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I NTRODUCCTI1ON

Las celulas necesitan establecer cierta comunicacion con el medio
que las rodea con el fin de flevar a cabo satisfactoriamente sus
funciones metabdlicas vy poder adaptarse rdpidamente a las variaciones
de su antorno. En los organismos multicelulares la separacidn de las
funciocnes vy la especializacidn de poblaciones celulares 8n drganos y
tejidos hacan esta comunicacidn auvun mas compleja pués implica 1a

coordinacion precisa de todos estos grupos celulares.

En los organismos | iamados "superiores®™ existen dos vias
principales de comunicacion intercelular: 2l sistema endodcrino y el
sistema nervioso; estos sistemas difieren entre sSi por su modo de
accidn (las seflales neuronales producen su efecto de una manera mdas
rdpida y directa que las hormoenas). Sin embargo. ambos sistemas
presentan similitudes a nivel de origen embrioldgico, a nivel ceiular e
inctuso a nivel molecutar pués ambos producen ia liberacidén de un
mensajerc capaz de interactuar con receptores especificos de la celula
blanco. Estos mensajeros tienen una estructura molecuiar muy variada
pero pueden dividirse en tres grandes clases: los que tienen wuna
naturaleza lipidica, como los esteroides derivados del colesterol, los
qua presentan una naturaleza polipeptidica. como la insulina, el
glucagon y la angiotensina (entre otros) y finalmente los de tipo amina
entre los cuales se encuentran !as hormonas tiroideas y ila adrenalina o

epinefrina (1).

Les mensajeros hormonales van a interactuar con sSus respectivos
receptares que pueden estar localtzados en la membrana plasmatica o

bien en el interior de la celula. Existe cierta relacidn entre ia

iocalizacidon del receptor y la naturaleza quimica del agonista: as{,
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por ejemplo,las hormonas tiroideas y l!as esterocides, por ser de tamafio

relativamente paquefiio Yy presentar caracteristicas parcialmente

hidrofédbicas atraviesan ia membrana plasmadtica, probablements por

dlfusion, y tienen receptores internes.

Sln embarge muchas de las seflales hormonales que |llegan a las

calulas no traspasan |la membrana plasmdtica sinc que son detectadas por

sus recaptores membranates y estos, a su vez, desencadenan todo un

proceso que conduce a la generacidn de mensajes secundarios, siendo

estos WAltimos 1los que regulian los procesos metabdlicos. Es decir,
existen mecanismos que reclben la informacion extracelular Y la
transforman en una nueava senal, interna, caonoc.da como sSegundo

mengajaro, que puede ser umna molécula o un idn, que tiene la capacidad

de regular funciones fisiologicas y bvioquimicas. Este procesoc se

denomina transduccion.

Hasta la fecha se conocen dos vias principales de seilal acopladas

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

ciclasa, regulada por pretelnas que pueden unir nucledtidos de guanina

{(proteinas de tipo N y responsable de la formacidn del monofosfato

ciclico de adenosina (AMPe ). La otra involucra el recambio de

fosfoinositidos liberando asi dos moléculas mensajeras: el

diacilglicerol (DG) Y el inasitaol-trifosfato (1P3), produciendo este

gltimo la liberacion de ecalcio intracelular (2). Analizare con mas

dztalle estas dos sistemas de transduccidn.

El sistema de la adaentlato ciclasa

Muchas hormonas actlan en las células eucariontes modificando los
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niveles {(nternos de! monofosfato ciclico de adenosina (AMPc? a traves
de la modulaciodn de la actividad de l1a enzima responsable de su
formacidn, la adenilato ciclasa. Este segundo mensajero activa una
serie de protefinas cinasas (cinasas dal tipo A) al liberar a la
subunidad catalitica de la subunidad reguladora, y 8stas a3 su vez

fosforilan distintas proteinas cruciales para los procesos metabdlicos.

En 1971 el grupe de Rodbell logro demostrar que no solo se
necesitaba el receptor, al agonista y la anzima para observar la
formacion de AMPc sino que también se requeria de la presencia de

nucledtidos de guanina, sugiriendo asi{ la existencia de una proteina
acopladora entre el receptor y la enzima, conocida comc proteftna N (o
G). Ahora se sabe que la adenilato ciclasa esta modulada por dos vias,
una estimuladora ¥y otra inhibidora que constan, cada una de ellas, de
gus receptores proplios (Rs, R:) y de sus protefnas N raspectivas (Neg,

Ns > (Cf, esquema [).

aj Receptores: Ambos tipos de recaptores se encuentran frecuentemente

‘glucosilados y embeblidos en la membrana plasmatica, presentando hacia
el exterior ol sitic de unidn de! agonista. Los receptores Rs promueven
el incremento de las niveles de AMPc al estimular a la adenitato
ciclasa. Come ejemplos de estos receptores se pusden mencionar a los
fi-adrendrgicos, 2 lgs ds! glucagon, a Ios de la vasopresina, asi como a
los @e otras hormonas; los receptores fB-adrenédrgicos son glucoproteinas
formadas por una sola cadena polipeptidica y se dividen,
farmacoldgicamente en dos subclases, la B8: {(peso molecular: 40-50 kDa>
b4 Ia B8 (58-867 kDa) aun cuando estudios recientes han demostrado que

Presentan grandes simil{tudes en sus caracteriIsticas estructurales,
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Esquema I.:

Adenilato
Ciclasa

ATP AMP; + PP;

El sistema de la adenilato ciclasa-.:

H = agonistas; R = receptores.
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inmunoldgicas y biogquimicas (3).

Los receptores R; provocan la disminucion de los niveles de AMP¢
al inhibir a la enzima; entre estos se encuentran los receptores del
tipo a; -adrenérgicos, los de 1a acetilcolina, los de la angiotensina 11

y los de los peptidos opioides.

b’ Proteinas N y mecanismo de accién: Las proteinas N 50N las

responsables del acoplamiento entre el receptor y la adenilato ciclasa;

presentan varias propiedades en comun: son capaces de unir iones

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

ADP-ribosiltransferasa que presentan ciertas tnxinas bacterianas y

tienen funcion de GTP-asas. Per otra parte las proteinas N estan

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

subunidades alfa difjeren entre las proteinas N pués presentan un peso

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

el easo de N, . Muchas ceélulas contienen dos formas de la subunidad alfa

de 1a protefina Ng, de distinto peso molecular: se ha propuesto que los

RNA mensaljeros que codifican para estas subunidades provienen de un

mismo gene que ha sufride un procesamiento distinte en cada uno de los

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

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

5 a 8 kDa.

l.as subunidades &« presentan un sitio de union de nucledtidos de

guanina, tienen muy probablemente la funcion de GTP-asas, ¥y en el casa

de Ns » son las responsables de la activacion de 1a adenjlato ciclasa;

en el caso de N: se piensa que o Iinteracciona inhibitoriamente con la

enzima, aunque su funcion, hasta ahorms, no ha sido bien determinada

(5). Por otra parte, poco se sabe de la interaccion entre el receptor y



las proteinas N: xe ha propuesto que de alguna manera las otras dos

subunidades presentan un sSitio de reconocimiento y union al receptor

(8).
Las protainas N en su estado basal, inactivo, se encuentran

integradas por las tres subunidades unidas entre s! y pueden seguir el

siguiente ciclo: unidn de una molécula de GTP, activacidén de la

proteina, hidrolisis del GTP, desactivacién de 1a proteina y liberacidn

del GDP. El estado de activacion de la proteina implica la disociacidn

de la subunidad x-GTP y del complejo f8v. Al agregar un agonista a todo

el gsistema se forma un complejo hormona-receptor dque provoca un

incremento en la activacién de la protefina N indicada (dependiendo del

agonista) al incrementar la Thidrdlisis del GTP y el- intercambio de

nucledtidos de guanina.

Al ser estimulada la via de activacion de la adenilato ciclasa

({por Rs ¥y Ne¢) se produce la liberacidn de la subunidad &«s. unida a una

molécula de GTP, y ol complejo Bsve; la

subunidad xg ~GTP va a

interaccionar con la parte catalitica de la enzima y se produce la

formacion de AMPe. La hidrdlisis del GTP desactiva la subunidad as que

es capaz de volver a unirse con el complelo B.vs para formar de nuevo

ia proteina Ng-GDP inactiva (Cf. esquema [1).

Para explicar este procesc se han propuesto modelos que Llnvolucran

la particlipacioén de receptores en dos estados de afinidad para los

agonistas: ailta atinidad (Ra) y baja afinidad (Rb), interconvertibles

antre 3st, El receptor aislado se encuentra en baja afinidad (Rb) pero

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

accion del agonista H) estimula el recambio GDP-GTP que produce la

tiberacion dael receptor que pasa al sstado de baja afinidad ¥y la
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activacion de Na que se disocia on &« -GTP ¥y BsDe«: la subunidad ¢ -GTP
activa a la adenilato ciclasa y es desactivada al producirsge la
hidrotisis del GTP. Posteriormente las subunidades se reasocian entre
st para formar N -GDP (7). Otros autores, entre ellos Lefkowlitz,

propanen que el complejo hormona-receptor permanece unido a la

subunidad oe~GTP y su liberacidn se produce cuando se hidroliza el GTP;

el intercambio de nucledtidos se lleva a cabo al unirse @l receptor a

la proteina Ns, v este Altimo permanece en e@stado de baja afinidad

hasta que es ocupado por su agonista (8).

Ahora bilen, al ger estimulada la via inhibitoria a travées de N

(proceso que requiere de la presencia de cationes monovalentes como

Na*) se produce también la liberacidn de ot -GTP y del complieijo Bv. Se

plensa que un incremento en los niveles del complejo B¥Y (muy similar en

las dos protefnas N) inhibe la estimulacidn de la adenilato ciclasa por

. N al evitar su disociacidn y la liberacidn de as -GTP: seo llieva a eabo

la reversioén de la activaciodn de Ns por accidn deo amasas. Este fendmene

Se presenta puesto que N:, por tener una mayor afinidad por el GTP que

MNa se disocia mas rapidamente; por otra parte la subunidad &« presenta

una mayor tendenclia a reasociarse que a« (9).

Por otro lado se ha postulado que la protetna N; ~-GTP activada es

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

ta subunidad o ~GTP (6,9); se ha logrado demostrar que ta subunidad

= =GTP no desplaza competitivamente a la subunidad a¢-GTP por un sitie

coman en la adenilato ciclasa (8). De esta manera, la inhibicién de la

actividad de ta adenilato eciclasza puede ser, muy probabiemente., el

regultado combinadeo de la Iinhiblcidén directa por la proteina Ny y de la

dasactivacion de la protefna N, consecuente a la liveracidn del
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complejc Bv de N,.

c) Toxina pertussis: Se menciono anteriormente que las proteinas N eran

substrato de la actividad de ADP-~ribosiltransferasa que presentan
ciertas toxinas bacterianas: 1a subunidad « de Ng es modificada por una
toxina producida por el bacilo del colera, de tal manera gque se bloquea
la hidrolisis detl GTP y por lo tanto se mantiene el estade activado
Cas ~GTP). La proteins N;, asi como otra proteina que une nucledtidos de
guanina (inicialmente detectada en e! cerebro de bovinos pero presente
en muchos tejidos y con un peso molecular de 39 kDa, llamada Ny ), son
ADP-ribosiladas por wuna de las toxinas producidas por }a Bordetella
pertussis, la toxina pertussis; esta Wltima blogquea, en multipies tipos
celulares la accidén de hormonas que estimulan Ja via inhibitoria de la
adenilato ciclasa (7,12,16).

La toxina pertussis es un hexdmero de peso molecular igual a 117
kDa, compuesto por 5 subunidades distintas: S, (28 kDa). S; (23 kDa),
Ss (22 kDad. Sat11.7 kbDa) y 5:(8.3 kDa), con una estequiometria de
1:1:31:2:1. Baio ciertas condiciones la toxina se disocia en 5; y un
Pentamero formado por las subunidades restantes: 51 es enzimaticamente
activa por lo que se conoce como el protomero A y el pentamero
desempefia un papel de fijacidn a la membrana plasmdtica (oligomero B)
10,11).

El proceso de fijacion de la toxina a un receptor de la membrana,
probablemente una glucoprotelina, es relativamente rapido; sin embargo
la penetracidn de la toxina a través de la membrana es un proceso lento
Yy 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 accitn de

la toxina se ha sugerido que se requiere de enzimas capaces de liberar



al protdmero A y de romper, por reduccidn, los puentass disulfuro que

contiene. De hecho se ha propuesto que el protdmero A es hidrolizado a

un peéptido de peso molecular de 24 kDa que presenta la actividad de

ADP-ribosiltransferasa después de la reduccidn de sus grupos disulfuro

internos: este péptido seria !a forma activa del protdmero A y por 1lo

tanto se requiere de una proteasa para formarloc (12>,

El. substrato del protémero activo corresponde a 1a subunidad « de

My (41 kPa) gque es5 ADP-ribosilada a partir del nicotinamida adenin

dinucledtido {NAD)?, liberdandose la molédcula de nicotinamida (13). EI

amino acido al que s8 une la ADP-ribosa no ha sido identificado aun,

pero se sabe que en otra proteina similar, la tramsducina, se trata de

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

adipocitos de rata la toxina cataliza a ADP-ribosilacidn de la

subunidad o de N; y de un péptido distinto (39 a 40 kDa) perc de gran

homologfia estructural y de funcidn desconocida (14,15): probabliemente

se trata de N,.

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

por la interaccidn del complejo hormona-receptor con la protelna, i.e.

la actividad de GTPasa y la liberaciodon del GDP, De esta manera el GTP

permanece unido a N, y por lo tanto disminuye la formacidn del! estado

de alta afinidad de los receptores: esto ocasionarfa que la proteina se

encontrara entonces en un estado activado T"permanente” ejerciendo

constantemente su efecto inhibitorio sobre la adenilato ciclasa. Sin

embargo no se ha obaervado eate efecto por lo que se ha sugerido gue la

ADP-ribosilacidn de N¢ modifica de tal manera la proteina que le impide

interaccionar efectivamente con la subunidad catalltica de la enzima

{(7.16) o con @l receptor (17,18,19).
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Finalmente cabe mencionar que en muchos tipos celulares la toxina

pertussis amplifica la respuesta a hormonas que estimulan a la
adenilato ciclasa, esto es, se observa una mayor produccicdn de AMP
ciclico con respecto a {os controles;: esto sugiere que la actividad
basal de! mecanismo inhibitorio restringe a la enzima en condiciones

normalas, y que dicha restriccion se elimina por la acciédn de la toxina

(20).

£l sistema de fosfoinositidos-calcio

En 1953 Hokin y Hokin descubrieron que al estimular diversos

tejidos, tanto nerviosas como secretores, con

hormonas como ia
acetilcolina se productia un aumento en el recambio del
fosfatidilinositol, un fosfo!llipido constituyente de la membrana

plasmatica. Entre 1969 y 1979 Michell y otros investigadores sugirieron

que los fosfoinositidos juegan un papel importante en un nuevo

mecanismo de seflal acoplado a receptores; en base a una fuerte

correlacioén axistente entre el recambio de fosfoinositidos estimulado

por seflalas externas vy la movilizacion de calcio intraceluiar

propusiarcn la existencia de un nuevo mecanismo de transduccion que

involucraba. como paso inicial, un recambio de fosfoinositidos ¥y éste a

sSu vez provocaba modificaciones en la concentracion intracelular de

calcio libre. Faln y Berridge en 1979 lograron demostrar

experimentalmente que se requeria de fosfatidilinositol para 1a

movilizacidn de calcio controlada por receptores (21).

Ahora se sabe que la ocupacion de ciertos receptores por sus

agonistas desencadena ta hidrdélisis del fosfatidilinositol 4-5

bifostato (PiP2), un iipido poco usual formado a partir del




fostatidilinositoil (PL). Este ultimo se ha encontrado en todas las

cdlulas eucariontes estudiadas hasta la fecha y caonstituye una pequetia

propercidn de los fosfolipides de Ia membrana: es transformado a

tosfatidilinositol 4 fosfato (PIP) y a fosfatidilinositol 4-5 blfosfato

(PiP2) por dos cinasas unidas a la membrana plasmatica. De hecho, en

cglulas no estimuladas, astos tres fosfolipidos se interconvierten

entre s por medio de un recambio relativamente ridpido.

La hidroli{sis de! fosfatidilinositol 4-5 bifosfato. consacusente a

una estimulacidén por seflates axternas, genera dos productos que

desempefan funciones de segundos maensajeros y tienen., en consecuencia,

su proplio blanco intracelular: el diaciiglicerol (1-2 DG) que activa

una proteina cinasa dependlente de calcio y de fosfollipidos (proteina

cinasa C) y el inositol-trifostato (IP;) que estimula la liberacidn de

calcio de una poza interna (Cf. egquema [11). Este sistema de setial

cuenta con dos segundos mensajeros y un tarcerc (el calcio liberado)

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

del metabolismo celular,

a) Receptores y proteinas N: Un gran numero ds agentes estimulan la

hidrdélisig del fosfatidilinositol 4-5% bifesfato por medio de sus

receptores especificos; entre estos sSe encuentran los agentes

oy —adrenérgicos, ia histamina (H: ), la angiotensina 11, etc.

Experimentos reallzados por diferentes grupos demogstraron que 1a

hidrdlisis se lleva a cabo aen presencia de GTP: se propuso entonces la

existencia de wna proteina "N", denominada Ny«, que acoplaria el

receptor a la enzima responsable de la hidrolisis (la fosfolipasa C).

En algunos sistemas como los hepatocitos y los miocitos cardfacos,

entre otros, ta protefna N, hipotética no es sensible a la toxina

-10-
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pertussis. sugiriendo que no se trata de N; o Ng (22,23,24). Sin

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

ceélulas cultivadas de musculo liso vascular, las células leucémicas

diferenciadas a neuvutrodfilos Y los adipocitos de rata, esta proteins

parece ser ADP-ribosilada por la toxina (15,25,26). De hecho Ny no ha

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

una sola proteina sino de toda una familia de proteinas capaces de unir

nucledtidos de guanina.

LLa enzima responsable de 1a hidrolisis del PIP, se conoce como

fosfodiesterasa. fosfoinositidasa C [ fosfolipaca C y reguiere de

calcio para su actividad. Una gran variedad de células contienen

miltiples formas moleculares de esta enzima, con caracteristicas

similares, que pueden encontrarse en el citoplasma © bien asocimdas a

la membrana plasmatica; parece ser que 1a hidrolisis del

fosfatidilinositol 4-5 bifosfato se lleva a cabo por una fosfolipasa C

unida a la membrana y controlada por receptores, probablemente a traves

de N 27> . Sin embargo, recientemente se ha demostrado gque los

nucledtidos de guanina son capaces de estimuliar 3 una fosfolipasa C

soluble, especifica para fosfoinositidos, provocando as! la hidrdélisis

da) fosfatidilinositol! 4-5 bifosfato (28).

b) Diacilglicerol: Uno de los productos de ta hidrolisis detl

fosfatidilinositol 4-5 bifosfato es el 1-2 diacilglicerol, una moleculs

que desempefia dos tfunciones principalies: presenta la propiedad de

estimular a 1a proteina cinasa C y representa también una fuente

importante para |a formacion de acido araquidénico.
La protefina cinasa C fué identificada en 1877 en el laboratorio de

Nishizuka: consta de una sola cadena polipeptidica de 77 kDa con dos

-1%-




dominios funcionales. Para su actividad requiere de calcio, de

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

puede activarse a concentraciones tisiologicas de «calcio: asf el

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

ha propuesto que la presencia del diacilglicerol es capaz de provocar

la union de l1a proteina cinasa C soluble a la cara interna de la

membrana, proceso anterior a la activacion de la enzima.

En 1882 el grupo de Nishizuka reportd que los ésteres de forbol

{que sSOn  una serie de compuesteos diterpenicos que Ppromueven ia

formacion de tumores) como el forbol itZ2-miristato 13-acetato o PMA,

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

por presentar en sSUSs grupos acilo una analoglia estructural con el

diacilglicerol; se plensa ahera que estos compuestos actuan al

interaccionar con receptores especificos localizados en la membrana

plasmdtica, probablemente a misma proteins cinasa C, y sumentan ls

sensibilidad de la enzima por el calcio.

Por otra parte el diacilglicerol se encuentra constituldo en parte

por dos 4acidos grasos, uno saturado (el Acido estedricol y otro

insaturado, de gran importancia por ser el precursor de NuUmerosos

metabolitos importantes, el dcido araquidonico. Se han postuiade dos

vias principales para la obtencién de este Ultimo a partir de los

fosfoinositidos: una de ellas estipula que el &cido fosfatidiceo,

obtenide a partir de la fosforilacion del diacilglicerol, es el

substrato de 1la fosfolipasa Az, una enzima dependiente de calcio.

liberandose asi{ como producto el dcido araquidénico (29,30). La otra

hipodtesis propone que este Ultimo se obtiene por la desacilacion del

diacilglicerol, proceso catalizado por una diaclilglicerol lipasa
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(31,32,33); parece ser que en numerosos tej)idos predomina esta segunda

via (34).

c) Inasitol tritosftato: EI segundo producto de la hidrolisis del

fosfatidiliinositol 4-5 bifosfato es el inositol 1-4-5 trifosfato que es

capaz de tiberar {ones calcio de ciertos depdsitos internos; el hecho

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

ha sugerido que se encuentran locallizadas cerca de la membrana

plasmatica. No se@ conoce aun con cerieza la naturaleza de estos

depdsitos: las mitocondrias han sido descartadas y probablemente las

pozas sean derivados especial izados del reticulo endopldsmico (27).

Por otra parte se ha demostrado experimentalmente que el inositol

trifosfato reconoce y se une a receptores especificos localizados en la

membrana del deposito; 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 ionas calcio al mismo tiempo que se efectua un

movimiento compensador de otros iones monovalentes (35). Otros autores,

entre ellos Gill (36,37, proponen ia existencia de dos mecanismos

involucrados en la iiberacion de calcio: uno de ellos requiere de la
presencia e hidrolisis de nucledtidos de guanina (GTP) y e! otro se

encuentra modulado por el inositol trifostato; esta hipotesis no

descarta la posibiilidad de una interaccion estrecha entre estos dos

procesos, o bien la axistancia de una via comun activada por los dos

efectores.

d) Calecio: El calecio

liberado desempefa en realidad el papel de tercer

mensajero [=] factor de acoplamiento en este sistema pués interacciona

con ciertas proteinas estructurales y enzimaticas, incluyendo varias
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proteina cinasas. En el higado, por ejemplo, las catecolaminas, la
angiotensina il ¥y la vasopresina controlan la actividad de las enzimas
regulatorias deli metabolismo de los carbohidratos al modificar su
estado de fosforilacion, gracias a la elevacion de las concentraciones
de calcio intracelular;s una de estas enzimas, la glucdgeno fosforilasa,
promnueve la degradacidn del glucdgeno al s8T fosforilada por la
fosforilasa b cinasa, y ésta, a su vez, s activada por la elevacidn de
los niveles de calcio intermno (38,39).

Es interesante hacer notar que se ha encontrado recientemente, al
utilizar aequorina en hepatocitos aislados de rata, que la liberacidn
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 intervalos de tiempo, dependiendo de la concentracion de
1a hormona; entre cada "cuanto®™, el calcio libre regresa a su
concentracidn basal (40). Por otra parte se ha notado que ia entrads de
calcio extracelular a la celula (influjo) es indispensable pars que se
mantenga 1a activacion de las proteinas y enzimas provecads por la

accidn del calecio liberado (41).

Cabe mencionar, para les filnes de este teé€sis., que entre ilas
distintas enzimas activadas Por el calecio se encuentra una
fosfodiesterasa, sensible a la calmodulina, que degrada a tos
nucledtidos ciclicos, entre ellos, @l AMPc. Esta enzima on su estado

nativo se presenta como una proteina globular dimérica, con un peso
moiecular de 120 kDa; requiere de una molécula de calmodulina por
subunidad para activarse, ¥y en ausencia de calcio esta uUVltima 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 transduccion, provoca la disminucion de 1o niveles

intracelulares de AMP ciclico (42).

A continuacidn se describiran brevements las hormonas que se
@studiaran en ol presente trabajo, indicando su naturaleza quimica ¥y
los efactos que provocan en el organismo, especialmente en el tejido

hepatico.

Las hormonas de estudio

a) El glucagon: Fué¢ descubierto en 19823 por Merlin y sus colaboradores

y puriticado treinta afios después; sa trata de una hormona

polipeptidica, de cadena unica constituida por 29 amino &dcidos 9 de un

paso molecular aproximado de 3.5 kba (Cf. esquema V). Es secretadc por

ias celulas alfa de los islotes de Langerhans del pancreas y desempeiia

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

glucosa en ia sangre: en el higado acelera la glucogendlisis y la

gluconeogénesis, misntras quse_ sn sl tejido adiposo imerementa la

1ipdlisis (43),

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

glucagon, Yy @éste se encuentra acoplado activatoriamente a la adenilato

ciclasa, a traves de Na. En consecuencia los efectos metabdlicos de

esta hormona se atribuyen principalimente a un aumento en los niveles

intracelulares de AMP:. Sin embargo clertos trabajos, algunos de ellos

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

glucagon podria también actuar a través de la otra via {(recambic de

fostfoinositidos) (44,45), Houslay y sus colaboradores han propuesto que

a bajas concentraciones el glucagon produce la ruptura de
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polifosfoinositidos y la liberacidon de inositol fosfatos, misentras que

a concentraciones mids elevadas activa a la adenilato ciclasa; por otra

parte ambos sistemas de transduccion presentarian la capacidad de

regularse entre sf (48).
b) La vasgopresina:

Conocida tambieén como hormona antidiurética, es un

péptido pequetio de nueve amino-acidos, cuya estructura, que se

representa en el esquema [V, fué determinada por Du Vigneaud en 1954,

Es producida por las células nerviosas de los nicieos supradptico y

paraventricular del hipotdlamo y emigra a las terminaciones mnerviosas o

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

importante hormona desempefla varias funciones de gran importancia:

aumenta la contraccion de los vasos y la tensidn arterial por una parte

(vasopresina), y por otra disminuye 1a diuresis (antidiuretica), es

decir, la pérdida de 1iquidos por la orina; en al higado actua como

agente glucogenol{tico. Por otra parte es capaz de provocar la

agregacidon de las pliaquetas sanguineas humanas (43).

En -base a criterios funcionales y farmacoldgicos se& puadsan

distingulr dos tipos de receptores para l1a vagopresina: log V, y los

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

glucogenolisis hepatica: ejercen su accidn por medio de un incremento

en la concentracidn de calicio intracelular, consecuente a la liberacidén

de inositol trifosfato; estos efectos son estrictamente dependientes de

caicio extracelular, y en ciertas lineas celulares se ha comprobado que

1a activacidn de 1a fosfolipasa C requiere de la presencia da

nucledtidos de guanina (47,48). Los efectos antidiurédticos se sjercen

mediante la activacidn de los receptores renales V; que se encuentran

acoplados en forma activatoria a la adenilato ciclasa, a traves de Ng.
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¢) La epinefrina o adrenalina: En 1895 Oliver y Schafer demostraron por

primera vez el efecto presor de los extractos suprarrenales; el
principio activo fue |lamado adrenalina por Abel en 1899 vy fue
sintetizado poeco despues por Stolz en 1904 y Dakin en 1805. Esta
hormona se encuentra formada por un  grupo catecol Y una cadena

atifatica, la etil, metil, amina gque tiene en la posicidén 8 un grupo

hidroxilo: pertenece por lo tanto al grupo de las catecolaminas (Cf.
esquema iv). Se forma a partir de la tirosina principalmente en la
médula de la glandula suprarrenal Y en algunas neuronas (neuronas

simpiticas), y desempoeia en el organismo un gran nimero de funciones:
entre otras, es liberada en casos de estrés y peligro ya que es5 capaz
de incrementar ciertos procesos fisiologicos con el fin de preparar al
organismo a una respuesta rdpida y adecuada (lucha, huida). Sus efectos
pueden agruparse en cinco grandes tipos: produce una accion excitadora
periferica en ciertos muscuios lisos (los de los vasos sanguineos de la
piel), mientrdas que ejerce wuna accidon inhibidora en otros tipos de
misculo liso como e] intestino, el arbol brongquial, etc; produce una
accién excitadora en el corazén y en el sistema nervioso centrail, ¥y
finalmente regula diversos procesos metabdlicos: promueve un incremento
en la glucogenolisis en el higado y la liberacidn de acidos grasos en
el tejido adiposo (43). -

Ahlquist en 1948 propuso la existencia de dos grandes grupos de
receptores para las catecolaminas, que denomino o y 8. Posteriormente,
en base a8 criterios farmacologicos ¥y funcionales estas dos clases se
dividieron, a su vez, en dos subtipos (&, &2, B,, B2). Los receptores
B, subdivididos en 1867 por Lands y colaboradores en base a su afinidad

relativa por ciertos agonistas, se encuentran mcoplados a la adeni{lato
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ciclasa de manera estimulatoria y ya se describieron anteriormente.

Los receptores a adrenérgicos se han dividido en &« y & en base a
su afinidad por agonistas y antagonistas, pero tambié¢n en base a que
estan acoplados a distintos mecanismos de transduccién. Los receptores
aty s® encuentran acoplados inhibjitoriamente a la adenilato ciclasa
mientras que los o forman parte del sistema que involucra el recambio
49 los fosfoinosgitidos y la liberacidn de calcio intracetular (49). E!
recepior &z puriticado 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-exlste poca homologta estructural entre estos dos subtipos (50).

Finaimente cabe mencionar que. en nuestro laboratorio se ha
postulado la existencia de dos mecanismos de transduccion para los
receptores a ~adrenérgicos en el tejido hepatico de rata: uno de ollos,
que comparte con la vasopresina y la angiotensina 1, involucra el
recambio de fosfolinogitidos y la liberacidn de inositol-trifosfato y
diacilglicerol; aste sistema es dependiente de la concentracion de
calcio extracelular, es insensihle a la inhibicion por insulina y es
modulado por hormonas tiroideas. El otro mecanismo es modulado por
glucocorticoidas, es independiente de calcio extracelular y es sensible -

a la insulina (51 a 59).

d3} La angiotensina I1: En 1898, Tiegerstedt y Bergman observaron que

los extractos de rifion contenfan un principio presor que denominaron

renina; después se precisd que ila renina no era gn s misma una
substancia pregsora sino la enzima que intectiaba la formacion del
compuesto farmacoldgicamente activo, un péptido, a partir de una

proteina de! plasma (Braun-Menéndez et al, 1840; Page y Helmer, 1940).

El péptido recibico el nombre de angiotensina, Yy el substrato se
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denomind angiotensindgeno. De 1954 a 1956 Skoggs, Elliott y Peart
descubrieron la composicion y estructura de la angiotensina y ésta fug

sintetizada poco después por Schwyzer. /n vive la renina produce la

liberacidn de un decapeptido, la angiotensina i, a partir del
angiotensindgeno: esta substancia tiene actividad timitada y es
transformada, gracias a wuna dipeptidasa, en angiotensina | un

octapéptido muy activo (Cf. esquema V).

La angiotensina [1, el agente presor mas potente conogcido, PpProduce
sus efectos por dos acciones, una directa en las fibras musculares de
los vasos y otra indirecta mediada por el sistema nervioso simpatico;
Junto con l2a renina constituye un sistema que esiimula la secrecidn de
aldosterona, manteniendo asi la concentracidon de electrolitos y el
volumen sanguineo (volemial) (43).

En el higado la angiotensina [l estimula Ia glucogendlisis y la
gluconeogénesis = por medio de la liberaciodn de calcio intracelular al
activar Ia hidrolisis de polifosfoinositidos. Sin embargo ssta hormona
tambieén 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 v se ha estimado su peso molecular que varis de 80 a €8
kDa (60,61). Ciertos datos experimentales sugirieron que los receptores
presgsentaban un solo tipo de sitios de uniodn para el agonista (62); sin
embargo Campanilie y sus colaboradores determinaron la existencia de dos
sitios de unien para la hormona, de distinto grado de afinidad (83,64,
Gunther (65) identifico de nuevo los dos tipos de sitios de unién para
los receptores Y propuso que tos de alta afinidad se encontraban

relacionados con el mecanismo de transduccion de
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fosfoinositidos-calcio, mientras que ios sitios de baja afinidad
aestaban asociados a la inhibicidn de Ia adenilate ciclasa. Propuse
entonces, come otros autores (86, 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 transduccion diferente; una

revisidn mds detal lada puede encontrarse en 657.
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CBJETTI1! VOS

Determinar el afecto de la ‘epinefrina, la wvasopresina y la
angiotensina Il sobre la acumutacion de AMP clclicp producida por 81

glucagon en los hepatocitos-'de rata.

Determinar los mecanismos de accion de la angiotensina 11 en este

tipo de tejido.

Analizar los efectos de la epinefrina sobre los niveles de AMP
cfclico en presencia y en ausencia de calcio, y determinar que tipo de

receptores se ancuentran involucrades en el proceso.

Estudiar el efecto de la toxina pertussis sobre las modificaciones
de los niveles Intracelulares de AMP ciclico consecuentes . a la accion

de las hormonas.
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MHMATERI ALES Y METODGS

a) Substancias y reactivos: La epinefrina, la vasopresina, el

propranolel, la angiotensina [1, la 3-isobutil-metii-xantina (MIX), la

yohimbina, el dcido etilenglicol-bis-(B-amino-etil-eter)IN,N'-tatra

acatico (EGTA) se obtuvieron  de Sigma Qhemical Co. Eil glucagon fue

donado por Ell Lilly, Y gse utilizaron colagenasas de Worthington y

Cooper Biomedical. La prazosina se obtuvo de Pfizer, el A23187 de

Calbiochem y el [(*HIAMP ciclico de New England Nuclear.

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

peso alimentadas ad J{ibitum con nutricubes Purina. En el caso de

animales tratados con toxina pertussis se inoculo ta dosis indicada (15

o 50 fg) intraperitonealmente tres dias antes de la utilizacidn de tlas

Tatas; cabe aclarar que ningun animal sucumbio por sfecto de la toxina.

¢} Aislamiento de los hepatocitos: Los hepatocitos se aislaron por

el método de Berry y Friend (88) modificado por Tolbert et al (638). EI

aislamiento, lavado e incubacian de las celulas se realizaron en

amortiguador Krebs-Ringer bicarbonatec (120 mM NaCl, 5aM KCi, 1.2 mM

KH; PO. , 1.2 mM MgSO., 18mM NaHCO; ) con 10 mM de glucosa. saturado comn

0y 7C0O» (95%:5%), pH 7.4 a 37° c. Los animales se anestesiaron con

cloroformo hasta que alcanzaron el estado de paro respiratorio; sgse

realizd una laparotomia media, se canuld la vena porta ¥y se llevd a

cabo una perfusion con al amortiguador antes citado adicionado de

calcio (1.2 mM CaCl:) y da colagenasa (7 a L3 mg), por un lapso de 10 a

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

Posteriormgnte las células se dispersaron mescanicamente ¢on la ayuda de
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unm  tubito de plastico en una caja de Petri con el mismo amortiguador y
se filtraron a los tubos de centrifuga a travées de una tela de nylon.
La suspensidn celular ss centrifugd a baja velocidad por un minuto y se
repitiod trgs veces este proceso de lavado. En los casos en que se
utilizo un medio sin ecalcio el lavado y los pasos postariores so
realizaron en amortiguador sin cloruro de calcio y adicionado de 0.5 mM
EGTA (agente quelante). Después de la altima centrifugacién las cédlulas
se resuspendieron en el amortiguader ceorrespondiente, con y sin calcio
(+EGTA) en un volumen final de 25 a >30 mg peso hdmedo/ml
preincubaron por 6 minutos en un bafic de agitaciocn a 37°C y a baja

velocidad. i.a viabilidad se determind con la ayuda de azul tripano al

0. 1%,

d> Incubacidén en presencia de las hormonas: En el bafio 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 agregd a

cada tubo 100 rh de 3-iscobutil-i-metil-xantina (MIX}, un inhibidor de

la fosfodiesterasa.

e) Determinacion del AMP ciclico: El AMP ciclico producido se

determing utilizando el mé¢todo de Gilman (70), basado en la competencia

por ia union del nucledtido frio y tritiado a una proteina cinasa

dependiente de AMP.; posteriormente el AMP ciclico libre se separd del

nucledtido unido a la proteina con la ayuda de carbén activado y la

radiactividad de cada muestra se determind en un céntador de centelleo
l1fquido; el valor obtenido 58 comparé con una curva patrén, sSEEgUn SO
estipula en el meétodo de Brown (71). Los resultados se expresan como

—-23-
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RESULTADOS

Los hepatocitoas aislados de ratas controles fueron incubados en
amnrtiguaaar Krebs~Ringer bicarbonato con CaCla: 1.2 mM en presencia de
dosis crecientes de glucagon: la curva dosis-respuesta se presenta en
la figura 1, Yy muestra Qn compartamiento caracterigstico con un valor

basal de 0.91 = 0.07 pmol AMP;/mg pesc humedo y un efecto maximo de

3.63 = 0.18 pmol AMP./mg paeso humedo obtenido a una concentraciodn de

10-+ M. La angiotensina [! (10-* M) no ejerce un efectc sigrificative

sabre la produccion basal de AMP cliclico pero produce una rsduccion

marcada a concentraciones mas elevadas de glucagon, obteniéndose una

disminucidn maxima (23.5 %) a una concentracidn de 10°° M glucagon.

Con el fin de obtener informacidén acerca del comportamisnto de ias

demas hormonas se incubaron los hepatocitos con el mismo amortiguador,

con  una concentracidn fija de glucagon (10-* M) y con dosis crecientes

de angiotensina i, vasopresina, apinefina + 10-% M propranolol (un

antagonista S-adrenérgico) Yy una concentracidén fija del iondforo de

calcio A23187; an la figura 2 se presentan estos resul tados. A bajas

concentraciones (10~ * M ios agentes producen una disminucion

significativa de log niveles de AMP c¢iclico producido por el glucagon,

siendo la epinefrina la mas potente (30.1%), seguida por la vasopresina

(28,.7%) y la anglatensina Il (24.6%). A concentraciones mas slevadas &l

efecto es aun mayor pués la epinefrina llega a una reduccidn de!l 36.a%

Yy la angiotensina Il a una disminucion del 33.1%. Cabe mencionar que la

angietensina 11! mugstra un comportamiento aparentemente blfaAsico. Por

otra parte el londforo A23187, a una concentracion de 10-? M, produce
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Figura 1.

Curva dosis-respuesta para el efecto de glucagon en la
cién de AMPc en ausencia (®) y en presencia (@)

II 10"°M. Se presenta el promedio de 3 a 6
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acumula-
de angiotensina
experimentos en

< 0.05 con respecto al glucagon

P

b: p <0.01 " " " "
P<o’005 " L] n L]
3

< 0.0021 L] L] L L]



v T T T T t T

_

=

h=

o

=

®

=z 2.5

L= ]

1=

~

=]

£

e

a. 20

s B

<

Q

~J

o

P

o

L5F 4
1 1y 2 1 L L P 1 T

16 8 e 4
-LOG [AGENTS] M

Figura 2.

Curvas de inhibicidn del efecto de glucagon 10—8M scbre la pro-
duccifn de AMPc con dosgis crecientes de angiotensina XTI (B ),
vasopresina (0) y epinefrina + 10-5M propranolel (A ). Se presen-
ta el promedio de 5 experimentos + ES.



una disminucidn de 34.68% en los niveles de AMP ciclico (1.78 = 0.10

paol AMPe /mg peso humedo).

Ahara bien, para determiner el posible mecanismo de transduccidn
de tas hormonas se i ncubaron los hepatocitos en amortiguador
Krebs-Ringer bicarbonato en ausencia de calclo y en presencia de un
agente quelante del mismo, el EGTA (0.5 mM) y de un inhibidor de la"
fosfodiesterasa, la metil-isocbutil-xantina, a una concentracion de 100
rH. De nuevo se mantuvo fij? la concentracion de glucagon (10-® M) y se
variaron las dosis de 1os demas agentes (Cf. figura 3). En primera
instancia se observa que ita produccion de AMP cifclico por el efecto del
glucagon es5 mayor que en los experimentos anteriores: 4.70 = 0.16 pmol
AMP./ mg peso htimedo con reséecto a 2.72 2 0.16 pmol AMP./mg peso
humedo. Por atra parte la angiotensina i1 presenta de nuevo un
éompurtamiento marcadamente bifdsico: la primera fase (de 1033 a3 10°°

M es muay seme jante a la respuesta obtenida con la epinefrina y la

vaaepresina, i.e. una pequefia disminucion de los niveles de AMP ciciico
que sdlo en un caso llega a ser significativa. La segunda fase del
efecto de la angiotensina II, no observada en los otros casos, es
sumamente {importante pués los niveles de AMP ciclico se reducen en un
28.1%. Finalmente cabe mencionar que el ioﬁoforo AZ23187 <10-° M)
hresenta un efecto parecide a la epinefrina y a la vasopresina: es

decir un 1273! de disminucion.

En todos los casos anteriores el valor basal en la produccion de
AMP ciclico en ausencia y en presencia de los agentes (excluyendo al
glucagon? era practicamente el mismo con la excepcidn de la epinefrina

en el sistema de hepatocitos depletados de calcio. Para estudiar mds
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Figura 3.

Curvas de inhibicibn del efecto de glucagon 10-5M sobre la pro-
duccitn de AMPc con dosis crecientes de angiontesina II (@ ),
vasopresina (0), epinefrina + 10-5M propranolol { i) en ausencia
de calcio (+ 0.5 mM EGTA y 100 uM Mix). Se presenta el promedio
de 6 experimentos + ES.
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Figura 4.

Curvas dosis-respuesta para el efecto de_la angiotensina II (W),
la vasopresina (0) y la epinefrina + 1075M propranolol (A ) sobre
la produccifn basal de AMPc en ausencia de calcio (+ 0.5 mM EGTA
y 100 uM Mix). Se presenta el promedio de 3 a 7 experimentos +
E
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Figura 5.

Inhibicién del efecto de 1075M epinefrina + 10-5% propranolol
gocbre la produccidén de AMPc por dosis crecientes de prazosina (@)
¥ yohimbina (®) en ausencia de calcio (+ 0.5 mM EGTA y 100 uM
mix).



detalladamente este fendmeno se incubaron los hepatocitos en ausencia
de calcio y en presencia de 0.5 mM de EGTA y 100 #M MIX, sin glucagon y
con dosis crecientes de los agentes (Cf. figura 4). Es posible notar
que a concentraciones realmente elevadas la epinefrina (+ 10-35 M
propranolol) produce un ligero incremento en los niveles de AMP
ciclico: 0.94 = 0.05 pmol/mg peso humedo con respecto al basal de 0.68
= 0.04 pmol/mg peso humedo. Con el fin de determinar la naturaleza de
dicho efecto se wutllizaron dos antagonistas, wno «, —adrenédrgico, la
prazosina, y otro a«a:-adrenérgico, la yohimbina, en dosis crecientes
manteniendsc fija la econcentracion submaAxima de epinefrina. Los
resul tados, mostrados en la figura 5, indican que la prazosina es mas
potente que la yohimbina para antagonizar el incremento producido por
10-% M epinefrina (+10-¢% M propranolol) en ausencia de calcio: la
diferencia en potencia es aproximadamente de dos Ordenes de magnitud
(100 vwveces), y en ambos casos la accion del agonista conduce de nuevo

al valor basal (0.62 = 0.02 pmol AMPc/mg peso humedo).

Con el propdsito de bloquear la inhibiciéan de la sadenilato ciclass
a través de N se decidid utilizar animales tratados con diferentes
dosis de toxina pertussis (15,50 y 100 P& totailes). Los hepatocitos
alslados de estos  animales se ' separaron en dos grupos: unios se
incubaron en amortiguador Krebs-Ringer bicarbeonato con CaCl, (1.2 mM) y
los otros con el mismo amortiguador, sin calclo, con 0.5 mM EGTA y 100
rM MIX. En todos los casos se mantuvo f1ja la concentracion de glucagon
(10-* M) y se agregasron epinefrina mas proprancliel (10-® M ambos),
vasopresina (10-* M), angiotensina il (10-+ M) y A23187 (10-° M); los
resultados se observan en la ftigura 6. Es posible notar que, tanto en

Presencia como en ausencia de calecio, el glucagon produce una menor
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Efecto de la toxina pertussis y del calcio extracelular sobre la

modulacidén hormonal de los niveles de AMPC.

Concentracidn de los

agentes: Glucagon 107°M, epinefrina 10°°M, propranclol 103N,
vasopresina 1078M, angiotensina II 10-6M v A23187 10~5M. Se pre-

senta el promedio de 3 experimentos + ES.



acumulacidn de AMP cliclico, y este hecho se acentua al utizar dosis
erecientes de toxina pertussis. Por otra parte, ninguno d¢ los agentes
estudiades provoca una disminucion significativa en los niveles de AMP
ciclico 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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D1 SCUSI1ION

Los resultados obtenidos muestran que el glucagon es capaz de

inducir la acumulacidn de AMP ciclico, probablemente a traves de la

estimulacidn de ia adenilato ciclasa, pussto que &l 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 epinetrina, la angiotensina 1! y la vasopresina reducen en un

30% estos niveles del nucledtido ciclico en hepatccitos incubados con

CaCla 1,2 mM y glucagon 10-®* M; estos resultados contirman los datos
obtenidos en nuestro y otros grupos. El hecho que el lilondforo A23187
sSea capaz de reproducir en su misma magnitud el efecto de estas tres

hormaonas sugiere que el incremento en la concentracion intracetular de

calcio es el responsable de 1a disminuecidén des los niveles de AMP

ciclico. Esto pudiera ocurrir al activar a ia fosfudiesterasa de

nucliedtidos ciclicos y dependiente de calcio y de calmodulina.

Con tla finalidad de estudiar mas profundamente la accién de la

fosfodiesterasa de AMP ciclico se8 decidid realizar ios mismos.

experimentos en presencia de dos inhibidores de la calmodulina, la

trifluoperazina vy el Ws. Los resultados obtenidos., no representados en

fas figuras anteriores, indican gque en presencia de calcio ia

fosfodiesterasa no se bloguea al agrogar ios inhibidores de ta

calmodulina en determinadas concentraciones (10-3% y 10-* M.

Se ha ohservado ya con anterioridad que ia respuesta de las
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hormonas que actlan a traveées detl gistema de transduccién de

fosfoinosfitidos-calcio no se mantiene si los hepatocitos se encuentran

depletados de este idn (41)., Con la finalidad de bloquear esta via y la

activacidn consecuente de la fosfodiesterasa, tos hepatocitos sa

incubaron en ausencia de calclio y en presenclia de un agente quelante

del mismo (EGTA), asi como en presencia de un inhibidor de lta

tosfodiesterasa de AMP clclico, la metil-isobutil-xantina (MIX) y de

glucagon. Los resultados muestran en primera instancia que 1a

acumulacion de AMP <ciclico producida por el glucagon s mayor. que en

los experimentos anteriores, lo que indica que en condiciones normales,

f.e. en presencia de calclo, la fosfodiesterasa se encuentra activada y

degrada cierta cantidad del nucledtido producido por ta estimulacidn de

ia adenitato ciclasa. Por otra parte, en estas candiciones (sin

calcio), el efecto de la epinefrina, de la vasopresina y del i{onéforo

AZ23187 es muy puoqguefio y similar a la respuaesta obtenida con bajas

concantraciones de anglotensina 11 (hasta 10-* M); estos procesos, en

el caso de las haormonas, {nvolucran muy probablemente el recambio de

fosfoinositidos ¥ la liberacién de calcio intracelular.

Sin embargo, a concentracicnes superiores a 10~ ™, la

angiotensina 11 reduce muy significativamente ios niveles de AMP

ctclico producido por .ia respuesta al glucagen, efecto que no se

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

de la adenilato ciclasa. De hecho ya se habla observado, en otros

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

transduccion, por el otro o por ambos a la vez (musculo vascular,

celulas de la pituitaria, tejido hepatico) (22,65,66,72,73,74,75). En

nuestro caso Pparticular la respuesta bifdsica observada ya se habia
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obtenido en 1log experimentos anteriores (Cf. figura 2) y sugiere que en
gste tejido, a bajas concentraciones la angiotensina 11 actua al
activar a la fosfodiesterasa (sistema fosfoinosftidos-calcio) mientras
que, a concentraciones superiores, inhibe a la adenilato ciciasa a
través de N:; estos datos confirman de alguna manera las hipdtesis de
Gunther (65), Garcla-Sainz (67) y otros, aunque no permiten distinguir
si sa trata de una o dos poblaciones de receptores acoplados a los

distintos sistemas de transduccion.

Ahara bien, en los experimentos realizados en presencia de caicio,
la vasopresgina, la angiotensina Il y la epinefrina, si bien disminuyen
la acumulacion de AMP ciclico inducida por el glucagon, no modifican al

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

de calecio, ta epinefrina produce, en ausencia de glucagon, un
incremento significativo; los resul tados obtenidos al realizar la
dosis-respuesta de los agentes en estas condiciones confirmaron un

incremento del 38X producido por la epinefrina con respecto al basal

(Ct. figura a4). Este efecto no es atribuible a wuna respuesta
B-adrenérgica pusés los hepatocitos sa incubaron an presencia ce un
antagaonista B-adrenérgico, al propranolel, en wuna concentracidn

adecuada (10-3 M. Dicha acumulacion de AMP cfclico en hepatocitos
depletados de calcio, baje condiciones de blogquec de los receptores
A-adrenérgices, ya habla gside repeortada anteriormente peor Chan y Exton
(76,77). Los resultados obtenidos en la figura 5 indican que se trata
de wuna acumulaclion mediada probablemente por receptores del tipo
«, —adrendrgico, puesto que asta respuesta -1 ] antagonizada a
concentraciones bajas de prazosina. Como se menciond anteriormente an

el laboratorio se tiene la hipdtesis de la existencia de dos mecanismos
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de accion para los receptores a, ~adrendrgicos (51 a 59):

» Un mecanismo dependiente de calcio extracelular, compartido por la
vagsopresina y la anglotensina I, acoplado al recambio de
rtfosfoinosftidos, insensible a la inhibicion por insulina y regulado por
hormonas tiroideas.

% Un mecanismo independiente de calcio extracelular, no compartido can
ilas otras dogs hormonas, sensible a ta inhibicion por insulina y
modulade por glucocorticoldes (predomina en ratas hipotirolideas).

Ahora bien, las condiciones en tas que se observd la acumulacidn
de AMP cfclico inducida por la epinefrina sugieren que se trata del
segundo mecanismo de accidn; dste predomina en las ratas hipotiroideas,
y cabe mencionar que en los hepatoecitos alslados de estos animales
tratados se ha logrado observar un {ncremento similar en los niveles de
AMP clIclico (J.Ifiguez-Lluhi, J.A.Garcla-Sdinz, datos no publicados):
as declir, este macanismo se hace notorio en hepatocitos depletados de
c#lcio provenientes de ratas controiles, as! como en hepatocitos de
ratas hipotiroideas. Finalmente es interesante hacer notar que en otros
sistemas se ha encontrado tambieén que la estimulacion de los receptores
o, =—adrendrgicos provoca diferentes respuestas: on a8l cerebro de rata,

por ejemploe, Johnson y Minneman han estudiado estos efectos ¥y han

1legado a la conclusidn de que existen marcadas diferencias entre los
raceptores a«, —adrenédrgicos involucrados an las distintas respuestas
(78,79).

Se postulé antoriormente la hipédtesis que conferia a ia

anglotensina 1! la capacidad de inhibir a la adentlato cliclasa; una de
las maneras mas comunmente utilizadas para demostrar este efecto radica.

en ol empleoc de la toxina pertussis, ya que édsta inactiva a la proteina
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N: al! provocar su ADP-ribosilacidon. Si, por otra parte, se realizan los
experimentos en hepatocitos depletados de calcio y con inhibidor de la
fosfodiesterassa, el efecto de 1la angiotensina 11 se bloquearia
totalmente. Los resultados obtenidos (Cf. figura 6) muestran, en primer
lugar, que la acumulacién de AMP ciclico inducida por el glucagon se
encuentra disminulda con respecto a los animales contreoles (un efecto
que también observd Garrisond(75), y este sfecto es proporcional, en
apariencia, a la cantidad de toxina utilizada; esto sugiere que, de
alguna maners, (a toxina produce efectos nocivos en los animales, y por
ende, afecta también a las células del tejido hepatico. Cabe aclarar
que ningdn animal murid a consecuencias del tratamiento pero la
viabilidad de 1os hepatocitos se encontraba disminufda con respecto a
los que provenlan de animales controles.

Por otra parte en los hep;tncitos depletados de calcio y amlslados
de animales tratados se. obtuvo la reépuesta esperada, i.e. ni la
epinefrina, ni la angiotensina 11, ni la vasopresina, ni el 1londforo

disminuyeron la acumulacion de AMP ciclico estimvliada por el glucagon,

lo que confirma la hipdtesis de que, en cestas condiciones, las dos vias
se encuentran interrumpidas en algun punto (activacidn de la
fosfodiesterasa, inhibicion de la adenilate ciclasa por Ny). Sin

embargo, en presencia de calcio, el sistema de transduccion que
involucra el rescambio de fosfolnositidos y la liberacidn consecuente
de calcio no se encuentra blogueado, aun cuando los animales hayan sido
tratados con la toxina pertussis pués, en h!gédo. éesta afecta,
aparentemente, sdlo a N: (Garcia-S3inz, Exton y otros autores) (20,22).
Sorprendentemente, en este sistema, ninguno de los agentes mencionados

anteriormente disminuye significativamente los niveles de AMP ciclico
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producidos por la estimulacion del glucagon: este resultado, totalmente
inusitado, indica que la toxina no sdlc modifica a N: en el higado,
sino que también altera la respuesta de las hormonas que actGan por el
mecanismo de fosfoinositidos-calcio. A continuacidn se proponen varias

hipdtegis para tratar de explicar este fendmeno:

1) Es posible que la toxina altere de alguna manera la fosfodiesterasaa
qe AMP cliclico evitando asl la degradacién del nucledtido. Sin embargo,
esto parece poco probable ya que la fosfodiesterasa se encuentra activa
pueés on ausencia de calcic y en presencia _de su inhibidor, la
metil-isobutil-xantina, los niveles de AMP ciclico producidos paor el
afecto del glucagon se incrementan en los hepatocitos de animales

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

2) Es pos!bie que la -toxina modifique la protefna "N:" hipotética
involucrada en este sistema de transduccion. Sin embargo existen varios
reportes que {ndican que, en el htgado de rata, la toxina pertussis
pProduce la ADP~ribosilacidn de una proteina de 41 kDa, correspondiente
a N;. Ademds no se altera la accién'de los agentes a ~adrenérgicos, de
la vasopresina ¥ de la angiatensina 11 sobre el recambio
deffosfoinositidos. (20,23,75). Por otra parte el ionéforo carece de
efecto inhibitorio al igual que las hormonas en los animaies tratados y

no ejerce su accion a través de osta protefna "N."...

3 Esg posible que la toxina modifique el influjo de calcio
extracelular. Se ha aobservado que el efecto de las hormonas que actGan
por este mecanismo se mantiene en presencia de calcio extraceliular
(41); clertes autores han sugerido que, en algunos sistemas, la

liberacidén de calclo intracelular, consecuente al efecto del inositol
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trifosfato sobre ei reticuloc endopldsmico activa a una proteina cinasa
que convierte al mensajero en inositol 1,3,4,5 tetrafosfato y este, de
alguna forma estimularfa la entrada de calcio extracelular (80,81). En
ciertas cdlulas de las gladulas suprarrenales, Kojima ot al demostraron
que la toxina pe?tussis bloqueaba e! influjo de calcio estimulado por
ta angictensina Il (82). Sin embargo, de nuevo en nuestro sistema, los
datos obteanidos con el iondforo hacen muy poco probable asta hipotsesis,

al igual que descarta la posibilidad de que |a toxina modifigue la

posible proteina involucrada en el sistema IP:-~liberaciédn de calcio.

4) Finalmente, pudiera ser que el {ondforo estuvisra involuecrado en
otros procesos ademds del incremento en la concentracidon intracelular
de calcio, ¥ qua édstos, de alguna manera, fueran sensibles a ita toxina
pertussis. Por ejemplo, la fosfolipasa Az es capaz de liberar dcido
araquiddnico de lcs‘ polifosfoinositidos, y #éste, a swu vez, puede
generar prostaglandinas por medio de la accion de la ciclo-oxigenasa;
an la Itnea celular FRTLS, derivada de la tiroides de rata, Axelrod
(24?2 encontrd que las protelinas que unen nucledtidos ds guanina ¥y gue
se encuentran acopladas a la fosfolipasa Az son sensibles a la accion
de ia toxina. Pudiera pensarse entaonces que el dcido araquidodnico o
alguno . de sus productos generados por la ciclo-oxigenasa tuvieran un
efecto directo sobre la fosfodiesterasa, Yy en consecuencia saobre Ja
acumulacion de AMP ciclico, ¥y que la activacion de la fosfolipasa Az
dependiara del iondforo AZ23187. De hecho, recientemente se ha
encontrado que ol fonoforo puede promover la  hidrolisis de los
fosfoinosftidos en ciertas ecélulas an cultivo ¥ qus es5ta accion

participa en forma i{mportante en los efectos del! ifondforo (83).
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De cualgquier manera, el efecto general de la toxina pertussis
sobre la modulacidn de los niveles do AMP ciclico an !os hepatocitos de
rata no se ha caracterizado completamente. Los efectos observados no
parecen deberse exclusivamente a la scola modirficacién de la proteina
N: . Evidentemente este es el hallazgo mds importante de la presente
tesis; la localizacidn del sitio preciso de acciodn es de enorme interés

para @l grupo de trabajo y se estid trabajando en ello.
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CONCLUSTIONESTS

L] En presencia de calcio la angiotensina [1l, la vasopresina y la
epinefrina disminuyen los niveles de AMP ciclico producido por el

efecto del glucagon.

» En -ausencia de calicio la angiotensina |l muestra una respuesta
bifasica: en una primera parte abate los niveles de AMP ciciico de una
manera seme jante al efecto de la vasopresina, la epinerrina y el
iondforo A23187. La segunda fase representa una disminucidén muy marcada
no observada con las otras hormonas y que corresponde, probablemente, a

la inhibicidn de !a adenilato ciclasa.

*« En presencila de calcio ninguna de las tres hormonas arfecta los
valores basales de AMP ciclico; sin embarge. en ausencia de calcio, la
epinefrina as capaz de estimular ia produccion de AMP ciclico,

aparentemente por medio de receptores o ~adrenérgicos.

* Sorprendentemente la toxina pertussis bloquea ia modutacidn
hormonal! ejercida por la angliotensina I, la vagsopresina, ia epinefrina
Yy 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-ribosilacion de N:, puéds evita la disminucién de los nivales

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