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l. IlftRODUCCIOI 

Las hormonaa son seoreoion1s naturales d• las gl~dulae 

entoorina• 1 ejercen importantes 1tectoa tuncional1s sobre 

otro• te~idos. Por detin1c16n una hol1llona es una substancia 

Hcretada por·un tejido (una g].4.ndula endocrina) 1 tranapol"

ta4a a otros tejidos donde regulan una Tariedad de actiYida

dea fi•iol6iioas 1 metab6licaa. 

Se •abe que las c6lulas blanco donde e~erc1n sus 1tec

toa lae ho:raonae contienen receptoresr tatos. r1c1ptoree son 

.Protelll&8 especializadas capacea dt unir la honaona con una 
al ta afinidad 1 111p1citici4ad. La uni6~ de la hormona a ilu l:! 
ceptor eeptcltico causa la formaci6n dt una mol,cula ••naaj ... 

:ra intracelular, la cual estimula o deprille alguna actiYidad 

bioqulllica ca:ract1r1.atica de la º'lula blanco. (1) 

De acuerdo a su si Uo de acci6n celular ee puede cluit! 

car a laa homonas como aipt 1 

i) la1 que tienen la capacidad dt entrar a la c6lula (•s

·ttroidH), 

ii) .lae que actúan a niYel de la membrana plasmática, oo

ao catecolaminae 1 hormonae peptidicae. 

Lae hormonae Hhroidte ianan acceeo al ·compartimiento 

intracelular 1 se unen a laa· proteinaa receptoras citoplaam! 

ticaa. Dtapuh de esta interacción el comple~o hormona-rtceR. 

tor, con o sin alguna modificaci6n, se transporta a sitios de 

acc16n dentro del micleo. Jllltas hormonas en general ejercen 

eu acción en un periodo d• tiempo largo, y algunas dt tllae 

tienen tambi6n la capacidad d• alterar la respuesta celular a 



ciertas hormonas que actúan a nivel de la membrana plasmática 

ejerciendo aai, un efecto permisivo. 

Las demás hormonas actúan interaccionando con receptores 

eepecificoe que ee encuentran en la membrana plasmática, for

mándose un complejo hormona-receptor que da lut;ar a una sefial 

o segundo mensajero intracelular, 

Se conocen doe mecanismos de acción hormonal que actáan 

a nivel de la membrana plasmática: 

1) uno, no del todo dilucidado que involucra un recambio 

de fosfatidil-inositol y aumento en la concentración 

de Ce. intracelular. 

11) otro, a trav~s de la enzima adenilato ciclaaa, que 

emplea AJIP cíclico como se!UlldO mensajero. 

Bxiete mucha infoniaci6n BU!iriendo que un incremento en 

la concentración de Ca en el ci tosol puede actuar como un me,a 

sajero intracelular o •factor de acoplamiento•. La moviliza

ción de Ca inducida por hormonas está asociada, de acueirdo a 

lichell, con alteraciones en el metabolismo de 1nosit1dos en 

una amplia variedad de tejidos. !l. efecto hormonal más ampli,! 

mente observado sobre el metabolismo de inoaitidos es el rom

pimiento inicial de toafatidil-inoaitol se«iUido de un aumento 

compensatorio en la velocidad de au sintesis. En varios tipos 

de c6lulaa, ae demoatr6 que 'ato ea un fenómeno de reainteaie 

secundaria que resulta de la desaparición de fos!atidil-inos! 

tol con la «enerac16n de inositol fosfato, diacilglicerol, y 

aubeecuentemente ácido fosfat!dico. !ambi6n se ha visto que 

el toafatidil inoaitol-4-foefato y el foetatidil inositol-4,5 

-bifoafato pueden degradarse en respuesta a un estímulo ho:r

monal, y estos cambios son proporcionalmente mA8 grandes 1 
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más rápidos que la degradación de fosfatidil inoeitol. (2,3) 

Sistema Adenilato Ciclasu. 

Algunas honnonas y neurotransmisores interactúan con re

ceptores especificoe en las membranas plasmáticas celulares 

unidas a un complejo sistema regulatorio: la Adenilato cicla

sa descubierta por Sutherland y Hall. Esta enzima es eetimul! 

da o inhibida por el complejo honnona-receptor y el resultado 

es la alteración de la velocidad de sintesie del 3',5'-mono

fosfato c:!clico de adenosina ( AMP c!clico) a partir de ATP. 

El AMP cíclico actúa entonces como mediador intracelular 

de la hormona y el sistema funciona como mecanismo de transf! 

rancia y amplificación de la información inherente a la horm_2 

na extracelular. 

El mecanismo de acción del AMP cíclico para producir CB!, 

bioe enzimáticos ee complejo y resulta de la iniciación de la 

serie en cascada de reacciones de fosforilación de proteínas. 

!ambi6n se producen reacciones similares en el tejido ad,! 

poso conllevando a la activación de la triglicérico lipaaa, '!' 

con la consiguiente hiperlipemia. (1) 

!atnictura de la Adenilato ciclasas 

Bl sistema enzimAtico se encuentra estructurado dentro m 
la membrana celular, y está compuesto por lo menos por treo 

clases de elementos: Sobre la superficie externa de la membI'!, 

na celular se encuentra looali~ado el receptor (R) el que ºº.!! 
tiene un sitio especifico para la unión de hormonas y neuro

transmisoree. 

Bn la Cara interna de la membrana están la unidad natal! 

tioa (C) y las proteínas reguladas por nucle6tidos (N). 
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Batos últimos contienen sitios do unión para GTP y son reapo~ 

sables de mediar loa efectos de GTP y de varias honnonae so

bre la actividad de c. Estas proteínas están involucradas por 

~ tanto en la activación e inhibición de la adenilato ciclaea 

y se piensa que son el resultado de un aumento mediado por 

receptores de las acciones intrínsecas de los nucle6tidos de 

guanina. Existen argumentos cinéticos que sugieren que loe 

efectos estimulatorioe e inhibitorios de loe guanin nucleóti

dos están mediados v!a interacción con distintas proteínas N, 

siendo Ns la proteína reguladora de guanin-nucleótidoe que m! 

dia la activación de la adenilato ciclasa y Ni la proteína. 1'! 

guladora que media la inhibición de la enzima. (4) 

La eubunidad ~1 es la proteína que sirve tambi~n como 

substrato a la ADP-ribosilación oatalizada por la toxina del 

Cólera. Ya que esta ADP..riboeilación de la proteína altera 

sus funciones intensamente, esta exotoxina bacteriana ha pro

bado ser un arma excelente para analizar el mecanismo de ac

ción de Ne. 

La subunidad J'1 es la proteína reguladora involucrada en 

la inhibición de la ciclasa; este efecto inhibitorio puede str 

bloqueado con una toxina de Bordetella pertueeis, la toxina 

pertussis. Bata toxina es una enzima ADP-riboeilante que usa 

como substrato un p'ptido Ir • 40 000 que es distinto al p6P

tido ribosilado por la toxina del Cólera. 

Ns se ha logrado purificar por Gilman y colaboradores y 

se encontró que es un heterodimero de composición oc ~ , la 

subunidad °' contiene no sólo el sitio para la aoción de la 

toxina del Cólera sino que es también el sitio de unión para 

guanín-nucleótidos, y es reoponsable de la activación de la 

eubWtidad catalitioa c. La subunidad f.i ne piensa que r.~a 
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la. capacidad de ot. de activar a c. Trunbiéri Ni eo un hetero

dimero que contien" unm eubunidad oe y una. ~ 1 la cual al 

igual que Ns, tiene un fü:• = 35 000. (5) 

De acuerdo al modelo propuesto por Rodbell~ Na oetá lig! 

do eolo n receptoJ."ee que caul!lan la activación de la 11denilato 

ciclaea, mientras que Ni eet~ acoplado oxclusiTamente con re

ceptores que median la acción inhibitoria. 

,· 

l'IG. 1-1. MECANISMOS DE ACClON DE HOI!!ONAS QUE ACTUAN A NIVEL 

DE LA MEMBRANA PLASMATICA. ( 3,4) 
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AGENTES A ESTUDIAR: 

.l'OXINA PBR'?USSIS 

La toxina pertussio es una protei12a producida por ~

!!.!!! l!ertuasil?_, el microorganismo causante de la toateri.na. 

Bata toxina ejerce una variedad de resp~eetae que incluyen 

la inducción de linfooitooie, la aen.eib111zaci6n de loa ani

males a etectoa de bistamina, la est1mulaci6n de la secreción 

de insulina y la estimulaoi6n de la lip611oia en adipocitoe 

de rata. Por esto mi8111o, ee le han dado nombre.a diferentes· a 

esta toxina, tales comor 

1) Factor promotor de linfocitoeia. 

2) Proteína activadora de loo islotes. 

3) Paotor sensibilizante a bietamina. 

4) Pertueeigeno. 

5) Toxina pertussie. 

Además de estas acciones la toxina pertusaia actúa como 

una. hemaglutinina y sine como un inmun6geno importante para 

la protección de ratones al ser retados con Bordetella pertu.! 

eia. 

La toxina pertuaaia ea una proteina oligomérica; comta 

de 6 eubunidadea denominadas Sl, S2, S3, S5 1 dos aubunidadea 

B4, las que se han logrado separar media.ntG electrot'oreaia 

bidilllenoional. La aubunidad Sl parece ser la que posee aoti"Y!, 

dad de .ll>P-riboeil transi'erasa, aoi como actiYidad de JfAD-«l! 

oohidrolaaa. La toxina pertuaais demueatre. la capacidad de -

oatalizar eapecitioamente la ADP-riboailaci6n de un componen-
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te de la membrana (Mr = 41 000). 

Loe análisis del componente Sl mediante electroforesie 

en geles de polincrilamida-SDS, en presencia y ausencia de 

agentes reductores indican la presencia de clisulfuroa inter

nos en esta subunidad, Otras exotoxina.a bacterianas tamb1.én 

requieren la reducci6n de diaulfuroa para presentar. lo. acti

vidad de ADP-riboeil transferasa; este fenómeno ha sido obaer 

vado para las toxinas diftérica y del cólera. (6,7) 

La toxina pertussie es, al igual que la toxina del Cóle

ra, una proteína con la estructura A-B, en la cual un oligó

mero B se une a receptores particulares en la superficie de 

la célula blanco para permitir que el prot6mér'O A. Bl'i insert~ 

gradual.mente en la membrana celular, donde este componente 

activo de la toxina cataliza la transferencia de AD1:'-·r:l.bo1.1a 

del NAD citos611co a una proteína especifica d(') la m~mbmna. 

Bl tiempo o fase lag definido observado que invariablementa 

precede a la aparición de la acci6n de la toxina ..i;rnrtusais 

en células intactas se debe a este acceso gradual del compo.-

nente activo a su sitio de acción. 

La toxina pertuseis resulta efectiva en causar la p{tnJ.! 

da característica de ciertas respuestas celulares mediada.a 

por receptores. La estimulación de receptol'lila oc2-adranérg!

coe en c6lulas de islotes de rata, receptores c0Unérg~.tll.'l1',: 

muscarinicoe y receptores para. adenosina an célw.r~s ce.rdiacao 

de rata, y reoeptorea opiáceos. 0(2-adrenérgicoa y muecarini

coe en células h!bridas de Nouroblaetom~liOllltl.~ rH1üi~a. 1m 

una inhibición de la adenilato ciclaaa '1 por t1Ant.•·· cm Max-c~

das disminuciones en su contenido de .AllP ciclico celular, (eB 

decir, son receptores inhibitorios). ( 8) Elites dieminuciowlB 

no son observables si lao ct!J.ulaa se incuban en contacto con 
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bajas concentraciones de la toxina pertueeia. Bato muestre. 

que ·1a inhibición mediada por receptores de la adenilato ci

clas& es revertida por tratamiento de las o6lulae con la tox! 

na pertuasie. su adminietración a hameters produce una dismi

nución marcada en la eensibilidad de eue adipooitoe a aminas 

CK2-adren6rgicae, proetaglandina B2f ácido nicotinico y fenil 

ieopropil adenosina. !odoe eetos Q8entee normalmente inhiben 

a la adenilato cicla~a en adipocitos de hemster a trav's de 

procesos dependientes de GTP mediados por receptores. Por el 

contrario, la acción de loe agentes que activan a la adenila

to ciclaea no está disminuida sino aumentada. (9,10) 

La toxina pertuesie catalima la transferencia de la fra! 

ci6n ADP-riboea del !AD del citoplasma a una proteína de Ir 

• 41 000 en membranas. Bete p6ptido de Jlr • 41 000 parece ser 

una de las proteínas que unen guanin-nucle6tidos, '1 sin emba_!: 

go, resulta ser distinta a loe p6ptidoa que son loa substra

tos de ADP-ribosilaci6n ailllilares catalizadoa por la toxina 

del cólera, reflejando una marcada diferencia entra la toxina 

pertussie y la toxina del cólera en sus acciones en el siste

ma adenilato ciclasa en la membrana. Ultimamente, ee ha demo! 

trado que eete p4ptido de l(r • 41 000 que sirve como substra

to de la ADP-riboeilac16n catalizada por la toxina pertuaeia 

es una de las eubunidadee de la proteína reguladora de guanín 

nucleótidoe (1'1) que est' inTolucrada en la inhibici6n de la 

ciclaoa. Asi, la toxina pertusais interfiere con las !Unciones 

de Mi desacoplando la comunicación mediada por ella entre loo 

receptoree inhibitorios 1 la unidad catalítica de la cicla.ea. 

(11). 

Por lo anteriormente expueeto, la toxina pertueeis pare

ce ser un arma prometedora para ea·tudiar los mecaniemos mole-
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culares involucra.dos en la reeulación de la adenilato ciola

ea por hormonas y neurotransmisores. 

ADEHOSINA 

La adenoeina es un nucle6éido de p11r1.na; puede ser tan . 

importante como las hormonas en la regulación de la adenila

to ciolaea. De hecho, parece eer un regulador endógeno parti

cularmente importante de la adenilato ciclaea en cerebro, m11.!!. 

culo liso 1 adipocitoe principalmente. 

La adenosina es transportada a las c6lulae por difusión 

facilitada. Puede ser sintetizada por las c6lul.ao a partir de 

la deafoeforilaci6n de AIP catalizada por foetatasas o una 

5 1-nucleotidaea especifica, o tamb16n de la de«radaci6n de 

S-adenoeilhomocieteina por la S-adenoeil homocietein hidrolaea. 

Puede ser remoTida de las c6lulas por su liberac16n al 

fluido extracelular por sintesis de nucle6tidos de ade1U.na., o 

por degradación de productos final.es de purinao. La adenoeina 

·•a actiYWDente degradada a inoai»a por la enzima adenosixia de!. 

min&11a3 la remoción de adenosina puede ocurrir también a tra

Y6s de su conTersi6n a nucle6sidoa d~ monotoa!ato en una rea~ 

.c16n cataliaada por adenosina cinasa. !amb16n eo posible que 

la adenoaina sea remoYida por una !oefor611sis :N>Veretible di

recta A adenina. Se sabe que ciertos tejidos, COIUO miocardio 

1 tejido adiposo son capaces de libe1-ar adenosi~a. 

luchas propiedades biol6g1cas de adenosina han eido id$~ 

titicadaei es t6xica para c6lulas de aamiferos y bacteria.nas, 

1 eu presencia eetá asociada con la inhibición de la rt1apuee

ta imune, Yaeod1lataci6n coronaria, neurotra.n8111:1.ai6n :nJtal'-

9 
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dada, 1nhib1ci6n o estimulaci6n de la secreción de ho:nnonas y 

cambios on el metabolismo do varios tejidoa. La adenoeina pr~ 

duce varios efectoe bioquímicos incluyendo la activación di

recta de la adenilato ciclaea, la inhibición de la biosínte

sie de pirimidinas, y la diominuci6n de la síntesis del foBf,2! 

rihoeil pirofoefato (PR-riboeil P). 

La adenosina es tóxica a una amplia variedad de o~lulas. 

Como se sabe que loe niveles muy elevados de AMP oiclico inh! 

ben a la reepueeta inmune así como a la inmunocitolieis, se 

ha propuesto que la acumulación de AMP ciclioo puede interve

nir en loe efectos inmunoeupreeores y la toxicidad de adenoe! 

na. También se piensa que la toxicidad sea el resultado de 

una elevación de los niveles de ATP, la cual inhiba la fo.nna

c16n de UTP• (12) 

La adeno•ina juega un papel muy significativo como un m~ 

dulador endógeno de la acumulaci6n de AIP ciclico 1 la lip6-

lisis en adipocitoe aislados. se asume que loe efectos de ad! 

noeina son mediados por la interacción con un receptor prese~ 

te en la membrana plasmática de las células. 

Se encontró que la adenoeina asi como sus análogos ~·~ 

tan la concentración de AJfP cíclico por estimulaci6n de la ª! 
tividad de la adenilato ciclasa en varios te~idos tales como 

cerebro, c6lulae de neuroblaetoma de ratón, células de miooa! 

diop o6lulae adrenale• 1 c'lulas tumorales de Leydig. De he

cho ee vi6 que en eotoe tejidos la adenoeina estimula a la 

adenilato ciclasa a bajaa concentraciones (0.01 - 20)1S)· mie! 

tras que altas concentraciones ()100 p.1) inhiben la activi

dad de la adenilato oiclaea. 
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En Tarioe eietemaa &l ,.fecto dl'l la adenosi11a en la. adon3; 

lato ciclaaa parece aer únic!llllente inhibito:rio siendo ésto r! 

portado en oorteEa renal, hígado y principalmente en tejido 

adiposo. (13) 

Dole en 1961 (14) reportó qml la adtinosina y otrou nu

cle6sidos conteniendo adenoaina inhibí~ le lipólioio eotimul,! 

da por ho:nnonas en tejido adiposo, Pouterio.nnente esto repor 

te fue oonfi.nnado y extendido he.ata incluir la inhibición de 

la acumulac16n del AJ!P cíclico estimulada por honnonas. Lon

doa, Cooper y Wolf (15) obeenaron en un estudio fa:nnacológ! 

co que existen tres tipos de receptores para adenosina, 0vi

denciándol os mediante diferentes análogos de este nucle6sidoa 

i) El sitio "P", con una estricta especificidad estructural 

respecto del anillo de purina de la molécula. Este sitio "P1·1 

se postula que está localizado en la cara intracelular de la 

membrana plasmática, y media algunos efectos inhibitorios de 

la adenilato ciclaaa. 

ii) Dos subclases de receptoz·es externoo para adonosina, los 

cuales poseen una especificidad estruotural pa.ro. la riboaª" 

de la molácula, y que por lo tanto se lea llama oitioe "R"'• 

thla de estas subclases media la act1Taoi6n de la adeniJ.ato 

ciclaaa (.Ra), mientras que la otra oubclaae media la 1nhibi

ci6n (Rl). Estas eubclaeee de i~oeptores han eido elucid~das 

empleando agonistas de adenosina selectivos. 

Pa.in y Malbon s~irieron que los aition "TI" l'IO!• los que 

median loe e:t'ectoe tisiol6gicos de adenoeina; en contruatc, el. 

sitio "P" parece ser un sitio para r•ucla6tidoa do e.doni:t•"' o 

de&oxiadenosina 1 requiere mayores aoncentracionon de CM1.e1:u,.-



eillD. o los deaoxianálogos. (13) 

En el aitio "P" ea requiere que el aruUo&o de adenoeina 

posea el anillo de purina intacto pa2'!1 que ha,ya efecto, pero 

se pueden hacer modificaciones de la parte que contiene a la 

ribosa; estas mocU:f'icacionee generalmente aumentan la poten

cia del análogo. Do ~etoe el mas potente es la 21 ,5 1-didoeoxi 

adenoeina. 

Loe ei tios "R" requieren que la porción de ribosa de la 

molécula permaneEca intacta, por lo que las alteraciones a 

la misma pueden introducirse en el anillo de purinaJ de estos 

análo&oa Cooper y colaboradores encontraron que la R6-fenil 

ieopropil adenoeina (PIA) es especifica para el sitio. 11 R1. 11 , 1 

la;• ft!.etil carboxamida adenosina (RBOA) ee especifica para 

el sitio 11 .Ra•. (15) 

Estudios anteriores indicaban la existencia de sólo dos 

de estos tres tipos de receptores para adenoaina on células 

adiposae: el sitio "P' 1 el sitio "Bi•, loa cuales median los 

efectos inhibitorios de la adenilato ciclasa. Hoeotroe en es~. 

te estudio demostramos la presencia del sitio "Ha" en adipo

citoe, adem's de los otros dos sitios ya mencionados. 

INSULINA 

La insulina es una hormona proteica producida. en las c! 

lulas ~ de loe islotes de Lan«erhans del páncreas. La mol! 

cula. consisto de dos cadenas peptidioas oonectadao por puen

tee dieulfuro. 'l'ambi6n hf11 un puente intradieul.furo en la º! 
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dena A· La molécula de insulina posee una porción no polnr y 

todos loe residuos polares están contenidos en la eet.:ntctura. 

superficial. Cualquier modi!icaci6n de la insulina qua alte

re su eet.ructura tridimenaional resulta en una. pérdida marc~ 

da de su actividad biológica. 
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En general, la insulina promueve las funciones armb6li

cas asi como disminuye la velocidad de las vias de&radativas. 

La insulina aumenta el transporte de glucosa al interior do la 

c6lula adiposa, de hecho, este es uno de loe pasos limitantes 

de la Yelocidad del metabolismo de glucosa en el adipocit.c. 

Tambi6n aumenta la velocidad de la gluc6lieis y aumenta la V! 

locidad de la eeterificaci6n4 esto es particuJ.annente impor

tante en el control de la movilización de ácidoa ~raaoa. So 

sabe que la insulina aumenta la Yelocidad de la. eirttoeia de 

triglicáridoe ya sea a partir de glucosa o de acetato. 

La via de acetil-CoA a acil-CoA, asi como lu vía glico

li tica son estimuladas por insulina, la que t811.lbián promuove 

un aumento en la Yolooidad de la rle. do la.e pentoeae !oefa~o, 

siendo esta vía la responsable de la gonera.ci6n de gran parte 

del poder reductor (NADPH) necesario para la s:!nteeia de áoi~· 

dos grasos. 

La insulina ea lo. honnona antilipolitioa. por o:r.nelancia. 

Se sabe que disminuye la 'tl'eloeidad ti.e liberación d<1 El.nidos 

grasos y glicerol del tejido Rdiposo; también inc1·~1m.·~nki. lr~ 

actividad de la lipoprotein lipt>.aa y ccnsacutlnt<!1;.:<:':Yt:~1 f\;¡cU..!-. 

te. la. toma de tri~icár:i.dos del plaama. (16) 

So piensa que las accionnfll de irwuliva. ae :l.nü~ü;,;·1 cuari~· 

do la hormona se une a. un receptor en la mambrru'l.B. plaam{vtica. 



Inmediatamente el receptor se encapsula y subeecuente

mente ee interna.li~a en fonna de veeiculas por un proceso 

energético. ( 1'7) 

14 

No se ha lo~ra.do dilucidar aún el mecanismo a través del 

cual actúa la insulina; recientemente (18) se ha demostrado 

que la insulina provoca un aumento en las concentraciones de 

ácido fosfatidico y fosfoinositidoa en tejido adiposo. !ambién 

se ha sugerido que la insulina pueda producir uno o varios se

gundos mensajeros; se piensa que pudiera ser un p6ptido y que 

regulara la actividad de fos!ataeas y cinasae, lo que afecta

r.la una gran variedad de procesos alterando el estado do fos

forilaci6n de proteínas blanco, sin embargo, h8JI' serias ano

malias en contra de esta hipótesis. (19) 

se ha visto que la insulina activa a una fosfodiesteraaa 

de alta afinidad por el jJ!tP ciclico asociada a la membrana 

plasmática de hepatocitos. En tejido adiposo, la eatimulaci6n 

por la insulina de la fosfodieaterasa y una subsecuente dism!_ 

nuci6n en las concentraciones de AXP cíclico se han propuesto 

Pare explicar los efectos de la insulina pero 'sto '1l:timo no 

ha sido demostrado en su totalidad, ya que hay reportes en lm 

que se muestra que la insulina no tiene efecto o inclusive ª.!! 

menta los niveles de AJIP ciclico en músculo o adipocitoe, mie,!l_ 

tras que actiTa a la glucógeno eintotasa en mdaculo o inhibo 

la lip6liais en el adipocito. 

Houalar recientemente (20) propueo que una especie de 

pr.oteina re~adora. de guanín nucle6tidos pudiera mediar el 

efecto de la inaulina aobre la cinaaa de la membrana plaem!t! 

ca '1 aobre la fosfodieeteraaa~ pudiendo se·r de la. misma Dat\loil 

ru.lHa (\e las proteínas reguladoras Ne '1 Ni.; sin embargo, es 



poco probable que Ni eea. idéntica e eote oupueete. proteína 

reguladora involucrada en la acción de la ineulina. 

15 



2. OBJETIVOS DEL PRESENTE ESTUDIO. 

i) Uno de loo objetivos fue el estudio de los efectos •insu

lin-like• de adenoeina, explorando ei había una potenciación 

en loe efectos de insulina inducida por adeno~ina, ya que ee 

encontraron reportee de Joost 1 Steinfelder (21) en el B&nt! 

do de que la adenoeina es capaz de modificar los efectos de 

la insulina en el metabolismo de loe adipocitoe seneibiliSB!! 

do las c6lulas a la acción de la ho1111ona. 

ii) Confi:nnando los estudios de nuestro laboratorio (22), 

Xather, Aktories, Schuls y Jakoba reportaron que la acción 

antilipolitica de insulina no e6lo era preeenada, sino aume~ 

tada en c6lulae de ratas tratadas con la toxina pertuaeie, lo 

cual resultaba muy interesante en Ti.eta del hecho de que no 

oe conoce todavía el mecanismo de acción de la il')Bulina 1 hay' 

controversia en cuanto a su efecto sobre los niveles de AMP 

ciclioo en adipocitos aislados. Estos efectos pudieran :resul

tar de un &WDento en la actiTidad de la fosfodieeteraea de 

AIP ciolico aensible a. insulina o podrla estar relacionado a 

un efecto inhibitorio de la insulina sobre la actividad de la 

adenilato ciclaea. (23, 24) 

Houslfl1' propuso que una especie especifica de proteina 

· reguladora de guanín nucle6tidoe pudiera mediar el efecto de 

insulina sobre la cinasa de la membrana plasmática 1 sobre la 

fosfodielrterasa, obsel"t'ando sin embargo que la toxina pertue

ai~ aunque bloquea la aco16n de Ni, no bloquea la activac16n 

16 



de la fosfodieeteraea por insulina. (20) 

Por todo lo anterior, se decidió comprobar si roaJ.mente 

el efecto de insulina era aumentado en ~élulae ds rataa tra

tadas con to:xiria. pertuesie como un esfuerzo para. colaborar en 

la comprensión de loe mecanismos de acción de dicha hormona.. 

:1.ii) otro ob~etiTo su:rgi6 a medida que se aTanzó en el estu

dio, 1 que se planteó en base a loe resultados obtenidos oo

bre lip6lisie. Este objetivo fue el de determinar en células 

tratadas con la toxina pertussia los sientes inhibidoree de la 

oiclaaa que pudieran estimular a la misma adenilato ciclaeat 

implicando un probable acoplamiento con Re al estar bloqueada. 

la subunidad reguladora Ki. Como hip6tesie' alterna, oe euger.fe. 

la posibilidad de que hubiera recepto.res Ra para adonosina pr.!_ 

e entes en c6lulae adiposas, hecho que no se habia reportado 

antes para este tipo de células. 

17 



). MATERIALES Y IE!ODOS. 

SUBl'UNCIAS. 

Las substancias ut11111adae se obtuvieron de los ei~en

tee laboratorioas Insulina·de Lilly; Adenoeina y Adenoeina dea 

minaea de Signa, ( 14c]-«lucoea y [3H]-AMPc de New Jnlland Nu: 
clear, Hidróxido de Hiamina de AJnersham, Cola«enaaa y Albdmi

na a&rioa borina (fracción V) de worthiri&ton 1 A:nnour reepeo

ti vamente, 1'6 -fenil ieopropil adenoeina ( PIA) de Boehringer 

bnhei.n, 5 1ft-etil carboxam.ida adenoeina (NBCA)·de B;rJc-Gulden 

PbarmameuUoa, Proetaglandina ~ ( PGB2) 1 Bpinefrina de SiDSa' 

2 '5 •-41deoxiadenoeina ( DDA) de pr, Bioohemicale, . La toxina pe!'

tu.seia fue purificada de concentrados de vacuna pertuseis·pro

poroionados por el Imtituto Racional de Higiene de 16xico, 

AlfllJALBS, 

Se usaron ·rataa macho de la ra11a listar de 250 - 300 ,, 

aliaentadu ~ libiWll con alillento para ratas Purina. 

Alguno• aniaalea tueron 1111ec•ados oon toxina pertussie 

( • 10 P« por 100 g) intraperi tonealmente 3 d{ae antes de ser 

eacrificados, · 

AISLAJrIBlfTO DB ADIPOCITOS. 
Las ratas fueron muertas por anestesia con clorotonao, ' .. : 

extJ'a16ndose·el ·~e~ido del panioulo adipoeo del epididillo 1 

4el panículo perirrenal. Acto seguido, se traiment6 el te~ido 
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con tijeras y se incubó en Krebe-ringor bicarbonato con albú

mina al 3% conteniendo 1 mg/ml de colagenaaa, por apx·oximada

mente media hora u 37ºC, en un baño con agitación, do acuerdo 

al mátodo de Rodbell (25). 

Al t~:nnino de la digestión, las células se filtraron a 

traT'8 de una malla de n¡lon y se lavaron 2 veces con el buf

fer centrif~ando 15" a baja Telocidad en una centri~a clí

nica. 

PAIWTE'!ROS IE'.rABOLICOS. 

Para los parámetros metabólicos estudiados se incubaron 

l ml de suspensión de célulae con las hormonas y loe 111;entes 

a estudiar en medio Kraba-ltin«er bicarbonato en atmósfera de 

95~ oxi¡eno 5~ co2 en tubos de plilatico tapados, en un batto 

con agitación constante a 37ºC por 60 minutos. Las células 

ae ajustaron a una concentración de 1111 2xio5 células. La 

incubación ae te:nninó colocando la suspensión en agua helada. 

i) Incorporación de [14c]-Gluooea a lipidoe total.es. 

Laa c~lulaa se incubaron en tubos de plástico tapadoa, 

en medio lreba-Ringer bicarbonato con albWnina al 3~, euple

•entad.o oon ~lucosa fria 0.1 1111 y (14c]-~lucoea 1 pCi/ml. 

A la 11u11penai6n de o6lulas ae et;regan 2 ml de metanol 

abeoluto 1 4 ml de cloro!ormo; ae mezclan loa tubos, ee a.gr! 

gan 3 ml de buffer dfJ toafatos 100 mU ( pH = 6), ee ~i tW'l lotl 

tuboo y se contrif'ugm. 

Se descartá la. faae superior (acuo11a) por aspiración y 

so repite eil proceso con la parte interior; s1~ ri:~tim con cu!_ 

dado la pasta de proteína.a precip;.tadaa, y ee transfiere l.11 

:f'aeo inferior a vial.ea. en loe cuales se dejan eYaporar la11 
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muestras toda la noche y se a!rega posteriormente liquido de 

centelleo para ol conteo de radiactividad. 

ii} Producción de 14 CO? ( Oxida.ci6n de l4 C-!lucosa) • .. 
Las c~lulae eo incubaron en medio Krebs-Rint;er bicarbo~ 

to con albúmina al 3~P suplementado con glucosa !ria O.l mil 

y[14~glucoea 1 pCi/ml. Se emplearon tapones eepeciÍil.es·con

teniendo un pocito aereo para colocar un pequeffo tubo conte

niendo 75 µl. de hidróxido de hiamina con el objeto de captar 

el co2 libera.do del medio de incubación. 

Al t6:rmino de la incubación, oe Q!;reg6• 0.2 ·mi de 82so
4 

5R a cada tubo sellado 1 ee incubó una hora.a 37-C con agi

taci6n. Al t6rmino de 6sto loa tubos con hiamina ee tranati

rie ron a Yialea, a«re«'ndolea liquido de 'centelleo. 

iii) Lip6lisis. 

Las c6lulas se incubaron en medio Krebs-Rina•r bicarbo

nato con albómina al 3~, sin glucosa, por 60 minutos. Como 

indice de lipólieis se determinó la cantidad de ácidos grasos 

librea de acuerdo al •'todo propuesto por KovtUc (26). 

iY) AIP cíclico. · 

Las c6lulas H incubaron durante 10 minutos en medio 

Krebe-R!n«er fosfato, parándose la reacción con HOl; poste

riormente se hirvió un minuto la suspensión, ae dej6 enfriar 

y se neutraliE6 con NaOR. La cuantificaci6n de AHP ciclico se 

hace por el mátodo de Gilman (27). 
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ESTADISTICA: 
tos resultados ee expresan como la medta ! error stan

dard de entre 4 y 6 determinaciones por duplicado empleando 

diferentes preparacionee de c~lulae en cada caso. 
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4. RESULTADOS 

Se midió J.a incorporación de (14c}glucosa a lipidos t~ 
tales estimulada por diferentes concentraciones de insulina, 

en presencia de adenoeina deamine.aa (0.5 p«/ml} para obee~ 

var el efecto neto de insulina, o en presencia de adenosina 
-6 10 1 con objeto de ver si habia alguna potenciación en el 

efecto de insulina inducida por adenosina, ya que Jooet 1 

.steinfelder (21) habie.n reportado que la adenosina es capaz 

de modificar loe efectos de la insulina en el metabolismo de 

los adipocitos sensibilizando las c&lulaa a la acción de la 

honnona. ,. 
Bn la figura 4-1 se observa que tanto en adipocitos de 

ratas controles como de ratas tratadas con la .toxina, la cur 
-6 -

Ya dosis-respuesta para insulina mas adenosina 10 1 se en•··. 

cuentra ligeramente desplazada hacia la izquierda con res

p.ecto de la curra de insulina mas adenosina deaminasa, lo que 

indica un aqor efecto, ain embargo no se puede hablar de una 

potenciación del efecto por adenosina 1a que ambas curvas no 

parten del mismo valor basal, siendo mayor el baaal encontra-
-6 do para adenoeina 10 • dla. 

Se hizo una curYa doaia-r.spaeeta a adenosina en adipo

ci tos de ratas controlea 1 de rata.e tratada& con la toxina 

(Pi«• 4-2). In loe adipocitos de ratas controles se observa 

un claro efecto de -4enoaina obten16ndose alrededor de 250 ~ 

de efecto IÚ.XiJllos en adipocitoe de ratas tratadas con la tox!,. 
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Loe adipooitoe se incubaron por 60 min. en presencia de 
-6 

Adenoeina deaminaea 0.5 ~/ml (e) 6 de adenoeina 10 1 (O). 
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na. 4-2. IPBC!O DB ADDOSilfA SOBHB LA IlfCOHPORACION DI 14c
GLUOOSA A LIPIDOS 11' ADIPOOITOS DB RATAS COK!ROL Y RATAS TIU.~ 

!AD.AS COK LA !OIIRA PBH!USSIS. 
I 

Se incubaron por 60 llin. los adipocitoa de ratas control 

( • ) o tratadas con toxina pertueeie ( O ) • 



na caei no hay eetimulaci6n y 6eta es caei completamente in

hibida a la dosis máxima probada (lo-4a;. 

Además, ea interesante observar que si tomamos en cuen

ta como valor -asal el ~ de adenoeina endógena (cuantificada 

en base a un con~rol con adenoeina deaminasa) se comprueba 

que el valor basal de eintesis de lipidoe varia muy poco, 

siendo eeta sinteeie casi complet8111ento bloqueada por efecto 

de la riboailac16n de la subunidad reguladora 1'i producida 

por la toxina pertuesie. 

Como segundo parámetro metabólico a estudiar se midió la 

producción de 14co2 a partir de(14C3-glucosa estimulada por 

la insulina, en presencia de adenosina deeminasa (0.5 ~/ml) 
-6 o de adonoeina 10 1 (Pig. 4-3). 

se obser'ta tambi6n un desplazamiento hacia la isquierda 
-6 de la curva correspondiente a insulina aae adenosina 10 1 

en adipooitoa de ratas controles y tratadas con toxina, con 

respecto de la cuna de insulina mas adenosina deaminasa. 

también en este caeo loe valoree basales correspondientes a 

la priaera curYa (que corresponden a c6lulns mas adenosina 
-6 10 •>• se encuentran por encilla de los basales que corres-

ponden al 100" 1 que son de c6lulas incubadas con adenosina 

deaminaea "11c81lente; por ello, no se puede hablar claramente 

de una pohnciación del efecto de insulina inducida por rulen~ 

aina. 

Mimiao, en adipoci toe de ratas tratadas con la toxina 

las curvas doeia-respueeta para insulina mas adonoeina e in

sulina mas a4enosina deeminasa se encuentran mán aplanadas, ~~ 

indioando una ligera disminución del efecto por consecuencia 

de la acción de la toxina pertuesis en ambos casos. 

25 



26 

CONTROL PERTUSSIS 

400 
_, 
<( 
CJ) 
<( 
CD _, 
w o 

300 
! 

N o 
(.) 

!: 

w o 
z o 
o 
(.) 
:::> 
o o 
a: 
a. 

100 ' " 
13 11 9 13 11 9 

-LOG [INSULINA] M 

nG. 4-J. BPECTO D! IftSULINA Y AD!NOSift'A SOBRB LA PRODUCCION 

DE 14co
2 

'{ D ADIPOCITOS DE RATAS CO!f!ROL Y RAUS !RA'HDAS CON' 

!OXI~A PBR!USSIS. 

Loa adipocitoo a• incubaron 60 min. en presencia di ade 

nosina deaminasa (O. 5;&/al) ( • ) o adenoeina 10-6• · ( O ) • -



Para comprobar la acción do la toxina pertuesia ae hi

cieron curvas dosis-respuesta a adenosina. Bn adipocitos de 

ratas controles ee observa un claro efecto de adenoaina, 11! 

gando a un valor de 300~ por arriba del basal la producci6n 

de co2 (l'ig. 4-4), en cambio, en adipocitos de ratas tratadas 

con la toxina se observa primero una ligera disminución y des 

pués el retorno a valoree similares al basal de adenoaina en

dógena, quedando siempre por encima del valor basal con ade

noeina deaminasa. 

27 

se midi6 el indice de lipóliais como otro parállletro a 

estudiar, en base a la cantidad de 'cidoe grasos libres (en 

u!q/106 c6lulas). En ctSlulas de ratas controles la cantidad 

basal dt ácidos grasos librea es muy pequef1a (0.80 uBq/106 

c6lulas) por lo que no ae pod!a detec,ar la actividad antil! 

política de insulina por el método d~ Nová.k; al probar insu

lina mas adeno1ina deaminaaa pudimos detectar un aumento en 

la cantidad de ácidos grasos libres (2.60 u»¡/lo6o6lulaa) 1 • 

consecuentemente se pudo obtener una curva dosis-respuesta, 

observándose la inhibición de la lipólieia por insulina. DJto 

podría e11«erir una potenciación del efecto antilipolitico de 

lnsulina por acción de la adenosina endógena, la cual ea coll! 

tantemente liberada por ¡os adipocitos (Pi«• 4-5). 

In ratas tratadas con la toxina partuaais se ha :reporta

do por el laboratorio (28) un aumento en la lipólisio basal, 

lo cual tue básicamente confi.nnado en este estudio, oboerv~ 

dose un aumento de 2.34 veces el valor basal de ácidos grasos 

libres en adipocitos de ratas tratadaa con la toxina (renpec

to de adipocito1 de ratas controles) en presencia de adeno-

( e tabla 4-1) 
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PIG. 4-4. EP!C!O DB ADENOSINA SOBRB LA PRODtJCCIOlf D! 14co2 • ! 

ADIPOCITOS DE BA.!AS CONTROL Y RATAS TBA!ADAS CON TOXINA PER'l',2! 

SIS. 
Se incubaron adipoci tos de ratae control ( • ) o raba 

tratadas con toxina periuasis ( O ) • 
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na. 4-5· IP!C!O D! INSULINA. SOBRB LA LIPOLISIS BN ADIPOCITOS 

DB HAUS COftTROL Y RATAS TRATADAS CON TOnNA PEm!USSIS. 
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Los adippcitos se incubaron en presencia de adenosina de! 

minaaa 0.5 )1«/•1 de ratas control ( • ) o ratas tratadas con 

toxina pertusais ( [I ). 



eina deaminasa, y de 12.87 veces ein adenoaina deaminaea. 
-6 se dec1di6 ee'timular la lip6lieia con epinefrina 10 1 

en adipocitoe de ratas controles con objeto de hacer más faE_ 

tible la observación de loe efectos antilipoliticoe de loe 

~entes probados~ Aei, se observa en la figura 4-6, una re

ducci6n de la lip6lisie similar probando insulina mas epine-
-6 . -6 trina 10 • e inaulina mas adenosina 10 1 mas epinefrina 

10-61; aqu! practicamente no se observa ningdn aumento del 

efecto por adenoeina, probablemente por estar estimulada la 

lip6lieie al máximo. 

In adipooitos de· ratas tratadas con la toxina se observa 

un efecto antilipol:itico •imilar en doeis-reepueetaa a.inau-
. -6 

lina 1 a insulina mas adenoeina mas adenoeina 10 •·, donde 

tampoco se Jlllede observar potenoiac16n del efecto de adeno

Bina por insulina. Adeaú, ae ob1erva que las dos gráficas 

son similarea, por lo que no h81' p:nlcticamente efecto por la 

toxina pertuaeie. 

In cunas doai11-:re1puesta a adenoaina, se observa en !',! 

tas control un claro efecto antilipol!tico de adenoeina, sie,e 

do 6ste mucho aenor en adipocitoa de ratas tratadas con la 

toxina (111• 4-7)• 

De t1to1 dlt:laoa Htudioa aurg16 un dato 11uy interesan

ttf en ratae controle• el valor basal de 4cidos graaoa libree 

aumenta en presencia de aclenoaina deaminaaa, por degradación 

de la adenosina endógena, 1 •• eaperaba que en adipocitoa de 

ratas tratada& con la toxina no hubiHe efecto pero sorp:ren

dente•ente se encontró que el valor baeal do Acidos gra101 

libre• •in adenoeina deaainaea (esto significa por acción de 

aclenoaina en46geaa) resultaba mucho aayor (1.7 vecem) al valor 
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na. 4-6. BPBC!O DB ADBNOSINA ! INSULIR'A SOBRE LA LIPOLISIS 
IR ADIPOCI'lOS DB RATAS CONTROL Y RATAS !RATADAS CON TOXINA 
PIR!USSIS. 

LO• adipocitoa ae incubaron 60 min. en preaencia de a4•
nolina deaminaaa 0.5 ')J«/al ( O ) o de adenoaina io-6• ( A. ) • 
In rata• oontrolea 1e eatimul6 la lipdliaia con epinofrina 
io-61. 
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... 
PIG. 4-7 • BPBCTO DB ADB'NOSINA SOBRE LA LIPOLISIS EN ADIPOCH~OS 

DB RATAS CONTROL Y IU.!AS !Ra.'UDAS CON TOXINA PER!USSIS. 

Las c6lulae se incubaron po• 60 min. siendo ( • ) adipo

ci toe de raiae control 1 ( O ) adipoci toe de ratas tratadaa 

con toxina pertueeis. 



basal mas adenoeina deaminasa; esto eugeria que la adenoeina 

en ratas tratadas pudiera estar teniendo una aotividad eeti

mulatoria de la lipólisie, al contrario de su acción inhibi

toria en ratas nonnalee (Tabla 4-1). 

Batos efectos de ad~nosina podían explicarse de dos ma

neras: 

i) una, que la activación de loe receptores Bi de adenoeina 

en loe adipocitoe de ratas tratadas con la toxina resultara 

en una estimulación de la adenilato ciclasa, probablemente 

por un acoplamiento con la eubunidad Ne regul.atoria al estar 

bloqueada 1'1. 

ii) otra, el que hubiera receptores Ra para adenosina prese~ 

tes en loe adipocitos. 

Se hi~ieron curvas dosis-respuesta con un anál.O!O de ade 

noaina, w6-ten11 isopropil adenoeina (PIA), el cual tiene la

Yenta~a de no ser hidrolizado por adenosina deaminasa, encon

trindoae que en células tratadas con la toxina, PIA eetimul! 

ba la lipóliais, siendo que en células normales ésta era in

hibida por la misma PI.\ (Fig. ~8). 

Para investigar la primera posibilidad se prob6 la ac

ción de prostat;landina B2 (PGB2), el cual es un a&ente inhi

bidor ele la cicl1tsa y por lo tanto actúa a nivel de Ni. PG~ 

resultó incapaz de estimular ~l efecto lipolitioo que se ob

aerv6 con PIA en ratas tratadaa con la toxina (Table. 4-1). 

La segunda posibilidad se investig6 empleaudo un agoni! 

ta selectivo para receptores Ra : 5'N etil carboxamida aden.2, 

eina (RICA), encontrándose que este &«ente tambi6n era capat 

de estimular la lip61ieis, 1 aun máe,reaultaba más potente 

33 
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TABLA 4 - 1,, 

BPECTO DE ADENOSINA DBAMINASAt PENID-ISOPBOPIL ADENOSINA ( PIA)j 

Y PROSTAGLANDINA ! 2 (PGE2) SOBRE LA LIPOLISIS EN ADIPOCITOS DE 

RATA~ CONTROL Y TRATADAS CON TOXINA PBRTUSSIS. 

Basal 

Adenosina Deaminasa 
(1 U&/ml) 
Adenosina Deaminaea 
+ PlA 1 pi{ 

Adenosina Deaminasa 
+ POE2 10 '111 

1fD - no determinado. 

6 Ac. grasos libres (ulk¡/10 cUulas) 

control Pertueeie 

o.so + 0.05 10.30 + 0.50 

2.60 ! 0.30 6.10 ! 0.40 

0.95 ! 0.10 9.70 ! 0.30 

ID 6.50 ! 0.50 

Loe adipocitoe ae incubaron por 60 min. ba~o las condici.2, 

nea deecrUae en lat· rialee 1 16todos. Los resultados se expi!_ 

aan como la aedia + 1.s. de al menos 8 deteminacionee usando 

diferentes preparaciones de c6lulae. 

que PIA para activar la lip61isia. En células de n.tae cont~ 

lee, se olxiel"f6 que PIA era m&a potente que KBCA para inhibir 

la lip6lieia. (Pil• 4•8) 
Reaul tado1 aimilarea ae obtuvieron al determinar loa ni

veles de AJIP ciclico en presencia de PIA 1 NBCA (Pig. 4-9) J 

en adipocitoa de ratas tratadas con la toxina RBCA y PIA re1'4, 

'\aron capacea d9 eatiaular loa niveles de AJ!P ciclico, siendo 

de igual modo RBOA mAa potente que PIA· Bn ratas controles 8!!. 
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na. 4-9. DBC!O DI AGOIIS!AS DB AD!lfOSilfA SOBRI LOS NIVXL!S 

DI AllP CICLIOO llf ADIPOCI!OS DI RA!AS CONTROL Y BA!AS · !RAU

DAS COlf !OXIIA PRRrUSSIS. 

Loa adipocitoa •• incubaron por 10 ain. en presencia de 

aclenosina deaminua l )Jl/111. a diferentes concentracionee de 

PIA ( O ) o JIBOA ( e ) • 

~6. 



boe PIA y NECA fueron capacee de disminuir loa nivelea basa

les de .AIP cíclico resultando PIA más potente que NECA para 

producir eate efecto. De todos estos resultados se deduce la 

existencia de receptores Ba para adenoeina en adipocitos. 

Como control se hicieron curvas dosis-respuesta a PIA 

en presencia de teoproterenol io-71, el cual ee un ~onieta 
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p -adren6rgico que estimula a la adenilato ciclasa, con la 

consiguiente elevación de AJ(P cíclico. Se observa que en ad! 
pocitoe de ratas tratadas con toxina pirtueeie la eetimulaci6n 

ee mayor que en adi.pocitoa de·;ratae controles (l'ig. 4-10) con 

timando reportee anteriores. Además, en estas oélulae se ob

eerva que PIA inhibe de manera dosis-dependiente la acumula

ción de AIP cíclico producida por ieoproterenol, siendo este 

efecto bloqueado por la toxina pertuseis. 

Se evidenció la presencia de receptores P para adenoeina 

por medio del ~onieta 215 1-dideoxiadenoeina (DDA), el cual 

ea eepeoifico para este tipo de receptores; DDA disminuyó le 

acumulación de AIP cíclico (lig. 4-11) producid& por ieopro

terenol 10-711 tanto en células de ratas tratadas con bxditm 

pertussie como en cálulae de ratas control evidenciando qu~ 

la habtlidad de DDA para inhibir a la adenilato ciolasa no es 

afectada por la toxina pertueei&. 
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l'IG. 4-10. Bl"BCTO DE !'ENIL ISOPROPIL AD EN OSI NA ( PIA) SOBRE 

LA ACUMULACION DE AMP CIULICO PRODUCIDA POR ISOPROTER.ENOL EN 

ADIPOCITOS DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA PER- · 

TUSSIS. 

J8 

Losaadipoci tos de rata.e control ( O ) 1 de ratas trata

das con toxina pertusaie ( e ) se incubaron 10 min. en preeen,. 

cia de adenooina deaminasa 1 p&/ml e isoproterenol io-71 • 
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1IG. 4-11. BPBCTO DB DIDBOXIADBNOSilU (DDA) SOBRE LA. ACtllOLA

CIOK DB AIP CICLICO PRODUCIDA POR ISBPRO!IHBNOL Rfl' ADIPOCI!OS 

DI HA!AS CORTBOLBS Y BA!AS !HATADAS CON TOXINA PBR'.rUSSIS. 
Se incubaron loa adipocitoe de ratas control ( O ) 1 dti 

ratas tratadas con toxina pertuaoio ( e ) por 10 min. en pro

eencia de adenoeina deaminaaa l pg/ml e ieoprotorenol l0-7K, · 
a diferentes concentraciones de DDA. 
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5. DISCUSION 

De loa tres parámetros en que ae estudi6 el efecto de la 

toxina pertueeie sobre la acción de insulina se obaerv6 que 

'ata modifica sólo de manera. parcial loe efectos de insulina. 

Tanto en la incorporación de glucosa a lipidoe totales eomo 

en la oxidaci6n de glucosa ae observa una disminución discre

ta del efecto sin quedar abolido sin embargo. Esto ea intere

sante ya que Aktoriee, Jakobs y colaboradores habían reporta

do que la acci6n antilipolitica de insulina era aumentada en 

c•1aias de ratas tratadas con ln toxina pertussis (2J). Noso

tros observamos que el efecto de insulina está discretamente 

disminuido al medir directamente la lip6lisie despu'e del ti:! 

tamiento con la toxina pertuaeis; la disminución de loe efec

tos que observamos pudieran deberae a la falta de acción tó

nica inhibitoria de Ni, y por lo tanto la probable influencia 

que pudiera ejercer sobre la adenilato ciclaaa seria neceaa

riamente a trav's de un mecanismo secundario de acci6n, 1 no 

por regulación inhibitoria de la ciclaea. 

!l. efecto de insulina ee ligeramente modificado o aumen

tado por adenoeina, aunque no se puede hablar claramente de 

una potenciación del efecto, ya que las gráficas parten de d! 

:terentes valorea baealn. 
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Se observa claI'8111ente que el efecto de adenoeina sobre· el 

metabolismo de lipidos es bloqueado por la toxina pertuaaie, 
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en la porción secundaria de la curva, pero queda un efecto de 

muy baja concentl'!loión de adenoeina. Loe valores basales en 

adipocitoe de ratas tratadas con toxina pertueeia tanto en 

incorporación de glucosa a lipidos totales, producción de co2 
(oxidación de glucosa) y lip6lisie que corresponden al efecto 

de adenosina endógena son mayores a loe valoree encontrados 

cuando se quita esta adenoeina endógena con adenoeina deamiJl! 

sa, por lo que, aunque ee bloquea la acción inhibitoria de 

adenosina por la toxina, persiste otra acción "tónica•, la 

cual probablemente est' mediada por loe receptores Ra para 

adenoeina, o bien, por acción metabólica. 

La toxina pertuseie desenmascara la presencia de otro r! 

captor a adenosina en los adipocitosr el receptor Ra. De he

cho, se observó que la toxina pertuseie afecta de un modo'di! 

tinto la acción de cada tipo de receptor: 

1) las acciones ~ediadas por Ra son mB«Jlificadas. 

11) las acciones mediadas por R1 non inhibidas. 

1ii) las acciones mediadas por P no eón afectadas. 

Se eab!a de la presencia de receptores Ri y P en loe ad! 

pocitoa (13)e con la toxina pertueeis pueden diferenciarse el! 

ramente 1a que al actuar está modificando covalentemente a Ri, 

que4ando bloqueada la acción a trav'a de Ri, el receptor P P! 

rece interaccionar directamente oon la adenilato ciclasa sobr! 

pasando a Hi, por lo que las accionea a trav's de este receJ>

tor no se modifican. Las acciones a trav's del :receptor Rll. 

no se hacen evidentes en c~lulae no.xmalea, tal vez debido a 

la predominancia de receptorea Ri en ellas, sin embargo, ei 

bloquear las acciones de Ri ae hacen presentes loe ofectou 

mediadoa por Ha. De hacho, es posible que la toxina pertuesia 



provoque al mismo tiempo un aumento en las acciones· de aden~ 

eina mediadas por los receptores Ra. 
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Summary 

Activation of rat adipocyte Ri-adenosin~ receptora by 

phenyl-isopropyl-adenosine resulted in decreased cyclic AMP levels 

and lipolysis; this effect was blocked in cells from pertussis 

toxin-treated rata, In contras t, the abili ty of 2 '5' dídeoxy··adenosine 

to decrease cyclic AMP levels was not af fected by pertussis toxin 

treatment. 

Addition of adenosine deaminase to the medium in which adipocytes 

from control animals were incubated resulted in activation of lipolysis. 

Interestingly adipocytes from toxin-treated rats (which had an already 

increased basal lipolysis) responded in an opposite fashion to the 

addition of adenosine deaminase, i.e. the enzyme decreased lipolysis, 

which auggested that adenosine might be increasing lipolysis in these 

cella, Studies with the selective agonists N-ethyl-carboxamide-adenosinc 

and phenyl-isopropyl-adenosine indicated that adenosine increases 

lipolysis and cyclic AMP accumulation in these cells and that these 

actions are mediated through Ra-adenosine receptora. 

Adenosine-mediated accumulation of cyclic AHP was also observed 

in cells pre-incubated with pertussis toxin (2 µg/ml) for 3 hours. 

In the'se studies N-ethyl-carboxamide-adenosine was 11lso more effoctive 

than phenyl-isopropyl-adenosine. The data suggest that the toxin 

"uru:iask" the action of Ra-adenosine receptora. The action of these 

receptora is not observed in cella from control aniina!H probably 

because of an enourmous preponderance of the action oí: Ri-odenosine 

receptora. 

Our resulta indicate that there are three types of adenosine 

receptora in fat cells whose actions are affected differently by 



pertussis toxin, i.e. Ri-mediated actions are abolished, Ra-mediated 

actions are enhanced and P-mediated actions are not affected. 

INTRODUCTION 

Dole (1) was the first to report that adenosine reduces the 

lipolytic effect of epinephrine in rat fat pads •• Later on, many other 

groups confirmed bis resulta and demonstrated that not only adenosine 

but also other related compounds (such as ATP, ADP, AMP, NAD, NADP, 

etc.) inhibited hormone-induced lipolysis in adipose tissue. 

A second significant advance in our understanding of adenosine 

action of fat cells was the finding by Schwabe and coworkers that this 

nucleoside is continuously released by adipocytes into the incubation 

medium in mnounts which inhibit cyclic AMP accumulation and lipolysis 

(2-4). This has been confirmed and extended by many other groups (5-8). 

Another important achievement was the study of the pharmacology 

of adenosine action by tondos and coworkers (9-11). These authors 

observed, using different adenosine analogs, that there are three 

types of adenosine receptora: A) P-sites with strict structural 

specificity with respect to the purine moiety of the molecule; these 

sites mediste inhibition of adenylate cyclase and are putatively 

located on the intracellular face of the plasma membrane and· B) two 

subclasses of externa! adenosine receptor& which have structural 

specificity for the ribose moiety of the molecule (thus, termed 

"R"-sites); one of these subclasses of receptors mediates activation 

of adenylate cyclase (Ra), whereas the other media tes inhibition (Ri)·. 

These receptor subclasses have been discriminated using selective 
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adenosine agonista (9-11). 

Current ideas indicate that only ti.ro of these three typP.s of 

adenosine receptora (P and Ri sites), both of which mediate 

inhibition of adenylate cyclase, are present in fat cella (12,13). 

We have performed a aystematic study of the actions of pertussis 

toxin on the effects of adenosine in fat cella and observed that 

pertussis toxin blocks the inhibition of cyclic AMP accumulation and 

lipolysis produced by phenyl-isopropyl-adenosine (PIA) 1 a selective 

Ri-agonist (14-16). This pertussis toxin-mediated reversa! of the 

endogenous inhibition of lipolysis by adenosine has been suggested as 

an in vitro assay for the toxin (17-19). The inhibition of cyclic AMP 

acc11111ulation in fat cella produced by DDA, a selective P-adenosine 

agonist, is not blocked by pertussis toxin (15). To our surprise, 

we observed some effects of adenosine on lipolysis and cyclic AHP 

acc11111ulation that could not be explained on the basis of our previous 

findings; these resulta are here presented and clearly indicate that 

fat cells contain the three types of adenosine receptora and that their 

actions are affected differently by pertussis toxin. 

MATERIALS AND METHODS 

PIA was obtained from Boehringer Manhein, DDA from PL Biochemicals 

and NECA was a generous gift by Byk-Gulden Pharmazeut.tka. Adenosine 

deaminase and PGE2 were from Sigma Chemical Co. Collagenase and bovine -~ 

serum albumin (fraction V) were obtained from Worthington and Armour 

respectively. [3H]Cyclic AMP was from New England Nuclear. Pertusais 
,,. 

toxin was purified from pertussis vaccine concentrates (generously 
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provided by the National lnstitutes of Hygiene of Mexico) as previously 

described (15,16) or by the method of Sekura !E. al (17). Both methods 

resulted in preparations with identical purity and potency but the 

later was simpler and fastcr. 

Male Wistar rats fed ad libitum were used. Pertussis toxin ----
(10 µg/100 g) was administered i.p. to the animals 3-6 days befare the 

experiment was performed. Adipocytes werc obtained by collagenase 

digestion of epididymal and perirenal fat pads (20). The pads were 

digested and the cella incubated in Krebs-Ringer-bicarbonate buffer 

supplemented with 3% bovine ser\DD albumin, pH 7.4 at 37°C under an 

atmosphere of 95% Of 5% co2• Incubations were in 1 ml of buffer at a 

cell density of ~2 x 105 cells/ml. The incubation were carried out 

for 10 minutes to determine cyclic AMP acc1.111ulation and for 60 minutes 

for free f atty acid release which was considered as an index of 

lipolysis, since under the conditions described (absence of glucose) 

no reesterification occurred (21). Cyclic AMP accumulation was 

determined by the method of Gilman (22) as modified by Brown et al 

(23). Free fatty acid were quantified by the method of Novak (24). 

In the experimenta presented in Fig. 5, isolated adipocytes were 

incubated for 3 hours in the absence or presence of pertussis toxin. 

After this pre-incubation the cella were washed and incubated· for 

10 min with the agents indicated to determine cyclic AMP acct.anulation. 

RESULTS 

Stimulation of fat cella f~m control animals with l0-7M· 

isoproterenol produced a significant accumulation of cyclic AMP 

(Fig. 1). Such atimulation was even bigger in cella from pertuaais· 

toxin-treated rata ( p < O. 001, Fig, 1) confi rming our previous 



finding that pertussis toxin magnifies the action of agents that 

stimulate adenylate cyclase (15,16,25). PIA inhibited in adose

-7 dependent fashion the accumulation of cyclic AMP produced by 10 M 

isoproterenol (Fig. 1). In contrast, nearly no decrease in the level 

of cyclic AMP was produced by PIA in cells from pertussis toxin-treated 

animals. 

DDA significantly decreased the accumulation of cyclic AMP 

produced by beta-adrenergic activation in adipocytes from both 

control and pertussis toxin-treated animals (Fig. 2). Both the 

shape of the curve and the magnitude of the effect, indicated that the 

ability of DDA to inhibit adenylate cyclase is not affected by 

pertussis toxin (Fig. 2). 

These data essentially confirm our previous findings (14-16,20). 

However, when lipolysis was studied, some surprising resulta were 

obaerved which are listed in Table l. As expected1 basal lipolysis was 

increased in cells from pertussie toxin-treated rats as compared to the 

controla (Table l) putatively by blocking adenosine action through 

Ri-adenosine receptors. Removal of endogenous adenosine by addition 

of adenosine deaminase to the medium resulted in increased lipolysis 

in cells from control animals (Table 1) but to our surprise adenosine 

deaminase significantly decreased basal lipolysis in cells from 

toxin-treated rata (Table I). Thia result was particularly puzzling 

and was confirmed many times using different concentrations of adenosine 

deaminase and different lotes of the enzyme. We finally accepted the 

evidence; removal of endogcnous adenosine resulted in decreased basal 

lipolysis in these cells. Furthermore, addition of PIA (which, 

normally decreased the stimulation of lipolysis due to adenosine 
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deaminase (Table l) stimulated lipolysis in cells from toxin

treated rats (Table l}. 

Two possibilities were considered to explain theae findings. 

Firstly, that activation of Ri-adenosine receptora in cells from 

toxin-treated rats could result in stimulation of adenylate cyclaae 

activity and secondly, the prcsence of Ra-adenosine receptora in fat 

cells. 

In arder to evaluate the first possibility the action of other 

agents that inhibit adenylate cyclase ·in fat cella was studied. PGEz 

is one of such agents. This agent was absolutely unable to mimic the 

lipolytic effect of PIA (Table 1). 

In arder to evaluate the possible existence of Ra-adenosine 

receptora in fat cells experiments with the selective Ra-agonistJ. NECA 

were performed. It was observed that in cells from control animals 

both PIA and NECA were able to decrease basal cyclic AMP levels (Fig.3). 

As expected PIA was more potent than NECA·for this effect. In cells 

from toxin-treated rats both adenosine agonista produced dose-depcndent 

increases of cyclic AMP lcvels (Fig. 3). Interestingly, NECA and PIA 

had similar potencies for this effect but NECA was significantly more 

effective than PIA, i.e. NECA increascd cyclic AMP levels 4.7-fold 

whereas PIA only increased them 2.7-fold. 

Similar contrasting results were observed·when lipolysis was 

studi.ed (Fig. 4): both adenosine agonists inhibited lipolysis in cells 

from control animals whereas they stimulatcd lipolysi.s in cells from 

toxin-treated rata (Fig. 4). PIA was more potent tlmn NECA for 

inhibiting lipolysis whereas NECA was more potent and effective than 

PIA for activating lipolysis (Fig.4). Afl these results clearly indicate 



the existence of Ra-adenosine receptors in fat cells from toxin

treated rats. 

The ef fect was reproduced incubating isolated adipocytes with 

thc toxin (2 µg/ml for 3 hours). Under these conditions the cella 

increased their cyclic AMP levels in response to adenosine analogs; 

NECA was significantly more effectivc than PIA (6-fold increase as 

compared to 2.9-fold incrcase) (Figure 5). It was observed that 

lipolysis was maximally stimulated by the toxin and no further 

stimulation was produced. 

DISCUSSION 

This papcr is the first to show the presence of na-adenosine 

receptora in fat cells. The data are consistent with the present 

model for thc actions of adenosine on adenylate cyclase activity; i.e. 

Ra receptora are linked to s timulation of adenylate cyc:lase and Ri 

and P receptora are linked to inhibition. Pertussis toxin affects 

differently the action of each type of receptor, i.e. Ra-mediated 

actions are magnified, Ri-mediated actions are inhibited and P-mcdiate.d 

actions are not affected. Pertussis toxin seems to exhert its actions 

by ADP-ribosylation of Ni 2 (27 ,28). This covalent u1odification of Ni 

blocks the actions of receptors that are coupled to adenylute cyclase 

through i t, such as the Ri-adenosine receptorn. The P-mlcn~1sine 

receptor seems to interact directly with the c:yclase hypasuing Nl.; 

thus its action is not affected by p!!rtussis toxin. 'l'he enhanced 

action of receptors coupled activatorily to adenylate cyc;ase, sucli 

as thc Ra-adenosine receptor is probably the result of an altered 
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interplay of the subunits of the guanine nucleotide regulatory 

proteins (Ni and Ns), induced by the covalent modification of Ni 

by pertussis toxin (29, 30). 

The action of adenosine through Ra-adenosine receptora is not 

evident under basal conditions probably because of an enormous 

predominance of Ri-adenosine receptora in the cella. However, 

blockadge of Ni by pertussis toxin evidences the prcsence of Ra-adenosine 

recep tors. It should be mentioncd, however, that the acclDilulation .of 

cyclic AMP produced by activation of Ra-adenosine receptora is rather 

small as compared to that produced by beta-adrenergic agents. This 

suggest that either the nlDilber of this type of receptora is relatively 

small or that their coupling is not very efficacious. 
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Notes: 

1.- The abbreviations used are: 

6 PIA, N -phenyl-isopropyl-adenosine 

DDA, 2'5' dideoxy-adenosine 

NECA, S'N-Ethyl carboxamide-adenosine 

PGE2, prostaglandin E2 

2.- The terminology suggested by Rodbell (26) was used, i.e. Ni refers 

to the inhibitory guanine nucleotide regulatory protein whereas 

Ns refers to the stimulatory guanine nucleotide regulatory 

protein. 
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Figure 1. 

EFFECT OF PHENYL-ISOPROPYL-ADENOSINE (PIA) ON THE CYCLIC AMP 

ACCUMULATION PRODUCED BY ISOPROTERENOL IN FAT CELLS FROM CONTROL 

AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS. 

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of 1 µg/ml 

-7 of adenosine de aminase, 10 M isoproterenol and different concentrations 

of PIA. Basal cyclic AMP levels in the absence of isoproterenol were 

6 
0,15 ± 0.01 and 0.13 .± 0.01 nmol/10 cells in cells from control and 

pertussis toxin-treated rata, respectively. Control cella (open 

symbols) cells from toxin-treated rats (closed symbols). Results are 

the mean+ S.E.M. of 8 determinations using different preparations in 

each case. 
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Figure 2. 

EFFECT OF DIDEOXYADENOSINE (DDA) ON TllE CYCLIC AMP ACCUMULATION PRODUCED 

BY ISOPROTEREtlOL IN FAT CELLS FROM CONI'ROL ANO PERTUSSIS TOXIN-TREATED 

RATS. 

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of l µg/ml 

-7 adenosine deaminase, 10 M isoproterenol and different concentrations 

of DDA. Control cella (open symbols), cells from toxin-treated rats 

(closed symbols). Other indications as in Fig. l. 

-(/J 

Q) 
o 

co 2.5 
o 
...... 
o 
E 
e -
a. 
~ 

1.5 < 
(.) 

_J 
(.) 

>-
(.) 

0.5 

~· :r , 
7 6 5 4 

-LOG [ooA] M 



16 

Figure 3. 

EFFECT OF ADENOSINE AGONIS1'S ON CYCLIC AMP LEVELS IN FAT CELLS FROM 

CONTROL AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS. 

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of 1 µg/ml 

of adenosine deruninase· and different concentrations of PIA (open 

circles) or NECA (closed circles). Other indications as in ·Fig. l. 
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Figure 4, 

EFFECT OF ADENOSINE AGONISTS ON FREE FATTY ACID RELEASE IN FAT CELLS 

FROM CONTROL AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS. 

Adipocytes werc incubated f or 60 min in the prescnce of 1 µg/ml 

of adenosine deaminase and different concentrations of PIA (open 

circles) or NECA (closed circles). Basal values for free fatty acid 

release are presented in squares and in Table I. Other indications as 

in Fig, l. 
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Figure 5. 

EFFEC'f OF ADENOSINE AGONISTS ON CYCLIC A.'!P· U."VELS IN FAT CELLS INCUBATED 

IN THE ABSENCE OR PRESENCE OF PERTUSSIS TOXIN. 

Adipocytcs wcre incubatcd in the absence or presence of pertussis 

toxin (2 µg/ml) for 3 hours. Aftcr this period, the cells were washcd 

and incubated as indicated in Fig. 3. Other indications as in Fig. l. 
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TABLE I. 

EFFECT OF ADENOSINE DEAMINASE, PHENYL-ISOPROPYL-ADENOSINE (PIA) AND 

PROSTAGI,ANDIN E2 (PGE2 ) ON LIPOLYSIS IN FAT CELLS FROM CONTROL AND 

PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS. 

Adipocytes were incubated for 60 min under th~ conditions described 

under Materials and Methods. Results are expressed as the means .± S. E.M. 

of at least 8 determinations using different cell preparations. 

6 Free Fatty Acids (µEq/10 cells) 

Control Pertussis 

Basal o.so.± 0.05 io. Jo .± o.soª 

Adenosine deaminase 

(1 µg/ml) 2.60 +O.Job 6.10.±0.40 b 

Adenosine deaminase 

+ PIA 1 µM o.95 +O.loe 9. 70 .±O.JO 
e 

Adenosine deaminase 

+ PGE2 10 µM ND 6.50 .± 0.50 

8 p < 0.001 compared to basal controla 

bp < 0.001 compared to ita respective basal group 

cp < 0.001 compared to its respective adenosine deaminase group 

ND - not determined 
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