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INTRODUCCION

Bajo este titulo se intenta desarrollar un tema que per-
mite sacar a relucir una serie de innovaciones recientes
de la moderna biologia moleculary de su proyeccién so-
bre los mecanismos fundamentales de las enfermedades.
Con esta idea, el deido acetilsalicilico protagoniza estas in-
novaciones en cuanto a su intervencién en el proceso
biolégico de la inflamacién, uno de los fenémenos mis
universales de la fisiopatologia, en la que participan de
modo fundamental el mecanismo de transduccion de se-
fales bioldgicas, \a cascada de reacciones enzimdticas que
desde los fosfolipidos de membrana conduce al dcido
araquidénico y a sus metabolitos derivados, y la estruc-
tura de las membranas celulares en las que tiene lugar la
iniciacion de las sefiales de multiple naturaleza. Este con-
junto de mecanismos de la moderna biomedicina estd al-
canzando una extraordinaria significacién por lo que se
refiere a su presencia en procesos del tipo de la areros-
clerosis, de algunos tipos de cdncer o de enfermedades neu-
rodegenerativas. Ademds, el deido acetilsalicilico ha sido uno
de los medicamentos no sélo cldsicos, en cuanto a su
empleo centenario como antidoloroso y antitérmico bajo
la denominacién comercial de aspirina, sino también
antiguos, de amplia difusién, en cuanto al empleo de
extractos vegetales poseedores de derivados del 4cido sa-
licilico.

MEDICAMENTOS VIEJOS

La época antigua

La historia es tan vieja como la Antigiiedad griega, cuan-
do Hipdcrates recomendaba una pocién de la corteza del
sauce Salix alba para el alivio del dolor y la fiebre. Usos que,
después, fueron recomendados por Plinio, Dioscérides y
Galeno, y, luego, a lo largo de muchos cientos de afios, ol-
vidados y redescubiertos de forma recurrente hasta que, me-
diado el siglo xvi1, el reverendo Edward Stone llevé a
cabo con gran éxito un cierto «ensayo clinico» con cin-
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cuenta pacientes, cuyos resultados comunico a la Royal
Society en 1763.

Hubo que aguardar, sin embargo, casi otro siglo, hasta
que en 1828 los quimicos orgdnicos alemanes aislaran, en
forma de cristales amarillos de sabor amargo, la sustancia
responsable de tal actividad: la salicina. Se trataba de un
glicosido del deido salicilico cuya sintesis se llevé a cabo diez
afios mds tarde por los quimicos franceses. Y tanto el dci-
do salicilico (figura 1) como su derivado, la salicina, eran
capaces de aliviar la fiebre y el dolor; a lo que en seguida
se unieron sus propiedades antisépticas. Ambos com-
puestos se usaron para combatir las fiebres reumdricas, un
sindrome muy comuin en el que una infeccién es capaz de
inducir una condicién semejante a la artritis. El deido ace-
tilsalicilico (figura 1) fue pronto objeto de una sintesis
bruta por el francés Gerhardt, en 1853, y el alemdn Kraut,
en 1869.

En el siglo XV1I se habfan conocido las propiedades an-
tipiréticas de la guinina, presente en la corteza de cinco-
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na del Perti. Sin embargo, las dificultades de su empleo fue-
ron mucho mayores que las del dcido salicilico, debido a
sus multiples efectos laterales y a las dificultades de su sin-
tesis, anadidas a las limitaciones de su suministro y a la im-
posibilidad de trasplante del drbol a otras regiones. Otro
remedio mds reciente fue la antipirina (figura 1), descu-
bierta por Ludwig Knorr en 1833, quien cedi6 sus dere-
chos a la casa Hoechst. Y, en 1886, dos médicos alsacia-
nos —Kahn y Hepp— prescribieron una férmula con
naftaleno para el tratamiento de los pardsitos intestinales.
La sustancia elaborada en la farmacia fallé6 completamente
en su intento de combatir los pardsitos, pero tuvo gran
éxito en la reduccién de la fiebre de los pacientes. Al re-
petir la prescripcion, la sustancia preparada cumplié con
sus fines de eliminacién de los pardsitos, si bien la tem-
peratura de los pacientes permaneci6 inalterada. Un ané-
lisis mds minucioso de lo sucedido revelé el error de que
la sustancia inicial, administrada por primera vez al hom-
bre, se trataba de la acetanilida (figura 1), un derivado del
alquitrdn de hulla empleado en la industria de los colo-
rantes. En aquella época, finales del siglo XIX, la guinina
y el deido salicilico eran profusamente utilizados como an-
tipiréticos. La acetanilida, en manos de Kalle & Com-
pany, de Wiesbaden, recibi6 el nombre comercial de an-
tifebrina, bajo cuya denominacién, y no por su nombre
genérico o quimico, se llevé a cabo la difusién comercial.
La antifebrina fue uno de los primeros medicamentos
prescritos bajo una denominacién comercial, aunque se dis-
pusiera de la denominacién genérica; lo que ya, desde en-
tonces, ofrecia la particularidad del coste superior de los
productos difundidos bajo una denominacién comercial.

La casa Bayer, creada en 1863 por Friedrich Bayer y Jo-
hann Weskott, habfa preparado el primer colorante sin-
tético, la fucsina. El primer asistente de Bayer fue su yer-
no Carl Rumpff, que emigré a los Estados Unidos a los
veinticuatro afios. A la muerte de Bayer, en 1880, Rumpff
se convirti6 en el guia cientifico de la compania, que ya
se habia trasladado a la ciudad de Elberfeld. En los afios
anteriores a 1884, Duisberg —casado con una sobrina de
Rumpff- se habia aplicado a la sintesis de nuevos colo-
rantes, por ejemplo la del Rojo Congo, mediante un pro-
cedimiento diferente al utilizado con anterioridad para
obviar las dificultades legales de proteccién de patentes; y,
a partir de 1884, llevd a cabo la direccién de los progra-
mas de investigacién y patentes de la compania. Uno de
los primeros objetivos de su nuevo cargo fue transformar
el campo de los colorantes y dirigir la mirada hacia los
nuevos medicamentos, sobre todo cuando se estaba en el
afio de la invencién y patente de la antifebrina. Por otro
lado, la casa Bayer, productora de colorantes, originaba
una gran cantidad de productos secundarios del tipo del
p-nitrofenol, que guarda cierta analogfa quimica con la ace-
tanilida. Y con los 30.000 kilos de residuos de p-nitrofe-
nol, la compania Bayer logrd, en 1888, la acetofenetidina
como primer producto farmacéutico que, aprendiendo la
leccién de la anrifebrina, recibi6 el nombre comercial de
fenacetina (figura 1). Un afio después, en 1889, una gran
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epidemia de gripe invadi6 la mayor parte de los paises eu-
ropeos y los Estados Unidos, en la que el empleo de la fe-
nacetina aumentd grandemente los ingresos de la casa
Bayer. Al afio siguiente, 1890, la compaiia dedicé
1,5 millones de marcos para construir un laboratorio de
investigacién en un edificio de tres plantas, que, en tan sélo
cuatro afios, se ocupé por casi un centenar de quimicos.

Mientras tanto, la fabricacién de colorantes se instal6 en
la propiedad de una pequefa firma, Dr. C.Leverkus &
Sons, que recibirfa luego el nombre de Leverkusen, y que
completarfa en 1912, al borde del Rhin, una planta gi-
gante segtin el disefio de Duisberg. Bajo la direccion de
Duisberg, la compafifa construyd en los terrenos de El-
berfeld una segunda serie de laboratorios de investigacion,
finalizados en 1896, dedicados exclusivamente a la crea-
citén de medicamentos. La lista de medicamentos progre-
s6 con tal rapidez que Duisberg decidié promover la crea-
cién independiente de la divisién farmacéutica, cuya misién
principal consistié en el desarrollo del gran éxito de la
compaifa: la fabricacién industrial de la aspirina. Con
este fin, el laboratorio de medicamentos se desdoblé en dos
secciones: una farmacéutica dedicada a la elaboracién de
nuevos productos, dirigida por Eichengriin; y otra, desti-
nada al control farmacolégico de los nuevos productos, bajo
la direccién de Dreser, profesor de la universidad de Bonn.
Uno de los proyectos del nuevo laboratorio farmacéutico
fue la supresién de los efectos laterales del dcido salicili-
co, de lo que se encargé el joven quimico Felix Hoffmann,
cuyo padre se encontraba imposibilitado desde hacia lar-
go tiempo por un reumatismo crénico. Y, efectivamente,
el remedio con 4cido salicilico era peor que la enfermedad.
Fue el 10 de octubre de 1897, la fecha en que, segiin el cua-
derno de laboratorio de Hoffmann, se daté el proceso de
fabricacion del dcido acetilsalicilico, que se comercializé
bajo el nombre de aspirina. También es cierto que, como
ha quedado senalado anteriormente, la bibliograffa habia
citado su preparacion bruta por Gerhardt y, posterior-
mente, por Kraut. La falta de una auténtica novedad no
desanimé a Eichengriin, que la pasé a la seccién de farma-
cologfa para el control de su actividad, ante la indiferen-
cia de su director Dreser y, sin duda también, de Duisberg.

A esta situacién de indiferencia contribuy6 el redescu-
brimiento comercial de la diacetilmorfina, sintetizada hacfa
un par de décadas por el inglés C. R. Wright. Con la in-
tencién de lograr un preparado morfinico privado de su
caracteristica adiccion, la casa Bayer, tras una serie de ensayos
clinicos, lanzé una enorme campana de propaganda y di-
fusién de la diacetilmorfina bajo la denominacién comer-
cial de herofna. En 1898, Dreser comunicé al Congreso de
Médicos alemanes que se trataba de un producto diez ve-
ces mds efectivo que la codeina, y con sélo una décima parte
de sus efectos téxicos; y la heroina fue presentada como la
gran solucion de la tremenda plaga de adiccion de la morfi-
na. El negocio fue extraordinario, sobre todo en los Estados
Unidos tras las secuelas de la guerra de independencia surena.

No tenfa nada de extrafio que, con este sefiuelo comer-
cial, la compafifa mantuviese el deido acetilsalictlico en el
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ostracismo del laboratorio de farmacologia. Y, como ran-
tas otras veces en la historia, los enfrentamientos entre la
quimica —representada por Eichengriin y Hoffmann—y
la farmacologfa —dirigida por Dreser— acabaron con la in-
tervencion de Duisberg y el lanzamiento del deido acetil-
salicilico bajo la denominacién de aspirin, a la vista del
éxito econdmico de las denominaciones comerciales al es-
tilo de la fenacetina y la heroina. La denominacién de as-
pirina procedia del género Spiraea, al que pertenecia la
planta conocida vulgarmente como de la «dulce sombray,
rica en aldehido salicilico que, al oxidarse, conducia al
dcido salictlico—Spirsiiure, en aleman—. Su acetilacién ren-
dia el acetylspirsiure, del que, en enero de 1899, se acund
el nombre comercial de aspirin, patentado en alrededor de
setenta paises del mundo. No deja de ser curiosa la parti-
cipacién econémica de los protagonistas en las guerras de
la aspirina. Efectivamente, el director farmacolégico Dre-
ser recibia un canon de todos los productos ensayados en
la seccién; mientras que Eichengriin y Hoffmann lo ha-
cian tan sélo de los medicamentos objeto de patentes,
cuya legislacién, por otro lado, no admitia los nuevos pro-
ductos y sf los nuevos procedimientos. Asi pues, a pesar
de que Eichengriin y Hoffmann fueron los promotores,
y a pesar también de la oposicién de Dreser, fue solamente
éste quien, enriquecido, pudo retirarse en seguida a dis-
frutar de los beneficios de la aspirina.

En cualquier caso, al finalizar el ano 1899, la aspirina
se presenté en todo el mundo; invadi6 con sus muestras
los hospitales y a toda la profesion médica, a la vez que se
encarecia al puiblico cualquier noticia sobre la utilidad del
nuevo medicamento. En noviembre de 1899 se publico la
primera referencia en inglés sobre la aspirina; y en 1902,
habfan aparecido sobre ella mds de ciento sesenta traba-
jos. Sus éxitos clinicos y comerciales tuvieron un gran
acompanamiento social que hizo, por ejemplo, que Enri-
co Caruso impusiera a sus empresarios la obligacién del
suministro de aspirina, el tinico remedio para sus dolores
de cabeza. Y que Kafka, como explicara a su novia Felice
Bauer, utilizara la aspirina en su torturado dolor existen-
cial. Su éxito comercial no resultd, obviamente, del ali-
vio de la ansiedad, sino del remedio que supuso su inter-
vencién en los procesos inflamatorios —artritis, fiebre
reumatica, etc.

La época contemporinea

Un siglo mas tarde, el 2 de marzo de 1988, Frank Young,
de la Food and Drug Administration de los Estados Uni-
dos, se presenté en una conferencia de prensa en Was-
hington, ante directivos empresariales farmacéuticos. Cin-
co semanas antes, el 28 de enero, la revista New England
Journal of Medicine habia publicado los resultados de una
inicial encuesta epidemiolégica sobre la notable reduccién
que la aspirina habfa producido en la mortalidad por infartos
cardfacos, la causa primera de muertes en el mundo occi-
dental. El experimento se habfa realizado durante cuatro
afios con veintidos mil voluntarios, de los que la mitad to-
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maron en dfas alternos una tableta de aspirina, y la otra mi-
tad lo hizo de un placebo. El comité especializado encargado
del seguimiento de la encuesta concluyé que el grupo tra-
tado con aspirina experimenté un 40 por 100 menos de
alteraciones cardiacas que el grupo placebo. Teniendo en
cuenta que tan sélo en los Estados Unidos morian en esa
fecha de infartos, trombosis y sindromes relacionados unas
650.000 personas al afio, segiin las conclusiones de la en-
cuesta, la administracion de una tableta de aspirina en dias
alternos harfa descender en 130.000 las muertes por dicha
causa. Esto, en los Estados Unidos, suponia que si la mitad
de los ciudadanos tomaban una tableta en dias alternos, las
ventas anuales del medicamento se elevarfan en un 75 %,
alrededor de 600 millones de délares.

Sin embargo, jqué ha ocurrido entre aquellos finales del
siglo pasado, en que se fabricé el medicamento viejo, y las
enfermedades nuevas, a las que en la actualidad se aplica?

ENFERMEDADES NUEVAS
Antecedentes

Incluso desde antes de la puesta a punto del método de
preparacién de la aspirina por Hoffmann, era un hecho re-
conocido la actividad anticoagulante tanto de la aspirina
como del simple deido salicilico. Actividad recogida en las
lecciones de farmacologia de Carl Binz, en 1891, director
del Instituto de Farmacologfa de la Universidad de Bonn,
y tenida presente de forma habitual en la prictica qui-
rargica.

En 1941, Karl Link ensayé en si mismo el comporta-
miento de la aspirinay el dcido salicilico, comprobando la
disminucién de protrombina, precursor inicial en la casca-
da de coagulacion de la sangre, en mayor proporcién por par-
te del deido acetilsalicilico que del salicilico mismo. En 1943,
el grupo de Link confirmé estos resultados en ratas y hu-
manos. A raiz de estos estudios de Link acerca de la re-
duccién de la coagulabilidad de la sangre se produjo una
cierta alarma en la prensa médica; particularmente el Jour-
nal of the American Medical Association se preguntaba: jes
la aspirina un medicamento peligroso? El médico inglés Paul
Gibson, en 1948, recomendaba el empleo del deido salict-
lico para combatir la trombosis coronaria, a la vez que requerfa
ensayos clinicos mds extensos para probar la accién de la
aspirina en la enfermedad coronaria.

Poco después, en 1950, Lawrence L. Craven, otorrino
de Los Angeles, publicé en los Annals of Western Medici-
ne and Surgery una nota en la que sefialaba que, durante
varios anos, la administracién de aspirina masticable para
aliviar las molestias subsiguientes a la tonsilectomfa pro-
ducia a los pocos dias hemorragias de distinta considera-
ci6n. La interpretacion del autor fue que la aspirina po-
sefa una actividad para reducir la capacidad fisiolégica de
formacién de trombos. En 1953, Craven realiz6 un ensayo
con ocho mil pacientes, tras el cual afirmé: «ninguno de
los pacientes tratados con aspirina manifesté trombosis
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cerebral o coronaria». Y, en consecuencia, proclamé que
la administracion de aspirina oftecia un método seguro de pro-
filaxis frente a la trombosis. Sin embargo, Craven no sélo
no pudo, en aquella época, ofrecer razén alguna por la
que la aspirina ejercia dicha actividad antitrombética, sino
que sus métodos no fueron cientificamente validados.

El estado de los conocimientos acerca de la terapia car-
diovascular fue resumido en 1961 por Poole y French en
el Journal of Atherosclerosis, asegurando que la terapia an-
ticoagulante ni era (il ni podia serlo frente a los ataques
cardfacos. Para ello, razonaron sobre los distintos meca-
nismos del proceso de coagulacion segiin que tenga lugar
en el tubo de ensayo o en los vasos sanguineos, y en és-
tos seglin sean venosos o arteriales. Este hecho ejerceria
una profunda implicacién sobre el efecto de los anticoa-
gulantes. En su opini6n, el hecho de interferir con la coa-
gulacion, no supone que el miisculo cardiaco lesionado re-
cupere su actividad [...], mds bien, el sinico concebible uso
de los anticoagulantes habrd de ser frente a los trombos si-
guientes. La hipétesis se funda en la suposicion de que en
las venas, los trombos se construyen sobre un pequefo nt-
cleo blanco a base de plaquetas adheridas a la pared del
vaso, al que se unirfan los glébulos rojos mezclados con
la fibrina. Este tipo de trombos pueden ser muy doloro-
sos, pero raramente son fatales. La situacion es muy di-
ferente en los trombos arteriales, especialmente si oclu-
yen alguna de las arterias que nutren el cerebro o el

corazén. En este caso, las plaquetas se agregan, y su masa
es frecuentemente motivo de obsticulo para el flujo ar-
terial. Algunas veces se rompen y los fragmentos se dis-
persan pudiendo de nuevo recrecer en unos pocos mi-
nutos hasta que la luz del vaso se obstruye por completo;
y solamente cuando la arteria se ciega comienza a cons-
truirse la fibrina y a endurecerse el trombo. Ultimamen-
te, existe una gran cabeza blanca de plaquetas y una pe-
quefia cola de glébulos rojos; pero, aun cuando el trombo
se componga tnicamente de plaqueras, el dafo ya ha te-
nido lugar. De esta forma, el empleo de los anticoagulantes
serd eficaz tan sélo sobre los trombos siguientes. Y aqui
surge la diferencia entre los trombos venosos y los arte-
riales. Los anticoagulantes distorsionarfan la cascada de
coagulacién impidiendo la formacién del producto fi-
nal, la fibrina. Lo que significa que contrarrestarian la
construccién de la cola roja fibrinosa de un trombo, pero
ejercerfan escasa o ninguna accién sobre la formacién del
nicleo blanco plaquetario. Y, asi, los trombos con una
elevada proporcién de plaquetas, como los arteriales, se-
rian menos afectados por los anticoagulantes.

La actualidad de las enfermedades nuevas
;Qué ha cambiado hoy para que algo tan simple como la

aspirina ofrezca tal diversidad de potencialidades de empleo,
desde la aterosclerosis al cancer?
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La respuesta la encontraremos en los descubrimientos
del 1ltimo medio siglo en los campos solapantes de la
biologfa molecular y celular, y de todas aquellas dreas de
la biomedicina resultantes. Una interpretacién de estas
relaciones aparece en la figura 2. Entre otras manifestaciones
del espectacular desarrollo que ha conducido al estudio
de los mecanismos de las enfermedades nuevas, y como
mds importantes, tenemos las siguientes:

1. La averiguacién de la estructura terciaria de las pro-
teinas, como fundamento de las interacciones que
soporta la transmisién de las actividades biolégicas.
El descubrimiento de la estructura y el modo de ac-
cion de las enzimas que gobiernan especificamente
cada una de las reacciones de todo tipo de los seres
vivos, desde las propias de la digestion de los ali-
mentos a las més nobles participantes en la trans-
misién de los caracteres hereditarios, en la accién
del impulso nervioso y en el conjunto de activida-
des de los sistemas de regulacion en cascada —coagu-
lacién de la sangre, fibrinolisis, quininas, comple-
mento, etc.

. Dentro de las actuaciones en cascada de las enzimas,
la separacién de dcidos grasos de los fosfolipidos y las
consiguientes transformaciones del dcido araquids-
nico guardan una estrecha relacién con los lipidos de
membranay con los mecanismos de regulacién de la
transduccion de las seniales bioldgicas.

. El conocimiento de la estructura y la composicion
—lipidosy proteinas— de las membranas que constitu-
yen el limite de las células con el medio externo, ha
permitido dilucidar muy variados mecanismos de la
biologfa molecular y celular, principalmente los re-
feridos a la transduccién de los diversos tipos de se-
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fiales externas hacia el nicleo de la célula y la co-
rrespondiente regulacién de la expresion génica.

. La posicién central que, en la biologfa molecular y
celular, ocupa el mecanismo de la ransducciin de se-
Aales como fendémeno propio de la respuesta inmu-
nitaria e inmunoinmunitaria, la accién hormonal y
de los factores de crecimiento, \a transmision del impulso
nervioso, los mecanismos del ciclo celular, la inflama-
cién y la apoptosis; el fenémeno de la fototransduc-
cidn y el modo de accién de algunos medicamentos.

. De lo que resulta la cada dfa mds abundante rela-
cién de anomalfas patolégicas, las enfermedades nue-
vas, vinculadas a disfunciones de la transduccion de
sefiales: inflamacion, enfermedades neurodegenerati-
vas 'y cdncer.

Composicién y estructura de las membranas celulares

Ya desde finales del siglo pasado, los biélogos celulares
pusieron de manifiesto, mediante técnicas fisicas y quimi-
cas, la existencia de membranas plasmiticas discretas. Par-
tiendo de los estudios de permeabilidad de las células fren-
te a una variedad de no-electrolitos, se comenzé a especular
sobre la naturaleza lipidica de la barrera de permeabili-
dad. La probabilidad de que los lipidos presentes en las
membranas biolégicas existan predominantemente bajo la
forma de bicapa lipidica adquirié en seguida plena con-
firmacién por medio de las medidas fisicas —épticas y eléc-
tricas— llevadas a cabo sobre las membranas y sobre el con-
junto de lipidos aislados. Y fruto de ello ha sido la sucesiva
elaboracién de modelos, y la prictica vigencia del mode-
lo llamado del meosaico fluido, de Singer y Nicolson (1972),
basado en la doble capa lipidica y en la multiple natura-
leza de las incrustaciones de proteinas y enzimas (figura 3).
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Estructura general de las membranas, que responde no
s6lo de la estructura de las membranas plasmdticas sino de
la membrana de los orgdnulos citoplismicos —mitocondrias,
reticulo endopldsmico, etc.

La relacién lipidos/proteinas en la composicion de los di-
ferentes tipos de membranas es muy variable; desde un 80%
de lipidos en la mielina, a un 50% en los eritrocitos, y a un
20% en la membrana interna mitocondrial. Las proteinas, por
otro lado, pueden ser intrinsecas o extrinsecas. La liberacién
de las proteinas intrinsecas exige una rotura de la membra-
na mediante detergentes o disolventes orgdnicos apropia-
dos; rotura que implica la desagregacion de los lipidos con
las regiones lipofilicas de las proteinas, ricas en aminodcidos
no polares, que se sumergen mas o menos completamente
en el interior de la membrana. Las proteinas extrinsecas se
separan de las preparaciones de membrana por tratamien-
to con disoluciones de baja fuerza iénica, ya que su fragil aso-
ciacion puede tener lugar por simple adsorcion.

La presencia de los lipidos en las membranas biolégicas
no tiene la simple razén del soporte fisico de las proteinas
de membrana. La presencia cuantitativa y cualitativa de los
diferentes tipos de lipidos es responsable de propiedades
singulares de la bicapa lipidica: la fluidez que justifica la
libertad de movimiento de las fases hidrocarbonadas; la asi-
metria de la disposicién de los lipidos individuales en las
dos superficies de la membrana, que provoca el diferente
ambiente lipidico de cada parte; y la especificidad de lipi-
dos particulares en la regulacién de la actividad de las pro-
tefnas de membrana, como enzimas, receptores, etc. Los
lipidos presentes en las membranas responden a los si-
guientes tipos mds importantes: los esteroles, los glicero-
fosfolipidos, los gliceroglicolipidos y los fosfoesfingolipi-
dos (figura 4).

Los lipidos, por otro lado, no son solamente ingredientes
del mosaico fluido de la membrana. En algunas ocasiones,
ciertas especies de lipidos o sus productos de hidrélisis
pueden actuar como segundos mensajeros de la accién de
senales externas.

Y son, precisamente, las membranasy sus correspon-
dientes estructuras la sede en la que se inician los fendmenos
interrelacionados, que se describen a continuacién, y que
se centran en;

1. La posicién central que ocupa el deido araquiddnico,
procedente de la hidrélisis enzimdrica de los glice-
rofosfolipidos de membrana, y que, por otro lado, es
sustrato de la accién enzimdtica de la lipooxigenasa
y la ciclooxigenasa. La ciclooxigenasa se presenta bajo
dos formas isoenzimaricas, COX-1 y COX-2, con
caracteristicas diferentes; la segunda, inducible por
estimulos inflamatorios y que se sobreexpresa en cier-
tas manifestaciones patolégicas —cincer colorrectal,
por gjemplo.

2. La presencia de las proteinas de membrana, cumpli-
doras de multiples funciones segtin la naturaleza de
la célula, entre otras las de soportar los fenémenos de
adhesion, anti-adhesion, recepcion de seiiales e inte-
racciones con el citoesqueleto. La recepcion de senales
inicia los diferentes tipos de mecanismos de su trans-
duccidn, que participa en procesos de la importancia
de la inflamaciony la apoptosis. A modo de ejemplo,
se retinen en la figura 5 las proteinas de membrana
de las células T'y su disposicién especifica en el seno
de la bicapa lipidica.

3. El proceso de inflamacién en sus miiltiples etapas,
que, desde las diferentes causas, conducen a la co-
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leccién de efectos diversos. Este proceso estd invo-
lucrado en los mecanismos de transduccién de se-
fales.

Los complejos mecanismos de transduccion de sena-
les, a los que se acomoda una serie de acciones bio-
légicas, entre ellas, las de la inflamacién y la apop-
tosis celular.

. El mecanismo de la apoptosis celular, modulable por
diversos factores.

La posibilidad de la accién farmacolégica sobre cada
una de estas partes; y, dentro de su integracién, la de
la accién de las sustancias antiinflamatorias no este-
rotdicas,

6.

La integracién del conjunto —transduccion de seniales, in-
flamacidn, apoptosis, cdscada del dcido araquidénico e iso-
enzimas de ciclooxigenasa e inbibicion de la inflamacién por
agentes no esteroidicos— aparece en la figura 6. Cada una de
sus partes va a ser objeto, a continuacion, de una des-
cripcién particular.

Acido araquidénico y ciclooxigenasas

La presencia del deido araquidénico (20:4) ocupa una
posicién central en el presente estudio debido, en primer
lugar, a su presencia en los fosfolipidos de membrana; y,
por otro lado, a que sus transformaciones enzimdticas —via
lipoxigenasa y via ciclooxigenasa— conducen a sustancias
del interés fisiopatolégico de los eicosanoides, en los que se
integran las prostaglandinas, las prostaciclinas, los leuco-
trienos y los tromboxanos. Asi, la presencia del fosfatidili-
nositol 4,5-bifosfato (Ptdlns (4,5)P,) en las membranas es
capaz de servir de sustrato a varios tipos de fosfolipasas
~A,, D y C- para rendir diversos productos finales de de-
gradacién, entre otros el dcide araquidénico y los diacil-
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gliceroles. Un esquema de estas relaciones aparece en la fi-
gura 7. El primero, pues, en intima conexion con el siste-
ma de prostaglandinas, la enzima ciclooxigenasa y con la
funcién de los antiguos salicilatos. Y los diacilgliceroles en
cuanto a reguladores de la actividad de proteina quinasas,
eslab6n de extraordinaria importancia en los mecanismos
ulteriores de la transduccion de las seqiales.

La figura 8 resume la coleccién de eicosanoides originados
a partir del dcido araquidénico, las acrividades enzimdricas
que intervienen, los efectos fisiolégicos particulares de cada
uno de los productos y las estructuras quimicas de las mds
importantes especies del sistema de prostaglandinas.

Dentro de este esquema, la enzima ciclooxigenasa se con-
vierte en una pieza clave del planteamiento global de este
tema. Posicién clave que resulta, en resumen, de los si-
guientes hechos:

1. La ciclooxigenasa se presenta bajo dos iseenzimas,
COX-1 y COX-2; la primera constitutiva y la se-
gunda inducible; cada una de las cuales se va a mo-
dular de manera diferente, va a ser responsable de
actividades fisiolégicas diferentes y, en consecuen-
cia, su inhibicién va a ser la base de acciones farma-
colégicas especificas.
COX-1 es responsable de la génesis de prostaglandi-
nas que actdan fisiolégicamente, mientras que los
niveles de COX-2 en los diferentes tejidos se incre-
mentan por induccién del gen correspondiente por
un gran nimero de acciones biolégicas que origi-
nan respuestas inflamatorias.

. Estas respuestas pueden tener lugar en las mds variadas
partes del organismo, incluyendo el sistema nervio-
so0 central; y de aqui su posible contribucién a la pa-
togénesis de las alteraciones neurodegenerativas del
tipo de la enfermedad de Alzheimer.



ANGEL MARTIN MUNICIO

SISTEMAS DE RECONOCIMIENTO

causas iniciadoras: ligandos
receptores —
transductores
aceptores
respuesta celular
expresion genica
TRANSDUCCION
DE SENALES

membrana
TRAUMATISMOS

metabolismo de fosfolipidos

'

fosfolipasa A 5

l

CaUSas | ANTIGENOS  [infecciones,

cormpleios ACIDO ARAQUIDONICO

INFLAMACION| [autoinmunes

flujo sanguineo
efectos | permeabilidad capilar
migracion celular

ciclooxigenasa lipooxigenasa
e COX-2 COX-1 -
(inducible) (constitutiva)
por estimulos proinflamatorios: aspirina inhibe irreversible
citoquinas, por acetilacion
endotoxinas,
mitdgenos
sobreexpresa en la formacion de tumores colorrectales _ _
participa en la respuesta inflamatoria protectora gastrointestinal
& renal

inhibe sintesis PGs <&
promotoras de tumorigénesis

inhibicion

porlNSAIDSI

P a. araquidonico

APOPTOSIS

Fig. 6

!
¥
ceramida T

60




MEDICAMENTOS VIEJOS PARA ENFERMEDADES NUEVAS

Ptdins (4,5) P,

ol
A |
q‘:ﬁgesi;ac 1, 2-diacilglicerol
Fig. 7

P.
P
intracelular Ca2* T
A e
fosfolipasa D
Ins( 1, 4, 5)P; fosfolipasa C v )
P ‘ P
P o ; a— "F,: T
{ - P ; ; :
1 p acido fosfatidico —N=/N P
s S acido araquidénico :
: diacilglicerol fosfatidato = liso-Ptdins (4,5) P,
_ quinasa fosfohidrolasa ‘ e
’ ' o “dicilglicerol |
1, 2-diacilglicerol ATP  ADP | lipasa

A
eicosanoides

L

NADPH oxidasa

Puesto que COX-1 es necesaria para el normal fun-
cionamiento de estémago y rifion, su inhibicién pue-
de ocasionar dafios importantes de este tipo de 6r-
ganos.

En ciertas manifestaciones patolégicas —cincer, sin-
dromes neurodegenerativos, etc.— se han descrito
modificaciones de los niveles de COX-2; de aqui, la
importancia de las posibilidades farmacolégicas de su
inhibicién.

El reciente conocimiento de las estructuras tridi-
mensionales de ambas enzimas permite el disesio de
inhibidores especificos y reversibles como fundamento
de nuevos agentes antiinflamatorios.

Esta regulacién enzimdtica guarda relacién asimismo
con las posibilidades de modulacién de la apoptosis
celulary, por tanto, con los fenémenos basados en ella.

La prostaglandina H, sintasa, conocida también como ¢/-
clooxigenasa, cataliza la primera etapa de la conversién del
dcido araquidénico en prostaglandinas y tromboxanos (fi-
gura 8). La acrividad ciclooxigendsica, en su conjunto,
comporta dos actividades parciales contenidas en la mis-
ma proteina dimérica: una, especificamente de ciclooxi-
genasa, que inserta oxigeno molecular en el dcido araqui-
doénico para formar el intermediario PGG,, y una actividad
peroxiddsica que reduce el hidroperéxido al alcohol co-
rrespondiente PGH,. Ambas funciones son adyacentes
pero espacialmente distintas. Sobre PGH, acttan otras
actividades enzimdticas para originar los productos fina-
les (figura 8). COX existe, al menos, en dos isoformas,
COX-1y COX-2, capaces de mostrar diferencias sustan-
ciales en su comportamiento farmacoldgico. COX-1 es
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constitutiva y su activacion conduce a la formacién de
prostaciclina con acrividad antitrombogénica —en el
endotelio— y citoprotectora —en la mucosa gdstrica—.
COX-2, codificada por un gen diferente del productor
de la isoforma 1, es, al contrario, inducible en ciertos ti-
pos de células por estimulos pro-inflamatorios. Los nive-
les de COX-2 son ordinariamente muy bajos y estin con-
trolados rigurosamente por ciertos factores del tipo de las
citoquinas y por la disponibilidad del sustrato. La induc-
cién de COX-2 por citoquinas y por estimulos inflama-
torios en diversos tipos de células estd en linea con la idea
de que las acciones antiinflamatorias de los medicamen-
tos no esteroidicos se deben a la inhibicion de la COX-2;
en tanto que los efectos secundarios del tipo de la irrita-
cién gdstrica y de la toxicidad renal son debidos a la in-
hibicién enzimitica de la COX-1. De aqui que en el di-
sefio de nuevos medicamentos antiinflamatorios sea
importante la selectividad de las inhibiciones de ambas
isoformas. Ideas que se recogen en la figura 9.
Recientemente se ha descrito la elevacidn de COX-2 en
tumares de colon, cuyas células exhiben una menor suscepti-
bilidad a la muerte celular programada. A la vez, se afirma
que dicha elevacion provoca la liberacion de radicales libres,
potencial origen de mutaciones y de cambios genéticos,
que, al menos en teorfa, estdn en el origen de las células
cancerosas. En tercer lugar se ha descrito la posibilidad
de que la elevacién de COX-2 promueva la produccién de
factores angiogénicos facilitadores del crecimiento de tu-
mores. Y, por tanto, el empleo de sustancias inhibidoras
de COX-2 puede potencialmente actuar frente a estos
efectos consecuentes o concomitantes a su elevacién. Mds
atin, estos inhibidores serdn capaces de proteger las célu-
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las nerviosas de la inflamacion asociada a las placas amiloides,
depésitos de proteinas presentes en el cerebro de pacien-
tes de la enfermedad de Alzheimer.

TRANSDUCCION DE SENALES

Todas las células poseen la capacidad de procesar la in-
formacién de su alrededor. Las células especializadas de los
érganos sensoriales son blanco de las sefales estimuladoras
externas, tales como la luz, los aromas y los mensajeros qui-
micos entre células vecinas o distantes. La interaccién de es-
tos ligandos —citoquinas, antigenos, hormonas polipeptidicas,
factores de crecimiento, neurotransmisores, dxido nitrico, etc.—
con los receptores de la superficie celular genera sefiales re-
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guladoras intracelulares, que constituyen la primera etapa
de la cascada de acontecimientos bioquimicos que ocurren
a lo largo del sistema de transduccién de seiiales hasta alcan-
zar la modificacién de la expresion génica 'y la consiguiente
modulacién celular. Durante este recorrido actian protei-
nas transductoras y enzimas generadoras de segundos mensa-
Jeros, los segundos mensajeros intracelulares solubles, y los sis-
temas efectores constituidos por proteina quinasasy proteinas
reguladoras. De esta manera, la situacion aparece cada dia
mds claramente complicada tanto por la muiltiple natura-
leza quimica de las sefiales como por los variados mecanis-
mos con que opera en cada caso la cascada de interacciones
en el seno de la célula. Un esquema de la distribucién de las
entidades moleculares participantes en un proceso general
de transduccion de sefiales aparece en la figura 10.
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nismos operativos en la transduccién de senales conducen-
tes a la puesta en marcha de procesos fisioldgicos de di-
versa naturaleza, tales como desarrollo, diferenciacion, mor-
fogénesis, mitogénesis, activacion de células T, actividad
secretora, movimiento, ciclo celular y transcripcion génica.

A lo largo del pasado cuarto de siglo, una coleccién de
hechos bioquimicos independientes ha preparado el com-
plejo terreno de las interacciones moleculares que, desde los
receptores de la membrana y a través del interior de la cé-
lula, alcanzan los nicleos y llevan a cabo la regulacién de la
transcripeion. Escasas décadas durante las cuales se han acla-
rado fenémenos bioquimicos de la importancia de la re-
gulacion enzimdtica por modificacion covalente, los cambios
conformacionales, las interacciones moleculares, los modelos
alostéricos, las proteinas oligoméricas, la cooperatividad, la
amplificacion de seniales, la fluidez de membrana, los mode-
los de bicapa liptdica y los segundos mensajeros de la activi-
dad hormonal, asi como numerosas regulaciones de la ac-
tividad enzimdrica por modificacion covalente en las dreas
del metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos, ami-
nodcidos y proteinas. Esta modificacién covalente ha tenido
su representante mds caracteristico en la fosforilacion y su
inversa, la defosforilacidn, catalizadas respectivamente por
las proteina quinasasy las fosfatasas. Fosforilacion'y defosfo-
rilacion de proteinas que han dado lugar a uno de los me-
canismos fundamentales de integracion de las sefiales en las
células eucariéticas, y forman parte de, pricticamente, to-
dos los sistemas de transduccién de sefales.

La interconversion de las formas fosforiladay defosforilada
de una enzima va asociada con un cambio fundamental
en su actividad, aunque no siempre el cambio ocurra en la
misma direccion. Asi, en el metabolismo de la glucosa, la
fosforilacién activa la degradacién del glucégeno en la mis-
ma medida que inhibe su sintesis. De esta manera, la ac-
tividad de las proteina quinasas, y su actuacién en cascada,
ha originado una larga serie de potencialidades de meca-

El mecanismo de la transduccion de seniales es, pues, in-
gn'd;mre central de fendmenos fisiopatoldgicos complejos, como

la inflamacién y la apoptosis, en los que, a su vez, intervie-
ne de manera fundamental la cascada del dcido araquids-
nico y las enzimas que lo transforman. La integracion de es-
tas cuatro ideas constituye el niicleo de la exposicion de las
enfermedades nuevas, objetivo de este capttulo.

La figura 11 da una idea grifica inicial de la globalidad
del fenémeno de transduccion de sefiales.

Transduccién de sefales. Ligandos

Los efectos a largo plazo sobre la regulacién celular se
originan por sefales transitorias sobre los receptores de la
superficie de las células. Las hormonas polipeptidicas —in-
sulina, glucagon, por ejemplo— y los neurotransmisores
—4cido glutimico, acetilcolina, por ejemplo— son dos ejem-
plos clisicos de ligandos que, transportados por la sangre,
ejercen su funcién sobre superficies celulares especificas.
En este sentido, una de las lineas modernas de mayor in-
terés se basa en la averiguacion de las complejas redes que
se forman por interaccién entre las células productoras de
citogquinasy la coleccién de células blanco, por medio de la
gran familia de ciroguinas, mediadores proteicos produci-
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dos por las primeras, capaces de influir sobre la proliferacién,
la diferenciacién y las funciones de las segundas. Com-
plejidad a la que contribuyen tanto la muiltiple naturaleza
de ambos tipos de células como el sinergismo, interferen-
cia o redundancia funcional entre las citoquinas.

Las dos familias mds importantes de citoguinas son las
interleuquinas (IL) y una serie de factores de crecimiento. Las
interleuquinas desempefian su papel principal como me-
diadores intercelulares entre leucocitos. Asi, una pobla-
cién de linfocitos T (TH1) secreta IL-2 e interferén-y
(IFN-y) y promueve la inmunidad mediada por células,
en tanto que otra poblacién (TH2) secreta IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, e induce la inmunidad humoral, con pro-
duccién de IgG, IgE e IgA. Simultineamente, 1L-4 ¢
IL-10 inhiben el desarrollo de la poblacién TH1, mien-
tras que IFN-y suprime la respuesta de TH2. Asimismo,
el desarrollo de las células hemopoyéticas a partir de cé-
lulas pluripotentes viene regulado por la accién secuencial
de interleuquinas (IL-3 e IL-5) y factores estimulantes de
colonias (CSF) de granulocitos, granulocitos-macréfagos
y monocitos. Por otro lado, la disregulacién del sistema he-
matopoyético puede conducir a una plétora de enferme-
dades, en las que las citoguinas pueden tomar parte de los
compromisos terapéuticos. Las principales aplicaciones
clinicas de estos factores descansan en su empleo frente a
la carencia de uno o varios de los componentes celulares
del sistema hematopoyético, o en las citopenias provoca-

65

das por la quimioterapia antitumoral o en los transplan-
tes de médula dsea.

Una serie de citoquinas ha demostrado su participacién
en los mecanismos moleculares de muchas alteraciones
patolégicas. Entre las neoplasias: mieloma (IL-6), linfoma
de Burkite (IL-10), carcinoma de mama (TGF-p), carci-
noma de células escamosas (G-CSF), osteosaarcoma (GM-
CSF), leucemia mieloide (IL-1, GM-CSE G-CSF, M-
CSF) y leucemia linfoide ( (IL-2, IL-7, TNF). En las
enfermedades autoinmunes: diabetes tipo 11 (IL-1, IL-4,
GM-CSF), lupus eritematoso sistémico (IL-2, GM-CSE
IEN-y) y esclerosis multiple (IL-1, IL-6, TNF). En las va-
riadas formas de la inflamacién: artritis reumatoide (IL-
1, IL-6, TNF, GM-CSF), psoriasis (IL-6, IL-8), eritro-
derma (IL-6, IL-8), espondilitis anquilosante (IL-1, IL-6).
En el asma alérgica (1L-1, 1L-4, 1L-5), el shock séptico
(IL-1, IL-6, TNF), la fibrosis (TGF-B), la anemia aplds-
tica (IFN-y) y la malaria cerebral (1L.-3). Habida cuenta
de este conjunto de participaciones, se han disenado dis-
tintos tipos de terapias a base de citoquinasy anticitoqui-
nas, asi como vectores virales codificadores de citoquinas,
con el objeto de manipular la respuesta inmunitaria.

Transduccién de senales. Receptores

El ejercicio de la actividad biolégica de cada una de las
moléculas que actidan como /ligandos requiere la partici-
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pacion de receptores en la membrana celular (figura 12),
de cuya interaccién resulta la iniciacién de la carrera de
transmision de sefiales en el citoplasma. Desde el punto
de vista de su estructura, los receptores se clasifican en los
siguientes grupos principales:

L. Polipéptidos dotados de un dinico dominio hidrofdbico.
Estas cadenas polipeptidicas pueden estar ancladas en
la membrana de manera diferente, segtin que posean
o no residuos transmembranares. De acuerdo con la
composicién de las subunidades, los receptores pue-
den ser mondmeros, homodimeros, heterodimeros,
heterotrimeros y heterotetrdmeros. Asimismo, algu-
nos receptores pueden poseer actividades enzimdticas
promovidas por la interaccion con el ligando; es el caso
de la actividad de tirosina quinasa en los receptores de
insulina y de los factores mitogénicos, o de guanilato
ciclasa en los receptores de péptidos natriuréricos.

. Polipéptidos con siete dominios hidrofébicos, estructu-
rados como monémeros, homodimeros o heterodi-
meros. En su cara intracelular, cada subunidad po-
see una secuencia de reconocimiento de proteinas G
que interaccionan con un canal, bien directamente
o0 a través de mensajeros difusibles (PAF, eicosanoi-
des, IL-8, neuropéptidos, etc.)
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3. Oligémeros formadores de canales, con subunidades
homoméricas o heteroméricas. Son independientes
de cualquier factor intracelular o difusible de la mem-
brana, por lo que actdan con gran rapidez. Ademds
de la manera usual de activacién de los receptores
por medio de los transmisores liberados presindpti-
camente (acetilcolina, GABA, glutamato, 5-hidro-
xitriptamina, ATP), el transmisor puede originarse
intracelularmente como en el caso de los receprores
de membrana de orgdnulos celulares, por ejemplo
los receprores de inositol 1,4,5-trifosfato, responsa-
bles de la transferencia de Ca™

La interaccién de muiltiples pares receptor-correcep-
tor (figura 13) se presenta en la activacién clonal de lin-
focitos T especifica de antigenos. El receptor de células T
(TCR) reconoce los péptidos antigénicos mostrados por
las células presentadoras de antigenos (APC) en el con-
texto de la acruacién del complejo principal de histo-
compatibilidad. El mecanismo por el que la unién del
ligando al TCR desencadena la activacién de los linfoci-
tos ha sido uno de los temas mds fascinantes de la re-
ciente biologfa molecular y celular. En €él destacan, la fos-
forilacién de la proteina consecuente al acoplamiento
con el ligando y la produccién de una gran variedad de
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citoquinas; entre ellas, las interleuquinas (IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6 e IL-10), el factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), el factor @ de
necrosis tumoral (TNF-at) v el interfer6n-y (IEN-y). La
complejidad de los sucesos de la transduccién de senales
iniciados en la membrana plasmdtica de las células T, y
finalizados en el control nuclear de la expresién génica de
las linfoquinas, constituye uno de los mds interesantes
modelos de interaccidn entre los ingredientes espacio-
temporales del sistema. La coordinacién de estos facto-
res es crucial para la regulacién de la respuesta inmuni-
taria. En resumen, el acoplamiento del TCR provoca la
activacién de multiples proteina quinasas no receptoras;

entre otras, las proteinas p56 y p59 de la familia sr¢, que
median en muchas de las subsiguientes reacciones de fos-
forilacién. Asi, la fosforilacién de tirosina inicia una cas-
cada de sefiales por modulacién de la actividad de una fos-
folipasa C (PLC-y,), requerida para la hidrélisis de
fosfoinositidos, v de otras enzimas generadoras de sena-
les intracelulares. La activacién de PLC causa la hidréli-
sis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), con la for-
macién de segundos mensajeros: diacilgliceroles e inositol
trifosfato. Estos segundos mensajeros son responsables, res-
pectivamente, de la activacién de la proteina quinasa C
(PKC) y el incremento de Ca™ intracelular. Esta es la ra-
z6n por la que los inhibidores de tirosina quinasa pre-
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vienen la expresién génica de las linfoquinas. Sin em-
bargo, los mecanismos por los que la activacién de las
proteina quinasas, incluyendo la de la PKC, se transdu-
cen al nticleo celular no estd atin aclarada por completo,
si bien se ha identificado un cierto nimero de entidades
mediadoras; por ejemplo, la acumulacién del producto del
protooncogén p21™ sugiere su participacién en el curso
de la migracién de la sefial desde la membrana. La lista
de polipéptidos fosforilados en la tirosina crece progresi-
vamente, incluyendo en la actualidad los sustratos CD45,
PLCy,, PLCy,, TCR~y, FceR, proteina quinasa activa-
da por mitégenos, protefna activante de GTPasa rasy las
quinasas sre (p56', p59™*, pS0“¥).

Una de las caracteristicas mds sobresalientes del es-
quema general de transduccion de sefiales es la de los re-
ceptores poseedores de actividad enzimdtica de r7rosi-
na quinasa (RTKs). Muchos receprores de factores de
crecimiento son tirosina quinasas que poseen un domi-
nio catalitico citopldsmico, capaz de autofosforilacion y
fosforilacién de sustratos celulares, tras la unién del li-
gando a los dominios SH2 (figura 14). Asi, por ¢jem-
plo, cuando el factor de crecimiento  derivado de plaquetas
(PDGFp) activa el correspondiente receptor, su regién
intracelular se une a la fosfatidilinositol 3-quinasa, al fac-
tor activante de G'TPasa, ala fosfolipasa Cy, y al c-sre. El
receptor de insulina es otro ejemplo de un RTK en que
la unién del ligando activa una fosfatidilinositol 3-qui-
nasa que no esta fisicamente asociada al receptor. La
mayoria de los factores de crecimiento estimulan un gru-
po de proteina quinasas intracelulares, que incluye Rafl
quinasa, la proteina quinasas activadas por mitdgenos
(MAP) y la proteina quinasa C. La Rafl quinasa apare-
ce como esencial para la proliferacién de fibroblastos
inducida por suero y la activacion de genes especificos
como c-fos.

Ademis de los receptores clonotipicos de células T, los
diferentes tipos de células de la linea linfoide-mieloide ex-
presan constitutivamente una familia de proteinas cono-
cidas colectivamente como receptores Fc (FcR), que de-
sempefian una variedad de funciones en la iniciacién y en
la elaboracién de la respuesta inmunitaria. Los receptores
FcR se expresan en las células de todas las estirpes hema-
topoyéticas, a excepcion de las eritroides. Las células B, las
células NK, los macréfagos, las células cebadas, los gra-
nulocitos y las plaquetas expresan constitutivamente altos
niveles de FcR, modulados por el estado de activacion.
Estos receptores FcR no se detectan en las células T con-
vencionales en condiciones basales.

Sila membrana celular es la sede de la recepcion de la
diversidad de sefales externas, y, efectivamente, las pro-
tefnas, bajo la forma de receptores, constituyen las entidades
moleculares fundamentales, no puede olvidarse la pre-
sencia de ciertas especies de lipidos en cuanto a su in-
mediata colaboracién en la recepcion de las sefales. Por
ejemplo, el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato y e\ fosfatidili-
nositol 3,4, 5-trifosfato son capaces de interaccionar con cier-
tas regiones —dominios PH- de muy diversas proteinas,
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a las que atrae y sitia en el seno de la membrana. Con arre-
glo a este mecanismo actiia un componente central del re-
ceptor de insulina con actividad de proteina quinasa
(PKB). PKB posee un dominio PH que liga especifica-
mente y con gran afinidad a PtdIns (3,4,5)P;, lo que oca-
siona un cambio conformacional de la proteina que ex-
hibe un residuo de treonina para ser fosforilado por la
quinasa PDK1. Esta co-localizacién de ambas, PKB y
PDKI1, es dependiente del fosfoinositido, y permite la
activacién de PDK1 y la fosforilacién ulterior de PKB
(figura 15).

Por otro lado, la hidrélisis de PdIns (4,5)P, por fosfoli-
pasa C (PLC) genera diacilgliceroles (DAG) que activan
diversas especies de proteina quinasa C. Otro tipo de fos-
folipasas, la fosfolipasa D (PLD), activada por una varie-
dad de estimulos celulares, cataliza la hidrélisis de fosfa-
tidilcolina de membrana con formacion de dcido
fosfatidico. Posteriormente, la accién de una fosfohidro-
lasa sobre el dcido fosfatidico origina asimismo diacilgli-
ceroles. Fendmenos que guardan estrecha relacién con la
elaboracion de los segundos mensajeros.

Proteinas G y fosfolipasas

Las proteinas G pertenecen a una gran superfamilia de
proteinas homologas ligantes de nucleotidos de guanina,
implicadas en la cascada de algunos de los mecanismos
de transduccion de seiales. Y asi ocurre con los receptores
cuya estructura estd basada en siete dominios transmem-
branares, que transducen a través de la membrana toda
una serie de sefiales desencadenadas, por ejemplo, por
neurotransmisores, hormonas, feromonas y odorantes. La
participacion de las proteinas G en la regulacién de estas
actividades fue sugerida inicialmente por los requeri-
mientos especificos de nucleotidos de guanina en la esti-
mulacién hormonal.

De igual manera, a las moléculas efectoras pertenecen
las fosfolipasas A,y C'y una plétora de canales de iones y
transportadores. Estas proteinas ligan e hidrolizan GTP, y
participan en la regulacién de fenémenos celulares fun-
damentales, al estilo de la transduccion de senales, trifico
de proteinas, proliferacién, diferenciacién y transcripcién.
Ya ha sido mencionada la implicacién de proteina (tiro-
sina) quinasas (PTKs) en la regulacién de la isoforma de
fosfolipasa C, PLC-y,, que genera diacilgliceroles e inosi-
tol fosfatos, a través de los receptores de antigenos de las
células T y B. Otra isoforma de fosfolipasa C, PLC-, se
activa a través de los mismos receptores sobre linfocitos,
pero mediada por las proteinas G.

Las proteinas G son heterotrimeros compuestos de tres
subunidades diferentes: a (39-46 kDa), B (37 kDa) y
¥ (8 kDa). Las subunidades ot poseen una tnica locali-
zacién de alta afinidad para GDP o GTP, de manera que
la a-GDP se une fuertemente al par fy dando lugar a
CppfYs inactivo y estimulado por la accién del ligando
sobre el receptor para llevar a cabo el intercambio con
GTP. En la forma activa, .y se disocia de fy, y ambos
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—Ol1p ¥ PY— interaccionan especificamente en el con-
trol de sus respuestas celulares. En la actualidad se han
descrito mds de veinte tipos de subunidades a que se
usan tradicionalmente para definir las proteinas hetero-
triméricas purificadas: G, (neuroepitelio olfatorio), G,
(cerebro, conos y bastones de la retina, papilas gustati-
vas, plaquetas), G, (células B y T, células mieloides, pul-
mén, rifién, higado) y G,, (muy extendida). Cada una
de estas familias interacciona con particulares receptores
y efectores; entre ellos, adenilato ciclasa, fosfolipasas C
(Bys Bas Bs), fosfolipasa A,, y canales de Na* , K* y Ca*".
Frecuentemente, las subunidades o dan cuenra de la ac-
tividad primaria de las proteinas G. Asimismo, se van
encontrando nuevas funciones para los dimeros By, en-
tre otras la regulacién de: canales de K, fosfolipasa A,,
adenilato ciclasa (tipos I, IT y IV), fosfolipasas B, ;, qui-
nasas de los receptores muscarinicos y f-adrenérgicos.
Ademds, el conjunto Py es capaz de regular la funcién de
los receptores, aumentando su capacidad de interaccién
con la subunidad « o para posibilitar la desensibiliza-
cién de receptores por la accién de sus quinasas especi-
ficas.

La modulacién de la actividad de las proteinas G se
ha estudiado sobre todo en las dos formas interconver-
tibles de la familia ras: la activa, ligada al GTP; y la inac-
tiva, ligada al GDP. El ciclo GTP/GDP de estas protei-
nas aparece regulado por dos clases de factores: 1)
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proteinas activadoras de GTPasa; y 2) proteinas esti-
muladoras del intercambio de GDP por GTP, devol-
viendo a las proteinas G su estado activado. Por otro
lado, la capacidad del conjunto Py para interaccionar
con la subunidad « en la proteina G de retina, estd mo-
dulada por la fosfoproteina fosducina. Las proteinas
arrestinas aparecen implicadas en la regulacién de mu-
chas cascadas de senales en las que el receptor se acopla
con proteinas G.

Dadas las numerosas funciones fisiolégicas asignadas al
acoplamiento de las proteinas G con los receptores en la
neurotransmisién, la acciéon hormonal, la visién, el olfa-
to y la quimiotaxis, cabe pensar en la existencia de nu-
merosas anormalidades moleculares tanto de receptores
como de proteinas G, y las consiguientes alteraciones pa-
tolégicas. Asi, por ejemplo, los defectos moleculares de
una forma poco frecuente de hipertiroidismo y de la pu-
bertad precoz familiar se han identificado con mutaciones
de los receptores acoplados con protefnas G.

La interlenquina 8 es uno de los mds potentes quimio-
atrayentes de neutréfilos, y mediante la migracién trans-
endotelial de neutréfilos inducida por citoquinas, indu-
ce la angiogénesis y desencadena una variedad de efectos
asociados con la respuesta inflamatoria. Y los receptores
en los neutrdfilos de esta interlenquina 8, designados como
@y B, estan acoplados con proteinas Gy se activan por fos-

folipasa C.
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Segundos mensajeros res. Los pirofosfatos IPsP e IP,P se encuentran en dife-

rentes estirpes celulares y en el hongo Dictyostelium dis-

Ya ha sido mencionado que de la interaccion de men-  coideum.

sajeros externos con receptores especificos de la superficie La actividad de la fosfolipasa C sobre fosfolipidos, fos-
celular, se origina la primera etapa de la cascada de acon-  faddilinositol y fosfatidilcolina contribuye a la generacién
tecimientos moleculares que subyacen en la transduccion ~ de DAGs, mientras que la hidrélisis por fosfolipasa A, pro-
de sefales. En muchos casos, la estimulacién de estos re-  duce 4cidos grasos, preferentemente insaturados, y liso-
ceptores da lugar a la activacién de proteinas efectoras,  fosfolipidos. La fasfolipasa D produce icido fosfatidico
enzimas o canales de iones, que movilizan segundos men-  que, a su vez, rinde DAGs por la accién de una fosfohi-
sajeros quimicos que inician las acciones caracteristicas en  drolasa especifica. Todos estos metabolitos lipidicos se
el interior de la célula. Asi, la activacién de fosfolipasa  producen como respuesta a la degradacién de fosfolipi-
C-p —a través del recepror ligado a proteina G-y de fos-  dos de membrana, inducida por sefiales particulares, y de-
Jfolipasa C-y—mediada por tirosina quinasa— producen se-  sempefian su papel mds importante en la activacién de la
gundos mensajeros intracelulares, a saber inositol 1,4,5-tri-  proteina quinasa C que posee, a su vez, toda una colec-
fosfato (IP,) y diacilgliceroles (DAGs). 1P, moviliza los  cién de acciones en el interior de la célula. La concurren-
depésitos intracelulares de calcio, mientras que los DAGs  cia de la accién de las fosfolipasas D'y A, sobre fosfolipi-
son activadores fisiolégicos de la proteina quinasa C. En  dos produce monoacilglicerol 3-fosfato (dcido

muchas células, IP; media los efectos de los receprores, li-  lisofosfatidico), potencial mensajero intracelular regula-
gados a la hidrélisis de fosfoinositidos, sobre la moviliza-  dor del crecimiento y la motilidad celular.
ci6n de calcio intracelular (figura 16). Por otro lado, la adenilato ciclasay la guanilato ciclasa per-

El creciente niimero de metabolitos de inositol fosfato  tenecen a las enzimas efectoras activadas por receptores
encontrados, ha llevado a la consideracién de que otros ino- acoplados a sus ligandos extracelulares. Como resultado de
sitol fosfatos puedan llevar a cabo importantes funciones  esta activacién se originan los mensajeros intracelulares
celulares. Asi, la funcién de IP, aparece ligada a la regu- ~ AMP ciclico y GMP ciclico que regulan funciones bioqui-
lacién celular de los flujos de Ca™; IP; regula la afinidad  micas caracteristicas de los tejidos blancos, nucleétidos
de la hemoglobina aviar hacia el oxigeno; mientras que  ciclicos que, hace varias décadas, mostraron su capacidad
ambos, IP; e IP;, se han descrito como neurotransmiso-  de regulacién sobre la accién hormonal. El segundo men-

COmplEjo /f/-_,/_\ll
TCR /
ey CD28
B ] \ Ptdins 45P, — » DAG+ . | [ Ptdins (4,5)P,
W o < > 0 | |
| Raf-1 ){ p21% i B ns(1,450; PKCO |/
@&y ,,/\ | i Pl 3-quinasajl
PLC v |' | |
,. , l\J (Cca?*] |
|'If III r
v ‘ I, Ptdins (1,4,5)P5
v ' |

calcineurina

| transcripcion génica

Fig. 16

70




MEDICAMENTOS VIE]JOS PARA ENFERMEDADES NUEVAS

estimulo | mitégenos, Ca2* calor, UV, estrés osmotico, | —
extracelular | citoquinas, UV TNF a, IL-1 arsenito, UV | ‘
proteina G Ras «— Rac, Cdcd2  Rac, Cdcd2 | RhoA  Rac, Cdcd2 |
| Y v ! A/
IMAPKKKK | (PKC?)  GCK, (Pak?) (Pak?) ! |

s \ v S A
'MAPKKK Raf MEKK 1 2 |
| v \ \ \/ \ |
MAPKK MEKT, MEK2  INKK/SEK/MKK4 MKK3

v “ \
IMAPK ERK ___ INK, SAPK _p38/Mpk2/RK
™ > A& o Y

(TCF) (GRE)
factor de =T .
‘transcripcion complejo T 'TCF c-fos
ternario SRE TR f ESRF;: RUR
Fig. 17

sajero AMP ciclico ejerce pricticamente todos sus efectos
a través de su accién activadora de la proteina quinasa de-
pendiente de cAMP (PKA), mientras que el GMP ciclico ac-
tiva una especifica proteina quinasa dependiente de cGMR
localizada predominantemente en el cerebelo y el miscu-
lo liso.

Proteina quinasas y proteina fosfatasas

Se han identificado hasta el momento presente varios
centenares de proteina quinasasy proteina fosfatasas, regu-
ladas por segundos mensajeros, que participan en una di-
versidad de respuestas frente a toda una coleccién de es-
timulos fisiolégicos. Por la accién de ambas enzimas tienen
lugar fenémenos de fosforilacion o defosforilacién, sobre
residuos de serina, treonina o tirosina, que desencadenan
cambios conformacionales en las proteinas que sirven de
sustratos.

La actividad de la proteina quinasa C se regula por los
DAGs, esenciales para el mantenimiento de las respues-
tas celulares. Se ha definido una serie de subespecies de
PKC: ¢PKC (a, BI, BIL, y), nPKC (9, €, 1, 8) y aPKC
(€, A), poseedoras de diferentes propiedades fisicoquimicas
y reguladoras, asf como distinta expresion en tejidos y lo-
calizacién intracelular. Todos los miembros de la fami-
lia de PKC son dependientes de fosfatidilserina y exhi-
ben diferentes requerimientos de Ca® y metabolitos de
fosfolipidos. Todas las subespecies de ¢cPKC se activan
por la misma serie de efectores: Ca™, DAGs, 4cidos gra-
sos libres y lisoPC. Difieren, sin embargo, en la expre-
sion tisular; asi, mientras que la distribucién de PKCa
es universal, la de PKCy estd restringida exclusivamen-
te al cerebro.

v

La activaci6n de la proteina quinasa C reduce el pépti-
do /A4, derivado del precursor de la proteina amiloide
de la enfermedad de Alzheimer, lo que ofrece la posibi-
lidad de influir sobre la produccién del péptido B/A4.
Muchos otros procesos fisiopatolégicos se encuentran
participados por la proteina quinasa C. Igualmente, se
han definido ciertas conexiones entre quinasas, por ejem-
plo las establecidas con motivo de la transduccién de se-
niales mitogénicas—factor de crecimiento derivado de pla-
quetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento nervioso (NGF)- que se inicia en
la autofosforilacién de los respectivos receptores por ac-
tivacién de los dominios intrinsecos con actividad qui-
ndsica. La sefial se traslada por mediacion de MAPK —pro-
teina quinasas activadas por mitégenos—, serina/treonina
quinasas, de gran versatilidad en toda una coleccién de
procesos de transduccién de senales —factores de creci-
miento, agentes de diferenciacién, neurotransmisores,
choque térmico— en virtualmente todos los tipos de cé-
lulas. MAPK existe en forma defosforilada en células
quiescentes o sin estimular, y se activa por una MAP qui-
nasa quinasa que cataliza la fosforilacién combinada de
treonina y tirosina. La cascada de MAPK (sefial — ras
p21 = MAPKKK — MAPKK — MAPK) se conserva
en diversos procesos de transduccidn de seniales, desde las
levaduras a los vertebrados (figura 17). Una caracteristi-
ca singular de esta familia de proteina quinasas es la exi-
gencia de fosforilacion dual, en treonina y tirosina, para
su completa actividad.

La proteina quinasa A (proteina quinasa dependiente
de AMP ciclico) y la CAM quinasa (proteina quinasa
dependiente de calcio y calmodulina) participan en nu-
merosos procesos fisiopatoldgicos, entre otros los vin-
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culados a transmisién sindptica excitatoria —la plastici-
dad sindptica, el desarrollo neuronal y diversas condi-
ciones neuropatolégicas— mediados por receptores de
glutamato. Estos receptores se modulan directamente
por fosforilacién y se sugiere que una regulaciéon dind-
mica de los receptores excitatorios se asocia con algunas
formas de aprendizaje y memoria en el cerebro de ma-
miferos.

Un nuevo tipo de proteina quinasas utiliza DNA como
sefial de su actuacién enzimdtica. La fosforilacién activa-
da por DNA se ha observado en lisados de reticulocitos
de conejo y en oocitos, huevos o embriones de inverte-
brados marinos. Esta proteina quinasa activada por DNA
es una protefna quinasa nuclear que cataliza la fosforila-
cién de serina/treonina.

INFLAMACION

La inflamacidn, fenémeno en apariencia sencillo, posee
uno de los mds complejos mecanismos fisiopatolégicos
para interpretar la relacién entre las causas iniciadoras del
proceso y los efectos finales comunes a todas ellas. Las cau-
sas iniciadoras de la inflamacién pueden reducirse a dos:
los traumatismos fisicos de diversa naturaleza y la estimu-
lacién por antigenos, que pueden participar bajo formas
distintas: la penetracién de un agente infeccioso, las infecciones
cronicas'y los complejos autoinmunes. Los efectos finales se
concretan en tres grupos generales de acciones: aumento
del flujo sanguineo en la zona, incremento de la permeabi-
lidad vascular capilary \a migracion de varios tipos de célu-
las hacia los tejidos en que la inflamacién se localiza.

Las diversas causas inductoras de la inflamacién con-
ducen a los variados efectos finales a través de una com-
plicada red de mecanismos de regulacién en la que parti-
cipan muiltiples sistemas de reconocimiento, sistemas celulares
y sisternas enzimdticos de actuacion en cascada. Todos estos
mecanismos tienen en comun su participacién en la ela-
boracién de mediadores —citoquinas, linfoquinas, activa-
dores, agentes quimioticticos, etc.— que cumplen fun-
ciones variadas en la globalidad de los efectos de la
inflamacién.

En el conjunto de los sistemas de reconacimiento parti-
cipan, por un lado, el reconocimiento especifico de los anti-
genos, caracteristico de la respuesta inmunitaria adaptati-
va, con sus dos tipos de moléculas implicadas, las
inmunoglobulinas (Ig) y los receptores de antigenos de
los linfocitos T (TCR); y, por otro, las variadas muestras
de reconocimiento celular por parte de receptores de los
linfocitos y las células accesorias, mastocitos, baséfilos y pla-
quetas. La migracién de los leucocitos, uno de los multi-
ples efectos de la inflamacién, se basa asimismo en el re-
conocimiento celular debido a la presencia de marcadores
de superficie en los leucocitos, y de moléculas de adherencia
en las células endoteliales.

Los sistemas enzimdticos de actuacion en cascada partici-
pantes en el proceso de inflamacién, que, interrelaciona-
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dos, desempenan a su vez un papel importante en la
homeostasis general, responden a cuatro tipos principales:
coagulacion, fibrinolisis, quininasy complemento. Algunos
de los productos finales de estos sistemas actian directa-
mente en la consecucién de efectos finales del tipo de la
vasodilaracién, la permeabilidad vascular, el quimiotac-
tismo, la contraccién de los musculos lisos o la movilidad
celular, pero pueden actuar asimismo sobre algunas de las
células integrantes del sistema de células accesorias.

Las células accesorias—mastocitos, baséfilos y plaquetas,
principalmente— producen también mediadores de infla-
macién, tales como el factor de activacién de plaquetas
(PAF), prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, citoqui-
nas, interleuquinas, etc., para lo cual necesitan ser activa-
das por ligandos diversos, entre otros, las inmunoglobu-
linas y los antigenos. Asi, la accién de los antigenos sobre
los mastocitos provoca su desgranulacién y la liberacién
de mediadores como histamina y sus derivados: y la reac-
cién de los antigenos sobre los linfocitos T provoca la li-
beracién de linfoquinas que activan los macréfagos y pro-
ducen mediadores de la inflamacién. Estas dos acciones de
los antigenos inician algunas de las reacciones de hiper-
sensibilidad inmunolégica (tipos I y IV).

Asi pues, del complejo mecanismo responsable de la res-
puesta inflamatoria a una accién externa forma parte de toda
una coleccién de entidades moleculares, conexionadas en-
tre sf, que posee como fundamento fisico comiin la trans-
misién de sefales a través de interacciones ligando-protei-
na o proteina-proteina. Interacciones que contribuyen a
elaborar la compleja red reguladora de la inflamaciéon. En
realidad, red de rransduccion de senales, con entradas—las cau-
sas inductoras— y salidas —los efectos finales— de muldple
naturaleza. Y dentro de esta compleja red caben aislarse
diversos aspectos parciales; entre ellos, los siguientes:

1. Laaccién desencadenante de la respuesta inflama-
toria por parte de los antigenos, a través de ambas
rutas de recepcién: linfocitos B y linfocitos T.
La contribucién de los antigenos de histocompatibi-
lidad HLA (clases 1 y 1I) en la presentacion de los
antigenos y los superantigenos por ciertos tipos de
células: las células presentadoras de los antigenos.
La participacion de los receptores no convencionales
—y/d— de linfocitos T.
La funcién de los co-receptoresy la participacién de
las moléculas coestimuladoras, asociadas a la pre-
sentacién de antigenos.
La variedad de estimulos extracelulares producto-
res de lesiones celulares, al lado de las citoquinas
inflamatorias, tales como el choque térmico, la irra-
diacidn, las terapias citotoxicas, el dano del DNA por
medicamentos, etc., y su vinculacién a la accién
transductora de cascadas especificas de proteina qui-
nasas'y de proteinas G.
. La diversidad de citoquinas proinflamatorias.
. Los diferentes sistemas de adhesion, moduladores
de las interacciones leucocitos-células endoteliales.
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8. La gran variedad de los efectos inflamatorios fina-
les, desde la inflamacidn sistémica y las enfermeda-
des inflamatorias autoinmunes —la artritis reuma-
toide, la cirrosis biliar primaria, la diabetes
dependiente de insulina, por ejemplo- a la infla-
macion de érganos y tejidos particulares —ateros-
clerosis, uveitis, inflamacién cronica de la veji-
ga, etc.—, ¢ incluso, a la inflamacién debida a la
presencia de proteinas especificas inductoras de ar-
tritis autoinmunes —coldgenos 11 y X1 y la proteina
no colagenosa agrecano.

. La regulacién de enzimas inducibles, tales como la

dxido nitrico sintasa (INOS) y la prostaglandina sin-

tasa/ciclooxigenasa y su contribucién a la respuesta
inflamatoria.

La implicacién de la migracién de ciertas células en

la génesis de lesiones celulares del tipo de las pla-

cas aterosclerdsicasy |a reestenosis arterial, y la parti-
cipacién de nuevas proteinas superficiales, como las
integrinas complejas, y, entre ellas, la integrina aVB3.

Las posibilidades de regresidn del conjunto inflamatorio

y la participacién en ella de citoguinas especiales.

La inhibicién de la produccién de citoquinas infla-

matorias.

11.

12

Uno de los mds destacados aspectos parciales del proceso
inflamatorio se refiere a las etapas superadas desde el des-
cubrimiento en las membranas de los linfocitos humanos
de las proteinas HLA —expresién génica del complejo prin-
cipal de histocompatibilidad, localizado en el brazo cor-
to del cromosoma 6 hasta su participacion en el proce-
sado de los antigenos y, como tal, en los detalles de la
activacién de los linfocitos B y T.

En efecto, las proteinas HLA fueron descubiertas en el
hombre, en 1958, por el inmunélogo francés Dausset,
veinte afios mds tarde de su descubrimiento por Gorer en
el ratén, y a las que se responsabilizé de los rechazos de los
injertos de piel entre donadores y receptores de cepas di-
ferentes. Los estudios genéticos, quimicos y fisicos, de las
diferentes clases, I y I1, de estas proteinas, permitieron en
seguida el perfecto conocimiento de la estructura prima-
ria y su disposicién en la membrana celular, de la estruc-
tura tridimensional y la presencia de diversos dominios
mediante difraccion de rayos X, de las localizaciones en las
que se experimentan fosforilaciones, y de su existencia
bajo numerosas formas polimérficas. A fin de cuentas, un
extraordinario polimorfismo génico manifestado bajo nu-
merosas estructuras primarias diferentes. Estas propieda-
des de las proteinas HLA y, obviamente, su polimorfismo
notable se adscriben inmediatamente a los fundamentos
responsables de la histocompatibilidad, razén de su des-
cubrimiento; vy, asf, las proteinas HLA se vinculan a la
puesta en marcha de la respuesta inmunitaria, a través de
su presencia en la presentacion de los antigenos a las célu-
las B y T. La dicotomia estructural de las proteinas HLA
de las clases I y II se traduce en los dos distintos mecanismos
de procesado de los antigenos: la clase 1 tiene que ver con el
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procesado de los antigenos celulares, y la clase 11 con los
extracelulares. Tras el procesado de las protefnas antigénicas,
éstas se transforman en péptidos sencillos que se acomo-
dan en un surco que forma la disposicién espacial de las
protefnas HLA —particularmente sus dominios al y a2
en las de la clase I-. A lo largo de este surco se disponen
las regiones hipervariables de las proteinas HLA, causa
del polimorfismo. Y, asi, el fruto de la interaccion HLA-
péptido antigénico es el que se presenta a las células; y, por
ejemplo, los péptidos derivados de los antigenos intrace-
lulares se presentan por lo general a las células T CD8' por
las moléculas de la clase I que se expresan virtualmente
en todas las células; en tanto que los péptidos derivados
de los antigenos extracelulares se presentan, por lo gene-
ral, a las células T CD4" por las moléculas de la clase IT pre-
sentes en las células especializadas. A dos de estas propie-
dades, el polimorfismo, por un lado, y la induccién
inmunitaria, por otro, se debe la vinculacién de toda una
larga serie de enfermedades autoinmunes —diabetes, ar-
tritis, enfermedad celfaca, esclerosis multiple, etc.— a mar-
cadores estructurales. Y de aqui surge la relacién de los
motivos estructurales de las proteinas HLA con la pre-
diccién de las alteraciones autoinmunes (figura 18).

Este conjunto HLA-péptido antigénico contacta con el
receptor de las células T, estableciéndose asf un engarce
molecular del tipo:

célula presentadora— HLA—péptido—TCR-linfocito T

Conjunto HLA-péptido antigénico que, a su vez, inte-
racciona con otras moléculas del tipo de CD4, CD2, LFA,
ICAM, etc., que, a modo de bridas intercelulares, favorecen
la capacidad de las células para presentar el antigeno a los
linfocitos T. Conjunto HLA-péptido antigénico cuyo co-
nocimiento contribuye, de otro lado, al disefio racional de
medicamentos en su capacidad de optimizar la afinidad y
la especificidad de unién de ligandos, sustratos o inhibi-
dores, a las superficies de las proteinas. Esta presentacidn
de los péptidos antigénicos a los receptores de los linfocitos
T, CD4’, por parte de las células presentadoras (APC)
con moléculas de la clase 11, ejemplifica también la exis-
tencia de interacciones proteina-proteinaa modo de bridas
intercelulares para favorecer la transdiccidn de seiiales y la
secrecion de citoquinas. La transduccion se inicia en la fos-
forilacién de residuos de tirosina de las cadenas del com-
plejo CD3, de las proteina quinasas de las familias sre
(p56"*, p59"") y syk (ZAP-70) y de la PI 3-quinasa. En la
cascada de este flujo de senales participan la fosforilacién
de la fosfolipasa C y1 y la hidrélisis de fosfoinositidos, lo
que conduce a un flujo intracelular de Ca® y a la activa-
cién de la proteina quinasa C. Y al final se encuentra la ge-
neracién en el nicleo de factores de transeripcidn que faci-
litan la expresién de los genes de interleuquina-2 y otras
citoquinas. Algunos defectos en estos fenémenos de trans-
duccién de senales en las células T constituyen la base de
las alteraciones en la inmunogenicidad de ciertas células
tumorales, colorrectales y renales, de modo principal.
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APOPTOSIS

El mecanismo de suicidio celular o apaptosis es un pro-
ceso biolégico fundamental de activacién programada de
una cascada de sefiales, que participa en el desarrollo y la
homeostasis de los organismos multicelulares. Las células
mueren por apoptosis en el embrién en desarrollo duran-
te la morfogénesis o la sinaptogénesis, y en el animal adul-
to durante el metabolismo tisular o con motivo de la res-
puesta inmunitaria. Y al igual que en otros mecanismos de
transduccion de sefales, ciertas células poseen sensores
especiales en la superficie o receptores de muerte que de-
tectan la presencia de sefiales extracelulares de muerte, tras
cuya interaccién se desencadena la maquinaria condu-
cente a la muerte celular.

La apoptosis juega un papel central en el desarrollo y la
homeostasis en los metazoos. Asi, las células mueren por
apoptosis en el embrién en desarrollo durante la morfo-
génesis o sinaptogénesis, y en el adulto durante el mera-
bolismo celular o al final de la respuesta inmunitaria. Y
puesto que la funcién fisiolégica de la apoptosis es crucial,
la distorsién de este proceso es causa de importantes al-
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teraciones patoldgicas. Asi, la desregulacién temporal de
la apoptosis de ciertas neuronas cerebrales contribuye a
la génesis de las enfermedades neurodegenerativas, tipo
Alzheimer y Parkinson; mientras que el fallo de las célu-
las en divisién para iniciar la apoptosis por lesién del DNA
lo hace en la génesis de la enfermedad cancerosa. En ge-
neral, el comportamiento inadecuado de los mecanismos
apoptoticos participa de numerosos procesos patolégicos
del tipo de céncer, infecciones virales y deficiencias in-
munitarias.

De todas maneras, los acontecimientos apoptéticos no
son tan recientes como ha querido suponerse. Asi, proce-
sos de esta naturaleza son propios del desarrollo linfocitario
de los 6rganos linfoides primarios; las células B y T que
fallan a experimentar la adecuada redistribucién funcio-
nal de sus genes o que implican los autoantigenos, estdn
destinadas a morir. Ademds, en el sistema inmune perifé-
rico, la activacién de células T por antigenos o superan-
tigenos puede iniciar una expansién clonal y muerte sub-
siguiente de la mayorfa de las células activadas; fenémeno
conocido como muerte celular por activacion (AICD).
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Magquinaria apoptdtica

Y ha sido en los tiltimos dos o tres afios cuando se han
identificado las moléculas que median este proceso de sui-
cidio celular regulado, entre las que destacan las denomi-
nadas caspasas (cysteinyl aspartate-specific proteinases) que
estin relacionadas con la enzima convertidora de interlen-
quina-1f (ICE o caspasa-1) de mamiferos y con la proteina
CED-3, producto de un gen necesario para el suicidio
apoptotico en el nemitodo Caenorhabditis elegans. Efec-
tivamente, las caspasas se han encontrado implicadas en el
proceso de apoptosis por andlisis genético en C.elegans. La
mutacién o deleccion del gen CED-3 conduce a la aboli-
cién de la muerte celular programada que tiene lugar du-
rante el desarrollo hermafrodita del nemdtodo. Y la rela-
ci6n del producto de este gen con la caspasa-1 de mamiferos
sugiere la vinculacién de esta familia de caspasas con los
acontecimientos bioquimicos que gobiernan la apoptosis
en los mamiferos. Este nemarodo constituye un excelen-
te modelo para el estudio de los componentes de la ma-
quinaria de muerte celular. Tres productos génicos de
C.elegans son esenciales para la apoptosis: mientras CED-3
y CED-4 promueven la apoprosis, CED-9 la inhibe.
CED-3 existe como zimdgeno que se activa por autopro-
teolisis; CED-4 se une a CED-3 y promueve la activa-
cién de este; mientras que CED-9, al unirse a CED-4 y
CED-3, mantiene inactivo a CED-3. Normalmente, exis-
te el complejo CED-9/CED-4/CED-3, en el que CED-3
permanece inactivo y los estimulos de apoptosis ocasionan
la disociacién de CED-9, con lo que se permite la activa-
cién de CED-3 y, por tanto, la disponibilidad de la célu-
la para experimentar la muerte celular por apoptosis en
C.elegans.

La caspasa-1 es una proteasa responsable de la conver-
sion proteolitica del precursor inactivo prointerleuquina
1B de 31 kDa (prolL-1p) a su forma activa de 17.5 kDa.
La accién proteolitica ocurre en el enlace peptidico asp116-
alal17. Asi pues, la caspasa-1 es un ingrediente funda-
mental de los procesos basados en la accién de IL-1, del
tipo de las enfermedades inflamatorias como la artritis
reumatoide. Recientemente, la caspasa-1 se ha visto im-
plicada en la maduracién proteolitica del factor de induc-
cidn del interferon-y (IGIF), una citoquina de 18 kDa que
estimula la produccién de interferon-y por células T.

A su vez, la caspasa-1 se sintetiza bajo la forma de una
proenzima inactiva de 45 kDa, presente en el citoplasma
celular, y proteoliticamente activada para dar lugar a las dos
subunidades de un dimero (una de 20 kDa y otra de 10
kDa).

Una célula que simultineamente es capaz de recibir se-
fales antagénicas, dirigiendo o atenuando su ciclo de di-
vision, gobierna también la posibilidad de su apoptosis. En
los vertebrados ha evolucionado una familia de genes ani-
logos a los responsables de la muerte celular en C.elegans.
En los mamiferos ha evolucionado otro mecanismo que
posibilita a los organismos dirigir activamente la auto-
destruccion de las células individuales; clase de apoprosis
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de importancia especial en ¢l sistema inmunitario. Las
caspasas de mamiferos son similares a CED-3. CED-4 tie-
ne su homélogo Apaf-1 en mamiferos. CED-9 estd rela-
cionado con los productos de la familia de genes Be/-2en
mamiferos que, a su vez, incluye dos subgrupos de protefnas
que inhiben o promueven la apoprosis: las del subgrupo ICE
(caspasas 1, 4 y 5) que juegan un importante papel en la
inflamacién, y las del subgrupo CED-3 (caspasas 2, 3, 6, 7,
8, 9y 10) con una gran implicacién en la apoptosis (fi-
gura 19).

La transmisién de las sefiales de apoptosis se inician en
los receprores de la superficie celular por medio de ligan-
dos especificos —ligandos mortales—. Tras la activacion de
estos receptores, se produce ripidamente la de las caspa-
sas y, al cabo de algunas horas, la apoptosis celular. Los
receptores mortales pertenecen a la familia de los recepto-
res de los factores de necrosis tumoral (TNF), con dominios
extracelulares ricos en cisteina y, ademds, una secuencia ci-
topldsmica conocida como dominio mortal (DD). Estos do-
minios DD conectan los receptores con la maquinaria ca-
paz de desencadenar la apoprosis celular, pero que, también,
en algunos casos participan en otras funciones diferentes,
0 aun contrarias, a la apoptosis. Y algunas moléculas que
transmiten sefiales desde los receptores mortales contienen
también dominios del tipo DD. Los receptores mortales
mejor caracterizados son CD95 (sindénimos: Fas y Apo 1),
T'NFRI (sinénimos: p55 y CD120a), receptor mortal 3
(DR3) (sinénimos: Apo3, WSL-1, TRAMP y LARD),
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DR4y DR5 (sinénimos: Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2 y
KILLER). Los ligandos que activan estos receptores son
NGF o el conjunto de moléculas relacionadas pertene-
cientes a la familia de NGE Asi, el ligando CD95 se une
al recepror CD95 TINFy linfotoxina a se unen a TNFRI;
el ligando Apo3 (Apo3L y TWEAK) se une a DR3; y el li-
gando Apo2 (Apo2L y TRAIL) se une a DR4y DR5.

La regulacién de la actividad de las caspasas tiene lugar
predominantemente como consecuencia del proceso de
maduracion de las proenzimas. Las proenzimas inactivas
se transforman en proteasas heterodiméricas catalfticamente
competentes por rotura proteolitica de enlaces asp-X. La
activacion in vive de las caspasas ocurre, al menos, me-
diante dos mecanismos diferentes. De un lado, sucede
que las caspasas participan de una cascada de sucesivas ac-
tuaciones proteoliticas en la que unas caspasas se activan
por otras caspasas o por proteasas de semejante actividad.
Asi, la serina proteasa granzima B caraliza la activacion de
otras caspasas efectoras; mecanismo que ha sido propues-
to para la muerte celular mediada por linfocitos citotéxi-
cos. De otro lado, se ha comprobado i vive la existencia
de un tipo de activacion de caspasas por autoproteolisis
intermolecular, por ejemplo en el modelo de apoptosis
Fas (sinénimos: Apo-1 y CD95). En este sistema, la unién
del ligando Fas-L o del TNF al receptor correspondiente
(Fas o TNF-R) da lugar a un complejo de sefializacién
formado, en el primero de los casos, por su receptor es-
pecifico, la proteina adaptadora FADD y la proenzima
caspasa 8, de forma que la interaccién entre los dominios
intracelulares (DD), tanto del receptor Fas como del adap-
tador FADD, produce la dimerizacién de las dos regiones
homélogas. A su vez, FADD se asocia con la forma pro-
enzimdtica de la caspasa 8 a través de la dimerizacién de
sus dominios homélogos (DED). Un mecanismo seme-
jante se ha comprobado en el caso de la actuacién del
TNF como ligando y de la proenzima caspasa 2. Este tipo
de recientes resultados, en su conjunto, sugieren que las
caspasas efectoras son mediadoras de un proceso de muer-
te celular, desencadenado en respuesta a una variedad de
estimulos. Conjunto de actividades proteoliticas que dan
lugar a la formacién de proteinas especificas, implicadas
en el mantenimiento normal de las funciones celulares,
de diversas proteinas estructurales y del fenotipo apopté-
tico (figura 20).

Varias caspasas pueden activarse por escision proteoliti-
ca, dando lugar a una cascada enzimitica. De otro lado,
las caspasas estin conectadas con esfingomielinasas que ge-
neran ceramidasy gangliosidos. Finalmente, hay que tener
presente la existencia de una regulacién de la apoptosis, y,
entre las moléculas reguladoras, el 6xido nitrico (NO) es
una de las méds importantes.

Apoptosis y neurotransmision

El bloqueo de los receptores NMDA (N-metil-D-as-
partato), durante algunas horas del desarrollo fetal a tér-
mino o de la primera vida neonatal, es capaz de desenca-
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denar una amplia neurodegeneracion apoptitica del cerebro
de rata en desarrollo; lo que sugiere que el glutamato, neu-
rotransmisor excitador, al actuar sobre los receptores
NMDA, controla la supervivencia neuronal. Hechos que
pueden relacionarse con alteraciones pre y postnatal del de-
sarrollo neuronal humano; entre las que se incluyen la
anestesia pedidtrica y la exposicién postnatal a medica-
mentos que bloquean los receptores NMDA, y el abuso
materno de drogas con repercusién prenatal.

Apoptosis e inflamacién

El proceso apoptético juega un papel fundamental en
la patogénesis de la inflamacién crénica, con la posibilidad,
por tanto, de ser explotado terapéuticamente. Ciertas en-
fermedades inflamatorias crénicas son gobernadas por lin-
focitos T activados que participan en ciclos de infiltra-
cién celular y destruccion de tejidos a través de la liberacién
de citoquinas que, a su vez, definen las respuestas inmu-
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nitarias humoral y celular en los érganos afectados. Las
células T se activan inicialmente por células presentado-
ras de antigenos en los tejidos linfoides regionales; pero,
en ¢l asma, enfermedad inflamatoria crénica de las vias
respiratorias, la activacién de los linfocitos auxiliares T
(Th), con los marcadores superficiales CD4, dirigen la
destruccidn tisular a través, principalmente, de sus cito-
quinas IL-4 ¢ IL-5, que promueven, respectivamente, la
sensibilizacién hacia IgE de los tejidos respiratorios y la in-
flamacion eosinofilica. La gran cantidad de células CD4'
en las vias celulares asmadticas contiene una poblacién ex-
pandida de células T especificas de relativamente pocos
antigenos. Las células T en reposo expresan muy pocos
receptores de apoptosis Fas, en tanto que durante la acti-
vacion se eleva su concentracién de forma que son parti-
cularmente susceptibles a la apoptosis mediada por Fas. Y
la enfermedad crénica pudiera resultar simplemente del es-
cape de algunas de estas células de la muerte programada
por interacciéon FasL-Fas; lo que también pudiera evitar-
se mediante el empleo de anticuerpos activadores de Fas
o la administracién de FasL adicional. Recientemente se
han identificado algunos pacientes raros con una eosing-
filia sistémica ocasionada por la carencia de muerte celu-
lar mediada por Fas. En cualquier caso, la especificidad y
diversidad de programas apoptéticos sugieren la posibili-
dad de aproximaciones farmacolégicas para el control de
la cronicidad inflamatoria.

Apoptosis y cincer

Y, finalmente, otra importante conexién con los meca-
nismos de la apoprosis es la que relaciona la inhibicién
de las sefiales apoptdticas con la resistencia a la quimiote-
rapia por parte de las células cancerosas. En efecto, la re-
sistencia a la quimioterapia, adquirida o de novo, por las
células tumorales, impide el logro de resultados satisfac-
torios en muchos casos de transformaciones malignas he-
martoldgicas y de colon, pulmén y mama. Resistencia que,
aunque pueda deberse a una diversidad de factores, rales
como el acceso vascular de los medicamentos, suele obe-
decer generalmente a causas intrinsecas, entre las que se
encuentran la disminucién de la captura celular del medi-
camento, la eliminacidon de los aductos DNA-medicamento,
la amplificacion génica del blanco, el incremento de la re-
paracién del DNA lesionado por el medicamento y, dado
que los antitumorales provocan un dafio celular que induce
la muerte celular programada —tal es el caso de la res-
puesta de muchos tipos de células tumorales frente a cis-
platino, adriamicina y Ara-C—, otro mecanismo de qui-
miorresistencia puede ser la afectacién de los propios
mecanismos de apoptosis.

La cascada de senales de proteina quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK), en la que participa una gran familia
de proteinas de amplia distribucién entre los eucariontes,
sirve a diferentes fines gobernados por estimulos extrace-
lulares, entre otros la promocidn o la inhibicion de la muer-
te celular por apoptosis. En los sistemas de mamiferos se
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han reconocido tres sistemas MAPK de senales: 1) la cas-
cada de las proteina quinasas 1 y 2 reguladas por estimulos
extracelulares (ERK 1 / 2); 2) la cascada de las guinasas
238" y 3) la cascada de la proteina quinasa activada por
estrés (SAPK) (figura 21). Las MAPKs mejor estudiadas
son las del primer grupo; se activan por fosforilacién de
residuos de treonina y tirosina, iniciada por factores de
crecimiento y mediada por una quinasa de especificidad
dual. La ERK 1 / 2 es capaz de inducir la proliferacién ce-
lular, es decir, protege a las células de la apoptosis. De otro
lado, tanto la activacién de las SAPKs (rambién conoci-
das como protefna quinasa c-Jun N-terminal, [NKs) como
la p38"°“, se activan por agentes estresantes, tales como
TNFa, IL-1, choque térmico, luz ultravioleta e isquemia.
Ademds, las SAPKs se activan por una variedad de agen-
tes quimioterdpicos, tales como cz-platino, adriamicina
y 1-f-Darabinofuranosilcitosina. Activacién que se logra
asimismo por fosforilacién de treonina y tirosina por qui-
nasas especificas diferentes en ambos casos (figura 21).

Cémo de la activacion de estas quinasas se sigue un
dafio genotéxico estd comenzando a comprenderse. Una
de las posibilidades consiste en que la lesion del DNA
vaya ligada a la distorsién de la actividad de una proteina
quinasa DNA-dependiente. Esta proteina quinasa (DNA-
PK) estimula la Abl quinasa que, a su vez, conduce a la ac-
tivacién de la SEK-1. La SAPK activada fosforila c-Jun y
otros factores de transcripcion. Los mecanismos que con-
ducen a la activacién de p38"'°“ por los agentes estresan-
tes estdn ligados a la activacion de ATF2, GADD153 y las
proteinas de choque térmico de bajo peso molecular. Pues-
to que SAPK y p38"“ se activan por estimulos genoté-
xicos, cabe preguntarse acerca de su participacion en la
reparacién de macromoléculas o, alternativamente, son
capaces de desencadenar apoptosis tras un dafio extenso.
El choque térmico induce la actividad de SAPK en la li-
nea de fibrosarcoma RIF-1, lo que es esencial para la apop-
tosis celular. En células neurales diferenciadas, SAPK es
esencial para la muerte celular tras la accién de factores tré-
ficos; sin embargo, los ratones deficientes de JNK3 —iso-
forma de SAPK especifica de cerebro— son resistentes a la
apoptosis del hipocampo tras estimulos excitotéxicos.

SAPK es asimismo un mediador de apoptosis en el tra-
tamiento quimioterdpico. El bloqueo de SAPK protege a
las células de ciertos tipos de tratamientos, por ejemplo de
las antraciclinas y las podofilotoxinas. Sin embargo, en
las células leucémicas U937, SAPK es esencial para la
apoptosis provocada por ceramida, mediador de la cito-
toxicidad de ciertos agentes quimioterdpicos. Asimismo,
la expresion ectépica de MEKK —un activador anterior
de SAPK- contribuye a la muerte celular por sensibiliza-
cién de fibroblastos a los efectos letales de un cierto nu-
mero de antitumorales.

Algunos otros reguladores moleculares de la apoprosis
pueden actuar a través de SAPK. Y entre los mecanismos
arribuidos a SAPK para interpretar su participacién en
los mecanismos de apoptosis, se sugiere una accion ante-
rior a las caspasas, aunque en algunos tipos de ligandos,
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como en el caso de Fas, se activen las SAPKs en una po-
sicién posterior a la de las caspasas.

La mejor comprension de los mecanismos moleculares
de regulacién apoptética y la demostracién de los defec-
tos moleculares en la resistencia clinica a la quimioterapia
tumoral, habrdn de contribuir a disefiar nuevas estrate-
gias farmacolégicas para devolver a las células tumorales
su sensibilidad frente a los agentes quimioterdpicos. Sin em-
bargo, la gran complejidad de los fenémenos de apopto-
sis posibilita la existencia de numerosas localizaciones de
la anormalidad. Y, por tanto, la ripida identificacién de
estas alteraciones en muestras clinicas servird para restau-
rar en la pricrica la respuesta apoptética.
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