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RESUMEN

La amplia distribucion del ciclo de las pentosas fosfato en las células vivas,
justifica la importancia de esta ruta, cuyas principales funciones son: a) produc-
cion de pentosas fosfato para la sintesis de nucleétidos; b) formaciéon de
NADPH para ser usado por la célula en una variedad de caminos biosintéticos
y procesos de reduccion. El control del ciclo de las pentosas fosfato no esta
totalmente dilucidado; los mecanismos reguladores probablemente operan en
las reacciones iniciales (a nivel de la glucosa 6-fosfato). La actividad de la
G6PDH hepatica es inhibida por NADPH. Los experimentos confirman que
la inhibicién por NADPH es revertida competitivamente por NADP y que de-
pende de la relacion [NADPH] / [NADP™]. Sin embargo, otros factores deben
acompanar la inhibicién por NADPH, y en este sentido se ha propuesto al glu-
tation. Varias observaciones han indicado que la actividad de la G6PDH y
6PGDH estan reguladas por el estado nutricional y hormonal del animal. La
actividad enziméatica aumenta cuando un animal es sometido a ayuno y reali-
mentado después con una dieta alta en carbohidratos, o después de la adminis-
tracién de insulina o glucocorticoides. Por otro lado, la induccién de estos en-
zimas por la dieta es regulada de forma coordinada con otros enzimas lipogé-
nicos. También se discuten y comentan algunas propiedades del ciclo de las
pentosas fosfato en rifdn.
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SUMMARY

The widespread occurrence of the pentose phosphate pathway in living
cells testifies to the importance of this metabolic route, whose primary func-
tions are: a) the production of pentose phosphate for mono-, di- and polynuc-
leotide synthesis; b) the formation of NADPH to be used by the cell in a vari-
ety of biosynthetic pathways and reductive processes. The control of the pen-
tose phosphate cycle is not yet fully understood; regulatory mechanisms are
likely to operate at the initial step (the glucose 6-phosphate reaction). The ac-
tivity of hepatic glucose 6-phosphate dehydrogenase is inhibited by NADPH.
The experiments confirm that the inhibition by NADPH is competitively re-
served by NADP and depends on the [NADPH] / [NADP*] ratio. However,
other factors must overcome the inhibition by NADPH, and in this sense glu-
tation has been proposed. Several observations have indicated that the activity
of the glucose 6-phosphate dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehyd-
rogenase is regulated by the nutritional and hormonal state of the animal. En-
zyme activity increases when an animal is starved and re-fed with a high-car-
bohydrate diet, or after administration of insulin or glucocorticoids. In addi-
tion, the dietary induction of these enzymes is regulate in a fashion that is coor-
dinate with other lipogenic enzymes. Also, some features of the renal pentose
phosphate pathway are discussed.

1.- INTRODUCCION

Aunque tradicionalmente se ha considerado a esta ruta metabdlica como
una via alternativa en la degradacién de la glucosa, representa un ejemplo ti-
pico de integraciéon metabdlica, no solo por el gran nimero de procesos fisio-
l6gicos y bioquimicos que regulan su actividad y que de ella dependen directa-
mente, sino ademas por la gran variedad de mecanismos que interactiian en
la regulacién de sus enzimas claves. Bajo este doble punto de vista se ha enfo-
cado este estudio, empezando con el andlisis detallado de los mecanismos de
regulacion de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH), tanto a “corto” como a “largo plazo” y analizando
posteriormente todos aquellos procesos biologicos en los cuales el ciclo de las
pentosas fosfato actiia como suministrador de precursores indispensables para
el correcto funcionamiento celular.

De todas las etapas de este ciclo, son las correspondientes a la porcion

oxidativa, y en especial las reacciones catalizadas por la G6PDH y 6PGDH,
en menor medida, los pasos limitantes en la velocidad del proceso en cierta

medida légico, teniendo en cuenta la posicion que ocupa la G6PDH como pun-
to de ramificacion en el metabolismo de la glucosa.



ARS PHARMACEUTICA 157

2.- REGULACION DE LAS DESHIDROGENASAS DEL SEGMENTO
OXIDATIVO DEL CICLO DE LAS PENTOSAS FOSFATO POR
METABOLITOS.

2.1.- Efecto de la razon NADPHI/NADP sobre las actividades GO6PDH 'y
6PGDH.

La reaccidn catalizada por la G6PDH presenta dos caracteristicas impor-
tantes: i) el producto intermediario es una lactona que rapidamente se hidro-
liza hasta 6-fosfogluconato (6PG) y por lo tanto se esperaria que toda la glu-
cosa 6-fosfato (G6P) se transformara rapida y completamente en 6PG a no ser
por ii) el fuerte efecto inhibidor de uno de sus productos, NADPH, sobre las
actividades G6PDH y 6PGDH (1). Esta inhibicion fue descubierta en levadu-
ras por Negelein y Hass (2) y confirmada en otros medios (3). La inhibicién
es competitiva con el NADP, encontrandose completamente inhibida cuando
la relacion NADPH/NADP presenta un valor superior a 8 (1). Aunque existen
dificultades para medir las concentraciones de ambos coenzimas en el interior
de la célula, Veech et al. (4), calculan que el valor de la relacion [NADPH
libre] / [NADP libre] en el interior de la célula es de 100; indicando la necesi-
dad de mecanismos de desinhibicion para que tengan lugar estas reacciones.
Eggleston y Krebs (1) ensayan sobre cien constituyentes celulares encontrando
que solo el glutation (GSSG) y el AMP (y este a concentraciones no fisiologi-
cas) eran capaces de contrarrestar esta inhibicién por el NADPH. Segiin ellos
el efecto del GSSG no era directo, sino mediado por un cofactor dializable de
peso molecular menor de 15.000 d. Descartaron que el efecto del GSSG estu-
viese mediado por la actividad glutation reductasa, ya que este enzima se en-
contraba inhibido en las condiciones del ensayo. Un efecto similar del GSSG
y del cofactor fue descrito por Rodriguez-Segade et al. (S) en hepatopancreas
de mejillon, caracterizando este cofactor en homogenados hiposméticos de hi-
gado de rata y hepatopancreas de mejillon como un polipéptido de rango mo-
lecular 10°*—1.5x%10° d (6). Posteriormente, Nogueira et al. (7) han purificado
parcialmente este cofactor en higado de rata encontrando ser una proteina de
peso molecular 10° d. El cofactor més ligero previamente descrito, fue aparen-
temente el resultado de actividad proteolitica generada durante el proceso de
homogenizacion.

No obstante, Levy y Christoff (8) estudian el fendmeno de forma critica
y proponen que los resultados obtenidos por Eggleston y Krebs (1) y Nogueira
et al. (7), son producto de algunos artefactos experimentales debidos al empleo
de iones que interfieren en la medida de absorbancia, no encontrando eviden-
cias de la existencia de un cofactor o de un efecto directo del GSSG sobre la
GO6PDH. Sugieren que el GSSG podria actuar. indirectamente, via glutation
reductasa reoxidando el NADPH a NADP. En este sentido, Llobel et al. (9)
demuestran que la regulacién “in vitro” por GSSG de la G6PDH esta mediada
directamente por la reoxidacion del NADPH catalizada por glutation reducta-
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sa, no encontrando efecto desinhibidor directo del GSSG, hasta que no se ana-
de glutation reductasa.

Otra posibilidad que se ha descrito recientemente es la activacion de la
G6PDH por parte de una tioltransferasa, molécula de rango molecular proxi-
mo al descrito por Eggleston y Krebs (1), que formaria una mezcla disulfuro
entre GSSG vy el enzima (10).

2.2.- Efecto de Acyl-CoAs de larga cadena y poliamidas sobre las actividades
G6PDH y 6PGDH.

Otro elemento regulador de estos enzimas, lo constituye la pareja palmi-
toil CoA/poliaminas (11). La G6PDH de distintas fuentes es inhibida por de-
rivados acil-CoA de cadena larga, entre los cuales, el palmitoil-CoA parece
ser el mas activo (12). Rodriguez-Torres et al. (13) detectan un inhibidor po-
tente de G6PDH en homogenados de higado de rata, que posteriormente iden-
tifican con el palmitoil CoA, actuando como un inhibidor competitivo respecto
a la G6P y no competitivo respecto al NADP. In vitro, este mecanismo puede
ser considerado como una inhibiciéon feedback negativa de la lipogénesis te-
niendo en cuenta la relacion estrecha entre ambos procesos.

Rodriguez-Torres y Ramos-Martinez (14) estudian el efecto de algunas
poliaminas (espermina, espermidina, etilendiamina) sobre la inhibicion de
G6PDH por el palmitoil CoA, tanto en ausencia de NADPH como en relacion
con el cociente NADPH/NADP, encontrando que la espermina probablemente
actua especificamente sobre el palmitoil CoA desbloqueando su accién inhibi-
dora y dejando esta funcién para el NADPH.

2.3.- Efectos reguladores del amonio y los nucledtidos de adenina sobre las
deshidrogenasas del segmento oxidativo del ciclo de las pentosas fosfato.

La G6PDH de levaduras es inhibida por el amonio, mediante un mecanis-
mo competitivo frente a los dos sustratos (15). Estos autores postulan que este
efecto puede tener importancia en el control del metabolismo nitrogenado, re-
gulando la cantidad de sintesis de glutamato dependiente de NADPH via
GDH.

Los efectos de nucledtidos de adenina sobre la G6PDH de levaduras fue-
ron encontrados por diversos autores (16, 17). Describiéndose dos tipos de
efectos del ATP, independientes el uno del otro; por un lado se comporta
como un inhibidor competitivo de la G6P, y por otro se observan modelos de
inhibicion parcialmente competitiva, caracterizada por interacciones cooperati-
vas entre sitios de unién del AMP y el NADP. Teniendo en cuenta que esta
inhibicién fue confirmada por otros medios (17, 18) y que las concentraciones
intracelulares de ATP, ADP y AMP son de la misma magnitud a la de levadu-
ras, se le ha dado a este mecanismo una gran importancia en la regulacion de
esta ruta. Rudack y Holten (19), demuestran que al igual que en otros enzimas
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lipogénicos, tales como la acido graso sintetasa y enzima malico, el AMP cicli-
co (AMPc) regula la velocidad de sintesis de G6PDH, sin alterar la velccidad
de degradacion del enzima.

3.- REGULACION NUTRICIONAL Y HORMONAL DEL SEGMENTO
OXIDATIVO DEL CICLO DE LAS PENTOSAS FOSFATO.

Diversos factores dietarios y nutricionales estan implicados en la regula-
cion del metabolismo intermediario y en la concentracion intracelular de enzi-
mas especificos del metabolismo de carbohidratos y lipidos. En este contexto,
se estan utilizando las deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato como
modelos para el estudio de la regulacién nutricional y hormonal de los niveles
enzimaticos. La regulacion de G6PDH y 6PGDH en respuesta a estimulos nu-
tricionales y hormonales se da coordinada con la de otros enzimas lipogénicos.

En general, se ha demostrado desde hace bastante biempo (20, 21), que
la G6PDH y en menor medida la 6PGDH de higado de rata, se inducen cuan-
do este drgano se ve sometido a condiciones lipogénicas tales como ayuno-rea-
limentacién (22), incrementando en un rango moderado el contenido de car-
bohidratos de la dieta (22), sustituyendo fructosa (24) o disacaridos comestibles
por glucosa o almiddn, y sustitucion de la leche materna por una dieta normal
(25). Igualmente, esta induccién se bloquea al incrementar la ingestion de gra-
sa (26, 27), particularmente la de altos niveles de dcidos grados poliinsaturados
(26-28). Asi cuando las ratas son mantenidas en ayuno dos dias y realimenta-
das con dietas con 60% de carbohidratos y libre de grasas durante cuatro dias,
el nivel de G6PDH incrementa 20-30 veces en relacién a la proteina soluble
en ese tejido (29).

Experimentos llevados a cabo con inhibidores de la sintesis de proteinas
concluyeron que cuando se realimentaban con dietas ricas en carbohidratos,
la induccién era debida a sintesis de nuevas moléculas enzimaticas (30-32), y
parece que al realimentar con dietas balanceadas se activaban las moléculas
ya preexistentes (31).

Wimberry y Holten (33), demuestran que cuando las ratas se alimentaban
con dietas pobres en grasas, el incremento de 26 veces en la actividad G6PDH
va acompanado con un gran cambio en la velocidad de sintesis de este enzima.
Para la 6PGDH, Procsal et al. (34) observan que la regulaciéon nutricional va
acompanada enteramente por alteraciones en la sintesis de enzima. No obstan-
te, otros autores, como Kelley et al. (35), usando técnicas ligeramente diferen-
tes concluyen que la cantidad de proteina G6PDH no cambia durante experi-
mentos ayuno-realimentacion, proponiendo como posible mecanismo regula-
dor la inactivacion irreversible del enzima por Acil-CoAs.

Apoyandose en la idea del aumento en la sintesis de enzima, Hutchinson
y Holten (36) encuentran la primera evidencia de que la induccién de un enzi-
ma lipogénico (6PGDH) esta asociada a un incremento en la concentracion de
su ARNm especifico, para ello aislaron un ARN poly(A) de ratas en diferentes
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estados nutricionales y lo tradujeron en un sistema de sintesis de proteinas li-
bre de células empleando lisados de reticulocitos. Sin embargo, Sun y Holten
(37), encuentran s6lo un aumento de 2 6 3 veces en la cantidad de ARNm
para G6PDH frente a incrementos de 20-30 veces en la actividad enzimatica,
atribuyendo este cambio al incremento en la eficacia de traduccién, ademas
de un pequeno aumento en su ARNm especifico.

Por otra parte, Miksicek y Towle (38) aislando ARNm especificos, atribu-
yen enteramente al aumento en la sintesis de éste el incremento de las activi-
dades G6PDH y 6PGDH tanto en la induccion dietaria como por hormona ti-
roidea, cuestionando la validez del método empleado por Sun y Holten (37)
para aislar ARNm especificos de tan baja frecuencia. De acuerdo con estos
resultados, Stumpo y Kletzien (39) estudian los niveles de ARNm en hepato-
citos aislados encontrando que cuando se induce la actividad G6PDH por rea-
limentacion con dieta rica en carbohidratos, existe un incremento paralelo en
ARNmMm especifico de unas 12 veces frente a los animales ayunados.

Posteriormente se desarrollaron sondas de ADN complementario (ADNc)
para la medida directa de los niveles de ARNm especificos. En este sentido,
Miksicek y Towle (40) obtienen una sonda de ADNCc especifica para el ARNm
de la 6PGDH y sugiere que el gen de este enzima esta probablemente presente
en una sola copia en el genoma del ratén, concluyendo que la regulacion de
la sintesis de 6PGDH ocurre a nivel pretraduccional. De la misma forma Klet-
zien et al. (41) obtienen ADNc para el ARNm de la G6PDH concluyendo
igualmente que la regulacion de este enzima se dard a nivel anterior a la tra-
duccion, encontrando un incremento de 13 veces en la cantidad de ARNm es-
pecifico que es paralelo al incremento en la actividad enzimatica.

Otro enfoque para resolver este problema es el que considera la induccién
dietaria de estos enzimas como el resultado ultimo de una regulacién hormo-
nal. Trabajos previos han demostrado que la actividad G6PDH se incrementa
en animales bajo la accién de insulina (29, 42), glucocorticoides (43, 44), hor-
monas tiroideas (38) y disminuye por glucagén (19).

Berdanier y Shubeck (44) utilizando ratas adrenalectomizadas, diabéticas
y adrenalectomizadas-diabéticas examinaron la interaccién de los glucocorticoi-
des y la insulina en la induccién dietaria de la G6PDH hepatica y demostraron
que bajo el ayuno y posterior realimentacién con dieta rica en carbohidratos
no se incrementaba la actividad, al menos que se administrasen conjuntamente
glucocorticoides e insulina, sugiriendo que el efecto de la insulina sobre la in-
duccién estaba mediado a través de los glucocorticoides.

Stumpo y Kletzien (45) examinan la influencia de ambas hormonas en cul-
tivos primarios de hepatocitos demostrando que los glucocorticoides por ellos
mismos no tienen efecto sobre la actividad G6PDH pero amplificaban o tenian
un efecto permisivo sobre la estimulacion por insulina y que estos efectos eran
el resultado de cambios en la sintesis de enzima, pudiendo actuar los glucocor-
ticoides bien incrementando la concentracion de ARNm o la velocidad de tra-
duccién de las moléculas ya existentes. En otro trabajo (39), ambos autores
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analizan el efecto de ambas hormonas sobre la produccién de ARNm especi-
ficos para la G6PDH en este sistema, encontrando que el incremento ¢n la
actividad y sintesis de G6PDH se correlacionaba con un aumento en la sintesis
de ARNm al adicionar insulina o insulina + glucocorticoides. Este trabajo con-
firmaba los de Yoshimoto et al. (46) y sugiere que la insulina ejerce su efecto
principalmente a nivel pretraduccional. Asi, los glucocorticoides pueden regu-
lar la actividad y sintesis de G6PDH a nivel pretraduccional, mientras que la
insulina ademads de actuar a este nivel, puede ejercer control sobre la traduc-
cién.

Stumpo y Kletzien (45) y Stumpo et al. (47) nan descrito igualmente la
accion del etanol, bien solo o en combinacién con glucocorticoides e insulina,
estimulando la sintesis de la G6PDH por medio de un incremento en la con-
centracion de su ARNm especifico.

Ya desde 1955 se conocia la influencia de las hormonas tiroideas sobre la
actividad G6PDH. Asi Glock y McLean (48) demuestran que la actividad
G6PDH se deprimia en animales hipotiroideos y podia ser restaurada por la
administracién de tiroxina. Mariash et al. (49) demostraron que la actividad
se incrementaba después de la administracion de T; y que ese incremento se
correlacionaba con un aumento en la sintesis de enzima. Mikcisek y Towle (38)
usando un sistema de traduccién in vitro cuantificaron los niveles de ARNm
demostrando que la sintesis de G6PDH y 6PGDH observada tras la adminis-
tracion de T, era secundaria al aumento en su ARNm especifico. En 1987,
Fritz y Kletzien (50), estudian, mediante el uso de una sonda especifica de
ADN, el efecto de la T; sobre los niveles de ARNm en higado de ratas hipo-
tiroideas, no observando correlacién directa entre el aumento en la actividad
enzimdtica y los niveles de ARNm a diferencia de lo observado por Mikcisek
y Towle (38), concluyendo que la hormona regula la actividad G6PDH a nivel
de traduccion.

Otra hormona. antagonista de la insulina y que tiene un papel regulador
de la actividad G6PDH es el glucagén. Rudack y Holten (19, 51), demuestran
como el glucagén o AMPc inhiben la induccién de la. G6PDH durante experi-
mentos de ayuno-realimentacion. Posteriormente muestran como la hormona
actia disminuyendo la velocidad de sintesis de proteina enzimatica sin alterar
la velocidad de degradacién. Sin embargo, el glucagén no tiene efecto sobre
la actividad 6PGDH. Estos efectos potencian el caracter regulador de esta hor-
mona sobre el metabolismo glucidico y lipidico.

Otro punto de actuacion del glucagén y la hormona tiroidea, es en la induc-
cion de algunos enzimas lipogénicos durante el destete. Este periodo se carac-
teriza por un incremento en la actividad y cantidad de la G6PDH y enzima
malico (52-54). Coincidiendo con el destete, se produce una caida en los nive-
les de glucagén plasmatico (55) y un aumento en la insulina y corticosterona,
dispardndose algunas actividades enzimaticas. Back et al. (25) concluyen que
la disminucidn del glucagén plasmético permite el aumento en la concentraciéon
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de hormona tiroidea responsable del aumento en la actividad G6PDH y enzima
madlico durante el destete.

4.- CICLO DE LAS PENTOSAS FOSFATO Y METABOLISMO RENAL.

Se acepta hoy que el metabolismo glucidico en rinén contribuye en gran
medida al mantenimiento de los niveles de glucosa en todo el organismo (56),
sobre todo en situaciones como el ayuno, diabetes, acidosis metabdlica (57) y
fallo hepatico, en las que el rindn aporta entre el 50-90 % de la glucosa circu-
lante (38-60). Igualmente se ha puesto de manifiesto la gran capacidad adapta-
tiva de la glucolisis y gluconeogénesis renales en respuesta al ayuno y a diferen-
tes situaciones nutricionales (61-66). Sin embargo, existen pocos trabajos en
los que se estudie el comportamiento del ciclo de las pentosas fosfato en cor-
teza renal ante diferentes situaciones nutricionales. En este sentido, se ha mos-
trado (67) que ante situaciones lipogénicas (alimentacion con dieta rica en gra-
sas) las deshidrogenasas del segmento oxidativo del ciclo no muestran variacio-
nes significativas, es decir, la carencia de respuesta adaptativa del ciclo en ri-
noén ante condiciones que en otros tejidos han producido una clara respuesta,
se debe probablemente a la poca relevancia que la sintesis de lipidos tiene en
este organo; no obstante, si que se encuentra una respuesta clara de ambas
enzimas ante un aporte masivo de aminoacidos, alimentacién con una dieta
rica en proteinas (68) posiblemente ocasionada por un aumento en la sintesis
de nuevas moléculas de enzima y relacionada con los procesos de crecimiento
que tienen lugar en este 6rgano al suministrar este tipo de dietas.

El grupo de McLean estudia desde hace tiempo, la relacién entre el ciclo
de las pentosas, la diabetes experimental y la hipertrofia renal ocasionada en
estas situaciones, encontrando una clara correlacion positiva entre la actividad
de éste y la extension de la hipertrofia renal ocasionada (69-71); relacionando-
se el aumento en la velocidad del ciclo con el aumento de demanda de precur-
sores biosintéticos de macromoléculas imprescindibles durante el crecimiento
celular.

Otros autores (72, 73) obtienen resultados concordantes con los de estos
grupos, en situaciones como la acidosis cronica y la diabetes experimental re-
lacionadas ambas con procesos de crecimiento y proliferacion celular en el ri-
nén (71). En ambos casos parece ser el aumento en la sintesis de enzima el
responsable del aumento en actividad enzimética.
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