CONTRIBUCIONES ORIGINALES

Influencia del cortisol y de los
inhibidores de la biosintesis de
proteinas (puromicina) sobre la
actividad lipolitica, in vitro,

del 3’5’ monofosfato ciclico de adenosina

RoeerTO Liamas™®

Ha sido demostrado que la actividad lipolitica de la adrenalina aumenta sensiblemente cuando los adipocitos
aislados del tejido graso epididimal de la rata se preincuban con dexametasona, un potente glucocorticoesteror-
de de estructura modificada; al mismo tiempo, en ¢l medio se eleva la concentracién de la proteinquinasa depen-
diente del 3’5’ monofosfato ciclico de adenosina, a la que se debe, en forma directa, el aumento en Ia lipdlisis.

En el presente trabajo se ha cncontrado que la preincubacién de los adipocitos con cortisol incrementa a su
vez la actividad lipolitica del monofostato ciclico de adenosina. Este incremento no se produce cuando al cortisol
se agrega, durante la preincubacién, puromicina, un inhibidor de la biosintesis de protefnas, cuya accién ¢s la dc
inhibir la formacién de la proteinquinasa.

La puromicina no impide, por otra parte, que se manitieste cl cfecto lipolitico del monofosfato ciclico ejercido
por la proteinquinasa preexistentc. El cortisol posce, a las concentraciones utilizadas enr este trabajo, actividad
lipolitica in vitro de moderada magnitud, muy inferior a la cjercida en forma directa por cl nucleétido.

Las hormonas que estimulan la lipolisis, a la ca-
beza de las cuales se halla la epinefrina,® actian en
este sentido porque inducen la formacién del 3’5
monofosfato ciclico de adenosina, (MCA), al acti-
var al sistema enzimdtico adenilciclasa, al que se
debe la sintesis del monofosfato a partir del trifos-
fato de adenosina (ATP). Los efectos lipoliticos
del MCA se ejercen en realidad por la proteinqui-
nasa que de ¢l depende, vy sc¢ explican por la acti-
vacién sobre la funcién o sintesis de las cnzimas
lipoliticas que la quinasa produce. Fstas enzimas
son, entre otras, la trigliceridasa hormonosensible,
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Ha sido demostrado que los glucocorticoesteroi-
des maturales, como el cortisol y los de estructura
modificada, como la dexametasona, treinta veces
méds potente que aquel, incrementan la actividad
lipolitica de la adrenalina en c¢lulas grasas, porque
favorceen la sintesis previa de Ia proteinquinasa, sin
que disminuya la actividad fosfodicsterisica en los
mismos adipocitos.”

Si bien los glucocorticoesteroides estimulan, como
se ha visto, la biosintesis de la proteinguinasd, exis
te evidencia experimental, por lo contrario, de que
los efectos fisioldgicos de cstas hormonas no son
mediados por el monofosfato ciclico de adenosina,
segun se deducc de muy diversas investigaciones,® 1!
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porque no son capaces de estimular a la adenilcicla-
sa y no pueden formar, por tal motivo, MCA a
partir del ATP. Se acepta, por lo tanto, que el MCA
no ¢s el segundo mensajero necesario para que se
manifiesten las acciones de los glucocorticoesteroi-
des, particularmente en lo que a induccién de acti-
vidades enzimaticas se refierc. Por otra parte, la
estimulacién de la lipdlisis onginada por la adrena-
lina no se manificsta si en el medio no cxisten
concentraciones fisiologicas de glucocorticoesteroi-
des,'*13 v se ha sefialado que la actividad lipolitica
propia de estas hormonas esteroidales queda bloquca-
da por efecto de los inhibidores de la biosintesis del
acido ribonucleico o de las proteinas, como son la
actinomicina D, la puromicina y la cicloheximida,
lo que indica que tal actividad lipolitica sc debe a la
formacién previa de la proteinquinasa, cuya sintesis
es impedida por dichos inhibidores.!*

En ¢! presente trabajo s¢ han estudiado los cam-
bios en la lipélisis basal producidos por la incuba-
cién prolongada de adipocitos aislados del tejido
graso epididimal de la rata sin la adicién de subs-
tancia alguna, y las modificaciones en Ja misma li-
polisis originadas por cortisol, cortisol més MCA y
cortisol mas puromicina y MCA, con la finalidad
de aclarar, por estos experimentos, si la actividad
que ejercc el MCA se abate cuando Ia formacién
previa de la proteinquinasa dependientc del nucled-
tido, estimulada por el cortisol, cs bloqueada por
los inhibidores de la biosintesis de proteinas.

Otro aspecto del estudio es ver st cstos inhibido-
res son capaces o no de oponerse al efecto directo
del monofosfato ciclico sobre la lipdlisis cstimulada
por la proteinquinasa preexistente en el medio.

Material y métodos

El tejido adiposo epididimal se obtuve de ratas blan-
cas de 200 a 250 gramos de peso, provenientes dcl
criadero del Instituto de Biologia (UNAM) ali-
mentadas ad Iibitum con Purina y agua natural.
Después de ser removido y pesado, se le fracciond
¢ incubd durante dos horas en ¢l incubador Dub-
noff a 38°C y agitacién constante, con buffer de
bicarbonate y albimina {albamina bovina, frac-
cion V. Nutricional Biochemicals Corp.} v colage-
nasa bacteriana (Sigma Chem. Co.) con la finalidad
de separar las cclulas grasas,™ Las suspensiones dc
adipocitos se preincubaron e incubaron posterior-
mente en el mismo aparato v a la misma tempera-
tura, con adicion dc las substancias sefialadas con
anterioridad, ¢n la forma que se indica a continua-
cibn:

lo. Adipocitos incubados durante cuatro horas, sin
adicidn de substancia alguna.

20. Adipocitos incubados durante cuatro horas,
previa adicion de 5.0 microgramos de succinato de
cortisol (Hydrocortisone 2l-sodium succinate. Sig-
ma Chem. Co.) cquivalentes a 3.7 microgramos del
esteroide puro.
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30. Adipocitos incubados durante cuatro horas,
previo agregado al medio de dos micromolas de 35
monofosfato ciclico de adenosina (Sigma Chem.
Co.}

4o. Adipocitos preincubados durante tres horas con
5.0 microgramos de succinato dc¢ cortisol. Adicidn
posterior de dos micromolas de MCA ¢ incubacién
durante scsenta minutos.

50. Adipocitos preincubados durante tres horas,
previa adicién de 5.0 microgramos de succinato de
cortisol y de un miligrame de dihidroclorhidrato de
puroniicina {Sigma Chem. Co. ). Adicidn posterior
de dos micromolas de monofosfato ciclico de ade-
nosina e incubacién durante sesenta minutos.

El volumen final en cada matraz de incubacién
fue de 4 ml. En cada cxpenimento se utilizé sus-
pension de adipocitos cquivalente a 0.40 g. de gra-
sa epididimal.

La lipdlisis originada en cada vno de cstos siste-
mas se cuantid midiendo la concentracion de dci-
dos grasos liberados, mediante ¢l procedimiento de
Trout y col.’®, modificacién del de Dole.'

Resultados
Los resultados se puntualizan en los cuadros 1 a 3.

Cuadro 1. Contenido de acidos grasos libres
en adipocitos aislados del tejido graso
epididimal de la rata. Cambios producidos
por la incubacién a 38°C durante cuatro

horas.
(Miliequivalentes de acido patmitico por
gramo de grasa).

Adipocitos sin incubar Adipocitos incubados

0.028 0.036
0.028 0.038
0.027 0.038
0.030 0.037
0.028 0.038
0.030 0.035
0.031 0.040
0.026 0.038
0.032 0.037
0.028 0.033

Fromedio 0.028 Promedio 0.037

Desviacidn
de la media =% 0.0020

Desviacion
de la media == 0.0020
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Cuadro 2. Modificaciones de la lipdlisis en

adipocitos aislados del tejido graso epididimal

de la rata producidas por la adicion de 5.0

microgramos de succinato de cortisol y por dos
micromolas de 3'5° monofosfato ciclico de
adenosina, después de cuatro horas de

incubacién a 38°C.,
(Miliequivalentes de acido palmitico por gramo
de grasal.

Adipocitos mas cortisel  Adipocitos mas MCA

0.038 0.052
0.038 0.049
0.039 0.050
0.043 0.052
0.044 0.048
0.043 0.050
0.042 0.045
0.038 0.050
0.043 0.046
0.044 0.052
Promedic 0.041 Promedio 0.049

Desviacién
de la media = 0.0025

Desviacion
de la media == 0.0025

Comentarios

Puede verse que la incubacion de los adipocitos
durante ticmpo prolongado (cvatre horas) cstimu-
la por si sela a la lipélisis, ya que se produce aumen-
to cn la concentracién de los acidos grasos libres,
que va de 0,028 a 0.037 miliequivalentcs de dcido
palmitico por gramo dc grasa, lo que representa
clevacion de 35 por ciento.

Por lo que se refiere a la lipolisis cstimulada por
los glueocorticoesteroides, cs de sefialarse que se ha
demostrade que estas hormonas actan en forma
positiva cuande sus cfectos se estudian in vivo,™
pero los resultados son contradictonios cuando se
investigan i vitro,'"=" 1in cste trabajo sc ha cncon-
trado yue coucentraciones de cortisol de 3.7 micro-
gramos en velumen total de 4 ml. cn cada cxperi-
mento, hacen aumentar de 0.037 a 0.04] los milie-
quivalentes de dcido palmitico por gramo de grasa,
lo gue representa incremento del once por ciento.

En forma comparativa, la estimulacion dc¢ la
lipélisis producida por ¢l monofosfato ciclico dc
adenosina (dos micromolas cn volumen de 4 ml.)
¢s mucho mis notable que la ejercida por el cor
tisol. Los milicquivalentes de dcido palmitico por
gramo de grasa ascendicron de 0.037 a 0.049, lo que
representa aumento de 32 por ciento.

Se ha demostrado que la actividad lipolitica de
Ia adrenalina anmenta, come ya s¢ dijo antes, al
st incubada previamente con dexamctasona, debi-
do a la sintesis de la proteinguinasa mducida por

ACTIVIDAD LIPOLITICA DEL AMEC

GACETA MEDICA DE MEXICO

Cuadro 3. Cambios en la lipdlisis en adipocitos

aislados del tejido adiposo epididimal de la rata.
Preincubacién con cortisol durante tres horas

e incubacibn posterior durante sesenta minutos

con 3’6’ monofosfato ciclico de adenosina.
Preincubacién con cortisol y puromicina

durante tres horas e incubacidén posterior con

MCA durante sesenta minutos.
(Mieliequivalentes de &cido palmitico por

gramo de grasa).

Preincubacién con
cortisol y puromicina.

Preincubacién con
cortisol. Incubacion

con MCA Incubacioén con MCA
0.078 0.042
0.074 0.042
0.075 0.046
0.070 0.040
0.069 0.043
0.074 0.045
0.077 0.042
0.074 0.044
0.076 0.046
0.074 0.045
Promedio 0.074 Promedic 0.043
Desviacién Desviacién

de la media = 0.0028 de ta media == 0.0020

¢l glucocorticoesteroide . Fn ¢l presente estudio se
ha cncontrade que ¢l cfecto lipolitico del mono-
fasfato ciclico de adenosina s¢ imerementa tambicn
en forma notable al ser preinenbados los adipocitos
con cortisol, lo que es atribuible a la formacion de
la proteinquinasa estimulada por la hormona. En
estas condiciones se obtuvo la nxixima Tipolisis, que
ascendio de 0.037 miliequivalentes de dcido  pal-
mitico por gramo de grasa a 0.074, lo que representa
aumento de cien por ciento.

Sc¢ encontro, ademds, que ¢l aumento de actividad
lipolitica producido por la preincubacion con corti-
sol ¢ mcubacién posterior con MCA es impedido
st durante la preincubacién se afiade un miligramo
de puromicing al medio. Fn estas condiciones sc
inhibe I formacién de la proteiqninasa inducida
por ¢l glucocorticoesteroide, 1o que se traduce por
descenso de la actividad lipolitica de 0.074 milic-
quivalentes de dcido palmitico por gramo de grasa
a 0.44, es decir, a actividad lipolitica alge mas baja
que la ejercida en forma directa por ¢l MCA.

Parece importante sefialar, finalmente, que la
presencia de la puromicina no impide el efecto
lipelitico del monofosfato ciclico ejercido por inter-
medio de la proteinquinasa previamente existente.
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