
1· 

Nacional Autónoma de México 
Facultad de Ciencias 

"REGULACION HORMONAL DE LA 
ACUMULACION DE AMPc Y EFECTO 

DE LA TOXINA PERTUSSIS" 

·r. E s 1 s··· 
Que para obtener el titulo de: 

B 1 o L o G o 
p r e • e n t • 

SIMONE SYLVIE CHRIST DE NEYMET 

México, D. F. Junio de 1987 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



1 N O 1 C E 

1 ntroducclon •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

' 
Objetivos •••••••••••••••••• •.•.• ••.• ·•·· ••••••• '.~·· •••• ·; 

Materiales y Métodos.'····~·.·· 

Resultados •••••••••••• 

Oiscusion •••••••••• ; 

Conclusiones .... ~-•. ~; 

Bibliogratla ••••••••• ~ 

21 

22 

25 

29 

37 

38 



l N T R o D u e e 1 o N 

Las células necesitan establecer cierta comunicaciOn con el medio 

c¡ue las rodea con el fin de llevar a cabo satisfactoriamente sus 

funciones metabólicas y poder adaptarse r3pidamente a las variaciones 

de su entorno. En los organismos multicelulares la separación de las 

:unciones y la especialización de poblaciones celulares en Or~anos y 

tejidos hacen esta comunicación aun mas compleja pués implica l~ 

coordinación precisa de todos estos grupos celulares. 

En los organismos llamados "superiores" existen dos vtas 

principales de oomunicaciOn intercelular: el sistema endocrino y el 

sistema nervioso; estos sistemas difieren entre st por su modo de 

acción Clas se~ales neuronales producen su efecto de una manera mas 

rápida y directa c¡ue las hormonas). Sin embargo,, ambos sistemas 

presentan similitudes a nivel de origen embriológico, a nivel celular e 

incluso a nivel molecular pués ambos producen la liberación de un 

mensajero capaz de intera~tuar con receptores espec!ficos de la célula 

blanco. Estos mensajeros tienen una estructura molecular muy variada 

pero pueden dividirse en tres grandes clases: los que tienen una 

naturaleza lip!dica,, como los asteroides derivados del colesterol. los 

que presentan una naturaleza polipeptfdica. como la insulina. el 

glucagon y la angiotensina <entr~ otros> y finalmente los de tipo amina 

entre los cuales se encuentran las hormonas tiroideas y la adrenalina o 

epinefrina <ll. 

Los men9ajeros hormonales van a interactuar con sus respectivos 

receptores que pueden estar localizados en la membrana plasmatica o 

bien en el interior de la célula. Existe cierta relación entre ta 

localización del receptor y la naturaleza qufmica del agonista: asl, 
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por ejemplo, las hormonas tiroideag y ta~ asteroides, por ser de tamano 

relativamente pequei'lo y presentar caracterlsticas parcialmente 

hidrofObicas atraviesan la membrana plasmática, probablemente por 

difusión, y tienen receptores internos. 

Sln embargo muchas de las se~ales hormonales que llegan a las 

células no traspasan la membrana plasmática sino que son detectadas por 

sus receptores membrana les y estos, a su vez, desencadenan lodo _un 

proceso que conduce a la generación de mensajes secundarios, siendo 

estos llltimos los que regulan los procesos metabólicos. Es decir, 

existen mecanismos que reciben la información extracelular y la 

~ransf orman en una nueva se~al, interna, conac.da como segundo 

mensajero, que puede ser una molécula o un ión, que tiene la capacidad 

de regular funciones 

denomina transducción. 

tisio!Ogicas y bioqu!micas. Este proceso se 

Hasta la techa se conocen dos vlas principales de se~al acopladas 

a los receptoras externos: una de ellas consta de la enzima adenilato 

ciclasa, regulada por protetnas que pueden unir nucleótidos de guanina 

(prote!nas de tipo N> y responsable de la formación del monofosfato 

clcl ico de adenosina <AMPc >. La otra involucra el recambio de 

liberando as! dos moléculas mensajeras: e 1 fostoinos!tidos 

diacilglicerol CDG> y el inositot-trifostato <lP~>, produciendo este 

llltimo la liberación de calcio intracelular <2>. Analizaré con más 

~~talle estos dos sistemas de transducción. 

El sistema de la adenilato ciclasa 

Muchas hormonas actOan en las células eucariontes modificando los 
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nivelas internos del monotostato cfclico de adenosina CAMPc >a través 

de la modulacidn de la actividad de la enzima responsable de &U 

formación, la adenilato ciclasa. Este segundo mensajero activa una 

serie de protefnas cinasas Ccinasas del tipo Al al liberar a la 

subunidad catalitica de la subunidad reguladora, y éstas a su vez 

tosforilan distintas protefnas cruciales para los procesos metabólicos. 

En 1971 el grupo de Rodbell logró demostrar que no solo se 

necesitaba el receptor, el agonista y la enzima para observar la 

formaci~n de AMPc sino que tamb!én se requerfa de la presencia de 

nucleótidos de guanina, sugiriendo asf la existencia de una proteína 

acopladora entre el receptor y la enzima, conocida como protetna N <o 

G>. Ahora se sabe que la adenilato ciclasa esta modulada por dos vlas, 

una estimuladora y otra inhlbidora que constan, cada una de ellas, de 

sus receptores propios <Re, Rr) y de sus protefnas N respectivas <N•, 

N, > <Ct. esquema I>. 

a> Receptores: Ambos tipos de receptores se encuentran frecuentemente 

(glucosllados y embebidos en la membrana plasmatica, presentando hacia 

el exterior el sitio de unión ·del agonista. Los receptores Re promueven 

el incremento de los niveles de AMPc al estimular a la adenilato 

ciclasa. Como ejemplos de estos receptores se pueden mencionar a los 

S-adrendrgicos, a los dal glucagon, a los de la vasopresina, as! como a 

los de otras hormonas; los. receptores S-adren~rgicos son glucoprotetnas 

formadas por una sola cadena pollpeptidica y se dividen, 

farmacológicamente en dos subclases, la a, <peso molecular: 40-50 kDa.> 

y la B2 CSB-67 kDa> a~n cuando estudios recientes han demostrado que 

presentan grandes similitudes en sus caracter!sticas estructurales, 
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ATP AMPc+ PP¡ 

Esquema I.: E1 sistema de ia adeni1ato cic1asa. 

H = agonistas; R = receptores. 
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inmunológicas y bioqutmicas <3>. 

Los receptores Ra provocan la disminución de los niveles de AMPc 

al inhibir a la enzima; entre estos se encuentran los receptores del 

tipo a.2 -adrenérgicos, los de la acetilcolina, los de la angiotensina 11 

y tos de los péptidos opioides. 

b) Prote1nas N y mecanismo de acción: Las proteinas N son las 

responsables del acoplamiento entre el receptor y la adenilato ciclasa; 

presentan varias propiedades en camón: son capaces de unir iones 

magnesio y nucleótidos de guanina, son substrato de la actividad de 

ADP-ribosiltransferasa que presentan ciertas ~nxinas bacterianas y 

tienen tune ion de GTP-asas. Por otra parte las protelnas N están 

formadas por tres subunidades, la alfa, la beta y la gama; las 

subunidades alfa difieren entre las protelnas N pués presentan un peso 

molecular de 42 a 52 kDa en el caso de Na y un peso de 39 a 41 kDa en 

el caso de Na. Muchas células contienen dos formas de la subunidad alfa 

de la prote!na N., de distinto peso molecular: se ha propuesto que los 

RNA mensajeros que codifican para estas subunidades provienen de un 

mismo gene que ha sufrido un procesamiento distinto en cada uno de los 

casos (4). Las subunidades peta, asl como las gama son muy parecidas 

en las dos proteinas, con pesos moleculares respectivos de 35 kDa Y de 

5 a 8 kDa. 

Las subunidades a presentan un sitio de uniOn de nucleótidos de 

guanina, 

de Na• 

en el 

enzima, 

tienen muy probablemente la funciOn de GTP-aSas, y en el caso 

son las responsables de la activación de la adenilato ciclasa; 

caso de Na se piensa que a in~eracciona inhibltoriamente con Ja 

aunque su funcion. hasta ahora, no ha sido bien determinada 

CS>. Por otra parte, poco se sabe de la interacc10n entre et receptor y 
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las proteinas N: se ha propuesto que de alguna manera las otras dos 

subunidades presentan un sitio de reconocimiento y uniOn al receptor 

(6). 

Las proteinas N en su estado basal, inactivo. se encuentran 

integradas por las tres subunidades unidas entre si y pueden seguir el 

siguiente ciclo: uniOn de una molécula de GTP, activación de la 

protelna, hidrólisis del GTP, desactivaciOn de la proteína y liberación 

del GDP. El estado d~ activación de la proteina implica la disociación 

de la subunidad a-GTP y del complejo Bv. Al agregar un agonista a todo 

el sistema se forma un complejo hormona-receptor que provoca un 

incremento en la activación de la protetna N indicada (dependigndo del 

agonista> al incrementar la hidrólisis del GTP y al· intercambio de 

nucleótidos de guanina. 

Al ser estimulada la vta de activación de la adenilato ciclasa 

(par R. y N.> se produce la liberación de la subunidad «e, unida a una 

molécula de GTP. 

interaccionar con 

y el complejo a.~.; la subunidad a.-GTP va a 

la parte catalltica de la enzima y se produce la 

formación de AMP~. La hidrólisis del GTP desactiva la subunidad aa que 

es capaz de volver a unirse con el complejo Be"'D"a para formar de nuevo 

la protelna N.-GDP inactiva <Cf. esquema ti>. 

Para explicar aste proceso se han propuesto modelos que involucran 

la participación de receptores en dos estados de afinidad para los 

agonistas: alta afinidad <Ral y baja afinidad CRbl, interconvertibles 

entre st. El receptor aislado se encuentra en baja afinidad <Rb) pero 

al asociarse con el complejo N.-GDP pasa a alta afinidad: Ra-Na-GDP. La 

acción del agonista <Hl estimula el recambio GDP-GTP que produce la 

liberación del receptor que pasa al astado de baja afinidad y la 
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Esquema II: Posible mecanismo de acción para explicar la vía 
estimulatoria de la adenilato ciclasa. Ra receptor 
en estado de alta afinidad7 Rb = receptor en estado 
de baja afinidad; H = agonista; AC adenilato 
cicl.asa. 



activación da N. que se disocia en a.-GTP y a.v.; la subunidad a.-GTP 

activa a la adenilato ciclasa y es desactivada al producirse la 

hidrólisis del GTP. Posteriormente las subunidades se reasocian entre 

st para tormar N.-GDP 171. Otros autores, entre ellos Letkowitz, 

proponen que el complejo hormona-receptor permanece unido a la 

subunidad a 8 -GTP y su liberación se produce cuando se hidroliza el GTP; 

el intercambio de nucleOtidos se lleva a cabo al unirse el receptor a 

la protetna N., y este ~ltimo permanece en estado de baja afinidad 

hasta que es ocupado por su agonista CS>. 

Ahora bien. al ser estimulada la vta inhibitoria a través de N, 

<proceso que requiere de la presencia de cationes monovalentes como. 

N~I se produce también la liberación de ~t -GTP y del complejo ai:r. Se 

piensa que un incremento en los niveles del complejo 81T <muy similar en 

las dos protefnas Nl inhibe la estimulación de la adenilato ciclasa por 

N. al evitar su disociación y la liberación de a 9 -GTP: se lleva a cabo 

la reversión de la activación de Na por acción de masas. Este fenómeno 

se presenta puesto que N1 , por tener una mayor afinidad por el GTP que 

Na se disocia més rápidamente; por otra parte la subunidaé ª• presenta 

una mayor tendencia a reasociarse que «t <S>. 

Por otro lado se ha postulado que la prote!na N1 -GT? activada es 

capaz de inhibir directamente a la enzima, probablemente por· medio de 

la subunidad «• -GT? <6,9>; se ha lograda demostrar que la subunidad 

a,-GTP no desplaza competitivamente a la subunidad ~.-GT? por un sitio 

comon en la adenilato ciclasa <B>. De esta manera. la inhibición de la 

actividad de la adenilato ciclasa puede ser, muy probablemente. el 

resultado combinado de la inhibición directa por la prote!na N1 y de la 

dasactivaclón de la protelna Ns consecuente a la liberación del 
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complejo BlT de N1. 

e> Toxina pertussis: Se mencionó anteriormente que las prote1nas N eran 

substrato de la actividad de ADP-ribosiltransferasa que presentan 

ciertas toxinas bacterianas: la subunidad o: de Na es modificada por una 

toxina producida por el bacilo del cólera, de tal manera que se bloquea 

la hidrólisis del GTP y por lo tanto se mantiene el estado activado 

ca.-GTP>. La proteina N1 , asi como otra proteina que une nucleótidos de 

guanina <inicialmente detectada en el cerebro de bovinos pero presente 

en muchos tejidos y con un peso mo 1ecu1 ar de 39 kDa, 1 1 amada No >, son 

ADP-ribosiladas por una de las toxinas producidas por la Bordetella 

pertussis, Ja toxina pertussis; esta ~ltima bloquea, en múltiples tipos 

celulares la acción de hormonas que estimulan la via inhibitoria de la 

adenilato ciclasa C7,12,16l. 

La toxina pertussis es un hexámero de peso molecular igual a 117 

kDa, compuesto por S subunidades distintas: S, (28 kDal. S, (23 kDal. 

s~ <22 kDa>. s. t11. 7 kDa> y s, <9. 3 kDa>, con una estequiomet.r1a de 

1:1:1:2:1. Bajo ciertas condiciones la toxina se disocia en 5, y un 

pentamero formado por las subunidades restantes: 5 1 es enzimáticamente 

activa por lo que se conoce como el protómero A y el pentámero 

desempei'\a un papel de fijación a la m,embrana plasmática <oligOmero 8) 

(10,lll. 

El proceso de fijación de la toxina a un receptor de la membrana, 

probablemente una glucoproteina, es relativamente rápido; sin embargo 

la penetraciOn de la toxina a través de ta membrana es un proceso lento 

Y corresponde al periodo de latencia, que puede durar de 2 a 4 horas en 

células en cultivo. ·Ahora bien, para que se lleve a cabo la acción de 

la toxina se ha sugerido que se requiere de enzimas capaces de liberar 
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al protOmero A y de romper, por reducciOn, los puentes disulfuro que 

contiene. De hecho se ha propuesto que el protómero A es hidrollzado a 

un péptido de peso molecular de 24 kOa que presenta la actividad de 

ADP-ribosiltransferasa después de la reducción de sus grupos disulfuro 

internos: este péptido serta la forma activa del protómero A y por lo 

tanto se requiere de una proteasa para formarlo (12>. 

El substrato del protómero ac~ivo corresponde a la subunidad a de 

Ni (41 kDa> que es ADP-ribosilada a partir del nicotinamida adenin 

dinucleOtido CNADl, liberándose la molécula de nicotinamida C13>. El 

amino actdo al que se une la AOP-ribosa no ha sido identificado aun, 

pero se sabe que en otra protelna similar, la transducina. se trata de 

un residuo de asparagina. Cabe mencionar que en las membranas de 

adipocitos de rata la toxina cataliza la ADP-ribosilación de la 

subunidad « de N, y de un pépt!do distinto C39 a 40 kDa> pero de gran 

homologta estructural y de función desconocida (14,15): probablemente 

se trata de N •. 

La toxina, al ADP-ribosilar a N1 , bloquea dos procesos estimulados 

por la interacción del complejo hormona-receptor con la proteina~ i.e. 

la actividad de GTPasa y la liberación del GOP. De esta manera el GTP 

permanece unido a N1 y por lo tanto disminuye la formación del estado 

de alta afinidad de los receptores: esto ocasionarla que la protefna se 

encontrará entonces en un estado activado "permanente" ejerciendo 

constantemente su efecto inhibitorio sobre la adenilato ciclasa. Sln 

embargo no se ha observado este efecto por lo que se ha sugerido que la 

AOP-ribosilaclon de Nr modifi~a de tal manera la proteina que le impide 

~nteracclonar etectlvamente con la subunidad catalttica de la enzima 

<7.16> o con el receptor <17,18,19). 
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Finalmente cabe mencionar que en muchos tipos celulares la toxina 

pertussis amplifica 

adenilato ciclasa, 

la respuesta a hormonas que estimulan a la 

esto es. se observa una mayor producción de AMP 

cíclico con respec~o a los controles; esto sugiere que la actividad 

basal del mecanismo inhibitorio restringe a la enzima en condiciones 

normales, y que dicha restricción se elimina por la acción de la toxina 

C20>. 

El sistema de fosfoinositidos-calcio 

En 1953 Hokin y Hokin descubrieron que al estimular diversos 

tejidos, tanto nerviosos como secretores. con hormonas como la 

acetilcolina se producia un aumento en el recambio del 

tosfatidilinositol, un fosfo!!pido constituyente de la membrana 

plasmática. Entre 1969 y 1979 Michell y otros investigadores sugirieron 

que los fosfoinos!tidos juegan un papel importante en un nuevo 

mecanismo de se~al acoplado a receptores; en base a una fuerte 

correlación existente entre el recambio de fosfoinosttidos estimulado 

por sei'\ales externas y la movilización de calcio intracelular 

propusieran la existencia de un nuevo mecanismo de transducción que 

lnvolucraba9 como_ paso inicial, un recambio de fosfoinosltidos y éste a 

su vez provocaba modificaciones en la concentración intracelular de 

calcio libre. Fa in y Berridge en 1979 lograron demostrar 

experimentalmente que se requeria de tosfatidilinositol para la 

movilización de calcio controlada por receptores (21>. 

Ahora se sabe que 

agonistas 

bitosfato 

desencadena 

CPIP 2 l, 

la ocupación de ciertos receptores por sus 

la hidrólisis del fosfatidilinositol 4-5 

ltpido poco usual formado a partir del 
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tostatidilinositol <Pl >. Este ~ltimo se ha encontrado en todas la& 

células eucarlontes estudiadas hasta la fecha y constituye una peque~a 

proporción de los fosfollpidos de la membrana: es transformado a 

fosfatidilinositol 4 fosfato CPIP> y a fosfatidillnositol 4-5 blfostato 

<PIP2> por dos cinasas unidas a la membrana plasmatica. De hecho, en 

células no estimuladas. estos tres fosfol1pidos se interconvierten 

entre si por medio de un recambio relativamente rápido. 

La hidrólisis del fosfatldilinositol 4-5 blfosfato. consecuente a 

una astlmulación por se~ales externas, genera dos productos que 

desempe~an funciones de segundos mensajeros y tienen. en consecuencia, 

su propio blanco Intracelular: el dlacilgllcerol 11-2 DGI que activa 

una proteina cinasa dependiente de calcio y de fosfollpidos Cproteina 

cinasa CI y el inosltol-trifosfato CIP 2 > que estimula la liberación de 

cat·cto de una poza interna CCf. esquema lll>. Este sistema de senal 

cuenta can dos segundos mensajeros y un tercero <el calcio liberado> 

por lo que confiere a sus agonistas una gran diversidad en el control 

del metabolismo celular. 

a> Receptores y prote!nas N: Un gran nümero de agentes estimulan la 

hidrólisis del fosfatidllinositol 4-S bitos!ato por medio de sus 

receptores espectticos; entre es~os se encuentran los agentes 

~,-adrenérgicos, la histamina <H, >' la angiotensina 11. etc. 

Experimentos realizados por diferentes grupos demostraron que la 

hidrólisis se lleva a cabo en presencia de GTP: se propuso entonces la 

existencia de una protefna "N", denominada N •• que acoplarla al 

receptor a la enzima responsable de la hidrólisis Cla fosfollpasa C>. 

En algunos sistemas como los hepatocltos y los miocitos cardiacos, 

entre otros, la protetna N. hipotética no es sensible a la toxina 
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pertussis. sugiriendo que no se trata de N, e No l22,23,24>. Sin 

embargo, existen evidencias de que, en otros grupos celulares como las 

células cultivadas de músculo liso vascular, las células leucémicas 

diferenciadas a neutrófilos y los adipocitos de rata, esta protein~ 

parece ser ADP-ribosilada por la toxina <15,25.26>. De hecho N. no ~a 

sido purificada hasta ahora, y bien pudiera ser que no se tratara de 

una sola protefna sino de toda un- familia de proteinas capaces de unir 

nucleótidos de guanina. 

La enzima responsable de la hidrólisis del PlP~ se conoce como 

fosfodiesterasa, fosfoinosit1dasa e o tosfolipasa e y requiere de 

calcio para su actividad. Una gran variedad de células contienen 

mol tiples 

similares, 

formas moleculares de esta enzima, con caracteristicas 

que pueden encontrarse en el citoplasma o bien asociadas a 

la membrana plasmática; parece ser que la hidrólisis del 

fosfatidilincsitcl 4-5 bifcstatc se 

unida a la membrana y controlada por 

l\eva a cabo por una tosfolipasa e 

receptores. probablemente a través 

C27l. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los 

nucleOtidcs de guanina son capaces de estimular a una fosfolipasa C 

soluble, especifica para fosfoinositidos, provocando -si la hidrólisis 

del fosfatidilinositcl 4-5 bifcsfatc C26l. 

bl Diacilglicercl: Uno de los productos de la hidrólisis del 

fcstatldilinosltcl 4-5 bifcsfatc es el 1-2 diacilglicercl, una molecula 

que desempena dos funciones principales: presenta la propiedad de 

estimular a la prote1na cinasa C y representa también una fuente 

importante para la formación de ~cido araquid6nico. 

La protelna cinasa C fué identificada en 1977 en el laboratorio de 

Nishizuka; consta de una sola cadena polipepttdica de 77 kDa con dos 
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dominios funcionales. Para su actividad requiere de calcio, de 

fosfatidilserina y de diacilglicerol ya que, con este óltimo, la enzima 

puede activarse a concentraciones fisiológicas de calcio: ast el 

diacilglicerol aumentarla su afinidad por el catión. Por otra parte se 

ha propuesto que la presencia del diacilglicerol es capaz de provocar 

la unión de la proteina cinasa C soluble a la cara interna de la 

membrana, proceso anterior a la activación de la enzima. 

En 1982 el grupo de Nishizuka reportó que tos ésteres de forbol 

<que son una serie de compuestos diterpenicos que promueven la 

formación de tumores> como el forbol 12-miristato 1~-acetato o PMA, 

tenian la propiedad de activar a )a proteina cinasa C, probablemente 

por presentar en sus grupos acilo una analogta estructural con el 

diacilglicerol; se piensa ahora que estos compuestos actuan al 

interaccionar con receptores especificas localizados en la membrana 

plasmática. probablemente la misma protelna cinasa C, y aumentan la 

sensibilidad de la enzima por el calcio. 

Por otra parte el diacilglicerol se encuentra constituido en parte 

por dos acidos grasos, uno saturado (el ácido este~ricol y otro 

insaturado, de gran importancia por ser el precursor de numerosos 

metabolitos importantes. el ácido araquidOnico. Se han postulado dos 

vtas principales para la obtención de este óltimo a partir de tos 

fosfoinositidos: una de ellas estipula que el ácido tosfatidico. 

obtenido a partir de la fosforilaciOn del diacilglicerol. es el 

substrato de la fosfolipasa A2, una enzima dependiente de calcio. 

liberándose asf 

hipótesis propone 

diacilglicerol, 

como producto el acido araquidOnico <29,30>. La otra 

que este Oltimo se obtiene por la desacilación del 

proceso catalizado por una diacilglicerol lipasa 
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<31,32,33>; 

via (34>. 

C) lnosltol 

parece ser que en numerosos tejidos pr~domina esta segunda 

trltostato: El segundo producto de la hldrOlisls del 

fostatldlllnosltol 4-5 bifosfato es el lnosltol 1-4-5 tritostato que es 

capaz de liberar iones calcio de ciertos depósitos internos; el hecho 

de que estas pozas se llenen de nuevo con calcio del medio extracelular 

ha sugerido que se encuentran localizadas cerca de la membrana 

plasmátlca. 

deposites: 

No se conoce a~n con certeza la naturaleza de estos 

las mitocondrias han sido descartadas y probablemente las 

pozas sean derivados especializados del retlculo endopl~smico C27). 

Por otra parte se ha demostrado experimentalmente que el inosltol 

trttosfato reconoce y se une a receptores especif icos localizados en la 

membrana del depósito; se ha sugerido que al unirse este segundo 

mensajero a su molécula receptora se produce la apertura de un canal 

que permite la salida de iones calcio al mismo tiempo que se efect~a un 

movimiento compensador de otros iones monovalentes C35). Otros autores, 

entre ellos Glll (36,371. proponen la existencia de dos mecanismos 

involucrados en la llberacion de calcio: uno de ellos requiere de la 

presencia e hidrólisis de nucleótidos de guanina <GTPi y el otro se 

encuentra modulado por el inositol tritosfato; esta hipótesis no 

descarta la posibilidad de una interacción estrecha entre estos dos 

procesos, 

efectores. 

o blen la existencia de una vla común activada por los do& 

d) Calcio: El calcio liberado desempe~a en realidad el papel de tercer 

mensajero o factor de acoplamiento en este sistema pués interacciona 

con ciertas protelnas estructurales y enzimáticas, incluyendo varia& 
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protefna cinasas. En el htgado, por ejemp Jo. las cateco laminas. la 

angiotensina 

regulatorias 

i 1 y 

del 

la vasopresina controlan la actividad de las enzimas 

metabolismo de los carbohidratos al modificar su 

es~ado de fosforilacion, gracias a la elevación de las concentraciones 

de calcio intracelular; una de estas enzimas, la glucógeno fosforilasa, 

promueve la degradaciOn del glucOgeno al ser fosforilada por la 

tostorilasa b cinasa. y ésta, a su vez, es activada por la elevación de 

los niveles de calcio interno C36.39). 

Es interesante hacer notar que se ha encontrado recientemente, al 

utilizar aequorina en hepatocitos aislados de rata. que la liberación 

de calcio provocada por estos agonistas se lleva a cabo por "picos" o 

cuantos de cierta duraciOn (del orden de segundos) que se repiten a 

determinados 

la hormona; 

intervalos de tiempo, dependiendo de la concentración de 

entre cada "cuanto", el calcio libre regresa a su 

concentración basal (40>. Por otra parte se ha notado que la entrada de 

calcio extracelular a la célula Cinf lujo) es indispensable para que se 

mantenga la activaciOn de las proteínas y enzimas provocada por la 

acción del calcio liberado <41). 

Cabe mencionar, para los fines de este tesis. que en~re las 

distintas enzimas activadas por e 1 calcio se encuentra una 

fostodiesterasa. sensible a la calmodul ina. que degrada a los 

nucledtidos cíclicos, entre ellos. el AMPc. Esta enzima en su estado 

nativo se presenta como una prote!na globular dimérica. con un peso 

molecular de 120 kDa; requiere de una molécula de calmodulina por 

subunidad para activarse, y en ausencia de calcio esta óltima no se une 

a la enzima y no puede activarla. Se ha propuesto que, de esta manera, 

la ocupaciOn de receptores por sus respectivos agonistas, en este 
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mecanismo de transducción, provoca la disminución de los nivelas 

intracelulares de AMP cfclico C42l. 

A continuación se describiran brevemente las hormonas que se 

estudiaran en el presente trabajo, indicando su naturaleza qufmica y 

los efectos que provocan en el organismo, especialmente en el tejido 

hepático. 

Las hormonas de estudio 

a> El glucagon: Fué descubierto en 1923 por Merlin y sus colaboradores 

y puriticado treinta ai'ios después; se trata de una hormona 

po 1 ipeptfdica, de cadena única constituida por 29 amino ácidos y de un 

peso molecular aproximado de 3.5 kDa <Ct. esquema IV>. Es secretado por 

las Células alta de los islotes de Langerhans del páncreas y desampe~a 

un papel de agente hiperglicemiante. es decir, aumenta los niveles de 

glucosa en la sangre: en el h!gado acelera la glucogenOlisis y la 

gluconeogénesis, 

1 i pó 1 is is ( 43) • 

miantrás que_ an el tejido adiposo incrementa ta 

Hasta el momento se conoce solamente un tipo de receptor para el 

glucagon, 

ciclasa, 

y éste se encuentra acoplado activatoriamente a la adenilato 

a través de N •• En consecuencia los efectos metabólicos de 

esta hormona se atribuyen principalmente a un aumento en los niveles 

intracelulares de AMPc• Sin embargo ciertos trabajos, algunos de ellos 

realizados en nuestro laboratorio, parecen indicar que en el htgado el 

glucagon podr!a también actuar a través de la otra v!a <recambio de 

fostoinosttidos> C44,45>. Houslay y sus colaboradores han propuesto que 

a bajas concentra.e iones el glucagon produce 1 a ruptura de 
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GLUCAGON: 
H N-His-Ser-Glu-Gll-Tre-Fen-Tre-Ser-Asp-Tlr-ser-us-Tlr-Leu-Asp-

2 1 
NH2 

-Ser-Ar11-Ar11-Alo-GIU-Asp-Fen-va1-G1u-Tri-Leu-Met-Asp-Tre-COOH 
1 ¡ 1 
NHz NHz NH2 

V ASOPRESINA : EPINEFRINA: 

Glu (NHzl -Asp (NH2)-Cis-Pro-Arg-Gli (NH2> 
1 1 
Fen ---Tir ---Cis 

ANGIOTENSINA lI 

NHz- Asp-Ar11-Val-Tir-I1eu-His-Pro- Fen- COOH 

Esquema IV: Estructura de las hormonas. 



polltostoinosltidos y la liberación de inositol fosfatos, mientrás que 

a concentraciones más elevadas activa a la adanilato ciclasa; por otra 

parte ambos sistemas de transducción presentartan 

regularse entre st <46). 

la capacidad de 

b> La vasopresina: Conocida también como hormona antidiurética, es un 

péptido pequeno de nueve amino-ácidos, cuya estructura, qua se 

representa en el esquema lV, fué determinada por Du Vigneaud en 1954. 

Es producida por las células nerviosas de los núcleos supraOptico y 

paraventricular del hipot~tamo y emigra a las terminaciones nerviosas o 

gránulos secretores, donde se acumula y de donde es liberada. Esta 

importante hormona desempe~a varias funciones de gran importancia: 

aumenta la contracciOn de los vasos y la tensión arterial por una parte 

(vasopresina>, y por otra disminuye la diuresis Cantidiurética>, es 

decir, la pérdida de ttquidos por la orina; en el hi~~do actóa como 

agente glucogenolltico. Por otra parte es capaz de provocar la 

agregación de las plaquetas sanguíneas humanas (431. 

En base a criterios runcionales y farmacol~gicos se pueden 

distinguir dos tipos de receptores para la vasopresina: los V1 y los 

V2. Los receptores V1 son responsables de los efectos presores y de la 

glucogenólisis hepática: ejercen su acción por medio de un incremento 

en la concentración de calcio intracelular, consecuente a la liberación 

de inositol trifosfato; estos efectos son estrictamente dependientes de 

calcio extracelular, Y en ciertas Lineas celulares se ha comprobado que 

la activación de la fosfolipasa C ~equiere de la presencia dA 

nucledtidos de guanina (47,48). Los efectos antidiuréticos se ejercen 

mediante la activación de tos receptores renales v~ que se encuentran 

acoplados an forma activatoria a la adenilato ciclasa, a través de N •• 
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el La epinefrina o adrenalina: En 1695 Oliver y Schafer demostraron por 

primera vez el efecto presor de los extractos suprarrenales; el 

principio activo fué llamado ádrenalina por Abe! en 1699 y fué 

sintetizado poco después por Stolz en 1904 y Dakin en 1905. Esta 

hormona se encuentra formada por un grupo catecol y una cadena 

alifatica, 

hidroxilo: 

la etil, metil. amina que tiene en la posición B un grupo 

pertenece por lo tanto al grupo de las catecolaminas <Cf. 

esquema IV>. Se forma a partir de Ja tirosina principalmente en la 

médula de la glándula suprarrenal y en algunas neuronas <neuronas 

simpáticasl, y desempe~a en el organismo un gran nOmero de funcionesz 

entre otras, es liberada en casos de estrés y peligro ya que es capaz 

de incrementar ciertos procesos fisiológicos con el fln de preparar al 

organismo a una respuesta r~pida y adecuada Clucha, huida>. Sus efectos 

pueden agruparse en cinco grandes tipos: produce una acciOn excitadora 

periférica en ciertos m~sculos lisos <los de los vasos sangulneo& de la 

piell, mientrás que ejerce una acciOn inhibidora en otros tipos de 

m~sculo liso como el intestino, el arbol bronquial. etc; produce una 

acción excitadora en el corazón y en el sistema nervioso central, y 

finalmente regula diversos procesos metabólicos: promueve un incremento 

en la glucogenólisis en el hlgado y la liberación de ácidos grasos en 

el tejido adiposo <43l. 

Ahlqulst en 1946 propuso la existencia de dos grandes grupos de 

receptores para las catecolaminas, que denominó o y s. Posteriormente, 

en base a criterios farmacológicos y funcionales estas dos clases se 

dividieron, a su vez, en dos subtipos <«1, a2, Sa, 82>. Los receptores 

S, subdivididos en 1967 por Lands y colaboradores en base a su afinidad 

relativa por ciertos agonistas, se encuentran acoplados a la adenilato 
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ciclasa de manera estimulatoria y ya se describieron anteriormente. 

Los receptores a adrenérgicos se han dividido en «1 y "'• en base a 

su afinidad por agonistas y antagonistas, pero también en base a que 

están acoplados a distintos mecanismos de transducción. Los receptores 

se encuentran acoplados inhibitoriamente a la adenilato ciclasa 

mientrás que los a. forman parte del sistema que involucra el recambio 

de los fosfoinos!tidos y la liberación de calcio intracelular C49). El 

receptor a:::r purificado tiene un peso molecular de 64 kDa y el «~ un 

peso de 80 kDa; en contraste con los receptores del tipo 8, parece ser 

que exista poca homologta estructural entre estos dos subtipos CSO>. 

Finalmente cabe mencionar que en nuestro laboratorio se ha 

postulado la existencia de dos mecanismos de transducciOn para los 

receptores a,-adren~rgicos en el tejido hepático de rata: uno de ellos. 

que comparte con la vasopresina y la angiotensina II, involucra el 

recambio de tostoinosttidos y la liberación de inositol-trifosfato y 

diacilglicerol; este sistema es dependiente de la concentración de 

calcio extracelular, es lnsensi~le a la inhibición por insulina y es 

modulado por hormonas tiroideas. El otro mecanismo es modulado por 

glucocortlcoides, es independiente de calcio extracelular y es sensible 

a la insulina C51 a 59>. 

dl La angiotensina 11: En 1898, Tiegerstedt y Bergman observaron que 

los extractos de ri~ón contenían un principio presor que denominaron 

renlna; después se preciso que la ranina no era en si misma una 

substancia presora sino la enzima que iniciaba 

compuesto tarmacológicamente activo, un péptido, 

la formación del 

a partir de una 

protetna del plasma 

El pdptido recibió 

CBraun-Menéndez et al, 1940; Page y Helmer, 1940). 

al nombre de angiotensina. y el substrato se 
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denominó angiotensinógeno. De 1954 a 1956 Skeggs, Elliott Y Peart 

descubrieron la composición y estructura de la angiotensina y ésta fué 

sintetizada poco después por Schwyzer. In vivo la ranina produce la 

liberación de un decapéptido, la angiotensina I, 

angiotensinógeno; esta substancia tiene actividad 

a partir del 

limitada y es 

transformada .. gracias a una dipeptidasa .. en angiotensina 11, un 

octapéptido muy activo CCf. esquema IV>. 

La angiotensina 11, el agente presar más potente conocido, produce 

5us efectos por dos acciones, una directa en las tibras musculares de 

los vasos y otra indirecta mediada por el sistema nervioso simpático; 

junto con la ranina constituye un sistema que es~imula la secreción de 

aldosterona, manteniendo ast la concentración de electrólitos y el 

volumen sanguíneo Cvolemia> C43). 

En el h!gado la angiotensina Il estimula la glucogenólisis y la 

gluconeogénesis por medie de la l_iberación de calcio intracelular al 

activar la hidrOJisis de polifosfoinositidos. Sin embargo esta hormona 

también es capaz de inhibir a la adenilato ciclasa y hasta la fecha no 

se sabe si ambos efectos se encuentran modulados por una o dos 

poblaciones de receptores. De hecho los receptores han sido 

solubilizados y se ha estimado su peso molecular que var!a de 60 a 66 

kDa <60,61>. Ciertos datos experimentales sugirieron que los receptores 

presentaban un solo tipo de sitios de uniOn para el agonista <62>; sin 

embargo Campanile y sus colaboradores determinaron la existencia de dos 

sitios de union para la hormona, de distinto grado de afinidad <63,64>~ 

Gunther <65) identiticO de nuevo los dos tipo& de sitios de unión p~ra 

los receptores y propuso que los de alta afinidad se encontraban 

relacionados con el mecanismo de transduccion de 
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fostoinos!tidos-calcio, mientras que los sitios de baja afinidad 

estaban asociados a la inhibición de ta adenilato ciclasa. Propuso 

entonces, como otros autores (66>, la existencia de dos tipos de 

receptores para la angiotensina 11, no interconvertibles entre si y 

acoplados cada uno de ellos a un sistema de transducción diferente; una 

revisión mas detallada puede encontrarse en 67. 
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O B J E T 1 V O S 

Determinar el efecto de la epinefrina. la vasopresina y la 

angiotensina 11 sobre la acumulación de AMP ciclico producida por el 

glucagon en los hepatocitos de rata. 

Determinar 

tipo de tejido. 

Anal izar 

las mecanismos de acción de la angiotensina Jl en este 

los efectos de la epinefrina sobre los niveles de AMP 

c!clico en presencia y en ausencia de calcio. y determinar que tipo de 

receptores se encuentran involucrados en el proceso. 

Estudiar el efecto de la toxina pertussis sobre las modificaciones 

de los niveles intracelulares de AMP c1clico consecuentes a la acción 

de las hormonas. 
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M A T E R l A L E S Y M E T O O O S 

a> Substancias y reactivos: La epinefrina. la vasopreslna, el 

propranolol, 

yohimbina, 

la angiotensina 11, la 3-isobutil-metil-xantina CMlX>, la 

el ácido etilenglicol-bis-CS-amino-etil-eterlN,N'-tetra 

acético CEGTAl se obtuvieron de Sigma Chemical Co. El glucagon fué 

donado por Eli L11ly, y se utilizaron colagenasas de Yorthington y 

Cooper Blomedical. La prazosina se obtuvo de Pfizer, el A23167 de 

Calb1ochem y el ('HlAMP ctclico de New England Nuclear. 

bl Animales: Se utilizaron ratas hembras Wistar de 200 a 250 g de 

peso alimentadas ad /Jbitum con nutricubos Purina. En el caso de 

animales tratados con toxina pertussts se inoculo la dosis indicada <15 

o 50 rg> intraperitonealmente tres dias antes de la utilización de 1as 

ratas; cabe aclarar que ning~n animal sucumbió por efecto de la toxina. 

e> Aislamiento de los hepatocitos: Los hepatocitos se aislaron por 

el métodO de Berry y Friend \66> modificado por lolbert et al C69). El 

aislamiento, lavado e incubación de las células se realizaron en 

amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato C120 mM NaCl, SmM KCI, 1.2 mM 

1.2 mM MgSO., lBmM NaHCO~J con 10 mM de glucosa. saturado con 

o,1co, C95%:5%l, pH 7.4 a 37° C. Los animales se anestesiaron con 

cloroformo hasta que alcanzaron el es~ado de paro respira~orio; se 

realizo una laparotomia media, se canuló la vena porta y se llevó a 

cabo una perfusión con el amortiguador antes citado adicionado de 

calcio (1.2 mM CaCl2 > y da colagenasa <7 a 13 mg>, por un lapso de 10 a 

20 minutos con el fin de obtener una digestion parcial del tejido. 

Posteriorm~nte las células se dispersaron mecánicamente con la ayuda de 

-22-



un tubito de plástico an una caja de Petri con el mismo amortiguador y 

se filtraron a los tubos de centrifuga a través de una tela de nylon. 

La suspensión celular se centrifugó a baja velocidad por un minuto y se 

repitió tres veces este proceso de lavado. En los casos en que se 

utilizó un medio sin calcio el lavado y los pasos posteriores se 

realizaron en amortiguador sin cloruro de calcio y adicionado de 0.5 mH 

EGTA (agente quelantel. Después de la Oltima centrifugación las células 

se rasuspendieron en el amortiguador correspondiente, con y sin calcio 

(+EGTA> en un volumen tinal de 25 a 30 mg pe&o hOmedo/ml y se 

preincubaron por 6 minutos en un ba"o de agitación a 37°C y a baja 

velocidad. La viabilidad se determinó con la ayuda de azul tripano al 

0.1~. 

d> Incubación en presencia de las hormonas: En el baño de 

agitacion. a mayor velocidad y a la misma temperatura, las células se 

incubaron por dos minutos en presencia de los diferentes agentes; en el 

caso de utilizar amortiguador sin calcio y con 0.5 mM EGTA se agrego a 

cada tubo 100 f1 de 3-isobutil-1-metil-Kantina (MIX>. un inhibidor de 

la tostodiestarasa. 

el Oeterminacion del AMP ciclico: El AMP crclico producido se 

determino utilizando el método de Gilman C70>. basado en la competencia 

por la unión del nucleótido frlo y tritiado a una protefna cinasa 

dependiente de AMPc; posteriormente el AMP c!clico libre se separo del 

nucleOtido unido a la protefna con la ayuda de carbón activado y la 

radiactividad de cada muestra se determinó en un contador de centelleo 

l!quido; el valor obtenido se comparó con una curva patrón, según se 

estipula en el método de Brown C71>. Los resultados se expresan como 
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R E S U L T A D O S 

Los hepatocitos aislados de ratas controles fueron incubados en 

amortiguador Krebs-Rlnger bicarbonato con CaCl2 1.2 mM en presencia de 

dosis crecientes de glucagon: la curva dosls-respuegta se presenta en 

la figura 1, y muestra un comportamiento caractertstieo con un valor 

basal de 0.91 ~ 0.07 pmol AMPc/mg peso h~medo y un efecto maximo de 

3.63 ~ 0.18 pmol AMPc/mg peso h~medo obtenido a una concentración de 

M. La angiotensina 11 c10-• M> no ejerce un efecto sigr.iflcativo 

sobre la producción ~asal de AMP ctclico pero produce una reducción 

marcada a concentraciones más elevadas de gtucagon. obteniéndose una 

disminución máxima <23.5 %> a una concentración de 10-• M glucagon. 

Con el f!n de obtener información acerca del comportamiento de las 

demás hormonas se incubaron los hepatocitos con el mismo amortiguador, 

con una concentración fija de glucagon c10-• M> y con dosis crecientes 

de angiotensina 11, vasopresina, epinefina + 10-~ M propranolol lun 

antagonista 8-adrenérgico> y una concentración fija del ionóforo da 

calcio A23187; en la figura 2 se presentan estos resultados. A bajas 

concentracione9 c10-• M> los agentes producen una disminucion 

significativa da los niveles de AMP ctclico producido por el glucagon, 

siendo la epinefrlna la más potente l30.1%), seguida por la vasopresina 

l2B.7~> y la angiotensina 11 <24.6~). A concentraciones más elevadas el 

efecto es a~n mayor pués la epinefrina llega a una reducción del 36.4S 

Y la angiotensina 11 a una disminución del 33.1~. Cabe mencionar que la 

angiotengina 11 muestra un comportamiento aparentemente bifásico. Por 

otra parte al lonóforo A23167, a una concentración de 10-' M. produce 
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Curvas de inhibición del efecto de glucagon lo-BM sobre la pro­
ducción de AMPc con dosis crecientes de angiotensina II ( • l, 
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una disminución de 34.6~ en los niveles de AHP ciclico Cl.78: 0.10 

pmol AHPclmg peso hUmedol. 

Ahora bien, para determinar el posible mecanismo de transducciOn 

de las hormonas se incubarort Jos hepatocitos en amortiguador 

Krebs-Rlnger bicarbonato en ausencia de calcio y en presencia de un 

agente quelante 

tostodiesterasa, 

del mismo, el EGTA CO.S mHl y de un inhibidor de f~· 

la metiJ-lsobutil-xantina, a una concentraclOn de 100 

fM. De nuevo se mantuvo fij~ la concentraciOn de ctucagon <10-• M) y se 

variaron las dosis de los demgs agentes <Cf. figura 3). En primera 

instancia se observa que la producciOn de AMP c!clico por el efecto del 

glucagon es mayor que en los experimentos anteriores: 4.70 ~ 0.16 pmol 

AHPc/ mg peso h~medo con respecto a 2.72: 0.16 pmol AHPclmg peso 

h~medo. Por otra parte la angiotensina 11 presenta de nuevo un 

comportamiento marcadamente bifásico: la primera fase Cde io-•~ a 10-• 

M> es muy semejante a la respuesta obtenida con la epinefrina y la 

vasopresina, 1.e. una pequena disminuciOn de los niveles de AMP cJclico 

que sólo en un caso llega a ser significativa. La segunda fase del 

erecto de la angiotensina 11. no observada en los otros casos. es 

•umamente importante pués los niveles de ANP c1c1ico se reducen en un 

2e.1s. Finalmente cabe mencionar que el ionOforo A23187 <10-• M> 

presenta un efecto parecido a la epinetrina y a la vasopres1na: es 

decir un 12.3% de disminuciOn. 

En todos los casos anteriores el val.ar basal en la producc1on de 

AMP cfclieo en ausencia y en presencia de los agentes <excluyendo aJ 

glucagon> era pr•cticamente el mismo con Ja excepción de la epinefrina 

en el sistema de hepatocitos depletados de calcio. Para estudiar mss 
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detalladamente este fenómeno se incubaron Jos hepatocitos en ausencia 

de calcio y en presencia de 0.5 mM de EGTA y 100 fM MIX, sin glucagon Y 

con dosis crecientes de los agentes CCf. figura 4). Es posible notar 

que a concentraciones realmente elevadas la epinefrina <+ 10-• M 

propranolol) produce un 1 i ge ro incremento en los niveles de AMP 

c!cl ico: 0.94: 0.05 pmol/mg peso hómedo con respecto al basal de 0.68 

~ 0.04 pmol/mg peso hómedo. Con el fin de determinar la naturaleza de 

dicho efecto se utilizaron dos antagonistas, uno a,-adren~rgico, la 

prazosina, y otro a2-adrenergico, la yohimbina, en dosis crecientes 

manteniendo fija la concentraciOn subm~xima de epinefrina. Los 

resultados, mostrados en la figura S, indican que la prazosina es mas 

potente que la yohimbina para antagonizar el incremento producido por 

10-• M epinef rina (+ 10- ti M propranolol> en ausencia de calcio; la 

diferencia en potencia es aproximadamente de dos órdenes de magnitud 

ClOO veces>, y en ambos casos la acción del agonista conduce de nuevo 

al valor basal C0.62 ~ 0.02 pmol AMPc/mg peso hómedol. 

Con el propósito de bloquear la inhibición de la adeniJato ciclasa 

a través de Ni se decidió utilizar animales tratados con diferentes 

dosis de toxina pertussis C15,50 y 100 fg totales>. Los hepatocitos 

aislados de estos animales se separaron en dos grupos: unos se 

incubaron en amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato con CaCI 2 Cl.2 mH> y 

los otros con el mismo amortiguador, sin calcio, con O~S mM EGTA y 100 

rM MJX. En todos los casos se mantuvo fija la concentración de gJucagon 

( 10-. H > y se agregaron epi nef r i na mas proprano lo J e io- 11 M ambos), 

vasopresina <10·• MI, angiotensina 11 110-• MI y A23187 c10-• MI; los 

resultados se observan en la figura 6. Es posible notar que, tanto en 

presencia como en ausencia de calcio, el glucagon produce una menor 
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acumulacion de AMP c!clico, y este hecho se aoentOa al utizar dosis 

crecientes de toxina pertussis. Por otra parte, ninguno de los agentes 

estudiados provoca una disminución significativa en los niveles de AMP 

cfclico en los animales tratados, tanto en presencia como en ausencia 

de calcio; este hecho es Independiente de la dosis de toxina utilizada. 
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D l S C U S l O N 

Los resultados obtenidas muestran que el glucagon es capaz de 

inducir la acumulación de AMP ciclico. probablemente a través de la 

estimulaciOn de la adenilato ciclasa. puesto que el efecto se observa 

en hepatocitos incubados tanto en presencia como en ausencia de calcio, 

y concuerda con los datos publicados por otros autores Y nuestro propio 

laboratorio. 

La epinefrina, la angiotensina 11 y la vasopresina· reducen en un 

30~ estos niveles del nucledtido ciclico en hepatocitos incubados con 

CaCl2 1.2 mM y glucagon 10-• M: estos resultados confirman los datos 

obtenidos en nuestro y otros grupos. El hecho que el ionóforo A23167 

sea capaz de reproducir en su misma magnitud el efecto de estas tres 

hormonas sugiere que el incremento en la concentración intracelular de 

calcio es el responsable de la disminuciOn da los niveles de AMP 

ctclico. Esto pudiera ocurrir al activar a ia tosfodiesterasa de 

nucleOtidos c!clicos y dependiente de calcio y da calmodulina. 

Con la finalidad de estudiar más profundamente la acción de la 

fostodiesterasa de AMP cfclico se decidió realizar los mismos 

experimentos en presencia de dos lnhibidores de la calmodulina, la 

tritluoperazina y el WT. Los resultados obtenidos. no representados en 

las ti guras anteriores, indican que en presencia de calcio 

fos~odiesterasa no se bloquea al agregar los lnhibidores de 

calmodulina en determinadas concentraciones <10-• y 10-• M>. 

la 

la 

Se ha observado ya con anterioridad que la respuesta de las 

-29-



hormonas que act~an a través del sistema de transducción de 

tosfolnosftidos-calcio no sa mantiene si los hepatocitos se encuentran 

depletados de este ión C41). Con la finalidad de bloquear esta via y la 

activación consecuente de la fostodiesterasa. los hepatocitos se 

incubaron en ausencia de calcio y en presencia de un agente quelante 

del mismo CEGTA>, ast como en presencia de un inhibidor de la 

tosfodiesterasa de AMP ciclico, la metil-isobutil-xantina CMIX> y de 

glucagon. Los resultados muestran en primera instancia que la 

acumulación de AMP ctclico producida por el glucagon es mayor. que en 

los experimentos antario~es. lo que indica que en condiciones normales. 

1.e. en presencia de calcio, la tostodiesterasa se encuentra activada y 

degrada cierta cantidad del nucleOtido producido por la estimulación de 

la adentlato ciclasa. Por otra parte. en estas condiciones <sin 

calcio>, el efe~to de la epinetrina, de la vasopresina y del ionOforo 

A23167 es muy p~queno y similar a la respuesta obtenida con bajas 

concentraciones de anglotensina 11 (hasta 10-• M>; estos procesos. en 

el caso de las hormonas, involucran muy probablemente el recambio de 

fosfoinosftidos y la liberación de calcio intracelular. 

Sin embargo, a concentraciones superiores a 10-• M, la 

angiotensina 11 reduce muy significativamente los niveles de AMP 

c!clioo producido por ,la respuesta al glucagon, efecto que no se 

observa con las otras dos hormonas y que puede deberse a la inhibición 

de la adenilato ciclasa. De hecho ya se hab!a observado, en otros 

tejidos, que la angiotensina 11 podfa actuar por un mecanismo de 

transducción, por el otro o por ambos a la vez <mósculo vascular, 

células de la pituitaria, tejido hepático) <22,65,66,72,73,74,75). En 

nuestro caso particular la respuesta bifásica observada ya se habla 
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obtenido en los experimentos anteriores <Ct. tigura 2> y sugiere que en 

esta tejido, a bajas concentraciones la angiotensina I 1 actlla al 

activar a la tosfodiesterasa (sistema fosfoinosttidos-calcio> mientr~s 

que, a concentraciones superiores, inhibe a la adenilato ciclasa a 

través de N.; estos datos confirman de alguna manara las hipOtesis de 

Gunther C65>, Garcla-Sálnz C67> y otros, aunque no permiten distinguir 

si se trata de una o dos poblaciones de receptores acoplados a los 

distintos sistemas de transducción. 

Ahora bien, en los experimentos realizados en presencia de calcio, 

la vasopresina, la angiotensina JI y la epinefrina. si bien disminuyen 

la acumulación de AMP cíclico inducida por al glucagon, no modifican al 

valor basal del nucleótido. Sin embargo, en los hepatocitos depletados 

da calcio, la epinefrina produce, en ausencia de glucagon, un 

incremento signiticatlvo; los resultados obtenidos al realizar la 

dosis-respuesta de tos agentes en estas condiciones conf 1rmaran un 

incremento del 38~ producido por la apinefrina con respecto al basal 

CCf. figura 4l. Este etecto no es atribuible a una respuesta 

B-adrenérgica pués Jos hepatocitos ~o incubaron en presencia ae un 

antagonista 8-adrenérgico, al prop_ranolol, en una concentración 

adecuada c10-s 11) • Dicha acumulación de AMP c!clico en hepatocitos 

depletados de calcio, bajo condiciones de bloqueo de los receptores 

S-adrenérgicos, ya habla sido reportada an~eriormente por Chan y Exton 

C76, 77>. Los resultados obtenidos en la figura 5 indican que se trata 

de una acumulación mediada probablemente por receptores del tipo 

a,-adrenergico, puesto que esta respuesta es antagonizada a 

concentraciones bajas de prazosina. Como se menciono anteriormente en 

el laboratorio se tiene la hipOtesis de ta existencia de dos mecanismos 
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da acciOn para los receptores a,-adrenérgicos <51 a 59?: 

• Un mecanismo dependiente de calcio extracelular, compartido por la 

vasopresina y la angiotensina 11, acoplado al recambio de 

tosfoinosftidos, insensible a ta inhibición por insulina y regulado por 

hormonas tiroideas. 

• Un mecanismo independiente de calcio extracelular, no compartido con 

las otras dos hormonas, sensible a la 1nh1b1c10n por insulina y 

modulado por glucocorticoides <predomina en ratas hipotiroideas>. 

Ahora bien, las condiciones en las que se observo la acumulación 

da AMP cfclico inducida por la epinefrina sugieren qua se trata del 

segundo mecanismo de acción; éste predomina en las ratas hipotiroideas, 

y cabe mencionar que en los hepatocitos aislados de estos animales 

tratados se ha logrado observar un incremento similar en los niveles de 

AMP c!clico ~J.lniguez-Lluhi, J.A.Garcia-S~!nz, datos no publicados): 

es decir, este mecanismo se hace notorio en hepatocitos depletados de 

calcio provenientes da ratas controles. asl como en hepatocitos de 

ratas hipotiroideas. Finalmente es interesante hacer notar que en otros 

sistemas se ha encontrado también que la estimulación de los receptores 

«,-adrenérgicos provoca diferentes respuestas: en el cerebro de rata, 

por ejemplo, Johnson y Minneman han estudiado estos efectos y han 

llegado a la conclusión de que existen marcadas diferencias entre los 

receptores a,-adrenérgicos involucrados en las distintas respuestas 

(78,79). 

Se postulo anteriormente la hipótesis que confería a la 

angiotensina 11 la capacidad de inhibir a la adenllato clclasa; una de 

las maneras m4s comunmente utilizadas para demostrar este efecto radica 

en el empleo de la toxina pertussls, ya que ésta inactiva a la prote!na 
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N1 al provocar su ADP-ribosilaciOn. Si, por otra parte, se realizan los 

experimentos en hepatocitos depletado& de calcio Y con inhibldor de la 

tosfodlesterasa, el efecto de la angiotensina 11 se bloquear ta 

totalmente. Los resultados obtenidos CCf. figura 6> muestran, en primer 

lugar, que la acumulación de AMP ciclico inducida por el glucagon se 

encuentra disminuida con respecto a los animales controles <un efecto 

que también observó Garrison)(75>, y este efecto es proporcional, en 

apariencia, a la cantidad de toxina utilizada; esto sugiere que, de 

alguna manera, :a toxina produce efectos nocivos en los animales, y por 

ende, afecta 

que ning1ln 

viabilidad 

también a las células del tejido hep6tico. Cabe aclarar 

animal murió a consecuencias del tratamiento pero la 

de los hepatocitos se encontraba disminuida con respecto a 

los que proventan de animales controles. 

Por otra parte en los hepatocitos depletados de calcio y aislados 

de animales tratados se obtuvo la respuesta esperada, i. e. ni la 

ep1nefr1na, ni la angiotensina J.1, ni la vasopresina, ni el ionóforo 

disminuyeron la acumulación de AMP cfclico estimulada por el gluc~gon, 

lo que confirma la hipótesis de que, en est3s condiciones, las dos vlas 

se encuentran 

fosfodiesterasa, 

interrumpidas 

inhibición de 

en 

la 

embargo, en presencia de calcio, 

alglln punto (activación de la 

adenilato ciclasa por Sin 

el sistema de transducción que 

involucra el rescambio de fosfoinosttidos y la liberación consecuente 

de calcio no se encuentra bloqueado, a~n cuando los animales hayan sido 

tratados con 

aparentemente, 

la toxina pertussis pués, en hS:gado, ésta afecta, 

sólo a N, <Garcia-Sá!nz, Exton y otros &utores>t20,22>. 

Sorprendentemente, en este sistema, ninguno de los agentes mencionados 

anteriormente disminuye significativamente los niveles de AMP cfclico 
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producidos por la estlmulacion del glucagon: este resultado, totalmente 

inusitado, indica que la toxina no sólo modifica a N1 en eJ h!gado. 

sino que tambidn altera la respuesta de las hormonas que actOan por el 

mecanismo de tosfoinosftidos-caJcio. A continuación se proponen varias 

hipdtesis para tratar de explicar este fenómeno: 

1) Es posible que la toxina altere de alguna manera la tosfodiesterasa 

de AMP c!clico evitando as! la degradación del nucleótido: Sin embargo, 

esto parece poco probable ya que la fosfodiesterasa se encuentra activa 

pués en ausencia de calcio y en presencia de su inhibidor, la 

metil-isobutil-xantina, los niveles de AMP c!clico producidos por el 

efecto del glucagon se incrementan en los hepatocitos de animales 

tratados, exactamente de la misma manera que en los animales controles. 

2> Es posible que la -~oxina modifique la protefna "Nw" hipotética 

involucrada en este sistema de transduccidn. Sin embargo existen varios 

reportes que indican que, en el hfgado de rata, la toxina pertussis 

produce Ja ADP-ribosilacidn de una protefna de 41 kDa, correspondiente 

a Nr. Además no se altera la acción de los agentes a 1 -adrenérgicos, de 

la vasopresina 

d~fosfoinositidos 

y de la 

(20,23,75>. 

angiotensina 11 sobre e J recambio 

Por otra parte el ionOforo carece de 

efecto inhibitorio al igual que las hormonas en los animales tratados y 

no ejerce su acción a través de esta protafna "N•"••• 

3) Es posible que la toxina modifique el influjo de calcio 

extracelular. Se ha observado que el efecto de las hormonas que actOan 

por este mecanismo se mantiene en presencia de calcio extraceJular 

(41); ciertos autores han sugerido que, en algunos sistemas, la 

liberación de calcio intracelular, consecuente al efecto del inositol 
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trifosfato sobre el retículo endoplásmico activa a una proteína cinasa 

~ue convierte al mensajero en inositol 1,3,4,5 tetrafosfato Y ~ste, de 

alguna forma estimularía la entrada de calcio extracelular <80,81>. En 

ciertas cálulas de las gládulas suprarrenales, Kojima et al demostraron 

que la toxina pertussis bloqueaba e! influjo de calcio estimulado por 

la angiotensina JI (82>. Sin embargo, de nuevo en nuestro sistema, los 

datos obtenidos con el iondforo hacen muy poco probable esta hipótesis, 

al igual que descarta la posibilidad de que la toxina modifique la 

posible prote1na involucrada en el sistema IP~-liberaciOn de calcio. 

4) Finalmente, pudiera ser que el iondforo estuviera involucrado en 

otros procesos además del incremento en la concentración intracelular 

de calcio, y que éstos, de alguna manera, fueran sensibles a la toxina 

pertussis. Por ejemplo, la fosfolipasa A2 es capaz de liberar ácido 

araquiddnico de los polifosfoinosftidos~ Y éste, a su vez. puede 

generar prostaglandinas por medio de la accion de la ciclo-oxigenasa; 

en la lfnea celular FRTLS, derivada de la tiroides de rata, Axelrod 

C24> encontró que las prote!nas que unen nucleótidos de guanina y 9ue 

se encuentran acopladas a la fosfolipasa A, son sensibles a la acción 

de la toxina. Pudiera pensarse entonces que el ~cido araquiddnico o 

alguno de sus productos generados por la ciclo-oxigenasa tuvieran un 

efecto directo sobre la tosfodiesterasa, y en consecuencia sobre la 

acumulación 

dependi&ra 

de AMP cfclico, y que 

del ionóforo A23187. 

la activación de la fosfolipasa Az 

De hecho, recientemente se ha 

encontrado que el ionóf oro puede promover la hidrOlisis de Jos 

tostoinos!tidos en ciertas célula& en cultivo y que esta acción 

participa en terma importante en los efectos del ion~foro <83>. 
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De cualquier manera, el efecto general de la toxina pertussis 

sobre la modulación de los niveles de AMP ciclico en los hepatocitos de 

rata no se ha caracterizado completamente. Los efectos observados no 

parecen deberse exclusivamente a la sola moditicación de la protetna 

N1 • Evidentemente este es el hallazgo más importante de la presenta 

tesis; la localización del sitio preciso de acción es de enorme interés 

para al grupo de trabajo y se esta trabajando en el 10. 
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e o N e ~ u s ( o N E s 

En presencia de calcio la angiotensina I I. la vasopresina y la 

epinefrina disminuyen 

efecto del glucagon. 

los niveles de AMP c1clico producido por el 

* En ausencia de calcio la angiotensina ll mues~ra una respuesta 

bifásica: en una primera parte abate los niveles de AMP ciciico de una 

manera semejante al efecto de la vasopresina. la epinetrina y el 

ionOforo A23167. La segunda fase representa una disminución muy marcada 

no observada con las otras hormonas y que corresponde, probablemente. a 

la lnhiblciOn de la adenilato ciclasa. 

En presencia de calcio ninguna de las tres hormonas atecta los 

valores basales de AMP clclico; sin embargo. en ausencia de calcio. la 

epinefrina es capaz de estimular la producción de AMP cíclico, 

aparentemente por medio de receptores « 1 -adrenérgicos. 

Sorprendentemente la toxina pertussis bloquea 1a modulación 

hormonal ejercida por la angiote.nsina 11, la vasopresina, la epinetrina 

Y el ionOforo A23187. tanto en presencia como en ausencia de calcio. 

Los resultados indican que la toxina produce efectos que no se explican 

por la ADP-ribosilación de Ni, pués evita la disminución de tos niv~les 

de AMP cfclico producido por las hormonas, en presencia de calcio. 
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