocasiones hasta dfas
degplies de la administraciéh parenteral y por lo tanto re-
sulta diffcil y tardado comprobar su efecto bioldgico. Este
efecto lento, asi como el efecto que también presenta esta .
hormona de estimulacién de sfntesis de RNA sostiene que una
de las principales actividades importantes de esta hormon;
incluye la sintesis de proteinas. También se ha observado
que otro mecanismo imbortante que preseﬁta esta hormona es
el actuar a nivel de la membrana paré facilitar el transpor
te, particularmenté de aminoicidoes. Esta hormona tiene in—‘
fluencia sobre diferentes aspectos del metébolismo, sin em-

bargo, solo se analizar@n algunos de los efectos principales:

Se ha podido demostrar que la inyeccibn diaria de hormo
na de crecimiento en animales hipofisectomiéados provoca un
crecimiento al cabo de pocés &Ias,y se ha demostradg que es
fe.cambio en composicibén corporal es principalmente debido
a un incremento en proteina, acompaﬁa&o por una disminucién
envgrasa,Asin emba:go se ha observado que los efectos anaﬁg
licos de esta hormona son diferentes a-los producidos pér
‘insulina; ya que también se ha observado gue ocurre un cre
cimiento cuande la insulina es administrada a animales hipo
fisectomizados, pof érriba de los -limites de tolerancié. Se
ha comprobado una gran diferencia de accidén entre estas dos

hormonas.

El papel de la hormona de crecimiento consiste en es
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timular también la sintesis de protefinas y acelerar la en-.
trada de aminodcidos a las c€lulas, lo que se ha podido
comprobar mediante una disminucibn de los aﬁiﬁoécidos del
plasma provocada por el efecto‘de transporte de los mismos.
El proceso de penetracién ce;ular de aminodcidos fue detec
tado utilizando un aminodcido que no participa en el metabo
lismo, el &cido alfa isobﬁtirico (AIB)., Christiansen esta-
bleci6 que este amino&cido es transportado al interior de
muchas células por el wmismo mecanismo que utilizan otros
aminoécidoé y que laaministracifén de hormona de crecimien
to en animales hipofisectomizados estimula la acumulacidn
de AIB en el mlsculo. En estudios hechos. "in vitro" en cé
lulas musculareé aiéladas de diafragma se ha observado una

estimulacién de la incorporacidn de AIB,

Un factor trascendental que se tiene que tomar en con
sideracién es que el contenido intracelular de aminodcidos
- va a regular directamente la velridad de sintesis de protef

nas.

Korner y otros investigadores han tratado de e#plicar
la estimulacibn de la sintesis de protefnas producida por
la hormona de crecimiento, en términos de transporte de ami
no&cidos y metabolismo de &cidos nucleicos, ya que por otra
parte se sabe que esta hormona cuando es administrada en
animales hipofisectomizados estimula la sintesis de todos
los tipos de RNA, en espécial del mRNA que es el responsable
de que la sfntesis de protefnas se lleva a cabo, principal-
‘mente por el mensaje genético que posee para la sintesis de

una protefna especifica.
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Enlbusca del sitio activo se han examinado muchas
etapas del metabolismo proteicb después de la administra
cidén de la horména, pero su accibn primaria no se ha loca
lizado. Mientras que estos efectos de la hormona de cre-
cimiento sobre 1a'maquinéria sintetizadora de proteinas se
van clarificando con nuevas inVestigaciones; estas servi-
rén a la vez para establecer con precisidén un sitio especi

fico de accidn de esta hormona.



FIG. XIII HORMONA DE CRECIMIENTO
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CAPITULO IV

REGULACION HORMONAIL INDIRECTA.

4,1, ACUMULACION DE AMINOACIDOS EN EIL PLASMA

Tanto la hormona de crecimiento como la insulina favo
éecen la acumulacibn de amino&icidos del plasma, para que
posteriormente sean transportados y penetren al interior
',de las cé€lulas, aumentando la cantidad intracelular de ami
noédidoé e interviniendo en esta forma en una estimulacidn
indirecta de incorporacién de aminoicidos en la'proteiha y
por lo tanto en la estimulaciéh de sintesis de protefnas,
asf como también se pueden utilizar paraiun mecanismo dife -
rente encaminado a metabolismo de aminodcidos. Por otro
lado con respecto a la estimulacidén de sintesis se esta fa
voreciendo todo el sistema y el contenido de amino&cidos
esta aumentando y por lo mismo esta proporcifn va. a regular
la velocidad de sintesis, debido a que-eéta aumentando la
poza de aminoécidés y esto favorece la rapidez con lalque

se sintetice la protefna.

Es por consiguiente de esperarée que<primero‘se encuen
tre una elevacibn de aminodcidos en el plasma, favorecida
poxr el transporte de los mismos y después se presente una dis
minucidn de aminoécidos debido a que se esta acelerando su
entrada a la célula, para su postefior incorporacibn en la

proteina.

ANTECEDENTES

Beaton en 1957 demostrd que la administracién de hor-
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mona de c&ecimienfo, modifica los niveles de aminoécidos
plasmidticos y que esta variaciéh depende de la duracidn
del tratamiento.

Trabajando con animales en ayuno Li observd que un
. tratamiento agudo de hormona de crecimiento ocasionaba
una diminucidén de los aminodcidos del plasma. Este estu-
dio lo continuaron Milman y Russel, sin embargo, kuSSel
eépecificé posteriormente qu los animales en ayunas no
estdn en érecimiento y por lo mismo no éeben tomarse como
base, no obstante se puedé deducir que el rgquerimiento
proteico eia mayor y que se estimuld la §Intesis de pro-~
tefnas disminuyendo el nivei de aminodcidos del plaéma. En
otro experimento poéterior Frame junto, con Ruséel no obtu-

vieron ningfin efecto al administrar la HC soda.

Scharff y Wool en 1964 hicieron mediciones del nitré-
geno (N) amino total en diferentes tejidos bajo diferentes
. estimulos hdrmonales-y encontraron éue las hormonas puedeh
esfimular la acumﬁlacién de determinados aminéécidos sin
aféctar la acumulacibn de los demds y por esto mismo el con-
tenido total de N amino del tejido no se afectaba mucho bajo
la influencia de la hoxrmona, o por lo menos no era percepti-
ble, ya que se compensaba la acumulacién de unos con los que
no se estimulaban, encontraron que el contenido de N amino en
ratas era de un 20% en el msculo y un poco més en el diafrag

ma.
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Un estudio metab8lico interesante fue hecho por Prdder
quien compara i describe los efectos éué proéuce én enanos
hipopituitarios y en nifios normales la administracidn de pe-
quefias dosis de HC humana; hace un intento por correlacionar
algﬁnas de las respuestas anab&licas, sin embargo en este es-
tudio menciona un incremento producido en nitrSgeno alfa amino
. del suero en los nifios control y un decremento en nitrb6geno
alfa amino libre en pacientes hipopituitarios. Snipeé espe-
cifica la regulaciénvque ejerce la HC sobre la acumulacidn de

aminofdcidos del plasma en c8lulas del mlisculo de humanos.

Trabajando con animales Sirek observd una aguda reduc-
cibn en la concentracibn de aminodcidos libres en-el plasma,
en‘su experimento utilizb pérfos normales, hipofisectomizados,
pancreatectomizados o con doﬁle operacibn, seguidb dée una in-
yeccibn de HC, sin embargo para este experimento utilizd HC bo
vina, sugiere que esta réduccién de concentracifn de aminodci-
dos libres del plasma .puede debersé a dos motivos; uno que con

duce al anabolisﬁo proteico ¥ otro a gluconeog&nesis, ocasiona

daprincipalmente por serotonina.

Un dato cﬁripsd_es que Mirsky en 1938, Frame en 1946 e
Ingle en 1947 no observaron el mismo efecto de la insulina,
con respecto al efecto observado de la HC sino por el contra-
rio encontraron que decrecia la elevacidn de aminodcidos del

plasma.



PUBLICACIONES RECIENTES.

Zachmann en 1969 hizo un estudio de ‘aminodcidos indivi-
duales en enanos hipopituarjos y observ6 que después del traw
" tamiento con HC humapa las concentraciones de los amino&dcidos

del plasma eran m&s altas, excepto valina, leucina, histidina
y arginina. El principal incremento porcentual era para treo
‘nina, seguido por serina,Aglicina y tionina (mayor del 100%).
Un incremento dé 50~100 se observaba para taurino, &4cido as~
pértico-glutimico/aspargina~glutamina, prolina, alanina e isor
leucina, . Ademis hizo la observacifn de gque la concentracifn

de aminodcidos en la orina no cambiaba consistentemente.

Felig en 1969 en comparaciones de sapgre‘de sujetos obe~
sos en ayuno, con respectb a no obesos, obseréé que se presen-
taban notables alteraciones en los niveles de aminoicidos del
élasma, increﬁentos en leucina, fenilélanina, tirosina y vali-
na y decrementos énAglicina con elevacién_de los niveles de
‘insulina y &cidos grasos del plasma.. Felig propone una secuen-
cia de interacciones entre insulina y aminbécidos en obesidad.
Ademds observ6 que una resistendia a la insulina inducida por

obesidad da como resultado una elevacién de amino&cidos espe-~

cificos.

También en determinaciones de amino&cidos individuales en
el plasma Wool en 1968 especific6 que los resultados obtenidos

en plasma y en mlisculo del corazfnde animales diabéticos eran

s big



complicados y diffciles de interpretar: valina, taurino,
alanina, cisteina, isoleucina, leucina y amoniéco (NH3) au-
mentabah en suero y en misculo dei corazdn, mientras que treo
nina, serina, tirosina, triptofano, ornitina y lisina dismi-
nufan. Deduce que en presencia de insulina la velocidad de
incorporacibén en las proteinas de muchos pero no todos los
aminodcidos se incrementan suficientemente previniendo asf

su acumulacibn a una concentracidn mayor gue la que ocurre en

ausencia de insulina,

Camus someti6 unas ratas a una dieta deficiente en pro-
teinas, despu&s ayuno por 24 horas y postefiormente por 3 dias
las alimentd con una dieta de casefina y D-L metionina observan
do que se presentaba una hipersecrecibn de insulina, es decir,
elévaba el nivel de insulina y debido a &sto especificd que se
presentaba un aumento de amino&cidos esenciales en el plasma y
al mismo tiempo otros decrecian. Entre los aminoécidos libres
del plasma lisina, treonina y tirosina aumentaban répidamenté,

mientras gue serina, glicina e histidina disminuian{

En 1968 Herndndez trabajd con caimanes a los gue inyectd
con insulina y compar® la concentracifn de aminocdcidos libres
del plasma y tejidos homogenizados con coﬁtroles nb inyectados;
demostré que la insulina baja la concentracifn de amino&cidos
esenciales en el misculo, hfgado, corazén y cerebro; y de casi.
todos los aminodcidos en el plasma y en los riflones; en cambio,

- los aminodcidos no esenciales y glutamina, glicina y alanina no
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se afectaron por- -la hormona o aumentaron ligeramente. Con-
cluyd adem&s gque después de que los aminodcidos de las cé&lu-

las y fluidos extracelulares eran convertidos en proteinas,
aquéllos que quedaban en exceso eran usados en la sintesis de
~glutamina, glicina y alanina. Al afio siguiente continuando sus
estudios Herndndez inyectd también caimanes con insulina y los
compard con otros a los que se les habfa inyectado cada uno de
A los 17 aminodcidos, observd éue después de la administracién de
insulina resultaba una mayor acumulacién de‘aminoécidos en las
c€lulas de varios tejidos del cuerpo a expensas de fluidos extra
celulares, es decir, primero habfa una acumulac;én de aminodci-
dos en el plasma y despu€s una acumulacidn intracelular; princi—A
palmente los amino&cidos no esenciales eran los que mostraban un
mayor incremento. Ademds observé que cuando los aminoécidos
_eran sintetizados dentro de la cé€lula, la insulina inhibfa su
liberacibn a los flufdos extracelulares. E1 contfol'del_gré—~
diente de aminodcidos entre los tejidos y fluidos extraéelula—
res por medio‘de un control -de permeabilidad de la-membrana en
ambas direcciones era el efecto més evidente de la insulina so-

bre el metabolismo de amino&cidos.

Manchester en 1970 presenta un estudio de los efectos Qe-
nerales que presenta 1aAinsulina sobre la acumulacién de amino-
dcidos por el misculo, la‘naturaleza'de la compartamentaliza-
cidn de pozas de aminoicidos, acumulaciéﬁ de insulina y-amino-
dcidos, asft éqmo de la dinfluencia de la insulina sobre la ciné-

tica de la acumulacidn de amino&cidos.
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DISCUSION.

Del andlisis de estas referencias se pueden deducir los
efectos que ejercen ambas hormonas sobre la acumulacifn de
aminodcidos en el plasma, sin embargo se observa que no todos
los aminodcidos se ven afectados de igual manera sino que de-
pendiendo de la hormona y de las condiciones empleadas en el
experimento.se van évincrementar determinados aminéécidos,
mientras qﬁe otros decrecen, lo que también puede ser debido
a las cargas propias de los amino&cidos .o al tiempo en gue se
observa el fenfmeno; ya qgue de hecho se sabe que se estd esti-
mulando la sfntesis de protefnas y por.lo tanto la utilizacién
~de amino&dcides y de esta forma disminuyen los aminodcidos del
‘plasma. Un hecho evidente es que no todos los amino&cidos se
incorporaﬂ en la protefna a la misma velocidad, lo cuai‘bodria
deberse a que unos se acumulen y otros ﬁo. Otro factor que
también tiene iﬁportancia es el tiempo de duracibn de la admi-
nistracién de la hormona, pues se puede observar una variacidn

en los resultados obtenidos.

Se éuede concluir que la insulina favorece la sintesis
‘de amino&cidos y protefnas intracelularmente, al impedir que
los aminodcidos salgan al espacio extracelular, por lo tanto
debido a esto disminuye sﬁ-concentracién en el plasma, ademis
Ase puede observar que esta hormona ejerce un control en el
transporte o nivel de membrana modificando su personalidad. Es

te hecho podrfa explicarse a través de un acarreador que se
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modifigue por la hormona, indicando asf uno de los posibles
sitios de accidn de ésta, aunque es muy posible que existan

otros sitios de accibn.

Un aspecto interesante 1o introdujo Manchester al ha-
blar dé compartamentalizacién de las pozas de aminoé&cidos,
lo cual nos proporciona un concepto nuevo por éstudiar, en el
que se nos relaciona la estrﬁctura con la funcibn y su loca-

lizacibn.



4.2, TRANSPORTE DE AMINOACIDOS. ;o

ACUMULACION DEL ACIDO ALFA-AMINOISOBUTIRICO (AIB).

Un proceso impgrtante anterior é_la incorporacidn de
‘aminodcidos en igriroteina es el movimiento de aminodcidos
a través de las membranas celulares. Se ha observado‘que
la hormona de crecimiento vy lé'insulina incrementan este mo
vimiento, yd sea el que est§ dirigido hacia su incorporacibn
en las protefnas y en ese caso se mueven con preferencia ha-
cia los ribosomas, o de otra forma un efecto hormonal de un mo- -
vimiento neto a través de las meﬁbianaé éelulares y que es en
realidad un transporte neto de amino&cidds, con otra finali-
dad diferente, ya sea para sintesis de nuevos aminodcidos, glu

coneogénesis, etc.

Para estudiar el transporte de aminodcidos se utiliza el
&cido alfa amino isobutirico (AIB) marcado radioactivamente con
Clg, es un aminodcido gue no es de origen natural ni es esenéiai
para.el organismo, no se metabili;a ni sufre cambios y-por lo
tanto puede ser estudiado sin que se transfornme, es.decir, sin

que -se convierta en otro compuesto y por lo tante se puede se-

guir 'su trayectoria.
ANTECEDENTES .

Los antecedentes que se tienen sobre estudios hechos in

vivo son los siguientes: Noall en 1957 determin& en msculo de



rata normal que la hormona de crecimiento incrementaba el

radio de distribucibn de AIB—C14

, Riggs y Walker en 1960

encontraron algo muy semejante también en msculo de rata,
utilizando la misma Hormoha. Dawson en 1966 determinb uné
répida estimulacibn de penetracién y permeabilidad de ami-

nodcidos en las células asf como de sfntesis de protefinas,

provocado por la administracifn de hormona de-crecimiento.

Christensen en 1958 trabajando con mamfferos estable-
ce el control que se ejerce sobre transferencia de amin05c£
dos. - Tambiéﬂ trabajando especificamente con insulina,
Eichnorn en 1961 observ6 que esta hormona incrementaﬁa la

14

incorporacién de AIB-C en diafragmas de ratas adrenalec-

tomizadas,

In vitro se tienen los siguientes antecedentes:

-Kipnis presenta tres trabajos, los primeros dos en dia
fragmas de raté y el tercerc en msculo. En 1957 hizo un
estudio sobre permeabilidad del tejido y observd el efecto

_ptoducido por la insulina para transferencia de amino&cidos.
En 1958 junto con Noall trabajando con diafragma de rata es-
pecific6 que la insulina afiadida al medio estimulaba la in-
corporaciébn de AIB-C14. Su tercer trabajo lo presenta en 1960
sobre el efecto de la HC en mfisculo de rata, demostr6 que un
pretratamiento con esta hormona incrementa el transporte de

AIB. Kostyo hizo sus primeros intentos experimentales en 1953

y 1954; pero no fue sino hasta 1959 cuando demostré que la HC



estimulaba el transporte de aminodcidos y en 1962 junto con
Schmidth describe que el efecto observado in vitro de esti-
mular el transpofte de AIB en miisculo de rata es . especifico
éara esta hormona (HC), comparado con los efectos de todas
las demds hormonas pituitarias, ya que con las dem8s no se
observa ningtn-efecto cuando son agregadas al medio de incu-
baci#n. Ademds detérminan que esta accibn es rédpida e irre-

versible.

Sobre estundios de combinacién tanto in ?ivo como in
vitro Hjalmarson en 1965 comprobd que si se tinen diafragmas
de ratas maduras in vitro y se anade HC al medio de incuba-
cifn se estimula la incorporacién de AIB; pero si anterior-
mente.al experimento se ;e inyecta al animal HC y posterior.
mente se prepara el medio de incubacién con los diafragmas que
han recibido la dosis de la_hormoﬁa y estén bajo sus efeétos,
se obsérvé gue una suibsecuente adicibn de HC in vitro no pro-

duce ning@n efecto, por lo que deduce que la primera adicibn

~ hormonal in vivo bleogu=a por completo el efecto de la segunda

adicibn in vitro y por lo tanto ya no se obsgrva ninguna esti-
mulacién de incorporacibn ‘de AIB para esta segunda adicidn.
Un estudic semejante lo realizaron Snipes y Kostyo en 1962
con ratas jévenes, obteniendo resultadogs un poco diferentes
aunque similares en fundamento, era de esperarse cierta diver
sidad en los resultados por las diferencias que existen entre

un organismo jéven y un adulto.
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PURLICACIONES RECIENTES.
MUSCULO.

En 1967 Arvill investigando los efectos de contraccig
nes musculares repetidas. de ratas machos j6venes, observd
una estimulacifbn de acumulacibn de AIB radioactivo(>prévoca—
do por las contmcciones y observd ademds que al agregar in-
sulina, el efecto estimulante de esta hormoné,sobre acumﬁla—-

cién de AIB—C14

en.el misculo se reducfa en presencia de laé
contragciohes, En uhé invest;gacién pqsferior gue hizo
Arvill en 1967 y continudndo sus estudios anterio#es presen~
ta un trabajo en cqnjunto sobre el efecto de HC en mﬁsculo‘y
en diafragmas de ratas hipofisectomizadas y normales. La HC
in vitro; incrementaba el radio de_distribucién‘de C14 mar-—
cando al AIB en diafragmas que procedian de ratas hipofisec-
toﬁizadas a-un grado més alto gue en mfisculos que procedfan
de rafas norm;les. En el misculo se obtuvo un efecto dife-
rente sobre el radio de distribucifn de AIB, In vitro la HC
no estimulaba los misculos de ratas hipofisectomizadas sino
solo los de ratas normales. Ademis observd y comprobd un
efecto gque ya. se habié determinado de que la inyecc¢ién in
vivo de HC de ratas hipofisectomizadas (que no han sido esti-
muladas por esta hormonai hacen sensibles al diafragma a postérig
res adiciones in vitro de la misma (Hjalmarson). Mas sin em-

bargo, en mdsculo se presentaba un efecto adicional al ser afia

dida la HC in vitro. -
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DIAFRAGMA DE RATA;

+

Los principales trabajos sobre eétimulacién del trans-
porte de AIB radiocactivo fueron hechos por Hjalmarson, en
1968 hizo un estudio con HC bovina y sefialdé que su adicidn
in vitro estimulaba la incorporacidn del AIB por dos o tres
horas y que‘este efecto se prolongaba por cuatro o cinco ho-
ras mediante puromicin; o actinomicina, mostré&ndonos agui un
nuevo aspecto sobre el efecto de los antibiéticos, cuyo ver-
dadero valor es impedir sintesis de protefinas, bloéueéndola'
a nivel de traduccibn, (sintesis de mRNA), lo que provoda una
acumulacidn de los amino&cidos due deberfan ser utilizados
para.sintesis. Ademds observ® que los diafragmas preexpués—
tos a la HC se volvian insensibles a la estimulacién por sub-
secuentes adiciones de la misma hormona y que estos mismos
antibidticos prevenian el desarrollo de la insensibilidad de

la HC,

Trabajando con insulina también en 1968 ﬂjalmarson es~
tudid los efectos cémparados sobre la administracidn de esta
hormona en ratas normales e hipcfisectaomizadas y encontrd que
los efectos in vitro de la insulina sobre la yvelocidad de acu-—

mulacidn intracelular de AIB-C14

estaban mis pronunciados en
ratas hipofisectomizadas que en ratas normales y que al admi-
nistrar HC bovina al medio de incubacibn se observaba lo mis-

mo. Con dexametasona decrecfa la velocidad de acumulacibn de

. AIB, en presencia o ausencia de insulina.
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En 1970 Ahren, Hjalmarson e Isaksson encontraron en
diafragma de rata que la HC en concentraciones muy bajas no
preenta efecto iﬂhibidor sobre laAacumulaciéﬁ del 4cido al-
fa amino isobutirico sino gue por el contrario presenta un

efecto estimulanté.

Payne en 1970 encontrb que teofileno completamente
. suprime los efectos estimulantes in vitro gue presenta la
horniona de crecimiento sobre la incorporacién de AIB y que
en contraste ni el dibutiril-AMP cfclico (DMCAMP) niAepi-
nefriﬁa en las conceﬁtréciones probadas en el experimento
tenfian nihgﬁn efecto sobre la accién de la hormona ée cre=

cimiento sobre la acumulacidn de AIB.
CORAZON.

Hajlmaréon en 1969 continfid sus estudios junto con

sus colaboradores sobre los efectos de la HC y de la insuli-
na sobre la incorporacién de AIB posthipofisectomia; en par-
ticular para determinér un aspecto especifico scbre el con-
trol hormonal en el corazbn, ya que'no esta bien conocido
éste; pero principalmente desde el punto de vista de que el
transporte transmembranal de aminodcidos es importante para
sostener la sintesis de éroteinas. Comparando la decrecida
incorporacidn de AIB en corazones de ratas adultas normales

con la de animales hipofisectomizados no se encontré6 ninguna



reduccidn clara en la incorporacién de este compuesto, La
adicibn de -HC e insulina a los céraiones.de ratas hipofisecto
mizadas incrementaba la incorporacidn derAIB. Por otra parte
se determind qde el efecto de la insulina se observaba también
en corazones de ratas normales, mientras que eran insensibles
a la hormona de crecimiento. Se hizo un estudio intensivo
sobre las relaciones de tiempo y dosis para estos efectos hor-

monales.

Guidotti en 1969 en un estudio de suspensiones celula-
res de corazones de embriones de pollo obse;vé.la acumulacién
de AIB en diferentes estados de desarrollo del animal. Como
era de esperarse la velocidad de acumulacibn ag AIR por cé~-

lulas cardiacas aisladas de conrazones a ‘diferentes estados

" de desarrollo embriolégido decrecian con el envejecimiento,

en adicién a esto observ6 gue la insulina estimulaba la acumu-
lacibn intracelular de este aminodcido, obteniendo el mismo re-
sultado que Hjalmarson. Este trabajo es Gtil en estudios de

permeabilidad de membrana j accién de la insulina, .
HIGADO,

Krawitt en 1970 demostré-el transporte de AIB en células
hepdticas in vitro y observd que se incrementaba por insulina,
estudia su mecanismo y especifica que la insulina no aumenta
el tranéporte en este sistema sino hasta despu&s de que la ac-
tividad de la tirosina-aminotransferasa se ha enriquecido hasta

su miximo nivel,



No obstante que los trabajos con AIB han enriquecido
nuestros conocimientos acerca del transporte a través‘de la
membrana cglulaf es necesario indicar que este compuesto es
incorporado y manipulado por las membranas celulares de una
manera diferente a los aminodcidos naturales. Ademés'hay
que hacer notar que en los experimentos anteriores se refie
ren a una estimulacién a nivel dé la membrana celular, se
comprende que esto no incluye incorporacién de aminoicidos
a protefnas, aunqgue ambos efectos se realicen dentro de la
cé€lula, por lo tanto se pueden diferanciar dos movimientos:
uno en la membrana ceiular (transporte de membrana)Aontro
que_tiene como fin la incorporacifn de los aminoécidgs en

las proteinas.
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DISCUSION..

En el msculo existe una estimulacién de acumulacién
provocada por la hormona que se bloquea por contracciones
musculares, por lo tanto un estudio de este tipo se puede
utilizar para la acumulacién de AIB, ya que es otro método
para medir un efecto determinado utilizando inhibidores del

mismo.

Se incorpora m&s AIB por HC en diafragmas de ratas
hipofisectomizadas gque en mﬁscu;o de ratas normales. ‘In
vitro la HC no estimula la incoerporacién de AIB en mfisculo
de ratas hipofisectomizadas sino solo en nofmaleg, sin embag
~go esto iltimo no es de confiarse ya éue se ha observado
‘que no ocurre de esta forma sino al contrario, para 1o cual
se podria pensar que no se reprodujeron las condiciones rea
les del problema que se investigd, aunque si podria tomarse
como v&lido una menor incorporacién de la hormoné Pero no

una inhibicién.

En msculo no se obgerva el mismo efecto al afiadir HC
in vivo y despufs in vitro, debido a que se presenta un efec
to adicional. Lo gue demuestra que en el msculo los efec-
tos observados son diferentes y gue en realidad en ellos no

se puede observar bien este efecto de acumulacién de AIB.

En diafragma el proceso de transporte de aminoicidos

es dependiente de sintesis de protefinas y el resultado ob~
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servado es una clara estimulacién de la acumulacién de ami-~

nodcidos.

Los resultados obtenidos en el corazén suponen que
la insulina tiene efectés positivos sobre la acumulacidn de
AIB y que la HC negativos, 8in embargo; es un sistema extre
madamente especializado qﬁe no sirﬁe comé base para tratar de

explicar estos fenfmenos en otros tejidos.

En el higado se observa estimulacibn, ya que también
es un sitio en'éue predomina la sintesis de proteinas y el

--transporte de amino&cidos,

Sobre este efecto de ‘acumulacién de AIB se puede de-
cir que los principales efectos se observaron en diafragma

y en higado.
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TRANSPORTE DE AMINOACIDOS NATURALES. . -»

El transporte de amino&ciéos naturales se determina
marcando con isdtopos un precursor del aminodcido o bien
inyectando al aminodcido ya marcado, para observar en don-
de se encuentra la marca y de esta forma poder determinar
la trayectoria y por lo tanto el transporte del- aminodcido,
provocado .bajo la influencia de un agente externo gue en
este caso son las hormonas., De preferencia se utiliza

C14, H3 6 NlS{

ANTECEDENTES.

Manchester junto con Young en 1960, en un estudio in
vitro en diafragma de rata, determinaron los efectos que
producfa la insulina principalmente en la acumulacién.de

glicina—C14 en plasma. .En cambio en 1960 Toyoda demostrd

que la insulina no afectaba la acumulacidn de vélinafcl4 v

en 1961 Guroff tampoco obtﬁvo acumulacién de ti:r.josj;na--c-]'4
bajo el efecto de insulina pero si observd que la'hormdna
afectab& el transporte de este aminodcido, En estas iﬁVeg
tigaciones en que se detectaba la acumulacidn de compuestos
radioactivos no se sabfa realmente si la marca estaba dentro
o fuera de la-céluia, pero sin embargo actualmente esto no

es problema ya que se puede determinar por andlisis de Micros

copia Electrénica.
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Es importante hacer notar un'experimento realizado
por Heinz en 1958 y Christensen en 1960, quifenes explica-
ron desde otro punto de vista un efecto particular sobre
la acumulacidn de aminodcidos marcados en células de teji-
dos, ya que su estudi§ y cecnclusiones consisten en propo-
ner un intercambio de la marca de las partfculas que estan
fuera de la c&lula con las de adentro, resultando asi un
transporte de la marca, que.puede ser a trav&s de un'écav
rreador o una reaccidn qufmica de transmutacidén y no un.
movimiento nété de aminodcidos marcados; lo que indicarfa
una esterebeépécificidad del aminoficido del sitio en donde’
se encuventra la marca o el tratar de exﬁlicar la existen-
cia de enzimas especificas envueltas en transporte que
Gnicamente transfieren grupos qﬁe contienen la maréa, de un

aminodcido a otro.

En 1962 Akedo y Christensen determinaron una estimu~
lacifn de la acumulacién dg L-prolina y L-metionina cﬁando
1a.iﬁsulipa se encontraba presenﬁe en el medio de incubacibn
en células de diafragma de rata; Snipes y Kostyo también en
1962 utilizando el mismo sistema observaron que la HC esti-
mulaba la acumulacién de L~alanina y L-histidina, en este
estudio se exclufa la posibilidad de una difusién o intercam
bio de marca. Akedo en 1962 también deteérminé que la insu-
4

lina no estimulaba la acumulacién de L-histidina—c1 en dia-

fragma de rata,
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Snipes en 1963 y en 1967 ampli8 la investigacifn de
3 fal o
Akedo para L—prolina---c."4 principalmente en hipofisectomia,

en 1966 Knobil demostrS gue la HC estimulaba la acumulacifn

de a1anina—Cl4; histidina—cl4 y prolinawcl4, no especifica
bien las cohdicioneé del experimento. Continuando los esty
dios acerca de la estimulacién hormonal sobre acumulacidn

de L—proiina en diafragma de ratas en 1964 y en 1966 Rieser
publicé dos artficulos en los que determina en adicifn al
efecto de transporte un ataque de la insulina a uniones pep-

tidicas.

Eichorn en 1961 hizo un estudio de transporte de
L-histidina en mdsculo de ratas ad;enalectdmizadas bajo el
efecto de 1la insuliﬂé. También en mﬁscﬁlo de rataAAdolfson
en 1967 determind una estimulacifn por insulina de acumula-—
cin de L~ wproliria, Y finalmente en 1966 determind el
mismo gfecto, es decir, que L-prolina era estimuiada per la
insulina y en adicifn L-histidina por HC pero no viceversa,
lo que demuestra una especificidad por IOS'Aminoécidos, lo.

que puede ser debido a su carga o a su estructura quimica.

" Se sabe que en las membranas celulares existen dife-
rentes‘sistemaé da trahsporte que soﬁ especificos para di-
ferentes grupos de aminoécidos.A De acuerdoc con esto Neame
en 1966 observ6 que el transporte de ciertos aminodcidos es~-
pecificos que pueden ser artificiales se efectfia por un cami
- no diferente del transpéxte’de otros amino&dcidos, principal-

mente naturales.



PUBLICACIONES RECIENTES.

HIGADO.

En un medio de perfusién de higado normal de rata
Wolfgang en 1967 observd que la insulina y el glucagén pro
ducfan cambios en la concentracién infra y extracelular de
Aaminoécidos individuales, sin embargo esto no es demostra-
ble con las hbrmonas separadas, y ademds especificd que ac-
tuaban similarmente con determinados aminodcidos’ pero difef
rente con otros} observé que las concentraciones intré y
extracelular de leucina, isoléucina v vaiina decfecian por
insulina pero se incrementaban por .glucagén, mientfas que
ambos diminufan la concentracifn de alanina e histidina.
Por lo tanto se dedujo que los cambios en concentracifén de
los aminodcidos individuales son probableménte debidos a su

~accidbn hormonal indirecta.

MUSCULO.

14 | R
in vi-

En estudios sobre incorporacifén de leucina-C
tro en la protefna de msculos caudofemorales de rata,
Goldstein en 1968 observ6 los mismos efectos de estimula-
cidén tanto in vivo como in vitro; discute el hecho de que
la insulina aparentemente requiere una membrana celular in-

tegra para estimular la incorporacién, por lo que deduce

que esta estimulacibn estéd relacionada con larregulacién del



transporte de aminodcidos a través de la membrana celular.
Goldstein en 1970 especificd que el efecto estimulante de

la insulina se pierde cuando se modifica el experimento

para minimizar los efectos de transporte, cuando se hacen
cambios en la radioactividad especifica intracelular, cuan
do se incrementa la concentracifn de aminoécidos al doble

o cuando el ion Na® es sacadb del medio. Estos estudios de-
muestran que la iﬁsulina ejefce su efecto principalmente so-
bre transpbrte.de aminodcidos. En otro experimento en el
mismo afio Goldstein especificd qué la incorporacifn in vitro
de leucina—cl4, en la protefna de rebanadas de higado de
rata, se incrementaba si la concentracifn de aminodcidos no
marcados en el medio de incubacién también se incrementaba.

La grafica de la incorporacidn se enriquecfa cuando la con-

centracidn de amino&cidos era 6 veces la del plasma.de la

rata, y bajo lawaccifbn de hofmoga de crecimiento se estimu-
laba la incorporacidn del precursor en la protefna de higado
de ratas normales en un 31%, El mismo efecto se observaba
en-ratas hipofisectomizadas; sin embargo el téji§6 de ratas
ﬁipoﬁisectomizadas previamente tratadas con hormona de cre—

cimiento no respondfa a la hormona de crecimiento in vitro,

‘Tampoco encontrd ninglin efecto sobre la velocidad o extensidn

de incorporacidn de precursores radioactivos en las pozas de
soluciones &cidas. Ademds concluyb gque el mecanismo de ac-
cidén de la hormona de crecimiento sobre la sfintesis de-pro—
teinas in vitro es similar a sus mecanismos de accidn in

vivo,



Wool y Manchester en 1968 presentan cada uno por
separado una reusidn en la que discuten la importancia del
transporte. de aminodcidos observados bajo un efecto hormo-~

nal, principalmente discuten el papel de la insulina.

DIAFRAGMA DE RATA.

En 1968 Elsas sugiere que la estimulacién del trans-
porte de amino&cidos produgiaa por insulina puede‘realizaz
se por dos caminos: o bienAlavinsulina incrementa el.transpoE
te de aminodcidos indirectamente y lo dirije hacia ﬁetabof
lismo de aminoicidos o inicia la'sintesis de una ﬁroteina
determinada especffica -(enzima) que'ﬁejore o favoéezca el
transporte, refiriéndose en este caso a la existencia de
acarreadores que se pueden sintetizar bajo’la influencia de
la hormona; este estudio fué hecho in vitro en.mﬁsculovde
diaframa de ratas normales. Hjalmarson en 1968 haciendo un
trabajo in vitro sobre la adicifn de hormona de. crecimlento
bovina que provocaba una 1ncorporac16n de AIR, suglere que
los procesos de transporte de aminodcidos en membrana son

= mésAdependieﬁﬁes“SObre sfntesis de protefnas que aquellos
para transporte de azlcares. Tambiéﬁ Hialmarson sugiere
que a difereﬂtes niveles de dosis aplicadas, la hormona de
crecimiento puede actuar bifésicameﬁte sobre el transporfe
de membrana de aminofcidos normales y sobre incorporacién de
aminodcidos en la proteina, haéiendo la observacién de que

ambos efectos son independientes entre si.
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En 1968 Kostyo demostrd que la adicién de hormona de
crecimiento bovina a diafragmag aislados de ratas hipofi-
sectomizadas mejoraba ei transporte de amino&cidos, junto
con la incorporacibn de leucina marcada en la protefna. En
Acambio, fraccionando el diafragma por centrifugacitén ﬁo se
éncontraron los mismos efectos en las diferentes fracciones
del diafragma, debido prihcipalmenfe a las diferentes fun-
ciones gue se realizan en las diferentes fracciones subcelu-
lares, Observéique la purémicina y la cicloheximiaa disminuiaﬂ
marcadamente o abolfan completamente el efecto de la hormona
sobre el transporte de aminoicidos, y por lo mismo se com-

prueba que se tiene un efecto hormonal a nivel de traduccibn.
CORAZON, ' S

Roginski en 1969 observé que.el'Cr ITT actfia como un
cofactor en metabolismo de aminodcidos y:tQmando en consgi~
deracitn esto determiné una estimulacibn por insuliha de"
transporte de aminodcidos (gly, met y ser) en protefnas del
corazfn a un mayor grado que en deficiencia del ion Cr III;
parece ser que este mecanismo estd asociado con fosforila-
ci6én. E1 patrén.generai_del transporte de aminodcidog .(en
la ausencia o presencia de insulina} en células cardiacas
fue examinado por Guidotti, en 1969, quien subray® que ios
efectos eran similares a aquellos encontrados en corazones
intactos, por lo que sugiri6 que estas preparaciones biol6-
gicas podfan ser fitiles para estudios combinados de permea-

bilidad celular con accibn de la insulina.
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Hjalmarson en 1969 también enfocd sus investigacio-
nes hacia el transpprte de amino&cidos en el corazén, ya que
se puede decir que es un factor importante para sosfener
la sfntesis de proteinas; en este estudio observé el efec-
to gue producian ambas hormonas sobre corazones de ratas
normales e hipofisectomizadas y obtuvo lo siguiente; en
corazones de ratas hipofisectomizadas tanto 1a insu1ina
como la hormona de& crecimiento estimulaban el transpo%te,
mientras que en ratas normales solo la insulina estimulaba

y eran insensibles a la hormona de crecimiento.

Herndndez en 1969 determinb que el efecto més évi—
dente de la insulina sobre el metabolismo de aminoécidoé
en varios tejidos es un control de gradientes’ de amino&ci-
dos entre las cé€lulas y lfIquidos extracelulares, a través

de permeabilidad de la membrana en ambas direcciones.

Heindel en 1970 preéenta un trabajo del efecto estimu
lativo de:la hormoné de crecimiento sobre el transporte
de'aminoécidos-en ratas deficientes‘de vitaming B6 v
Wisniewaki en 1971 también trafa de explicar el fen6meno
de transporte de amino&cidos a través de las membranas ce-~

lulares, pero bajo el estimulo de insulina.



DISCUSION.

Se puede observar que ambas hormonaé,lla hormona
de crecimiento y la insﬁlina estfmulan el transporte de cier
tos aminodcidos finicamente pero no de todos, lo cual puede
ser debido a la carga propia del aminofcido y a problemas de
afinidad, ya que incluso el transporte es especifico para
uﬁ determinado aminodcido para una sola hormona, pues como
se pudo observar una hormona estimula el transporte y la
otra no, como es en el caso de L-histidina para HC y de L-pro

lina para insulina.

Un estudio interesanté fue el determinar si habia
transporte de marca o de amino&dcidos, obteniéndose una cémprg
bacifn casi absoluta de que era un transporte neto de éming
écidos; la cual era mi3s factible deentenderse y sobretodo en
presencia de un acarreador especifico. Mientras que lo otro
sugeriria,Alaexistencié de un ihteréambio estereoespecifico

realizado en la membrana.

Otra anotacién que es importante sefialar sobre la
estimulacifén del transporte de aminoécidos,‘es determinaf los
sitios de acciéﬁ sobre los cuales-actﬁa la hormona; es decir,
determinar si el efecto de la insulina es estimular el trans
porte de aminodcidos, en particular, esfimular'que éstos sean
transportados; o si bien directamente la insulina esta sinte
tizando una enzima que es la que favorece el transporte., .Y
esta investigacibn se puede enfocar principalmente hacia es-

tudios de permeabilidad de membrana, que puede ser un estudio



interesante que nos ayude a clarificar este problema.

Por otra parte se comprueba que el proceso de trans

porte de amincdcidos es mis dependiente de sintesis de prb—

tefnas que de otra funcibén y gue el transporte y la incbrpo—

racibn de amino&icidos son actividades completamente indepen-

dientes entre sf,

Una mayor estimulacifn de transporte de amino&dcidos
se observd principalmenﬁe en higado y diafragma. En corazo-
nes de ratas normales se observé una insensibilidad a HC pero

no a la insulina, sin embargo entre las funciones principales-

- del corazén no esta inclufda la sintesis de protefnas y es

por eso éue no ée obtengan resultados satisfactoriés, mientras
que si se encontrardn en aqueilos lugares en los que predomine
la sintesis de protefnas como funcibn principhl del tejido,
como es en el caso del higado o del mﬁsculo. Siendo adem&s
este el moti&o principal del porqué se escogieron estos teji

dos para cobservar en ellos la estimulacifn hormonal de la

biosintesis de protefinas, debide a que en ellos es en donde’

m&s se efectfa el proceso y en donde se sintetizan proteinas

en mayor proporcién.
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4.3 INCORPORACION DE AMINOACIDOS EN LAS PROTEINAS.

lLa incorporacifn de aminofcidos es un proceso nece-
sario para la sintesis de proteinas, sin embargo tanto el
mecanismo de sfintesis de proteifinas como el de incorpora--
cibn de aminodcidos no son absolutamente dependientes en-~
tre sf, debido a gque la incorporacién de aminodcidos puede
tener diferentes objetivos, siendo s&lo uno dé ellos el
sintetizar proteinas y al igual que el transporte de amin9>
&cidos presenta- la caracteris#ica de ser una actividad
independiente, gue en élgunasAocasiones pucden eétar rela-
cionadas y en otras no. Entre los diferentes ca@inés que
pueden seguir los aminoicidos estin la sintesis de hormo-
nas, de histaminas, de p&ptidos pequefics, purinas y piri-

midinas, metabolismo de aminodcidos, oxidacibn, etc.

éomo se ha especificado tanto la -hormona de creci-
miento como la insulina son hormonas anab&licas que esti-
mulan la sfntesis de protefnas incrementando ia incorpora-
cién de los aminoécidoé-en 1é protefna durante lé traduc-
cibn, éerq de ninguna manera alteran la distribucibn de los
aminofdcidos que esté determinando el c6digo gen&tico, es
decir, la secuencia de aminodcidos gue deben seguirse para

sintentizarse una proteina.

ANTECEDENTES .

Los primeros estudios que se hicieron sobre la estimu
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lacibn de incorporacibn de aminodcidos fueron hechas

por Friedberg y Greenberg en 1948 guienes trabajaron con
hormona de crecimiento sobre proteinas de mfisculo de rata
normal e hipofisectomizadas. Lee y Williams trabajando

con el mismo tipo de experimento encontraron que afiadiendo
DL-cistefnas S35 se inhibfa la incorporacién de aminoécidos
Yy que este efecto se podfa corregir mediante el‘trataﬁientb
con hormona de crecimiento, indicando que'este efecto gui-
z4s esté relacionado con formacifn de puentes disﬁlfuro; o
de que sea el mismo sulfhidrilo el que ocasione la inhibi-
citn o bloqueo del efecto de estimulacifn. En léSé'Lee Yy
Gaebler obtuvieron como resultado un incremento en 1arin—
corporacibn devglicina—le, alaniha;le, dcido aspérticé-le
y Scido glutamico-le en las proteinas del mfsculo cuadriceps
a; estimular con HC. Acerca de la posicién en que se en-
cuentra 1ocalizada esta marca incorporada por la hormona,
Flor%ni en 1962 demostré gue se encuentra en posiciones de

nitr6geno amino terminal, al final de las estructuras macro-

moleculares que constituyen las protefnas.

Con respecto al diafragma de rata Kostyo en 1959 de-
termind in vitro la incorporacifn de leucina—C14 y Manches-
ter en eirmismo afo de glicinaécl4, ambos encontraron
que la hormona de crecimiento estimulaba la incorporacibn
de los éminoécidos en la proteina del diafragma de rata.

Reiss y Kipnis también encontraron 1o mismo trabajando con
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leucina—c14 Yy con Valina—Cl4. Experimentos de.incorporacidn

de aminodcidos estimulados por la insulina fueron hechos por
Sinex y Krahl en 1952, Manchester y Young en 1958 y Kostyo
en 1959; posteriormente Kostyo y Manchester en 1959 amplia- -
ron estos resultados para hormona de crecimiento bovina y

de simio encontrando resultados similareé, la hormona de cre
cimiento de simio estimulaba tambifn la incorporacibn de

1
fenilalanina—c‘4.

Wool y Krahl en 1959 describieron que la insulina esti-
mulaba la incorporaci®dn de aminodcidos marcados con Cl'4 en
la protefna de disfragha de rata, siempre y cuando los amino-
dcidos hubieran penetrado en la célula'antes de que comenza—-
ra la inéubacién. También Manchester ‘en 1960 obser§6 este
efecto intrace;ular'por la insulina. Brande y Knobil en
1960 generalizaron estos efectos de estiﬁﬁlacién para las ~
dos hormonas. En 1964 Wool y Krahl continuaron estos estu-
dios sobre.la insulina e hicieron algunas correcciones de
los defectos anteriores; trabajaron con piruvatQ—C14 en un

medio que contenfa alanina y una menor concentracién de

aminoicidos no marcados.

PUBLICACIONES RECIENTES.
HIGADO.

Shigeru en 1966 observ® gque durante la hipofisectomia
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el consumo o incorporacibn de 1eucina—C14 en la fraccibn
proteica decrecia y que tal efecto era restaurado por 1la

hormona de crecimiento, es decir, se normalizaba.

Trabajando con personas normales Saito observé una
acelerada incorporacibn de 1eu—U-C14 en las proteinas del
higado, misculo, rifibnes y plasma después de la infusidn
de hormonéAde crecimiento. MacLeod en 1968 observd que
~ciertos tuhores pituitarios ocasionaban el cfecimiento
de ratas y que esto se debfa a que segregaban hormona de
crecimiento. Ademds observd que la inéorporécién de leu-ct?

‘en- la protefna se incrementaba en presencia de estos tumores,

por lo que dedujo que esta hormona tiene caricter anab&lico.

Hirosaya en 1969 demostr6 que el decremento en incor-

poracidn intracelular de 1eu--C14

y en sintesis de protefnas .
que producfa la hipofisectomfa podfa ser compensado por la
administracibn de hormona de crecimiento y que ademis iba
acompaﬁado_por un incremento en élhcontenido dé leudiﬁa. En
1970 Buck también observé esta estimulacifn de incorporacidn
de 1e‘u—I—Cl4 en la p;oteina'de higado de rata producida por
insulina, asf como un incremento en biosfntesis de proteinas,
efecto que era minimo en dosis bajas. Pero en cambio no

observ6 ninguna estimulacibn para un derivado de lisina

(lis—4,4—H3—HCl). Lo que hizo fu& preparar diferentes deri




vados y observar la velocidad de incorporacidn del derivado
del aminodcido, compordndolo con el resultado tedrico espe-~

rado.

Buck en 1970 determin® que las inyecciones intraperi—.
toneales de insulina en ratas parecfan incrementar la velo-
cidad de biosiIntesis de-proteinas nuclear en hfgado de rata.
Una sola inyeccibn de insulina era suficiente para que en
el lapso de una hora se incrementara o estimulara la incor-

14 por arriba de un 50% comparado a los

poracidn de leu-C
valores control. E1 méximo se observd despuds de 3-~5 hrs 'y
la velocidad original de_biosiﬁteéis de ﬁroteina nuclear

fué obtenida después de 10 hrs. Ia aqﬁiviﬁad de la insuli-
na se vi6 disminuida pfogresivamente al usar decrecidas coﬁ—
centraciones de insulina. Pero si la leucina era reempla-
zada por H3-1lisina no se cbservaba ninglin incremento de biosin
tesis de protefna nuclear éue pudiera ser atribuido a la in-
sulina. En otro trabajo tgmbién en 1970 Buck determin qué
la insulina bovina o el.cortisol esﬁémulan la incérépracién
de leucina—l-C14 en proteinas &Scidas de cromatina de higado

de rata y que no tenfa ninglin efecto sobre la.sintesis pro-

pia de histonas.

Clemens en 1970 observd en rebanadas de higado de rata
que la incorporacibn in vitro de leucina~C14 en la proteina

se incrementaba si la concentracifn de amino&cidos no marca-



dos en el medio de incubacidn se apmentaba; la gréfica

de incorporacibn se enriquecfa cuando la concentrécién

de aminodcidos era 6 -veces la del plasma de rata. Ade—
més observ6 gue cuando los aminodcidos estaban presentes
en esta concentracidn en el medio;-la adicibn de hormona
de crecimiento estimulaba la incorporacién-del aminodcido
Yy que esto se cumplfa afin en dosis bajas de hormona .de
crecimiento (10 mg/ml). Concluy®6 que un suministro de
aminodcidos abundante favorece la estimulacién de la siﬁ—

tesis de protefnas por hormona de crecimiento en rebanadas

‘de hfgado de rata.

Liberti en 1972 por el contrario sefiala que el efec-
to estimulativo de la hormona de crecimiento no requiere
la presencia de cantidades excesivas de.aminodcidos no mar-
cados. En su experimento determind la incoréoracién de leu-
cina—C14 en la protefna de rebanadas .de hfgado de ratas nor-
nales e hipofisectomizadas, que fueron'iﬁcubados a diferenfes
tiempos en un'medio de cultivo modificado. Observ6 que la
velocidad de incorporacién en rebaﬁadas de animales hipofi-
sectomizados fué aproximadamente 50% dgl de ratas normales.
Y que en la presencia de 4/Lg'de HC/ml del medio, las reba-
nadas de ratas normales incorporaban 25% més de precursofes
marcades en la proteina que en la ausencia de la hormona.

La adicibn in vitro de la hormona de crecimiento a rebanadas



de ratas hipofisectomizadas también incrementaban la sin-
tesis de protefnas. La menor concentracidn de la hormona
a la cual ya no se observaba ninglin efecto era a 0.1/Zg/ml
medio. Estudios en los cuales las rebénadas eran separa-
das en fracciones subcelulares revelaban que la hormona de
crecimiento incrementaba ia actividad especifica de la pro-
teina cytosol en un 48%, Concluyb que la adicibn in vitro
de la hormona a rebanaaas de ratas ﬂormales e hipofisecto-
mizadas estimula la incoréoracién de precﬁrsores marcados

en la proteina,

Schmith en 1968 en un estudio en higado de rata so-
bre el efecto del &dcido poliuridflico sobre la incorpora;
cib6n de fenilalanina en protefnas observ8 una estimulaci®bn
de incorporacifn de mayor extensibn en sistemas de célu-
las a partir del higado de ratas normales que a partir de
ratas hipofisectomizadas; y ademds que la administ#acién de
hormona de crecimiento a ratas hipofisectomizadas induce a-
una incrementada incorporacibn del amino&cido en 1a‘ausencia

del &cido poliuridflico.
MUSCULO.

Goldstein en 1968 observd que en misculos caudofemo-
rales de ratas, cortados en tiras longitudinales, presenta-
ban una alta velocidad de incorporaciﬁn in vitro de 1eu—C14

en la proteina del mfisculo bajo el efecto de insulina. En

1970 en otro estudio sobre insulina detérminé una induccibn



in vitro de incorporacifn de aminodcidos marcados en la pro-
tefna del misculo de ratas y lé pérdida de este efecto me-
diante diversos factores.‘_También en 1970 Goldstein en otro
articulo ? continuando el mismo estudio de estimﬁlacién

por insulina de incorporacidén de aminodcidos marcados en la
protefna del mfisculo de rata, in vitro, realiza un estudio
en el cual varfa las condiciones del medio de incubacidn.
Obtuvo los siguieéntes resultados: el efecto estimulativo

de insulina se pierde cuando Na+ es_extréido del medio,
cuando la conceﬁtracién de aminodcidos del medio se-incre-
menta al ‘doble dél QUe'Se encuentra fisiolBgicamente, o
cuando el disefio Ael experimento se modifica para'minimi—
zar los efectos de transporte al recambio sobre actividad -
especifica intracelular. Concluy8 que la iﬂﬁorporacién de
aminodcidos marcados en la proteina no debe compararse con
la sfntesis de protefnas sin la consideracién‘de factores
que afecten la radioactividad especifica del precursor in-

mediato.

Hilder en 1971 presenta un articulo sobre el efecto
de insulina sobre las pozas de amino&cidos libres y sinte-
sis de protefnas en el mﬁsculo,esquelétiéo de ratas, en
particular sobre la incorporacibn en la protefna de glici-
na y leucina y sobre. pozas de tejidos en misculo. Estable-
cid que la insulina decrecfa el perfodo de latencia antes del-
establecimiento de uné linearidad en la velocidad de incor-
poracibn de gly radioactiva, y que la hormona incrementa-

ba el tamafio de- la poza de gly intracelular libre. Ninguno
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de tales efectos se observé para leucina, en cambio la
acumulacibén de glicina radioactiva en el compartimento del
flufido intracelular se incrementaﬁa, y por el contrario

el contenido de leucina radioactiva en el compartimento
intracelular decrecfa. Adem&s observd que la insulina
decrecfa la radioactividad especifica de ambos gly y leu
en el fluido extracelular, y que la hormona tambi&n decre-
cfa el catabolismo pfoteico. El efecto sobre sintesis de
proteinas no era ocasionado por un incremento en la radio-.
actividad especifica de la poza extracelular pero estaba
posiblemente relacionada a una incrementada concentracién

de aminodcidos.

En 1967 Sanders y Riggs observaron que in vivo la
incorporacibn de aminodcidos en la protefna del misculo de
rata era estimulada directamente por la insulina, pero en
el higadé estaba felacionada-indirectamente con la posible
respuesta de otras hormonas a la hipoglicemia. Tashima en
1968 estudid uno de los pfincipales efectos de la insulina
sobre la incorporacién de glucosa y aminodcidos en glucbge-
no y proteina dei msculo y encontrd un posible mecanismo de
regulacidén de concentracifn de glucosa independiente del ni-
vel de insulina. Wool en 1968 deduce que en presencia de in-
sulina la velocidad de incorporacifn de muchos aminodcidos en

la proteina del misculo se incrementa suficientemente para
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prevenir su écumulacién a una mayor concentiacién que la que
ocurre en la ausencia de insulina; Rieser-en 1969 obseryé

una inhibicibn por medio del bromuro de 2-hidroxi-5-nitroben=
cilo (HNB) de la incorporacién de aminodcidos a proteina es~-
timulada por insulina; ademés determind gque ai bloguear esta
incorporacién se producfa una acumulaci®n de aminoécidos li-

bres en el tejido.

Manchester en 1970 .presenta un articﬁlp de>los’aspec—
tos generales de la estiﬁulaciﬁn por insulina de incorporaé—
cibn de aminoécidos y de 1a naturaleza de la compartamenta-
lizacién de las pozaé de aminoicidos, lo cual nos ayuda é en-
tender las diférentes vias que pueden seguif.los amino&cidos

siendo una de ellas la sintesis de enzimas.

»

DIAFRAGMA DE RATA.

En 1967 Manchester hizo estudios sobre la incorporacibn
de glicina-C14 en la protefna del diafragmé de rata, utili-
26 diferentes antibifticos y obsérvé la inhibicifn que presen-
taban, determin® que se inhibfan por cic¢loheximida y no eran
afectados porrtetraciclina, eritroﬁicina‘o cloramfenicol en
la ausencia o presencia de insulina. .Dedujo gue las acciones
primarias de la insulina sobre el misculo estfn en extricta
dependéncia con la proteina del diafragma y que &stas acciones

tienen una répida velocidad de recambio. En el mismo afio Buse
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observé que la insulina estimulaba la incorporacién de gli-
cina e histidina en protefnas del mdsculo o incrementaba el
consumo de leucina, mientras gue no promovia su oxidacibn a
co, . Utilizd también procesos de inhibicibn de insulina

con palmitato, octanoato y f3—hidroxibutirato. Arvyill tam-
bién en 1967 obseryd una incrementada velocidad de incor-

poracién devglicina—H3 en la protefna del misculo y en dia-

fragma de ratas hipofisectomizadas tanto in vivo como in

vitro, bajo el efecto de insulina.

En la adicidn de hormona de crecimiento bovina a hemi-
diafragmas de ratas hipofisectomizadas Hjalmarson en 1968 en~
contrd que se incrementaba la acumulacién deiglicina—c14 en
el citoplasma, mientras que se reducia leu—C14 y 8e incremen-—
taban ambas incorporaciones en protefnas del mfisculo, lo que
indicaba que leucina se incorpora més ripido que glicina ba-
jo el efecto de esta hormona. Los aminodcidos se ihyectaron
a diferentes tiempos antes de la incubaéién v sé observaron

los resultados, tanto referentes a su incorporacifn como la

relacién de distribucidn de los aminodcidos intra a extrace-

~lularmente; a diferentes niveles de dosis la hormona de cre-

cimiento puede actuar de dos formas: sobre transporte de ami-
nodcidos y sobre incorporacifn de amino&cidos en la protefna,

sefialando que estos efectos son separados.

Schepper eﬁ 1967 trabajando sobre el efecto de estimulacidn



de incorporacién de leucina en la proteina del diafragma
de rata provocado por insulina utilizf la misma técnica qﬁe
en investigaciones anteriores y también bajo el efecto de
una inhibicibn, utilizando (paré esto) sulfonilureas hipo-
glicemiantes (glicodiazina, carbutamida, cloropropamida,
tolbutamida); observd que la inhibicién no era el resulta-
do de un transporte reducido de amino8cidos, sino que era
una alteracidn del metabolismo de leucina, o una deterio~
rada respiraci6én endbgena de los tejidos, para lo cual los
asocia con fosforilacién oxidativa: Dedujo qﬁe lé inhibi-
cién de la sintesis—qé proteinas esté’relacionada con un

dafiado metabolismo energético.

La adicibn de hormona de crecimiento bgvina a diafrag-
mas aislados de ratas hipofisectomizadas increment6 la in-
corporacitn de leucina marcada en la protefna total; Kostyo
(1968) y determind que esta inhibicién podfa ser bloqueada
en presenéia de cicloheximida o puromicina. Posteriormente
sometil a centrifugacifn su tejido y observ8 que esta esti-
mulacién solo.se'presentaba en la fraccidn densé,,lo gue de-
méstrabé que el efecto de la horméﬁa de crecimiento bovina
era sobre sintesis de proteinasvy comérendia s6lo la forma-
cifn de ciertas protefnas especificas, Por otra parte las
proteinas marcadas estaban notablemente estimuladas en todas
las fracciones del diafragma cuando se habfa expuesto mucho
tiempo el tejido, sugiriendo que este efecto hormonal in vitro

no representaba mejorfas notables para la sintesis de proteinas



especificas.

’

Payne-en 1970, junto con Kostyo hace un estudio so-

~ bre los efectos en vitro de dibutiril-AMP-ciclico, epinefri- o

na y teofilenc sobre la incorporacidn de aminodcidos y sin-
tesis de proteinas por diaffagma de rata; en particular es-
tﬁdiaron la habilidad de estas sustancias para alterar los
efectos estimulativos in vitro de la hormona de-crecimiento
sobre la incorpofaciﬁn de  amino&cidos a proteinas por dia-
-fragmé de rgta aislado.- Comprueba que teofileno es el ﬁni;
co gue inhibe y discute que esta habilidad del teofileno de
abolir los efectos de la hormona dé cré¢imiento sobre la
incorporacifn de aminoécidoé-esta relacionada a una-agcién

sobre una enzima.

Salmon en 1970 compara los efectos de la hormona dé cre-

cimiento, de la insuliqa vy de una fraccitn de suero con acti-

~ vidad de factor de sulfatacifn, sobre lé incorpofacién in
vitro-de leucina marcada con H3 en ﬁna proteiﬁa insoluble en
TCA, por misculo Qe diafragma y cartilago costal de ratas hipo-
fisectomizadas. ZILos tejidos fueron incubados en un medio qﬁe
contenfa 14 aminoécidoé y_glucoéa. El cartflago fu& muy sen-
sible a la hormona de creécimiento in vivo pero relativamente
insensible a la insulina in vitro pero muy sensible al factor
de la sulfatacibn. E1 mfisculo fu€ menos sensible que el

bartilago a la hormona de crecimiento in vivo o que el factor



de sulfatacibn in vitro. En todos los estudios de misculos
combinados, el m&ximo efecto de la hormona de crecimiento

in vivo y el méximo efecto de ambos, el factor e insulina_
in vitro cada uno exc¢edfa el miximo efecto ée ia hormona de
crecimiento en alta concentracibn in vitro. Determiné dque

el factor de sulfatacifn del suero de ratas normales es.
suficiente para la estimulacién ‘de ambos mfsculos y carti-
lagos de ratas hipofisectomizadas in vitro y gue estos efec-
tos no se vefan afectados por altas concentraciones de hormo
.na de crecimiento y que solé la insulina en altas cohcentra—
ciones producfa un ligero efecto. Determind ademis que. cier-
tc efecto de la hormona de:crecimiento in ﬁivo sobre la esti
mulacibn de ia sintesis de protefnas en mfisculo y cartflago
es mediado o regulado por este factor de suléatacién;

En otro aspecto Dawspn eﬁ 1968 determind que la incu-
bacidn en tiempos cortos .difiere de lavefectuadaren tiempos
‘relaﬁivamente grandes, trabajb adﬁiitgandé hormona de creci-
miento a ratas hipofisectomizadas-y observb que a tiempos
-cortos se estimulaba la entrada de aminodcidos en la c&lula
.y su incorporacibn en la protefina, mientras que a tiempos
lérgos no se observaba estimulacifn de entrada de amino&cidos,
mientras que la sfntesis de protefnas si se estimulaba, depen-
diendo directamente de la sfntesis de RNA, lo que demuestra

que a tiempos largos ya no entran aminoicidos de proteinas.
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Tata en 1968 presenta una revisibn en la cﬁal discute

’

la incorporacibn de amino&cidos in vitro por ribosomas li-

bres y unidos a membranas mediante la influencia de la hor-

" mona de crecimiento.

Riesser en 1969 observd que marcas especificas de
residuos de triptofano, por medio de HNB inhibfan la incor-
poracibn de aminoicidos en diafragma de ratas, previamente
a una acumulacidn de los mismos producidé por insulina y que
precisamente una preincubacidn con insulina protegia estos
efectos. Determind que este estudio eé‘ﬁtil pues ios resi-
dﬁos de triptofano de un componente polipeptidico en la mem-
brana celular pueden utilizarse en el reconocimiento de una
hormona y principalmente por su interaccidn comple@entaria
con la insulina lo gue podrfa determinar los efectos de esta

hormona sobre el misculo.
CORAZON.

'En 1969 Roginski estudiando la hHipbtesis de gue el
Cr III actfia como cofactor para la insulina midi® la interac-
cibn entre estos dos agentes sobre dos parémétros de metabo-
lismo de aminodcidos y obtuvo el siguiente resultadeo: a ra-
tas alimentadas con proteinas les di6 Cr III y observd éue
la insulina in vivo producfa una estimulacifn de tres amino-
écidos (glicina, metionina y serina) en la protefna del co-

razbn.



Rannels y Hjalmarson en 1970 trabajando con corazones
de ratas diabé&ticas determinaron el efecto de estimulacidn

de incorporacibn de fenilalanina mediante un tratamiento con

hormoha de crecimiento a diferentes perfodos experimentales,
indicando que la accibn de esta hormona depende del periodo

de incubacibn.

En una investigaci®n sobre hormona de'crecimientov
Hirosaya en 1969 comprobd que el decremento en sintesis de
proteinas e incorporacién dé leu—Cl4:qué producia'la_hipg—
fisectomia podia ser prevenido por admigistracién de hormona
de crecimiento y gqgue adem8&s de prevenir se producfa-un incre-
mento en el contenido de leucina, es decir, también estimu—-

laba.

Guidotti en 1971 hizo un estudio en células del cora-

z6n de embriones de pollo y utilizd como medio de investi-

~gacifén el modo de accifn de la insulina sobre el transporte

de tres aminoicidos de ocurrencia-natural: L-pro, L-ser y
L-gly. Las_vélocidades iniciales de inéorporacién fueron
medidas sobre un pefiodo de 5 min con un rango de 80 veces

la concentracidn de los aminodcidos; se introdujeron correc
ciones para difusibn de aminbécidos, incorporacién en la pro-

tefna y conversibn en CO Los procesos de incorporacibn se

2°
aproximaban a la cin&tica de Michaelis Menten dentro de rangos

definidos de concentracibn de aminodcidos. Se detectd un sis-



tema sencillo para transporte de prolina y un minimo de dos
sistemas de transporte de serina y glicina. Los efectos

cinéticos de insulina sobre el transporte de sistemas para

"Tos aminodcidos probados estuvieron Consistentes con una
aceleracidén de la velocidad mixima de los procesos, sin
cambios sustanciales en la concentracién de los sustratos
para una velocidad mixima media de fransporte. Estos efec
tos hormonales no fueron alterados esencialmente por las
correcciones para la irncorporaci6bn de aminodcidos en la pro-r

tefna y conversidén en COZ'

Adem8s del efecto de esfimulacién; la hormona de cre-
cimiento tawmbién presenta efecto de degradacibn. En 1970
Wellers demostr6 que la velocidad del metabolismo para la
incorporacifén de L-valina in vivo, era mds lenta al admi-
nistrarse hormona de cre&imiento Yy propone que el efecto ana-
b6lico de lé hormona.de crecimiento aparentemente consisté en
actuar directamente sobre la degradacifn de amino&cidos l1li-
bres in situ antes de su incorporacibn o reincorpqraciénren'
la proteina. Otro efecto catabélico fﬁé consideradb por
Wellers en el mismo afio, quien especifict en otro articulo
diferente que la velocidad de degradacidn in vivo de
DL-metionina exBgena en ratas tratadas con somatotropina
era mehor que en las no tratadas y que esta accibn directa
de la hormona sobre el metabolismo de aminodcidos puede con-

siderarse para el efecto anabblico de la hormona. En 1971
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presenta otro artfculo en el gque tambi&n discute el mismo
aspecto de sus investigaciones anteriores. Estudia la ve-

locidad de degradaciégﬁirregg;ggg;e in vivo de treonina 1i- =

bre, valina y metionina que decrecieron en ratas a tiempos
2,7,.1.6 y 2.4 respectivameqte, seguidos de un tratamieﬁto
con hormona del cfecimiento (tbtal 2 U.I./rata durante 17 hrs).

Este decremento en catabolismo de amino&cidos se podia to=-

‘mar como una explicacidn al efecto anabblico de la HC,>debi—v
do a que la hormona probablemente actfia inhibiendo enzimas
envueltas en el catanlismo de aminoaéidos; pero sin embargo
no significa que el decremento én catabolismo prbte;co nece-
sariamente implique un aumento de anabolismo sino que es
simplemente un efeéto posible que puede o no estar relaciona-

>

do con la sintesis.



CAPITULO V.

5oy

5.1 EFECTO SOBRE EL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO.

Los genes.estan constituidos por el &cido desoxirribo-
nucleico y por lo tanto un cambio mediado por un agente ex-~

terno -a este nivel es de gran trascendencia para la célula,

- ya que se pueden afectar notablemente sus funciones y modifi

car por lo tanto el sistema iegﬁlado por los genes.
HIGADO.

Camus en 1969 determind la influencia de la insulina
sobre la proteina total y precursores. de DNA, en higado de
rata. Para este experimento utiliz6 ratas mal nutridas jéﬁe—
nes, las cuales alimentd con caseina 'y DI-metionina, lo que

di% por resultado que los niveles de insulina que estaban mﬁy

bajos se elevaran inmediatamente, es decir, se provocd una

hipersecrecifn de insulina que inmediatamente provocd a su vez
un incremento en incorporacidn de precursores en DNA Yy un au;v
mento en sintesis de proteinas.

Para estudiar el efecto de varias hormonas sobre la sin
tesis de DNA, Esanu en 1970 realizd un estudio in vitro sobre
ls técnica de incorporacibn de timidina—H3 en DNA de tejido

humano. Estudi8 nueve hormonas, entre las cuales insulina,

" los glucocorticoides, cortisol y dexametasona ejercfan los e-

fectos estimulantes més fuértes en la sintesis de DNA, mien-

tras que 1os efectos producidos por la hormona de crecimiento
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triyodotrionina y glucagon eran débiles. Por fltimo estradiol,
testosterona y adrenalina inhibfian la sintesis de DNA.
Moolten en 1970 estudia la respuesta acelerada de la sin

tesis de DNA, en hIgado de ratas hepatectomizadas parcialmente

y pretratadas con hormona de crecimiento o en stress. El au-
mento en sintesis de DNA hepdtico en respuesta a la hepatecto-
mia paxrcial se acéieré en ratas sometidas a otra operacién.4,
8 hrs. 6 3 dfas antes de la hepatectomia; la horména de creci-
miento bovina tambien aceler® la.respuesta a la hepatectomia.
Un efecto- importante que observd fue el qué ni la cirugié ni
la hormona de crecimiento estimularon la sintesis de DNA sig-
nificativamente en los higados de ratas no hepatectoﬁiéadas.

Tambien estudiando el efecto de la hormona de'crecimieg
to sobre la sintesis de DNA en el higado Fast en 1970, deter-
mind que la sintesis de DNA en hfgado de ratas inmaduras se
incrementaba previa administraci6n de hormona de creciﬁiento,
principalmente se incrementaban las actividédes de las enzi-
mas timidina quinasa y DNA polimerasa bajo este tratamiento.

Sireck en 1871, presenta un articulo en.el que estudia
los efectos producidos por la inanicibén después de una hepa-
tectomfa parcial en tejido de higado de rata y bajo el efec-
to de insulina. Lo finico que pudo comprobar fue que el ham—
bre decrecia el contenido fotal’de DNA con respecto a los
controles " normales y que insulina incrementaba el contenido
de DNA.

Jackson en 1968 estudi6 el efecto directo de la hormo-
na de crecimiento sobre el metabolismo de &cidos nucleicos y

sobre el metabolismo proteico en el hfgado de rata y en di-
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versos tejidos. Cheek en 1969 investigd los cambios en DNA,
RNA y protefna y del contenido de agua en el higado, msculo

y cerebro de ratas hipofisectomizadas, principalmente bajo

los efectos de hormona de crecimiento, insulina u hormona de

crecimiento con epinefrina. Después de la reduccidn de &ci-
dos nucleicos y protefina ocasionados por la hipofisectomia
la administracifn de insulina causaba la hipertrofia de cé&-
lulas del higado e incrementaba su contenido proteico, pero
no afectaba el misculo ni el cerebro, adémés habia un incre-
mento definido en el contenido de RNA del mfisculo y del cere
bro y de las relaciones RNA/DNA, y proteina/DNA del higado.
Por otra parte las inyecciones con hormona de crecimiento
causaban aumento en DNA, RNA y contenido proteico del higa=-
do, cerebro y mfisculo; taﬁbien habia una feduccién en la re-
lacidn nticleo/citoplasma; y por otra parte tambien determind
que la epinefrina inhibfa los efectos. de la hormona de cre-

cimiento. Como conclusibn, sefiald que la insulina esta rela-

cionada con la hormona de crecimiento en lo referente al ta-

mafio celular, mientras que la hormona de crecimiento sola
con el nmero celular. En el mismo afio Cheek en otro trabajo

de investigacifn observ® que las inyecciones de insulina u

hormona de crecimiento bovina a ratas hipofisectomizadas in-

crementaban el beso del higado, en contenido proteico y de
RNA, pero el DNA se incrémeﬁtaba s6lo por inyecciones de hor
mona de crecimiento. Tambien determiné que las ihyecciones
de hormona de crecimiento y epinefrina inhibfan el aumento

de protefna y reducian los incrementos en DNA.
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Rozgoni en 1970 comprueba los efectos de la hormona

32 en dcidos nu-

de crecimiento sobre la incorporacibn de P
cleicos de tejidos de animales. Sefald que esta hormona in-
yectada intraperitonealmeﬁte en ratas a 1 mg/150g de peso,
diariamenté por 5 dfas incrementaba la incorporacibn de P3v2
en RNA y DNA de higado y otros tejidos. La incorporacidn de
P32 en mitocondrias de hfgado y RNA nuclear de hfgado,prin-
cipalmentemRNA, fue tambien mayor que en los animales no tra
tados con la hormona.
Oravec y Korner presentan un trabajo én 1971, en el

que determinan el éfecto‘de la hormona de crecimiento sobre

la sintesis de DNA y RNA ribosomal. Usaron una columna cro-

‘matogrdfica de metil=albfimina pafaAseparar répidaménte RNA

marcado a partir del nficleo de- células del higado de ratas a
las cuales se les habia'dado dcido or6tico-H>. La fraccién
de RNA Q era sensible a 20/4g de actinomicina D/100 g de peso
y 0.5 mg de cicloheximida/100g de peso, tenfan una alta com;
posicibn de guanina més. citosina y estaban metilados. Las
fracciones de RNA Q2 vy TD (fracciones especificas del rRNA),
eran de baja coﬁposicién de G + C que la fraccibn Q; su mar-
ca no era inhibida por actinomicina o cicloheximida y eran
heterodispersos y de alto peso molecular. El tratamiento con
hormona de crecimiento apérentemente estimulaba la sintesis
de mRNA y especialmente incrementaba al DNA para sintesis

de RNA,



MUSCULO.

Dellwg en 1967 revisa los efectos de la insulina y de
otras hormonas, asf como tambien los efectos de un gran nG-
mero de antibibticos en la biosintesis de &cidos. nucleicos
y proteinas; sin embargo no reporta nuevos descrubimientos.

Para determinar si la hormona de crecimiento.podia al-
terar el contenido de DNA en el mfisculo de'ratas jéveﬁes hi-
pofisectomizadas, Beach en 1968, presentd un trabajo en el
que demostrd que el aumento en DNA del mfisculo gue ocurre
durante el curso normai del crecimiento depende de la hormo-

na de crecimiento pituitaria.



DISCUSION,.

Tanto la hormona de crecimiento como la insulina esti-
mulan la incorporacién de precursores (bases pfiricas y piri-

mfdicas) para la sintesis de DNA en hfgadec y m@sculo; inclu-

SO se presupone que la insulina sea indispensable para la

sintesis de DNA (tejido adiposo) y que el aumento en DNA quev
se presenta durante el crecimiento normal se debe principal-
mente al efecto de la hormona de crecimiento (misculo).

Korner seflala que un aspecto importante es que el efec
to hormonal se observa primero sobre- sintesis de mRNA y nq
sobre sintesis de DNA. Los efectos observaéos son sobre.la
transcripcién y la traduccibn. -

En otro tipo de investigaciones se determiné gue la
insulina junto con la hormona de crecimiento'intervienen en
el tamaﬁo celular, mientras que la hormona de crecimiento
s6lo en el nfimero celular. En lo referente a la proliferaciéﬁ'
celular se puede sefialar que &stas células son especificamen
te vulnerables a agentes externosAque modulan su desarrollo,
como son las hormonas, y gque la secrecidn ocurre-ppsterior
a la proliferacién.

Se ha observado que 1os'efectos estimulativos hormona-
les se pueden bloguear con antibibticos y que dependiendo
del sitio de accibn especifico para cada antibiBtico se pue-
de determinar el sitio, tambien especifico, sobre el cual
actlia la hormona y de esta forma se puede determinar si ac-
tia a nivel del gene, a nivel de transcripcibn o traduccién

en la biosintesis de proteinas.
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5.2 EFECTO HORMONAL SOBRE LA SINTESIS DEL ACIDO

RIBONUCLEICO.

Para estudiar la sintesis de DNA y RNA se utiliza co-
mo técnica marcar con radiois6topos los precursores de los
&cidos nucleicos, utiliz&ndose el mismo procedimiento para
ambos casos de sintesis. La forma mﬁé evidente de comprobar-
lo es el conteo del &cido. nucleico marcado al final del ex-
perimento y en este caso particular para determinar el efec-
to especifico de regulacibn gue presentan tanto 15 hormona

de crecimiento como la insulina, es de gran utilidad.

ANTECEDENTES.

Talwar en 1962 determina una estimulacién por hormona
de crecimienfo de la actividad del P32 para incorporarse en
RNA de c€lulas del higado de rata, asi como tambien un incre
mento en contenido total de RNA debido a la hormona. En 1964
trabajando tambien en higaao de rata observd una eétimulacién
especifica de la hormona de crecimiento bovina u ovina sobre

32 o RNA; primero en RNA

la incorporacidn de &cido orbHtico-P
nucle§r (mRNA) v posteriormente en RNA ribosomal (rRNA). Kor
ner en 1964 demostrd que la hormona de crecimiento bovina
estimula la incorporacidn del &acido or6tico—H3 en todos los
tipos existentes de RNA de células del hfgado de ratas nor-
males e hipofisectomizadas.

Sin embargo Kostyo en 1966 no observd ningtin efecto

de la hormona de crecimiento agregada al medio de incubacién

sobre incorporacidn de uridina en diafragmas de ratas hipo-
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fisectomizadas, por lo que la reversibilidad de la falta de sin-
tesis de RNA en animales sin hip6fisis bajo efectos de la hormo-
na de crecimiento queda confusa.

En 1963 Wool trabajando en un experimento ;on diafragﬁas
de ratas comprob6 que la pfesencié de insulina estimulaba la in-
corporacifn de adenina u ortofosfato en todas las fracciones ce-

lulares de diferentes gradientes de densidad.

PUBLICACIONES RECIENTES.

HIGADO.

Partiendo de la velocidad de inéorpbracién del &cido éré;
tico-C14 y P32 marcando‘fosfafos en mRNA}ATata en 1967 dédujo
gque la membrana asociada con mRNA metab®licamente es més estable
que asociada a rRNA, observd que durante el crecimiento del hiI-
~gadoen regeneracifn o cuando se inducfa por la hormona de creci-
miento y la hormona tiroidea en ratas hipofisectomizadas y tiroi
dectomizadas, la velocidad de incorporacién de la marca a una
membrana asociada con mRNA se estimuléiantes Que aquella asocia-
da a rRNA, El papel de la membrana asociada con mRNA en la regu-
lacibén de la sfntesis de protefnas es un'parémetro desconocido
importante y quiz8s determinante en el estudio de este efecto-
hormonal sobre 1la siptesis de protefnas.

Herlich en 1967 observd que la hormona de crecimiento ad-
ministrada en dosis bajas estimula la actividad del mRNA nuclear
del higédo de ratas normales e hipofisectomizadas; agregb que
los ribosomas del higado de ratas hipofisectomizadas eran incapa

ces de utilizar el mRNA o templado agregado al medio, a pesar de
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que las preparaciones de mRNA tenfan una muy buena actividad
como molde en fibosomas de ratas normales. Observd que la
hormona de crecimiento podfa afectar la sfntesis de mRNA asf
como tambien tenfa efecto sobre los ribosomas principalmente
estimuléndolos para favorecer la sintesis de protefinas.

En personas normales Saito hizo una investigacidn en
1967 con hormona de crecimiento y determiné que producia una
adtivacién de RNA polimerasa y una estimulacidn de sintesis
de RNA nucleér, Aparte determind que la hormona de crecimien
to incrementaba la biosintesis de protefnas de células del
higadc de ratas pretratadas con ‘actinomicina D pero no aque-
llﬁs'pretratadas con puromicina; por otra parte la hormona
estimulaba tambien la sintesis de proteinas ribosomales, p&r
una actividad independiente de 1la sintesis de RNA nuclegr.

Akamatsu en 1971 en un trabajo sobre el efecto de la
hormona de crecimiento sobre la actividad de la RNA polime-
rasa - determind 1oAsigﬁiente: los higados de rata en regene-
racifén mostraban un'incremento marcado en las actividades
de RNA polimefasa ﬁuclear,_nucleolar y de cromatina, después'
de 6 hrs. de una hepatectomia parcial. Tambien observd que-
la actividad. de la desoxitimidina quinasa empezaba a incre-
mentarse de 20 a 24 hrs. después de 1la hepatectomia parcial,
De cualquier forma despuBs de la hipofisectomia o hepatecto-~
mia parcial estas actividades no mostraban correspondientes
incrementos. El tratamiento de ratas hipofisectomizadas con
hormona de crecimiento antes de la hepatectomifa parcial re-
sultaba en incrementos en la actividad de RNA polimerasa y

desoxitimidina quinasa. La hormona de crecimiento parecia



- 103 -

estar envuelta en la regeneracifn de este tejido (higado).
Para determinar los efectos de las hormonas sobre la s
especies de RNA sintetizadas Jacksbn en 1968 establecid un
método de distribucibn de contracorriente para la separacibn
de RNA de hfgado de rata y coﬂ‘esto se determinaron los per-
files de distribucifn tanto para DNA como para RNA. Para e-
vitar y eliminar diferencias en preparaciones de RNA debidas
a procedimientos de aislamiento y fracccionémiento, los RNA
de los animales tratados con hormonas y ios control se mar->

14 y noc se cobservd ningln cam-

caron con los isétopos,H3 y C
bio en las especies de RNA sintetizadas despufs de la admi-
nistracibn de HC, tiroxina é hidrocortisona al ser analiza-
das por distribucibn de contfacorrienté.

Salganick también en 1968 presenta varios aspectos so-
bre induccibn por insulina gue provoca un incremento en mRNA,
rRNA y tRNA; asf como una alta densidad del nucleolb Yy un
alto nfimero de membranas en el reticulo endoplésmico rugoso
ocasionados por la hormona, proponiféndola como agente induc-
tor externo y determinan la importancia de la inducci®n gé-
nética en uha regulaci6n hormonal.

Para poder evaluar la naturaleza del RNA sintetizado
durante la accibn hormonal uno de los métodos utilizados con-
siste en medir el grado de hibridizacifn con DNA homblogo;
basado en esta técnica Wyatt en 1968 trabajs con RNA nuclear

de higado de rata y observ8 diversidad en las especies de
las mo;éculas marcadas de RNA; con respecto a la relaci®n DNA/
RNA deduj6 una curva de hibridizacién. La no hibridizacifn

de RNA se creifa gque represehtaba principalemnte rRNA y espe-
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cieg precursoras de los ribosomas. Como conclusidn determinb
una sintesis predilecta para RNA ribosomal en respuesta a la
hormona de crecimiento.

'Salganick en 1968 observd que una inyeccidn de insulina
después de un fratamiento prolongado con hidrocortisona res-
taura la sintesis de RNA en c€lulas del higado de rata que
habfan perdido la habilidad de inducir esta sfntesis por el
tratamiento previo con hidrocoxtisona.

Como se indic6 en pirrafos anteriores un sistema para
determinar la sintesis de RNA es por medio de precursores mar

cados con radioisb6topos. Brossard en 13569 estudiando los efec

.tos de la hormona de crecimiento y la hidrocortisona sobre

la sintesis de RNA de hfgado de rata, determin® que la hormo-
na de crecimiento estimulaba la-incorporaciéﬁ del &dcido ord-
tico—C14 en el RNA 458 prerribosomal nucleolar y dque no tenfa
efecto sobre RNA nuclear polidiéperso de origen extranucleolar.
Clemens en el mismo afo y tambien con hormona de crecimiento
obsexrvb que a una mixima concentracibn de aminofcidos en hi-
gado de rata, la adici6n de hormona de crecimiento a baja con
centracidén estimulaba la incorporacién del precursor en RNA,
pero s86lo a una concentracidn méxima de aminodcidos. Posterior
mente en 1970 marcd el-RNA por medio del &cido or6tico—H3 Yy
aeterminé tambien que cuando los amino&cidos estaban ausentes
del medio 6 presentes a concentraciones normales del plasma,
no se observaba ningfin efecto estimulante al afiadir la hormo-
na de crecimiento. Sin embargo cuando los amino&cidos estaban

presentes en el medio 6 veces las concentraciones normales-

del plasma se observaba que la adicibn de hormona de crecimien
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to estimulaba la incorporaci6n de un precursor apropiado en
un 22%, en RNA de rebanadas de higado de ratas normdles e hi-
pofisectomizadas. Sefiald que el tejido de ratés hipofisecto-
mizadas previamente tratadas con hormona de creciiiento no
respondia a la adicibn-de hormona de crecimiehto in Vitr&.

No encontrd ningln efecto sobre la velocidad o extensidn de

incorporacitn de precursores radioactivos en las pozas de so-

luciones &cidas. La cicloheximida abolfa completamente el.in-

cremento inducido por la hormona de crecimiento. Como conclu-
sibn détermind que el efecto de estimulacién de la incorpora-
cibén de la marca en RNA observado en presencia de la hormona
de crecimiento puede ser una consecuencia secundaria del efec
to hormoﬁal sobre sintesis de proteinas, y que el mecanismo
de accibn de ia hormona de crecimiento in vitro es similar a
su mecanismo de acecifn. in vivo. .

Liew en 1969 observd que la unién del aminoacil-tRNA a
ribosomas de higado de rata se incrementaban en ia presencia
del &cido poliuridilico y-que el tratamiento de rataé hipofi-

sectomizadas con hormona de crecimiento de buey antes de sa-

crificar al animal resultaba en un incremento en la unién del

aminoacil-tRNA a ribosomas y que_adem&s se notaban iguales
diferencias en uniones de tRNA fenilalanfiicos a ribosomas.'
Allen en el mismo afic trabajb en hfigado de ratas scbre este
significadb de regulacifn del aminoacil-tRNA y encontré resul
tados similares. .

Talwar en 1969 sefiala que las hormonas promotoras del

crecimiento estimulan en las primeras o filtimas etapas la bio

sintesis de RNA y protefnas en tejidos sobre los cuales actfian,

S
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pero su modo de accibn es diferente. Determind qgue la hormona

dé crecimiento afecta principalemnte la velocidad de sintesis

.

de RNA en higado de ratas adultas.

Jackson en 1970 estudia 1os-cambios en tRNA de higado
de rata seguidos a una administracidn de hormona de crecimien-
to y en regeneracidn del hfgado. Los tRNA aislados a partir
de higados de ratas hipofisectomizadas solos y tratados con
hormona de crecimiento por 5 dfas (lmg/dfa) fueron cargados

14A6 H3 y fueron fraccionados

coﬁ aminodcidos ﬁércados con C
por cromatograffia en columna de.fage reversa. Las aminoacil-
tRNA sintetasas fueron preparadas a partir de hfgado de rata
normal. Leucina, valina, lisina, arginina yvacidos aspértico
fueron separados en especies mfiltiples de isoaceptores—tRNAs
gobre columnas de fase reversa;no se observaran ningunas di-
ferencias significativés en perfiles de elusidn de leucil-,
valil-, lisil- y arginil-tRNAs seguidos a la administracitn
de hormoha de crecimiento. Se enconﬁrarbn'ademés dos especies
adicionales de aspartii—tRNA'en el higado de animales trata-
dos con horﬁona de crecimiento los cuales no estaban presen-
tes en ratas hipofisectomiéadas control;'esﬁa diferencia re~—
sidfia en el tRNA y no era debida a contaminaciones del amino-
5cido, como fue comprobado cambiando el aminoc&cido marcado
con C14 y H3 y obtuvieron resultados similares. Los cambios

en aspartil-tRNAs similares a aquellosobservados después de

la administracifn de hormona de crecimiento en animales hipo-

fisectomizados se encontraron en higado en regeneracifn. Esto

lo interpretb Jackson como una indicacién de que los cambios

en aspartil-tRNA eran debidos a iniciaci®n de la regeneracifn
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hepdtica ma$ que a lé administraciftn de hormona de crecimien-
to per se.

Germanyuk en 1970 estudib la formacibn del aminoacil-
tRNA en higados de conejos con diabetes a los cﬁales se les
administraba insulina y RNA de levadura (10mg/Kg diariamente
por dos semanas). Los conejos con diabetes mostraron un ﬁayor
peso_ganadb, mayor peso del hfgado y mayores niveles de amino-
acil-tRNA'en el higado que los conejos con diabetes a los cua-
les se les habia dado insulina sola. Conejos sanos inyectados

con insulina (1 unidad/Kg) mostraban un incremento en amino-

~ acil-tRNA del higado, pero la accidn de la insulina in vitro

en un sistema celular libre conteniendo tRNA y aatRNA sinte-

tasa no presentaba efecto sobre la sfntesis de aminoacil-tRNA.

MUSCULO.

Krahl en 1966 espécific6 que la insulina acfﬁa prinéi—
palmente sobre misculo, tejido adiposc e higado y gque tiene
ambos efectos retardado y répido sobre lavsintesis de protei-
nas. Los efectos rédpidos pueden biéquearée poi aC§inomicina D
y por lo tanto inéluyen la formaci6n de mRNA. Los efectos re-

tardados que constituyen princiﬁalmente transporte de amino-

.&cidos y estimulacién de transporte de glucosa no son bloguea—

dos por puromicina y actinomicina D y por lo tanto indican
éue son dependientes de sfntesis de protefnas o mRNA. En es-
tos tejidos los efectos no incluyen finicamente incremento de
glucosa o transporte de aminoécidbs sino que afectan otros
factores no involucrados, en sfntesis de protefnas. Senald

que los efectos rédpidos de insulina sobre sintesis de protef-
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nas en el msculo no son debidos a una alterada velocidad de
formacidén de mRNA y que podrfa ser que la estimulaci6n de sin
tesis de proteinas se llevara a cabo afin cuando estuviera com—
pletamente blogqueada la sintesis de mRNA, este efecto lo pudo
comprobar en microsomas de animales deficientes en esta hoxr-
.mona (insulina) y observb que no podia ser restaurada normal-
menté su actividad de sintesis de protefnas por adicidn de
mRNA.

El mecanismo de sinteéis de protefinas y de sintesis de
RNA fue estudiado en el msculoesquelético. por Florini en 1967
encontrando que era similar al de los ctros tejidos, determi-
n6 ademis que las hormonas anabéliéas testosterona y HC inere-
mentaban la producciéﬁ y actividad de los ribosomas. Florini .
en su experimento afiadfia sulfato de alﬁonio,(NH‘l)éSO4 ;- al me;
dio para incrementar la estimulacifn de la actividad de RNA -
polimerasa especificando gque la sal actfia removiendo un repre;
sor y posteriormente incrementa la actividad del DNA, que es
mis efectivo para sintetizar RNA, ademis observd gque el efecto
de esta sal enmascara al de la testosterona pero no al de la
ﬁC. Con esto comprob6 que 1la HCVactﬁa incrementanda la activi-
dad de 1la enziﬁa RNA polimerasa gue es especifica para~s;nte—
sis de RNA y posiblemente aumenta el contenido Qe la misma
enzima. Por otra parte este autor hace la observacidn de gue
ninguna hormona muestra algfin efecto in vitro y que los efec-
tos in vivo se pueden considerar secundarios.

En estudios en misculo esquelético sobre incorporacidn
de precursores en Scido ribonucleico Arvill en 1967 encontrd

que el efecto estimulante de la insulina sobre incorporacidn
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dé adenina en RNA habfa sido reducido bor las contracciones
musculares.

Roy en 1971 estudid los efectos de la insulina sobre
el proceso de incorporacifn de la marca al RNA en cultivos
de fibroblastos. El medio nutriente de una serie-de cultivos
inoculados simultaneamente con fibroblastos de rat®n se reem-
plazaron por un medio conteniendo uridina—z—c14 ¥y 5000 unida-
des de insulina a partir de 4 pancreas normales_y dos diabé&-
ticés. Después dg un periodo  de incubacibn de 12 hrs. 1la mo-
noéapa célular fue subdividida por m&todos convencionales y
se estudib el gradiente especifico de la fraccitn.del &cido
ribonucleico. Una diferencia consistente se observ6 en-tre
la actividad especifica del RNA de las monocapas celulares
tratadas con inéulina de pancreas de animal diébético Yy nor-
mal, a favor de éstas Gltimas. Este dato cons%ituye un argu;
mento mis que apoya la sfntesis anormal de RNA en diabetes
mellitus. |

- DIAFRAGMA DE RATA.

En una investigacién en la que estudiaba la incorpora-
cién a RNA de precuréores marcados, Manchester en 1970, obsg;-
v6 gue la prodﬁccién de RNA del égggulo del diafragma se in-
crementaba en un 50% del contenido total del tejido por adi-
cibn de lauril sulfato de sodio al 1% y determind qué la in-
sulina estimulaba la incorporacitn del &cido or6tico-C14 Yy
uracilo en RNA pero no observaba ninguna estimulacién-de in-
corporacifn de adenina—Cl4.

‘Dawson en 1968 present® un trabajo sobre la estimula-

cién de sintesis de RNA como efecto de la HC, variando el tiem
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po de incubacibn y obtuvo los siguientes resultados: en dia-
fragmas de ratas hipofisectomizadas a tiempos‘pqrtos de incu-
bacibn ocurrian estimulaciones hormonales que permitian la
entrada de amino&cidos en la c&lula y su inéorporacién en la
proteina, lo cual no se afectaba por la inhibici6n de sinte-
sis de RNA provocada por la adminisfraci&n de actiﬁomicina D.
Mientras que a tiempos’ largos no se observaba estimulaci®n de
ingreso de aminodcidos, pero en cambio si se observaba una
estimaiacibn de la sintesis de proteinas dependiendo esta Gl-
tima de la sfntesis de RNA, observando due si en este sistéma_
se bloqueaba la siqtesis de RNA se presentaba el efecto de
estimulacibn del transporte intracelular de amino&cidos.
CORAZON.

La diabetes provoca en el mfisculo del corazbn de rata

un decremento en la cantidad yconcentracifn de RNA (disminuye

la velocidad de sintesis de RNA ribosomal), asi como tambien

una disminuci6n en la relacibn RNA/DNA con respecto a los con-

troles normales. Wool en 1968 repitib este estudio y determi-
né ademés que la inyeccién de insulina-a las rétas una hora’
antes de que se hicieran las filtimas determinacionés no afec-
taba los &acidos nucleicos de los mggéulos cérdiacos o protef
nas, es decir, se contrarrestaba el efecto de la diabetes y
no se afectaban las proporciones relativas de tRNA o rRNA.

Otra manera de observar un efecto sobre la sfintesis de
proteinas es marcar el RNA de transferencia con un aminodcido
radiocactivo y observar lo que sucede al aminoacil-tRNA forma-
do bajo el.efecto que se qqégre espécificar. Davey en 1969

estudiando métodos para medir la actividad de los aminodcidos
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marcados. contenidos en aminoacil-tRNA ael misculo después de
la incubacibn de diafragmas o de la perfusitn del corazbn,

tambien con aminofcidos marcados observ6 que la marca de leu-
cil o tirosil-tRNAs se elevaba en la presencia de insuliné, -
que se podria deber a un aumento en la actividad de las enzi-

mas.

.
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DISCUSION.

Al hablar de una membrana asociada al mRNA del higado
que posee gran actividad y estabilidad, y que podrfia ser de
retfculo endoplésmico, nos hace suponer que el transporte ac-
tivo tiene una importancia considerable y que es quizds por

medio de esta membrana y bajo el efecto hormonal que se esten

Ageneranao factores o agentes que favorezcan o estimulen la

sintesis (o inhiban a represores).

En higado se puede observar un incfemento producido. por
la hormana de crecimiento en sintesis de RNA nﬁclear, protei-
nas ribosomales Yy rRNA principalmente; As{ como témbien una
estimulaci6n de la incorporacibn de precursores en RNA, pero
s6lo a una concentracifn mé&xima de amino&cidos, indic&ndose
que el efecto de acumulacidn de amino&cidos es complementario
para 1? regulacibn de la biosintesis de proteinas.

En estudios con insulina en higado'se ocbservaba: l.- Una
estimulacidn de los tres tipos de RNA, 2.- Incremento del ta-
mano del nucléolo celuiar, que nos‘podria indicar una mayor
actividad en el mismo (sintesis de RNA), es decir, un efecto'
de la hormona a nivel del Scido nucleicb, 3.- Un incremento

en nfimero de membranas en retfculo endopldsmico rugoso y en

" ribosomas, gue nos presenta una vez mds el papel complementa-

rio de las membranas en la sintesis de proteinas. Como resul-
tado de estos efectos se propone a la hormona como un agente
externo inductor. 7

Tambien con ambas hormonas se observd una estimulacin ’

en incorporacidn del aminoacil-tRNA al ribosoma para la for-
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macidn del complejo ribosomal de iniciacifn indispensable en

la sintesis, que puede sugerir un efecto sobre alguna enzima

especifica. Por otra parte tambien se confirm8 que la insuli-
na no tiene efecto sobre el proceso de activacidn de los ami-
nodcidos, es decir, en la formacibn del aminoacil-~tRNA en nin
glin tejido.

Tanto en higado como en miseulo se chserva un efecto
provocado por la hormona de crecimiento 0 por la insulina que
se puede clasificar como efecto retardado o dilatado sobre
estimulacibn de la actividad de la RNA polimerasa para la sin-
tesis de mRNA_especIficamente; pero ademéds ée ocbservaron otros
efectos rdpidos sobre transporte de aminodcidos y su incorpo- -
racibn en la protefna, lo cual puede afectar diversoé facto-
res, demostrandoée que estos efectos son independientes de
la velocidad de formacifn del mRNA e inecluso al bloguearse
la sintesis de mRNA con actinomicina D el efecto observado
de insulina es una estimulacifn de transporte intracelular
de amino&cidos.

En diafragmas de rata tambieﬁ se pueden cbservar los‘
mismos efectos y se puede comprobar que una inhibicibn de la
sintesis de mRNA en nada-afecta los efectos rfpidos provoca-
dos por &stas hormonas y por el contrario lo estimulan.

Por otfa parte se determind gque las contracciocnes muscu
lares tienen efectos negativos sobre la actividad hormonal
en este sistema, es decir, presentindose contracciones muscu-
lares no se puede realizar un estﬁdio sobre el efecto hormo-

nal.
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5.3 EFECTO OBSERVADO EN IOS RIBOSOMAS.

ANTECEDENTES.

Korner en 1964 y. 1965 en dos trabajos que presenta y
Staehelin en 1965 encontraron que la ho;mona de crecimiento
estimuiaba laAhabilidad de los ribosomasAde incorporar amino-
gcidos y que en cambié no tenfa efecto sobre mRNA, Por otra
parte Rampersaad en 1965, y Stirewalt y Wool en 1966 coinci-
den-en hacer un estudio de sintesis de protefinas por riboso-
mas del mﬁsculo del corazbn bajo 1a‘inf1uencia de la insulina.
El primer trabajo fue hecho en animales diab&ticos y el ségug
do para determinar el efecto indeﬁendiente sobre estimulacidn
de transporte de aminodcidos y estimulacifn de sintesié de
proteinas, pero ambos autores obtuvieron el mismo fesultado
ya que observaron el mismo efecto estimulante de la insulina .
sobre la actividad ae los ribosomas, es decir, se facilitaba
o estimulaba la formacidn de complejos ribosomales para la
traduccifn. Florini en 1966 hizo experimentos para determinar
el efecto de ia HC porcina sobre las actividades de los ribo-
.somas, demostrS que esta hormona incrementaba el coﬁtenido
de polisomas en los mﬁééulos Y que su actividad tambien aumen
taba.

Como se puede observar por medio de los datos obtenidos
de los antecedentes tanto la hormona de crecimiento como la

insulina incrementan la actividad de los ribosomas.
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PUBLICACIONES RECIENTES.

MUSCULO.

Midiendo el nfimero de ribosomas activos Wool en 1967,
usando puromicina peptidica observd una estricta dependencia
entre ei decremento ocasionadp por diabetes sobre la habili-
dad de los ribosomas de catalizar la sintesis de proteinas
y el decremento en el ntimero de partficulas activas; ademéas
observb que la insulina restauraba la sinfesis de protefnas
a su nivel normal y por lo mismo el nfimero de ribosomas aéti-
vos. Por otra parte partiendo del por ciento de.ribésomas ac-
tivos y de los moles de aminodcidos incprporaﬁos en la prgtég
na calculd el nimero de-unibnes pebtidicas forﬁadas éor ribo-
somas activos y sugiere la hipStesis de gue-la insulina esti-
mula la sfntesis de proteihas formando solo protefinas especi-
ficas (factor traduccibn) de tal forma que inicia la traduc-
ci6n del mRNA estable sobre losvribosomas. En 1967 continuan-
do con la misma investigacibn presenta una hipStesis para ex-
plicar la accifén de la insulina sobre la sfntesis de protefnas
en el msculo: lé principal>acci6n de la insulina es inducir
1a'formac16n del faétor de traduccibn, iniciande la traduccibn
de su mRNA estable.-DeterminG que los factores de traduccibn
asociados con los ribosomas alteran sus propiedades ffsicas,
para que séan capaces de unirse a los mRNA y formar polisomas;
en el proceso los ribosomas son activadbs y se yuelven compe-
tentes para sintetizar protefnas. En 1968 revisa los efectos
metab8licos de la insulina sobre el msculo y considera la

decrecida habilidad de los ribosomas de animales diab&ticos
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B

para sintetizar proteinas {(ya que no poseen esta hormona)!

Acerca de la distribucifn de los ribosomas Young en 1968
demostré la influencia que ejercian la insulina, la hidiocor-
tisona y una dieta adecuada, sobre proteinas del misculo es-
quel&tico de ratas; este estudio fue hecho por andlisis de
sedimentacién en gradiente lineal de sacarosa. La inyeccidn
de insulina incrementaba la produccidn y contenido de polirri
bosomas y decrecfa la proporcifn de ribosomas agregados més
ligeros; encontrf que ios efectos de sedimentacién de riboso-
mas estaban en relacidn directa con los efectos netos de sin-
tesis de protefinas del mfisculo, es decir, a mayor concentra-
cibn de ribosomas se observaba mayor sintesis de protefnas.

Tata en 1968 observa que la regulacibn y el desarrollo
de la sintesis de protefinas éroducidos por hormona dé creci-
miento se basa en los ribosomas y que la sfntesis de protei-
nas regulada por hormonas especificas se facilita por una se-
gregacitn de polirribosomas unidos a membrana citoplésmica,
las cuales estan en paralelo con ribosomas libres., Estos tra-
bajos nos indican que la estimulacibn hormonal sobre la acti-
vidad de los ribosomas facilita la sintesis de proﬁeinas aun-
que no necesariamente impiica sintesis de protefinas. En otro
trabajo en el mismo afio y continuando su investigaci®dn Tata
presenta una revisién en la cual sefiala la secuencia de la
sintesis de RNA y proteinas, la distribucidén de los ribosomas,
asi como tambien la incorporacibn de aminodcidos en ribosomas
libre y unidos a memﬁranas.

Schwartz en 1968 demostrd que la actividad in vitro de

14

incorporacién de fenilalanina-C de ribosomas aislados a par-
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tir de c€lulas de fibroblastos de embriones de pollo incuba-
dos con insulina, con suero o sin suero, era mayor en culti-
vos celulares con suero. Este dato concuerda con el papel in-
directo de la insulina en el mantenimiento de la funcibn ribo
somal.

Kostyo en 1971 determind que el efecto estimulante in
vitro de la hormona d&e crecimieﬁto bdyiné sobre la sintesis
de proteinas en diafragma de rata no era debido a un incremen
to en el nfimero de ribosomas-involﬁcradosven sintesis de pro-
teinas sinc mis bien, en una ﬁinima parte, a una habilidad
mejorada de los ribosomas para promover la formacibn de la
unidn peptfdica. La preincubacidn de driafagmas aislados de
ratas hipofisectomizadas con hormona de crecimiento éor una
hora a-37o incrementaba la velocidad a la cual los péptidos
nascientes eran marcados al incubar subsecuen%emente con pu-
romlClna—H3. Como conglusibn determlné que la hormona puede
incrementar la actividad ribosomal prlncipalmente teniendo
efecto sobre 1la enziﬁa que transfiere péptidos, que es la

peptidil transferasa o sea el proceso de translocaciébn.

HIGADOC.

Korner en 1969 investig6 la habilidad de los ribosomas
de incorporar amino&cidos, pé€ptidos y mRNA, a partir de ratas
normales, hipofisectomizadas y tratadas con hormona de creci-
miento, en la ausencia de la iniciacibn de la cadena peptfdi-
ca. Utiliz8 sulfato de pactamicina dextrano por su habilidad

de inhibir especificamente el proceso de iniciacién de sfnte-

sis de protefnas en un sistema celular libre en el higado;
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se coﬁprobé que inhibe la estimulacidn de incorporacidn por
poli U por fenilalanina cuando son aﬁadidos a,los ribosomas
antes que el polfmero, no inhibfan 1la incorporacién en la au-
sencia de poli U si se aiadian despu&s de que la incubacidn
habfa coménzado y por esto concluyb que especificamente inhi-
bian la iniciacién de la cadena. En este estudio Korner deter
mind gue algunas de las incorporaciones observadas en el sis-
tema celular del higado resultan‘a partir de factores de ini—
ciacidn, pero que esfo ocurre solo en los primeros mémentos.
de incubacibn. ILa ﬁormona de crecimieno actﬁa~para incremen—
tar la relacibn entre ribosomas activos e inactivos (a favo£
de los primeros). En 1971 Mac Donald y Korner éeﬁalaron que
la inyeccidn de 1oo/uz§ de hormona de crecimiento en ratas
estimulaba la sfntesis de protefnas in vitro pof ribosomas
unidos a la membrana hepdtica, pero no afectaba tal sintesig
para ribosomas libres, -

. Schmith tambien en 1969 hace la aclaracifn de que a par—

tir de cantidades iguales de rRNA, los ribosomas de ratas hi-

pofisectomizadas incorporan menos fenilalanina que. agquellos a’

partir de ratas normales y que la administracibn dé hormona
de crecimiento favorece el incremento en incorporacifn de fe-
nilalanina, .

Pilkis y Korner en 1971 investigaron los ribosomas de
hfgado de rata en un sistema celular libre. La poblacibn to-

tal de ribosomas fue inhibida en su actividad de incorporacibn,

* como resultado de la diabetes. La fraccibn de polisomas libres

y unidos mostraban grandes diferencias de los ribosomas tota-

les como un resultado de la diabetes mientras que se obsexrvd
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una muy marcada inhibiéién en activacidn de polisomas libres,
después de la diabetes. Estas diferencias estuvieron presen-
tes a todos lo$ niveles de Mg2+ provados, sin empafgo, tendie-
ron a desaparecer en altos niveles de Mg2+, o tambien si. es-

taban presentes altas concentraciones de cloruro de amonio,

NH4Cl, durante la preparacién de los ribosomas a partir de

. ratas diab&ticas. Estos cambios en actividad iban acompafiados

por alteraciones marcadas en el perfil del polisoma. La dia-
betes resultaba en 1& presencia de menos polisomas y mas ri-
bosomas diméricos. Ademés>observ6 que ios efectos de la dia-
betes f de la insulina scbre la actividad de los ribospmas
persiste en la presencié de aurintricarboxilato y que los cam
bios ocurridos en la diabetes podrfan restaurarse al cabo de
4 hrs. de tratamiento con insulina. Tambien observ6 que los
ribosomas de hfgado de rata diab&tica eran hég activos que
los normales cuéndo eran tratados con poli U, especialemente
a niveles de Mg2+ por encima de la concentracidn Sptima para
que se efectle la reaccidn de poli U (10mM). Los ribosomas

de ratas diab&ticas son mis susceptibles a disociacibn en sub-
unidades por altas concentraciones de sales y temperaturas

elevadas que los ribosomas normales.
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DISCUSION.

En higado y mfisculo se observa un& estimulacién a nivel
de la traduccifn sobre la actividad de los ribosomas, princi-
palmeﬂte eﬂ iniciacidn; y una relacibn entre la concentracidn
de ribosomas y polisomas y la estimulacidn de sfntesis dé pro
teinas, ya que si hay un mayor nfimero de polisomas es de su-
ponerse gue se aumente la sintesis de protefnas, debido a que
es la funcidn primordial que se realiza en ellos y en caso
de‘que no ocurriera la.sintesis, se encontrarian subunidades
ribosomales en vez de ribosomas o polisomas, es decir, estos
iltimos estarfan disociados.

Tambien en higado se determind una relacidn entre la
estimulacién hormonal y factores de iniciacidén de la cadena
peptidica, es decir, sobre los riboscmas y por lo mismo a ni-
vel de traduccidn.

. Algunos autofes nos hablan de una relacifn evidente én—
tre las membranas nucleares y los ribosémas, quevnos propor-
ciona una mayor cercanfa entre los genes, el mensaje genético,
su transporte a los ribosomas pegados a la membrana, todo es-
to facilita el transporte del mensaje al sitio de traduccibn

y la sintesis misma. Datos de diferentes autores nos hacen

-suponer que los ribosomas que se encuentran unidos a membrana

nuclear y a reticulo endopldsmico son los responsables de la
sinfesis de proteinas para otros tejidos; mientras que los
polisomas libres sintetizan protefnas para la misma cé&lula.
Este aspecto dependiente de ribosomas libre o unidos a membra

nas esta actualmente en estudio y tiene puntos bastante inte-
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resantes.

Como resultado'de sus investigaciones Kostyé suglere
que el efecto de la hormona no se debe a un incremento de ri-
bosomas sino més bien a una éétimulacién de la habilidad de
los ribosomas para favorecer la formacibn de la unibn pepti-
dica, por lo tanto propone que este efecto es sobre la enzima .
peptidil transferasa en la transloéacién. Esto es m&s facti-
ble de creerse debido a que este proceso es mis ripido que
el afeétar la sintesis de la enzima a un nivel gené&tico y de
esta forma los efectos hormonales observados son mas iépidos,
que los-que serfan en caso de afectar la sintesis de la misma
enzima. - |

Actualmente se han hecho bastaﬁtes trabajos para dilu-
cidar el sitio activo; se pieﬁsa que el efecto hormonal resi-
de sobre una enzima envuelta en este proceso dé sintesis de
proteinas y en especial se cree que sea en un paso de la tra-
duccidén (sobre los ribosomas). El1 sistema m&s nuevo que se ha
usado es el libre de c€lulas, ya que permite separar Gnicamen
te loé ribosomas de un homogenado de tejido y en este estado
se utilizan-inhiﬁidores y diferentes técnigas.para aclarar

los efectos hormonales.
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5.4 EFECTO SOBRE EL MECANISMQ INTERNO DE SINTESIS.

| s

Los resultados de un experimento efect‘:uado por Borth

y col. en 1968, apoyan la hipétesis de que algunas adaptacio-

nes metab6licas en hipoglicemia inducida por insulina regulan

la produccibn misma de insulina, sugieren que este efecto de
| la insulina depende de la estimulacibn a sintesis de protei-
nas pero no a sfntesis de RNA, q&shdepende extrictamente de
DNA. Manchester en 1968, discute Q;compara los efectos de va-
rias hormonas, entre ellas la hormona de crecimiento y la in-
% sulina sobre sintesis de protefnas. En 1970 Buresova presenta

una revision de los principales factores hormonales que regu-

lan la biosIntesis de préteinas. Tambien Millen en 1970 dis-

cute los efectos dé la hormona de crecimiento y de l; insuli-

1 na sobre sintesis de proteinas. En el mismo afio John evealud
in vitro la influencia de 1; insulina, de la hormona de_cre—
cimiento, del cortisol y de una mezcla de aminodcidos nutri-
tivos sobre la sfintesis neta de proteinas del plasma de higa-
do de rata y observb que la mixima sintesis se presentaba al.
perfundir con soluciones que tienen un balancé de nitrbBgeno

positivo.
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DISCUSION.

Algunos autores proponen que el efecto hormonal es so-
bre los &cidos nucieicos, sin embargo otros determinan que
este efecto se observa sobre el filtimo paso, ‘es decir, en la
sintesis real de la protefna, en la reaccidn bioguimica que

comprende esta sintesis, en la traduccibn o en particular en

la translocacibén de p&ptidos o sobre la actividad de una en-

zima involucrada en este paso; pero de cualquier forma exis-
ten pruebas para ambos casos y por lo miémo no se puede acep-
tar ninguno comorfalso o abéolutamente'incompatible, ya. que
t&mbien se debe tomar en cuenta que estan ambos procesos en
extricta dependencia y que ademés,;de acuerdo con las circuns
tancias externas y con el tejido de que se trate se puede a-
fectar en ocasiones un sitio y en otras otro dependiendo de

las necesidades del sistema. Por lo tanto se puede concluir

“que estos procesos son complementarios entre si, pues ambos

producen el mismo efecto final en la estimulacibn de sintesis

de protefnas.



2

- 124 -

pecifich que decrecia la difusibn de insulina afadida éoste—
riormente al interior de la membrana, indicandq una probable
accidn para transferir a nivel del receptor.

Schwartz establecib que es posible que exista una hormo-
na receptora que sirva para discriminar y generar sefales y
trgsmitirlas a sistemas mltiples de efectores en varios si-
tios internos de ias c8lulas y. por lo tanto tiene influencia
sobre la membrana, los sistemas intracelulares enzimdticos,
genes, ribosomas y otras areas.

En pruebas referentes a la insulina Dormandy especifi-
c6 que el sitid de interaccibn hormonal en la célula es la in-
terfase extracelularAentre uﬂ sistema'hidrofébicq e hidrofi-
lico, y que el principal efecto de la insulina incluye un cam-
bio en el gradiente de potencial de membrana entre cationes o
protones de dos fases. Ademf@g determinf que existen datos su-
ficientes para formular un conéépto molecular detallado de la
interaccitn hormonal en la membrana, designado para mantenér
un relativo gradiente de potencial entre los dos compartimen-—
tos.

Talwar en 1969 propone como sitio de;accién hprmonai
las estructuras membranosas, con respecto a la hormona de cre-
cimiento. Freychet sugiere tambien la existencia de recepto-
res hormonales en el higado y sefiala que la insulina se pega
a la membrana para realizar su efecto. Korner en 1969 presen-
ta una revisifn de los mecanismos metab6licos del control hor-
monal de sfntesis de proteinas, basado en la hipbtesis de que
la_insulina presenta efecto estimulativo a nivel intracelular.

Oravec y Korner en 1971 determinan un efecto de la hor-
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mona de crecimiento principalmente sobre la transcripcidn,
observaron que la hormona aparentemente estimylaba primero
la sintesis de mRNA y gque todos los demis efectos observados
eran secundarios.

Korner en 1969 sefiala que se desconoce gque la insulina
o la hormona de crecimiento estimulen la biosintesis de pro~
tefnas, alterando la velocidad de sintesis o de degradacidn
de mRNA o de los ribqsomas y determina que ambas hormonas me-
joran la actividad ae ribosomas aislados in vitro. Aaemés ob-
servd que persisté uné minima actividad en los ribosomas afin
cuando la iniciacibn de la sintesis de la cadena peptfdica
se haya inhibido. En otro artfculo en 1970 propone que ia sin
tesis de ribosomas podria ser un sifio en donde las hormonas
actuaran para mejorar la sintesis de protéinas. Ademds sugie-
re que la hormona interfiere con la accién del represor de
tal forma que impide que haya una mutacibn en el mensaje, re-
sultando en una mayor sintesis de la enzima y por eso se dice
gue la hormona conserva el mensaje.

Hilder en 1971 al hablar del efecto de estimulacidn de
la insulina sobre incorporacidn de aminodcidos determina que
el efecto sobre sintesis de protefnas no era ocasionado pof
un incremento en la radioactividad especificé de la poza ex-—
tracelular de aminoécidos, pero estaba posiblemente relacio-
nada a una incrementada concentracidn de amino&cidos en esta
poza, que podria en cambio haber afectado la agregacién de
ribosomas.

Kurehara en 1968 experimentando in vivo e in vitro en

msculo de diafragma de ratas con diabetes determind la incor-
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CAPITULO VI

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL.

Cabe hacer la aclaracibn de que a las teorias que se
enuncian en este capitulo corresponden tambien las expuestas
en capitulos anteriores sobre los -mecanismos de accidn obser-
Qados para cada uno de los procesos importantes que incluyen
esta biosintesis y para los cuales se present6 una discusibn
pertinente en cada caso. Al final del capftulo en las conclu-
siones se presenta un resumen sobre los mec¢anismos de accién
méds importantes y de mayor relevancia tanto para la Qormona

de crecimiento como para la insulina.

Nobuo en 1966, determiné que recientes,éuntos de vista
sobre los mecanismos de accibn de las hormonas en la sintesis
de proteinas sugerfan la posible existencia de estructuras o
agentes receptores a nivel del gene y a nivel del citoplasma;
€l propone que estas estructuras sean tambien hormonas sin
embargo en la actualidad se sabe un poco mis acerca de estos
agentés receptores, se sabe que son estructuras proteicas gque
bajo el efecto de la hormona cambian su éonformacién y sirven
como transmisoras del mensaje hormonal.

Salganick en 1968 en.un trabajo sobre induccibn de la
sintesis de RNA por insulina en hifgado de rata propone a la
hormona como un agente externo y éeﬁala la importancia de es-
ta induccifn gené€tica. Sobre otro aspecto diferente en expe-

rimentos de preincubacibn con proinsulina Mascia en 1970 es-
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poraciba de leu-ct?

en las proteinas, bajo el efecto de insu-
lina y observé un aumento en sfintesis. Especificd que el efec-
to principal de la insulina era acelerar ia traduccidn del
mensaje genétido, aumentaﬁdo_la sintesis de proteinas sarco-
plésmica y ribosomal. Castles en 1970 presénta una revisién
de los efectos de insulina sobre la sfintesis de protefnas en
el mGsculo normal y diab&tico y sefiala el papel de esta hor-
mona en la regulacibn de la traduccidn del mRNA, la unibn de
la proteina a los ribosomas y la utilizacifn de la enzima a-
minoacil transferasa.

Rannels, Wolpert y Mdfgan en 1970, seﬁalaroﬁ que la in-
sulina y el palmitato.sonlfaétéres externos que facilitan la
iniciacib6n de la cadéna peptidica en msculo del corﬁzén, me-
diante'ﬂ;a estabilizacibn f equilibrio de subunidades riboso-
males y de polisomas de las cé€lulas del mfisculo cardiaco. En
el mismo afio Maturo denota la importancia de la insulina en
esta etapa de iniciaci®n, principalmente determina el recono-
cimiento hormonal del sitio de iniciacién de la cadena pepti-
dica. En 1971 Mofgaﬁ-determinando'en un experimento el efecto
iegulador de la insulina sobre la sintesis de proteinas en
el mfisculo del corazén oﬁsérvé gue cuando habia estimulacifdn

de sintesis los niveles de subuﬁidades decrecian y los nive-
les de polisoﬁas aumentaban, indicando con esto que la insuli-
na presentaba efectos r&pidos involucrados en la iniciaci®bn

de las cadenas peptidicas.

Kostyo en 1971 determina qﬁe la hormona de crecimiento
aumenta la actividad ribosomal, afectando.la reaccibn de la

peptidil transferasa o el proceso de translocacifn. Este efec-

N
N



- 128 -

to se observd por un incremento de la velocidad a la cual los
péptidos nascientes eran marcados. ,
Manchester en 1970 afirma que solo se tiene uﬁ conoci-
miento parcial de los sitios y modos de accidn de las hormo-
nas que regulan el metabolismo proteico. Em otro trabajo en
el mismo afio ademds de hablarnos dg'la existencia de una com-
partamentalizacidn de pozas de aminodcidos sefiala que la in-
sulina en sistemas subcelulares presenta efectos principalmen-
te sobre el aminoacil~tRNA j sobre el mRNA,
Wellers en 1971 en un estudio sobfe degradacidn de ami-
nofcidos despufs de la administracibfn de hormona dé crecimien-

to determina que la disminucibn en catabolismo de aminodcidos

observada podrfia ser una razdn suficiente, aunque no necesa-

‘ria, para explicar el efecto anabdlico de la hormona que ac-

tfia inhibiendo enzimas envueltas en el catabolismo de amino-
dcidos.

Rillman y Kostyo sugieren que ciertas proteinas membra-
nales estan envueltas en la interacéién primaria de la hormo-
na de crecimiento con la cé&lula o por lo menos en una secuen—
cia de eventos a través de los cuales la hormona tiene sus
efectos. Illin describe a la insulina como un factor alosté-
rico capaz de cambiar la conformacibn de las proteinas y que
por otra parte tambien puede modificar la actividad enzim&ti-
ca. Este Gltimo efecto es importante sobretodo cuando se tra-
te de una regulacibn inmediata.

Algunas inhibiciones provocadas por la hormona de cre-
cimiehto son debidas a cambios en el metabolismo intracelular

y Popov describe esto como un resultado de la reconstruccidn
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en la estructura funcional de la célula inducida. Jackson en
1970 encontr6 dos especies diferentes adicionales de aspartil-
tRNA en higados de animales tratados con hormona de crecimien-
to y los cuales no estaban presentes en ratas hipofisectomi-
zadas control, posteriormente se encontraron cambios simila-
res en hfgados regenerados con respecto a normales. Esto se
interpret6 como una indicacidn de que los cambios en aspartil-
tRNA eran debidos a iniciacibn del crecimiento hep8tico y no
a otras causas.

Bessman establecid que es posible interpretar todo fend
meno asociado con la administracibn y deprivécién de insulina,
sobre las basgs de un modelo en el cual la insulina proporcio
naAunﬁ conexifn mecinica eﬁtre-la hexoquinasa y la mitocondria
mediante un camino tal gque permite una operacibn mis eficien-
te del efecto aceptor. La iméortancia y preﬁ;sa mayor de es-
te modelo es que la insulina no es absolutamente necesaria
para partes individuales de lé actividad celular, sino que
incrementa la eficiencia de operacifn de las diferentes frac-
ciones de la célula. Lé generacifn de energfa por la mitocon-
driaApuede ser considerada como un buen motivo para la accibn
de la insulina, en vista de su marcado papel anab&lico en pro
cesos endergbnicos. Parece estar comprometida en todas las
reacciones sintéticas y en mejofamiento de formacibn de unio-
nes e incrementos en cadenas de proteinas, 1lfpidos y carbohi-
dratos, y en particular en mRNA, Adem&s Bessman sefiala que
hay suficientes datos que indican que la insulina puede esti-
mular la sintesis de protefinas sin referirse a ningln efecto

sobre permeabilidad de la membrana celular, es decir; que pue-
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de actuar en otros sitios.
DISCUSION.

Se propone la existencia de estructuras o agentes recep
tores a nivei del gene y del citoplasma (a nivel de membrana),
que son cap;ces de recibir sefiales y transmitirlas a los &ci-
dos nuagleicos o realizar un efecto sobre ellos mismos. Son
capaces - de producir y realizar efectos regulatorios en el c¢i-
toplasma, como se puede comprobar cuando una hormona, como es
en el caso de la hormona de crecimiento o de la insulina, es-
timula ellproceso de traduccibn del mensaje genético para la
sintesis de protefnas que se realiza en los ribosomas que se
encuent&an en el citoplasma. Otros suponen que estas hormonas
actfian a nivel del acarreador celular. de membrana durante la
etapa de transporte activo, sefialando que tiene estrecha re-
lécién con aspectos de translocacibn y activacibn de enzimas
importantes,

Adem&s se supone que si se habla de agentes o estructu-
ras qufmicas receptoras se presupone que sirvan péra generaxr
o recibir sefiales y trasmitirlas a diferetes sistemas de efec-
tores intracelulares y de esta formarpor medio de ellos pueda
presentarse un efecto sobre membranas celulares, sobre la ac-
tividad especifica de enzimas intracelulares, sobre los genes,
dcidos nucleicos, ribosomas, sfntesis de proteinas y sobre
una gran variedad de sistemas. )

Tambien se propone a la insulina como un factor alosté-

rico que cambia la conformacibén de las proteinas y altera la
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actividad enzimitica. Un faétor que podrfa ser alterado por
este camino serfan los acarreadores o receptores (proteinas),
es decir, que en cierta-forma la hormona alterara su confor-
macién y por esto se favoreciera el sistema de transporte pa-
ra la estimulacibén de la sintesis de protefnas. Tambien se
podria pensar que al estar alterando una enzima con actividad
catalitica, principalmente por un cambio de conformacibn, qui
z8s este nuevo cambio produzca una estimulaci®dn de su activi-
dad y se favorezca la sintesis., Se hace incapié en varioé es-—
tudios sobre una estimulacibn de la sintesis de proteinaé pox
insulina a nivel intracelular. -

Como se dijo anteriormente bastantes autores coinciden
en afirmar que el efecto principal de la insulina es.acelerar
la traduccibn del mensaje gené€tico, facilitando la iniciadi6n
de la cadena peptfdica especificamente estabilizando las sub-
unidades ribosoﬁales y los cqmplejos de iniciacién.

Un aspecto que tambien se seflala con especial importan-

cia es el efecto que presentan las hormonas sobre las membra--

nas celulares. Un factor importanté lo constituye la existen-
cia de receptores a nivel de membrana, que’poSeen caracteris~-
ticas especiales y que pueden actuar como estimuladores; en
otros casos hay una interaccibn de la hormona entre una fase
acuosa y otra no acuosa, de tal -forma gque existe una membrana
permeable. El principal efecto de la hormona consiste en al-
terar el gradiente de potencial existente, lo gque provoca una
difusibn de iones a través de la memb;ana. Adenmis este efecto
se puede apoyar en conceptos moleculares que sostienen al gra

diente electroquimico como un tipo de transporte activo.

L
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CONCLUSIONES.

En general se puede observar gue no sé conoce con e-
xactitud el-mecanismo de accibn de estas ho?monas y que has-
ta la fecha queda este estudio como simples teorias y supo- :
siciones que no tienen comprobacidn real y gque tienen puntos
de vista diferentes de los distintos investigadores que tra-
bajan por aclarar este concepto. Por lo tanto es un.campo
desconocido que presenta un amplio panorama por investigar.

Con respecto al mecanismo de regulacidn hormonal que
se proponia en.el capitulo II, se puede comprobar gue ambas
hormonas cunplen con los posibles sitios de accibn hormonal.
que ahf se indican.

Como se puede ver a nivel de la trahscripcién si exis-
te una regulacibn de las dos hormonas (Hormona de Crecimien-—
to e Insulina) sin embargo la regulacidn que existe sobre
los genes es menor y en general se puede conéluir que la ma-
voria de los investigadores coinciden en afirmar que el prin-
cipal efecto hormoqal se realiza sobre la traduccibn; quizés
una explicacifén de esto serfa gue la transcripciéﬂ se reali-
za en el nficleo y en cambio la traduccibn en el citoplasma y
que por lo tanto parece ser que la transmisidén del sfecto
hormonal es mis f&cil observarla sobre citoplasma que sobre
el nficleo, partiendo de la base de que el nficleo esta prote-
gido por una membrana y de esta forma es de esperarse queI
primero afecte el sitio en donde se traduce el mensaje gené-

tico para sintetizarse la protefna. Sin embargo tambien se
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ha observado estimulacidén de sintesis de mRNA, pero en me-
nor proporcifn. Un panorama tambien interesante de amplio
futuro es dirigir el estudio de estos efectos hormonales
hacia la iniciacifn, alargamiento o liberacifn de la cadena
polipeptfdica que se realiza en los ribosomas.

A nivel enzimitico tambien se puede comprébar que exis-
te regulacidn hormonal ya que para piertas ocasiones en que
se requiere una respuesta inmediata ante una situécién espe-
cifica para la cé&lula, gh astos casoé”la hormona prefiere
afectar directamente una enzima, inhibiéndola o estimul&ndo-
la, dependiendo de las necesidédes de; organismb, en vez de
afectar su mecanismo de'sintesis. Mediante este procedimien-
to la hormona altgra el équilibrio de una enzima en-un paso
limitante de la reaccibn y de esta forma obtiene un efecto
mucho mis ripido y eficaz, qﬁe alterando el proceso de sjn—A
tesis de la misma. ‘

El estudio de membrana es un tema que esta muyvacfua—

" lizado y en donde se espera encontrar solucibn a grandes in-

c6bgnitas que se tienen sobre diferentes mecanismos bioqufmi-
cos de regulacibn. Por lo tanto no s6lo los investigadores

que tratan de explicar el efecto de la hormona de crecimien-
to y de la insulina son los tGnicos que trabajan en esto, si-
no que son bastantes los que unifican sus criterios en hip6-
tesis quimiosmbticas y quimicas que facilitan la comprensi®n
de todos estos fenbmenos requlatorios. Y quiz&s aqui se en-
cuentre la respuesta a el papel gue desempeifian &stas hormo-

nas por medio del estudio de receptores quimicos de caracter

N7
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proteico, que mediante un cambio de conformgcién reciben el
mensaje hormonal y lo transmiten al interior de la célula,
trabajando sobre el concepto de que en las membranas existen
estructuras que sonvbombas biogqufmicas de trabajo; y sin ol-
vidar a la vez la importanciavdel potencial de membrana.

Con respecto a AMP ciclico se sabe gue la insulina no
tiene ninguna relacifn, sin embargo, &ste tambien serfa un
estudio interesante por realizar m8s a fondo, para estable-

cer. una conexibn entre insulina y AMP cfclieco, ya que se sa—

be que &ste filtimo se encuentra en la mayoria de las reaccio-

-nes requlatorias del organisto, v no serfa diffcil que tam-

bien la insulina actuara por un mecanismo diferente a los
conocidos o por uno muy semejante,-con la participaciéh de
este modulador que tendrfa como filtimo efecto la activacibn
de los ribosomas y como consecuencia la esﬁimulacién de la
sintesis de proteinas. No seria diffcil encontrar una rela-
cibn entre insulina y AMPciclico debido a gue ambos estan
involucrados er el metabolismo de carbohidratos.

Scbre hormona de crecimiento no se-ha encontrado tam-
poco ninguna relacibn con este nucledtido cfclico de gran
importancia metab8lica para el organismo.

Por Gitimo es impdrtante sefialar que aungue se frate
de un estudio altamente especializado, como es la regulacibn
de la sintesis de protefnas bajo el efecto de dos hormonas,
&ste se encuentra en una estrecha relacidn con muchos otros
procesos metab8licos que estan ocurriendo al mismo tiempo,

por ello no se debe olvidar cuando se estudia un fendmeno
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aislado que este es tan s6lo una pequefia parte del conjunto

de reacciones biogquimicas que constituyen al ser viviente.
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