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LAS HORMONAS, segin la definicion clasica, son compuestos quimicos

producidos por un drgano o tejido, secretados a los liquidos circu-
lantes v que en cantidades muy pequefas ejercen una marcada accién
sobre oOrganos y sistemas. Las hormonas regulan el crecimiento, la
diferenciacion celular y el metabolismo de los carbohidratos, las protei-
nas, las grasas y los clectrolitos.

A partir de estos conceptos ha surgido una pregunta fundamental
en la mente de los investigadores: ;Cémo pucden las hormonas en can-
tidades tan pequeifias ejcrcer efectos biolégicos tan marcados? Esta pre-
gunta ha dado origen a la investigaciéon sobre el mecanismo de accién
hormonal v se ha llevado a cabo de acucrdo con los métodos de invcs-
tigacién clasica, que se basa en que para aclarar un efecto bioldgico,
en este caso el hormonal, solamente serd posible hacerlo cuando el
sistema bioldgico por estudiar sea liberado de todos los factores que se
puedan encontrar en un animal entero. En ¢l caso de la acciéon hormo-
nal se ha hecho el intento de reproducir bajo condiciones in vitro las
fases esenciales de la respuesta bioldgica obtenida in vivo bajo la admi-
nistraciéon de la hormona.

Algunas hormonas producen efectos in vitro que parecen ser esen-
cialmente los mismos que los obtenidos in vivo; otras, no. Por ejemplo,
una de las acciones fisiolégicas de la hormona adrenocorticrdpica cs
aumentar la secrecion de hormonas adrenocorticales. Este efecto ha
sido posible demostrarlo in vitro; se ha logrado producir aumento de la
corticosteroidogenesis por medio de la adicion de ACTII a glandulas
suprarrenales perfundidas v a rebanadas de glandulas’, ? sin embargo
otra de las acciones fisiologicas del ACTH es producir ¢l crecimiento y
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la diferenciacion de la corteza suprarrenal, este efecto no ha sido posi-
ble reproducirlo bajo condiciones in vitro. Aqui surge la pregunta, ;es
la diferenciacién celular de la glandula suprarrenal consecuencia del
aumento en la fabricaciéon de esteroides o es esta diferenciacion un efec-
to distinto producido por el ACTH? y otro aspecto importante, ;por
qué, bajo la accién del ACTH, la diferenciacién celular solo se cncuen-
tra en la glandula suprarrenal, y por qué otros tejidos no son sensibles
a esta hormona?

Preguntas de este tipo son las que los investigadores tienen que
contestar para que se pueda formular una teoria que pueda explicar
el mecanismo de accién hormonal.

Con ninguna hormona se han logrado obtener datos experimentales
irrefutables que expliquen con cierta certeza su mecanismo de accidn.

Sin embargo, siempre han existido teorias que se han tomado como
base de trabajo para tratar de aclarar el mecanismo de accién hormonal.
Una de las mds antiguas consistia en considerar los efectos bioldgicos
de las hormonas como un tipo de accién farmacolégico muy amplio y
para cxplicar porque las hormonas actuaban solo sobre ciertas cé-
lulas se basaban en los conceptos de Paul Ehrlich. Estos consistian en
accptar que la célula tenia ciertos aceptores que reaccionaban con las
hormonas para producir los efectos bioldgicos. Se pensaba que tales
receptores se encontraban en la membrana celular, va que ahi era el
primer sitio donde la hormona se ponia en contacto con la célula. FEsta
teoria nunca pudo ser sujeta a un andlisis experimental estricto, debido
a la dificultad que existia y existe en el estudio de la membrana, la
cual es una entidad quimicamente atin mal definida v hasta ahora im-
posible de aislar.

Esta teoria fue substituida por otra, propuesta por Green, en 1941.
Green?, un enzimoélogo decia, “cualquier substancia que en pequefias
cantidades produce efectos bioldgicos lo hace participando en algh
sistema enzimatico”. Segin ésto, las hormonas actian participando ac
tivamentc en algin sistema enzimatico, regulando la actividad de un.
cnzima o tal vez controlando la sintesis de enzima misma.

Durante los ultimos 19 afios esta teoria de Green ha sido amplia
mente estudiada, tanto en sistemas in vivo, como in vitro. Se han
descrito en la literatura numerosos efectos de hormonas sobre actividad
enzimatica. Por ejemplo, se ha encontrado que en la tirotoxicosis se
encuentra un aumento en la actividad enzimatica de la succcin-oxidasa
citocromo oxidasa, deshidrogenasa succinica, deshidrogenasa lactica, ade-
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neosintrifosfatasa, amilasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, glucosa-6 fos-
fatasa®, en sistcmas in vivo. Ahora en sistemas in vitro, se ha encontrado
efecto de las hormonas tiroideas sobre las siguientes enzimas: succinoxida-
sa, deshidrogenasa succinica, deshidrogenasa malica, deshidrogenasa lac-
tica, deshidrogenasa glutdmica, etc.®>. No solamente con la tiroxina se
han obtenido efectos sobre sistemas enzimaticos, de los estudios hechos
con cualquier otra hormona se puede sacar una lista mas o menos pa-
recida y en algunos casos tal vez hasta mds grande. De todos estos tra-
bajos hechos hasta la fecha se puede sacar en claro los siguientes puntos:

1. Ninguna hormona sc ha demostrado que sea un componente
csencial de un sistema enzimdtico, (recientemente Engel ha logrado
obtener un aumento en la actividad de deshidrogenasa glutamica purifi-
cada bajo la acciéon de hidrocortisona®. LEste efecto in vitro es muyv in-
teresante, ya que es cl primier experimento cn que sc ha logrado obtencr
una modificacién de actividad enzimatica con una enzima cristalina bajo
la adicion de una hormona; sin embargo, las implicaciones fisiologicas
quc este sistema enzimatico pueda tener, no es posible saberlo ahora.

2. Las hormonas son capaces de afectar sistemas enzimaticos tanto
in vivo como in vitro, por cjemplo, los efectos mencionados en cstados
de tirotoxicosis v bajo la administracién de tiroxina v trivodotironina en
sistemas in vitro.

3. Los efectos hormonalcs obtenidos sobre sistemas enzimaticos no
explican la accidn fisiologica de una hormona. Un ejemplo de ésto es lo
siguiente: despudés de una adrenalectomia se cncuentra una disminucién
en la actividad de la glutamina sintetasa en higado, a actividad puede vol-
ver a nivcles normales va que bajo tratamiento con hidrocortisona sube el
nivel de actividad enzimatica. La adiciéon de hidrocortisona in vitro a
homogenados de higado no subc el nivel de glutamina sintetasa. Si el
animal es sujeto a actividades catabodlicas diferentes a las que se encuen-
tran bajo la administracién de hidrocortisona, no se encuentra aumento
cn la actividad de esta enzima?. [Estos resultados sirven para indicar
que la actividad enzimatica tisular se altera con un alto grado de especi-
ficidad por hormonas adrenocorticales. ITasta ahora, sin embargo, cs
imposiblc rclacionar estos datos con los efectos fisiologicos obtenidos
bajo condiciones de adrenalectomia o de administracion de esteroides.
Iixisten numcrosos ejemplos de este tipo en la hiteratura, por ejemplo
véanse las revisiones de Pitt-Rivers sobre mecanismo de accidon tircidea?,
cl articulo de Hechter sobre mecanismos de accion hormonal® v el ar-
ticulo de Engel sobre mecanismo de accion de los estrogenos®.
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Cada uno de los cfectos obtenidos sobre sistcmas enzimaticos en
si, sin embargo, es mas razonable considerarlo como consecuencia secun-
daria a una accién hormonal primaria. El punto importante a conside-
rar es que la reaccion primaria pone en accion una cadena compleja de
reacciones secundarias muy integradas v altamente organizadas. La for-
ma por la cual la célula bajo la accién hormonal regula estos diversos
eventos es completamente desconocida y es uno de los principales pro-
blemas biologicos.

No sélo la diferenciacién entre los cfectos primarios y secundarios
es la unica dificultad. La investigacién bioquimica ha revelado numero-
sos cfectos in vitro que hasta ahora tienen un significado fisiolégico
muy limitado.

Un bucn cjemplo de esto ultime es el obtenido por Pefia y col*.
Usando cultivos de tejidos, se estudid el efecto que diversos esteroides
podrian tencr sobrc el metabolismo nitrogenado, encontrando quc el
crccimiento celular era inhibido por la adicion de algunos de los este-
roides ensavados, ademas se cncontré que aumentaba la actividad de
la glutaminasa. Los estudios in vivo demuestran que el catabolismo pro-
teico estd muy aumentado bajo la administracién de cortisol. La rela-
cion entre este hecho experimental in vitro con el obtenido in vivo es
desconccida.

Es aparente entonces que algunas reacciones in vitro con hormonas
no estan relacionadas con el hecho de aclarar el mecanismo celular fun-
damental que tiene que ver con la respuesta hormonal. Es neccsaria
alguna prucba que llene ciertos requisitos para valorar el significado fi-
siologico potencial de un efecto in vitro producido por una hormona
Hetcher sc ha ocupado del problema® y ha proclamado los siguicntes
postulados para considerar que una hormona si es capaz de afectar en
alguna forma un sistema enzimditico in vitro y este a su vez provocar
la accion fisiolégica. Los postulados de Iletcher son los siguientes:

1. La concentracion de la hormona necesaria para producir un
cfecto in vitro debe ser del mismo orden de la que se encuentra in vivo.

2. El tiempo necesario para producir los efectos in vitro debe ser
similar al de in vivo.

3. La especificidad dc la acciéon hormonal sobre las células dc cier-
tos tcjidos in vivo debe ser reproducible hasta un punto en que los
efectos sobre estos tejidos in vitro deben ser mas pronunciados que los
efectos sobre otros tejidos que no responden in vivo.
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4. Las hormonas conocidas producen respuestas similares cn la ma-
vor parte de las especies; el efecto in vitro no debe ser especifico de
una especic.

5. Entre compuestos relacionados estructuralmente los efectos hor-
monalcs observados in vitro deben scr paralelos a los efectos obtenidos
In vivo.

G. Los dcscubrimicutos in vitro no deben contradecir los resulta-
dos fisiologicos ya establecidos.

Sigue Hetcher “a menos que una hormona llenc los puntos men-
cionados, la importancia fisiologica del hecho debe scr considerada co-
mo extremadamcnte limitada, a menos que la discrepancia pueda ser
cxplicada en términos de factorcs conocidos™.

Por ejemplo, es bien sabido que los glucocorticoides exhiben una
marcada accion anti-insulinica in vivo, sin embargo, Verziar v Wenncer!?
probaron la actividad inhibitoria de una gran variedad dc esteroides so-
bre la actividad de insulina en ¢l diafragma in vitro y practicamente to-
dos los esteroidcs probados ejercieron una accién inhibitoria sobre la
insulina; aunque muchos de ellos no ejercen una actividad de este tipo
in vivo. La desoxicorticosterona, que no tiene una actividad inhibito-
ria in vivo muv marcada se cncontrd que in vitro su actividad era mu-
cho mis marcada que en el caso de la hidrocortisona, el glucocorticoide
por cxcclencia.

Una cosa parecida sucede con la tiroxina, se sabe que la tiroxina
es capaz dc aumentar la respiracion v desacoplar la fosforilacién oxi-
dativa en las mitocondrias tanto in vivo como in vitro. La accion in
vitro ¢s muy parecida a la que se obtiene con cl dinitrofenol; entonces
si la accion de estas dos substancias, dinitrofenol v tiroxina, son seme-
jantes in vitro, cra de ecsperarse que sus efectos in vivo fueran mas o
menos parccidos; sin embargo los efectos obtenidos bajo la administra-
cion de la droga y la hormena no son nada semejantes®. Existe tam-
bién otro ejemplo similar con la tiroxina, la DD- y L-tiroxina que tienen
una actividad biolégica muy diferente, presentan el mismo tipo dc ac-
cién in vitro®.

Iistos cjemplos sirven para ilustrar €l hecho de quc aunque sc lo-
eren obtener cfectos enzimdticos in vitio, su implificacion fisiologica es
muy dificil de evaluar.

" Si los datos obtenidos hasta la fecha sobre cfcctos de hormonas so-
bre sistemas enzimiticos invalidan la teoria de Green cs dificil decir;
sin embargo durantc los dltimos 19 afios s¢ han presentado mume-
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rables datos experimentales sobrc este tema y en realidad muy poco se
ha avanzado. Pero no es posible rechazar la teoria de Green ya que
para producir un efecto bioldgico generalizado como por ejemplo el
caso de respuesta hormonal, las enzimas algo tienen que ver y no es
poco lo que tienen que decir.

Existe tal vez una explicacién para que los efectos que se obtienen
in vitro no sean semejantes a los que se obtienen in vivo.

Puede existir lo que Hetcher ha llamado “conversién de una hor-
mona a un agente activo®. Esta posibilidad estd mas o menos compro-
bada en el caso de los corticoides®, tiroxina® y hormona del crecimien-
to!3. Por ejemplo, en el caso de los corticosteroides se ha logrado de-
mostrar que la hidrocortisona es metabolizada activamente en el higa-
do® Se demostré que la hidrocortisona es perfundida a través del higa-
do a una veloz concentraciéon de 184 a 243 microgramos por 100 ml. de
sangre, la hormona desaparece a una velocidad de aproximadamente 10
mg. por kilogramo de peso de higado por hora. Los mismos autores han
logrado obtener fracciones de los productos formados y han ensayado
estas fracciones, encontrando que algunas tienen una marcada accién
mineralocorticoide con una nula actividad eosinop¢nica. La formacion
de estos nuevos compucstos con aparente separacion de sus actividades
biolégicas es de importancia obvia y ayudada en gran parte a cxplicar
el mecanismo de accién hormonal. De gran interés seria ensavar estos
metabolitos en sistemas in vitro.

A pesar de los numerosos esfuerzos que se han hecho para demos-
trar que el mecanismo de acciéon hormonal depende de la reaccién de
una hormona sobre un sistema enzimatico, se ha logrado obtener una
prueba concreta de que esto ocurra. En todos los casos en que se ha
demostrado que una hormona tenga efecto sobre una reaccion enzima-
tica los postulados de Hetcher han sido violados en alguna forma. (Ex-
cepto tal vez en el caso de Engel®, este investigador ha logrado obtenet
activacion de deshidrogenasa glutamica cristalina a una dosis de 10-8
M de hidrocortisona). Y la importancia fisiolégica en todos los casos
ha sido muy dificil de evaluar en la casi totalidad de los casos.

Debido a estas dificultades, los investigadores durante los tltimos
afios han buscado nuevas formas de acercarse al problema de mecanis-
mo de accién hormonal; se ha considerado principalmente el papel que
desempefian las membranas que rodean las células, nicleos y mitocon.
drias. Los procecos enzimaticos dependen principalmente de la concen-
tracion de substrato, enzimas, concentraciones de iones hidrégeno, acep-
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tadores y donadores energéticos e iones inorgdnicos; en las células to-
dos estos factores dependen de fendmenos estructurales y de superficic
en la membrana.

El concepto de que las hormonas puedan actuar sobre alguna par-
te de la membrana y de esta manera regular la respuesta biolégica de un
animal a una hormona se origina a partir de los estudios hecha con la
insulina. Hasta hace unos aios se consideraba, debido a los estudios
hechos por los Cori, que la insulina actuaba sobre la glucoquinasa (la
enzima que controla la conversiéon de glucosa a glucosa-6-fosfato, que a
su vez da lugar a la formacién de CO, y H.O o glucégeno). Sin embar-
go el descubrimiento de que la insulina aumentaba la captacién de glu-
cosa por el musculo de diafragma aislado di6 lugar a que se hicieran
numerosos experimentos, principalmente por Levine y colaboradores so-
bre la permeabilidad de la membrana en funcién de insulina a diferen-
tes azicares y ahora generalmente se acepta que la insulina acta favo-
reciendo el paso de glucosa hacia la célula a través de una alteracion dc
la permcabilidad de la membrana. Existen numerosas revisiones sobre
este tema y cn esta misma revista aparece un articulo sobre el mecanis-
mo de acciéon de la insulina®® 14158,

Con la tiroxina los estudios actuales también indican que tal vez
sus efectos scan debidos a una alteracién de la permeabilidad. En este
caso las membranas que rodcan a las mitocondrias. Las mitocondrias
estin envueltas en una doble membrana en la cual se encuentran las
enzimas y coenzimas de la cadena respiratoria. Bajo la accién de la tiroxi-
na se habian logrado obtener efectos sobre la fosforilacién oxidativa® los
procesos de Oxido reduccion de esta cadena respiratoria dan lugar a la
formacion de ATP, un compuesto de alta energia, a esto se le llama
fosforilacion oxidativa, bajo la accién de tiroxina se lograba obtener
un “desacoplamiento”, es dccir se lograba obtener un proceso de oxido-
reduccién en la cadena, pero se producia cnergia cn un nivel mas ba-
jo. Tapley'® en el laboratorio de Lehninger preparé un complejo enzi-
matico activo capaz de catalizar la fosforilacién oxidativa a partir de
mitocondrias cuvas membranas habian sido destruidas por un tratamien-
to previo con digitonina, mientras que la tiroxina descoplaba la fosfo-
rilacion oxidativa en mitocondrias intactas no lo hacia en los fragmentos
preparados por estos autores, por lo contrario, el dinitro fenol si logra-
ba desacoplar la fosforilacion oxidativa en los fragmentos demostrando
asi que cl mecanismo de accion del dinitrofenol v tiroxina es diferente.
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IEsos datos indicaban que tal vez el efecto de la tiroxina podria estar
sobre la permeabilidad mitocondrial. Estos autores lograron demostrar
¢sto, publicaron un trabajo en el que el paso de agua a través dec la
membrana mtiocondrial se acercaba en la presencia de tiroxina a una
dosis de 10-* M que es muy cercana a la dosis fisioldgica. Ademas, mi-
tocendrias obtenidos a partir de animales tirotdxicos mostraban este mis-
mo ecfecto y ademas eran mucho mas fragiles. Las mitocondrias obtc-
nidas de animales hipotiroideos mostraban un efecto contrario.
Investigaciones recientes realizadas con esteroides han demostrado
que ¢éstos ejercen accion sobre algunas enzimas de la cadena de oxido-
reduccion. Generalmente los efectos obtenidos han sido del tipo inhi-
bitorio.!” Ls factible suponer, aunque ningtin experimento se ha hecho
hasta la fecha, de que la acciéon de los esteroides se pueda deber a una
altcracion de la membrana mitocondrial, va que como anteriormente sc
habia mcncionado todas estas enzimas se hayan colocadas en la mem-
brana de las mitocondrias. Un hecho a favor de esto es que Gallagher'®
ha encontrado disminuciéon de actividad en algunas de estas enzimas en
mitocondrias intactas, sin embargo cuando el rompe las mitocondrias
el cfecto desaparece, es decir para que aparezca el efecto esteroideo sc
necesita una mitocondria (membrana?) intacta. |
En cuanto a la investigaciéon del mecanismo de accion dec la hor-
mona adrenocorticotrépica (ACTH) se han realizado tambi¢n numero-
sos estudios, se sabe que esta hormona acelera la secrecién de corticos-
teroides a partir de colesterol. Se sabe también que el ACTH parcce
actuar acelerando un paso determinado en la sintesis de esteroides; ¢l
de colesterol a pregnenolona (uno de los primeros pasos en la sintcsis
de corticosteroides).* Para que el colesterol pase a pregnenolona prime-
ro necesita ser degradado, se sabe dcbido a estudios hechos en el labo
ratorio de Hetcher, que el colesterol en las glindulas suprarrenales sc
degrada principalmente en la fraccién celular que correspondc a las mi-
tocondrias. El mismo autor también ha demostrado que la accidén esti-
mulatoria del ACTH sobre sintesis de corticosteroides solo es posible
obtenerla cuando se incuban células intactas (rebanadas de tejido), si se
incuban células rotas (homogenados) no se logra obtener un efecto es
timulatorio por parte de la hormona.® Sugiere Hetcher que la accion
del ACTH es ayudando al transporte de colesterol de una parte de la
célula a otra, va que en células rotas no sc obtiene este efecto v ¢n in-
tactas si. Y va que la degradacién del colesterol se hace principalmente
cn las mitocondrias, el mismo Hetcher sugiere, basindose en sus ex-
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