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I. -INTRODUCCION.

a) GENERALIDADES.

Una de las caracterIsticas esenciales de todos los seres
vivos tanto unicelulares como pluricelulares es su capacidad de
dar una respuesta a un estimulo externo, respuesta que ademds de
ser global es coordinada, 1lo que les permite adaptarse a su
amblente con el que mantienen un continuo intercambio de
informacidn,

En  los organlsmos superiores, la regulacidén de esta
informacidén se efectia por mecanismos de comunicacidn
intercelular, Ya en los eucariontes unicelulares, en
particular en algunas amibas (1) existen mecanismos de atraceidn
quimfica entre las células que se presentan a lo largo de su
ciclo de wvida, siendo mis evidente durante los estados de
agregacidn y de reproduccidn que durante los primeros estados de
su desarrollo.

En los organismos mis complejos, la regulacién de la
informacién se realiza a través de mecanismos de comunicacldn
intercelular mis sofisticados, por medio del sistema enddcrino u
hormonal y/o del sistema neural. Ambos conocidos actualmente como
un solo sistema neurcendécrino.

Existen cinco formas en las que se lleva a cabo 1la
comunicacién celular: (Esquema 1).

a) La comunicacidn enddcrina u hormonal que se realiza

cuando las gldndulas de secrecién interna como la hipdfisis, los
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ESQUEMA 1. FORMAS DE COMUNICACION CELULAR EN EL
SISTEMA NEUROENDOCRINO. A) Secrecién de moléculas
hormonales que viajan en el torrente sangufneo, hasta
ponerse en contacto con sus células blanco, B)
Comunicacldn a través de neurotransaisores, C)
SecreciSn de sustancias por las neuronas que actdan
como hormonas directamente en la sangre, D) hormonas
que actfian sobre cé#lulas adyacentes y £) hormonas
que actdan sobre las mismas cflulas que las producen.



;varips9'6';lda; testfculos, vierten sus mensajeros quimlcos ‘u
'hétmoﬁag al torrente sanguineo y &stos viajan hasta llegar a sus
c¢élulas blanca.

b) La neurotransmisidn que se efectéa a través de ecélulas
nerviosas 1lamadas neuronas, las cuales vierten sus
neurotranemisores que cruzan el espacio sindptico e interaceionan
con las c&lulas postsindpticas que responden al estimulo.

¢) La secrecidn neurcenddcrina en donde las células de
tejido nervioso secretan wuna neurchormona gque viajas por el
torrente circulatorio hasta que interacciona con sus células
blanco.

d) La comunicacidn pardcrina que ocurre emtre células
relativamente cercanas y sin que haya ninguna  estructura
especlalizada como en el caso de la aindpsis, y ademfs es local,
7

e) La comunicacifn autderine en la cual el mensajero
liberado actiia sobre la misma célula que lo secreta, como em el
cage de las célelas que liberan }actores de crecimiento y
proliferacidn, y que actfan sobre ellas mismas favoreciende la

muleiplicacidn (2).

La comunicacifn celular se realiza a través de wmoléculas
"mansajeras" que al actuar sobre sus cé&lulas blanco especificas,
transmiten la informacidn del exterior hacia el interifor de la
célula,

Estos mensajeros son de naturaleza quimica variada, se

dividen en tres clases principales: los lipidos que se sintetizan




en diversas glindulag, éntre ellos sé encuentran 165 esteroldes y
las prostaglandinas; .los de naturaleza peptidica, formados por
aminoégidoé unidos por enlaces peptidicos como por ejemplo 1la
vaéopresina, el glucagon y la insulina; y las aminas, compuestos
que contienen nitrdgeno unido a dos hidrégenos (-NH2) como el
dcido glutdmico, el 4&cido aspirtico, 1la epinefrina, 1la
norepinefrina y la dopamina.

Los mensajeros quimicos son las sefiales que inidiéﬁ: la
transduccidn del "wmensaje" en las c&lulas blan~a, y su efecto
final es producir una respuesta fisioldgica en las rcélulas.. El
primer paso importante en la transmisidn de la Informacidn es
precisamente la interaccion de los mensajeros (hormonas,
neurotransmisores, factores de crecimiento, etc.) con moléculas
capaces de reconocerlos especificamente e iniclar el efecto. A
estas moléculas las conocemos como receptores.

El término receptor permaneci abstracto durante mucho
tiempo ya que no se tenian pruebas experimentales claras acerca
de bBu estructura. Langley en 1906 (citado en 3) observd que los
efectos de la nicotina y el curare sobre la preparacién
neuromuscular son antagdnicos, es decir que compiten por un solo
sitio receptor para producir la contraccidn celular. En 1913,
Paul Erlich (citado en 4) formuld su postulade "corpora non agunt
nisi fixata'": las sustancias no actian a menos que se fijen, lo
que significa que 1la interaccidn menséjero-receptor que se
realiza por fuerzas moleculares es la causa de la  transmisidn

del mensaje y la subsecuente respuesta celular.



Actualmente . los receptores ya se han materfalizado (2).- Se,f;,.‘ -
conoce la naturaleza quimica de muchos de ellos, ' ‘se han. .’

purificado y reconstitulde (5 y 6),

Los receptores en general son glucoprote!naé de %i;b“'“
molecular codificados por genes espec{ficos (7);'tieﬁenfﬁﬁ:Siéro,f
de reconocimiento al mensajerc al cual se acopla perf;éﬁ;m¥ﬁ
con una determinada afinidad (medids de la fééiiiéad
interaccidén entre el receptor y el mensajero) y unarldége}mihéﬁa{:‘&i;
actividad (capacidad del mensajero para producir el efectq);':

S1 el mensajero quimico al interacciomar con el receﬁtor "
produce una respuesta en la c&lula se le llama agonista. 51" es
una sustancia que al interaccionar con su receptor, por si mismn" 
no produce ﬁingﬁn efecto en la célula, pero evita la interaceidn

.receptor-agonista, le llamamos antagonista.

Existen dos tipos de receptores celulares: los receptores
internos y los receptores externos.

Los receptores internos se encuentran en el citosol o parte
soluble de la c&lula. Estas protefnas, al digual que los
receptores externos, no son molBculas estdticas, sino que se
encuentran en continuo movimiento (2).

Los receptores internos captan a su mensajero especifico que
ha entrado a la célula a través de la membrana plasmitica, ya sea
por difusidn 1libre, un proceso no especifico, & con ayuda de
protefnas transportadoras que se encuentran en la membrana (8).

El acoplamiento hormona-receptor produce una sefial que se




transmite finalmente a otro u otros sitios 1ntrécelui8?é;;
donde provocan una o varias respuestas,

Los receptores para esteroides, por ejemplo, son receptores
internos cuyas moléculas mensajeras son las hormonas esteroides
(andrbgenos, progestdgenos, estrdgenos, mineralcorticoides y
glucocorticoides). Al formarse el complejo hormona-receptor
llevan la informacidn al niicleo de la c&lula, favoreciéndose la
transcripcién de genes especificos y la sintesis de novo - de
algunas protelnas.

Por otra parte, Jos receptores externos sSe encuentran
embebidos en 1la membrana plasntica de 1la célula, la cara
exterior del receptor es la que contiene el sitio de
reconocimiento del mensajero, la otra parte del receptor procesa
y transmite la informacidn al interilor de la célula.

Un gran nimero de evidenclas (3 y 4) sefialan que los
receptores son especificos para cada hormona, neurotransmisor,
autacolde, etc; no obstante un solo mensajero puede en la misma
célula unirse a mids de un tipo de receptor, como en el caso de la
epinefrina, wuna hormona que se acopla a diversos receptores

adrenérgicos en algunos sistemas celulares (9).

b) RECEPTORES ADRENERGICOS.
Fue R. Alquist en 1948 (10), qulen propuso originalmente
que las e¢atecolaminas tiemen efectos por interaceidn con
receptores alfa o beta adrenérgicos, dependiendo de la respuesta

que. observé para fenilefrina e disoproterenol en células de



misculo liso. Posteriormente, 165 dos tipos "de recéptores
adrenérgicos se dividieron en subtipos,

Los receptores alfa adrendrgicos se clasificaren como alfal
y alfa2, 1los cuales estdn acoplados a elementos efectores de
distintos sistemas de transduccidén de la sefial hormonal. Los
receptores alfal adrenérgicos se acoplan a la enzima fosfolipasa
C y estimulan su actividad, wnientras que los receptores alfa2
se acoplan a la enzima adenilato ciclasa e inhiben su actividad
(Esquema 2),

En 1967, Lands y cols. (1) fueron los primeros en sugerir
la clasificacién de los receptores beta adrenérglcos en dos
subtipos: betal y beta2, subdivisidn que hicieron con base al
orden de potencia de dos catecolaminas sobre la respuesta

-observada en los tejldos cardiaco y respiratorio en donde fueron
clasificados como betal, y en miisculo 1iso bronquial y vascular,
donde se designaron como beta2, Se sabe que para los receptores
betal, la epinefrina y la norepinefria son activadores
equipotentes, mientras que los receptores beta2 son activades
preferentemente por la epinefrina (12). Posteriormente esta
clasificacion fue apoyada con el empleo de antagonistas beta
adrenérgicos tales como el practolol, el atenolol y el metoprolol
(13) que bloquean la respuesta a las catecolaminas en tejido
cardlaco y respiratorio, .

Los receptores beta adrendrgicos son los mids estudiados y
por lo tanto los mejor caracterizados en muchos sistemas

celulares. Son productos de genes distintos (14), aunque
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ESQUEMA 2. RECEPTORES ADRENERGICOS, Los receptores
adrenérgicos se acoplan a los dos wmecanismos de
transduccidn de 1la sefial hormonal. Los receptores
beea 1 y beta 2 adrenérgicos estdin acoplados a 1la
adenilato ciclasa de manera estimulatoria a través de
una protefna Gs, mientras que los receptores alfa 2
adrenérgicos se ecoplan a esta enzima de manera
inhibitoria a través de una portefna Gi. Los
receptores alfa ! se acoplan de forms estimulatoria a
la fosofolipasa C & través de una protefna no bien
caracterizada aun, conocida como Gp.



presentan  gran  similitud estructural (15 y 16). Estdn
constitufdos por siete cadenas transmembranales de 20 a 28
aminodcidos hidrofdbicos, de las cuales la primera y la segunda
(CI y CII) son regiones bastante conservadas em su secuencia,
mientras que las otras son muy variables y el dominio CIII
probablemente participa en la unidn del ligando. El extremo amino
del receptor se encuentra en la cara externa de la membrana
plasmdtica y el extremo carboxilo se encuentra en el interior de
la c&lula (17). Los pesos moleculares de los receptores betal y
beta2 de mamffero estdn en un intervalo de 62,000 a 65,000
daltones, dependiendo del tipo celular del que se trate (15 y
16).

Una caracterfstica que comparten los dos subtipos  de
receptores beta adrenérgicos, es que tanto los betal como las
beta2 se acoplan a la adenilato ciclasa y estimulan su actividad
de tal manera que se elevan los niveles de AMPc en el interior de
la cé&lula {Esquema 2).

Durante los {iltimos diez afios, el estudio de los receptores
beta adrenérgicos, y en general de todos los tipes de receptores,
se ha realizado no s8lo con métedos farmacoldglcos, sino ademds
con técnicas bioquimicas que consisten en el "marcaje" de 1los
receptores con ligandos radiactivos, que permite la
cuantificacién precisa de la densidad de los subtipos de
receptores en un tejido. La desventaja es que no pueden
observarse, al mismo tiempo, 1los acontecimientos intracelulares

que ccurren como consecuencia de su ocupacidn por las hormonas.



‘La dccildn de las hormonas sobre sus células  blanco se
llEsiHela com el acoplamiento de la hormoma a su  receptor
sprsppeifico, sobre la membrana plasmitica o en el interlor de la
@I STdla (18). Lla activacién de los receptores y la subsecuente
e:merspuesta  celular se efectda en dos fases: la transduccidn vy
gese-aneracidn de les segundos mensajeros, y la  propagacifn
{rr nemiracelular de 1a sefial hormonal (4), sucesos que al integrarse
tozomstituyen los mecanismos de comunicacidn intercelular,

En los organismos superlores existen varios mecanismos de
tr xy:ansduccidn de la sefial hormonal que permiten la comunlcacidn
tessflula-célula, Sin embargo, s6lo dos de estos mecanismos son los
wrmmejor caracterizados: el sistema de la adenilato ciclasa y el

5= szsistena de fosfoinositidos-calclo.

¢) EL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA.

Earl, W, Sutherland, en 1958 (19) descubrid al adenosin
wnofosfato ciclico (AMPe), un nucledtido que se genera y
scumule  en el citoplasma celular. Observd posteriormente, en
1965 {(citade en 20) que en el higado, el AMPc es producido bajo
la accidn de la epinefrina y del glucagon, como una sustancia
intermediaria en 1la transformacidn del glucdgeno a glucosa 1-
fosfato. Este descubrimiento 1levé al concepto del segundo
me.nsujero, o mensajero intracelular que participa en la accién

hormonal.



La adenilato ;iclasa (AC), enzima que sintetiza al AMPc - a
partir de adenosin trifosfato (ATP), también descubierta por
Sutherland (l9), se localiza en la membrana plasmitica hacla el
interior de la célula., Se ha demostrado que un gran nidmero de
receptores estdn acoplados a esta enzima (21) ya que aumentan o
disminuyer los niveles de AMPc después de la activacidn de los
receptores (Esquema 3),

Martin Rodbell y Lutz Birnbaumer (22) descubrieron que
existe otro elemento en el gistema de la adenilato ciclasa; una
proteina Ilamada G o N por requerir Nucledtidos de Guanina (GTP)
para funcionar. Las protelnas G, que igualmente se encuentran en
la membrana plasmitica, acoplan al receptor con la enzima
efectora en el proceso de transduccidn de la sefal, Estas
proteIngs estdn formadas por tres subunidades (la alfa, la beta
y la gamma), La subunidad alfa (39,000-54,000 daltones) posee
actividad de GTPasa, une GTP en un sitio de alga afinidad y
ademds tlene por lo menos un sitic que se ADP-ribosila por
reacciones catallzadas por toxinas bacterianas (23).

Las subunidades beta y gamma (35,000~36,000 y 8,000-10,000
daltones respectivamente), forman un complejo (beta-gamma) cuya
funcién no se conoce. Sin embargo, se ha propuesto (24) que
este complejo 1interviene en la regulacidn de varlos fendmenos
celulares, como la inhibicién de la AC y la activacidn de canales
de potasio, pero todavfa no se tienen pruebas suficientes que
aclaren cual es su funcidn en la transduccidn de la seiial,

La regulacién de la actividad de la AC, en vespuesta a
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ESQUEMA 3. MODELO DEL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA
Un agonista al acoplarse a sus Teceptores
especificos, ya sean estimulatorios (Ra) o
inhibitorios {Ri} inducen un cambio conformacional
del receptor que le permite interacciomar con su
respectiva protelna G (Gs o Gi). Los Ra formarén el
complejo A-Ra-Gs, mientras que los Ri formardn el
complejo A-Ri-Gi. Las protefnas G en este momento se
encuentran en su forma activada e Interaccionan con
la adenilato ciclasa (AC).



los " agentes .estimulatorios como la epinefrina, las
gonadotropinas o la hormona adrenoticortrdpica (ACTH) & a agentes
inhibitories, como los agonistas alfa2 adrenérgices y los
muscarinicos, estd mediada por distintas proteinas G, designadas
como "Gs" (estimulatorias) y "GL" (inhibitorias) (25) (Esquema
3). Las proteInas G en estado basal tienen unido GDP a 1la
subunidad alfa, la cual estd asociada al receptor que se
encuentra en alta afinidad para los agonlstas (hormonas). AL
cambiarse el GDP por el GTP se libera la hormona y el receptor
pasa a un estado de baja afinidad., Las protelnas G al activarse
con GIP se disocian en sus subunildades alfa y beta-gamma, lo que
al parecer permite que se transmita la sefal a la enzima
efectora, Estos hechos de interaccidn entye el receptor, la
protefna Gs y los nucleStidos de guanina ocurren de forma
cfclica, al asociarse GDP nuevamente a la subunidad alfa, se
integra otra vez el complejo R-Gs-GDP, De manera similar sucede
con Gi, s8lo que en este caso la actividad de la AC se inhibe.
Se ha propuesto que la activacidn hormonal de Gi 1igualmente
provoca la disoclacifn de sus subunidades, lo que incrementa la
concentracidén del complejo beta-gamma libre en la membrana, de
tal manera que interacciona con las subunidades alfa de Gs
inhibiendo asf indirectamente a la AC (22).

Es razonable pensar que el acoplamiento receptor-proteina G-
AC produce la modificacidn conformacional de los elementos éue
integran este sistema (26).

El estudio de las protelnas Gs 'y GL, " y por lo tanto



del sistema de 1a AC ha sido apoyado por el emplec de dos toxinas
bacterianas: - la toxina ‘pertussis producida por la Bordetella
pertussis y 1la toxina’ dél cBlera producida por el Vibrio
cholerae. Ambas toxinas modifican a las proteinas G porque ADP
ribosilan su subunidad alfa. El sustrato de la toxina pertussis
es la. protelna Gi, mientras que el de la toxina del cflera es

la protefna Gs (27).

““d) EL SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS-CALCIO.

En 1953, Hokin y Hokin (citado en 2B) observaron en acinos
pancreéticos 'que existen hormonas que tienen efectos sobre el
metabolismo de fosfoinosftidos de membrana. Demostraron que la
acetilcolina  induce una rdplda incorporacidn de 32P al
fosfatidil dnositol (PIP) y al dcido fosfatidico, y sugirieron
que la incorporacidén se debe a un incremento en el recamblo de
los fosfolipidos de inositol en las células estimuladas. R, H.
Michell propuso, en 1975 (citado en 28) que la hidrélisis de los
fosfoinosftidos es responsable de la movilizacién de calcio
intracelular, luego se demostzd que no necesariamente aumentan
los niveles de calclo como consecuencia del recambio de los
fosfoinosItidos. Ahora se sabe que el calcio es uno de los
mensajeros iIntracelulares ya que varios procesos celulares
dependen de la presencia de este i6n.

Afios después, en 1983, Michael J, Berridge (28) y su grupo

demostraron que el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) une de los

11



‘primeros productos de la hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5-
bifﬁsfato (PIP2) ' sirve como un mediador de la movilizacién de
calcio de almacenes dinternos, probablemente del reticulo
endopldsmico. Razdn por la cual se le considerd un segundo

mensajero dependiente de la activacidn por agonistas (Esquema 4).

Yasutomi Nishizuka, por otra parte, habfa proporcionado
evidencias desde 1977 (29) de que el 1,2-dlacllglicerol (DAG),
el otro producto de la hidrSlisis del PIP2 activa una protelna
cinasa, 1la protefa cinasa C, 1involucrada en el proceso de
propagacidén y amplificacién de la sefial en este sistema de
transduccidn. Esta proteina cinasa parece ademds tener alguna
funcién en la proliferacidn celular, en la secrecién y en la
modulacién de la conductancila de lomes por la fosforilacidn de
proteinas de membrana tales como canales, bombas y protelnas de
intercambio 1d6nico; ademds de fosforilar receptores como por
ejemplo el receptor del Factor de Crecimiente Epidérmico (30),

(Esquema 4).

Una herramienta bioquimica que se ha utilizado en el estudio
del sistema de fosfoinosftidos-calcle es el uso de los é&steres
activos del forbol, ya que por tener en su molécula una parte muy
similar ‘al DAG activa divectamente a la protelna c¢inasa C ‘tanto
in vitro como in vivo (31 y 32).

Los ésteres de forbol son compuestos extrafdos de plantas de
la familia Euphorbiaceae, su aislamlento y estructura quimica

fueron obtenidas por Heckel en 1968; fecha a partir de la cual se
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ESQUEMA 4. MODELO DEL SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS-
CALCIO. La unidn del agonista a su receptor estimula
la actividad de la fosfodlesterasa (PDE) o
foafolipasa C. Hay evidencias recientes de la
existencia de una protelna regulatoria que une
nucledtidos de guanina, designada como Gp que acopla
al recepter con la PDE, Los productos de 1la
hidrélisis del fosfatidil dnositol 4,5-bifosfato
(PIP2) son el fnositol 1,4,5-trisfosfato (PIP3), el
cual 4induce la salida de Ca2+ de retfculo
endopldsmico, y el 1,2-diacilglicerol, el cual activa
a la protefna cinasa C. Se 1lustra la estimulacidn
directa de la protefna cinasa C por los &steres de
forbol.



inicid la investigacion bioquimica de escos compuestos dué: son .

promotores de tumores. El tetradecanoil forbol ‘mitistaco-l3—;

acetato, fue el primero en obtenerse en forma purn y éﬂ(gl

activador nis eficaz de la proteIna cinasa C (32)

e) DESENSIBILIZACION DE LA RESPUESTA CELULAR,

Un mecanismo general de adaptacidn celular y por lo tanto de
los organismos que reciben un estimulo prolongade es 1la
disminucidén de 1la respuesta celular al mensajero (Esquema 5).
Este fendmeno conocido como desensibilizacidn, taquifilaxia o
telerancia (33) es importante tanto [isiloldgicamente como en
condiciones fisiopatoldgicas (15), como en el caso del asma
bronquial.

Se  han definido dos tipos de desensibilizacidn: la
desensibilizacién homSloga (34) y la desensibilizacidn heter&loga»‘
(3s5).

a) Desensibilizacidn homSloga. Es cuando la disminucidn de
la respuesta celular se debe a la exposiecifn por tiempo
prolongado al mismo agente que generd la respuesta,

Este tipo de desensibilizacidn ocurre en numerosos sistemas
celulares. En nuestro laboratorio hace poco tiempo se demostrd
que en hepatocitos de rata hay una desensibilizacldn hombloga de
la respuesta beta adrenérgica estimulada por catecolaminas (36).

De manera similar ocurre en otros sistemas celulares; en
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ESQUEMA 5. DESENSIBILIZACION DE LA RESPUESTA CELULAR.
Dosis-respuesta a un mensajero en células controles
(®) y en células desensibilizadas (O). El efecto en
la célula estimulade por un mensajero (hormona,
neurotransmisor, autacolde) es disminuido debido
a la exposlcion previa al mismo mensajero,




macr3fagos de la 1fnea celular J774 (37), en células de
astrocitoma humano de la 1fnea celular 132IX] {38), en
hepatocitos de rata mantenidos en cultivo celular (39}, en
células de linfoma 549 de ratdn (40), as{ como en otros sistemas

celulares de mamffero.

b) Desensibilizacién heterdloga, Es cuande la vespuesta
celular disminuye a otras hormonas, neurotransmisores, etc, que
se acoplan a8 receptores diferentes a los que ocasionan la
desensibilizacién homdloga, como sucede en hepatocitos de rata
(41). La desensibilizaciSn heterdloga se ha observado también en
otros sistemas celulares (38 a 40), es al parecer un mecanismo
mis general en donde f{ntervienen componentes del sistema de

transduccldn distantes al receptor.

La desensibilizacidn homSloga puede estar medlada por uno de
los siguientes mecanismos: disminucidn del niimero de receptores
en la membrana plosmBtica (42), cambilo en la afinidad de los
receptores al agonista, fosforilacidn de los receptores por una
protefna einasa (45), modificacién conformacional y/o secuestro
de los receptores hacia el interlor de la cflula (45), secuestro
de los raceptores en compartimentos de 1a membrana plasmitica, en
los cuales el receptor no tiene contacto con la protefna Gs (45 y
46).

En el caso de la desensibilizacidn heterbloga el mecanismo
participante puede ser alguna modificacién de la protina Gs que

impida que esta transdusca la sefial a la AC, y por tanto que la
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actividad de esta disminuya (47). Se ha visto que la actividad de
la AC estimulada por glucagon en células pretratadas con esta
hormona disminuye, y que esto es acompaiiado por una disminucién
en la respuesta de Gs a la toxina del cdlera. En otro mecanismo
de desensibtlizacidn heterSloga, interviene la actividad de la
protefna cinasa C, activada por los &steres de forbol, ya que
bajo &stas condiciones se ha observado que la afinidad de los
receptores beta adrenérgicos a agonistas disminuye, probablemente
debido a que 1los receptores son fosforilados por esta cinasa

(38).

£) SISTEMAS CELULARES ESTUDIADOS.

HEPATOCITOS DE RATA.

Los hepatocitos constituyen el parénquima del higado
(glédndula endScrina y exdcrina). Son cé&lulas epiteliales de
origen endodérmico. Miden entre 40 y 50 micrémetros de difmetro.

El citoplasma de los hepatocitos posee cantidades
importantes de carbohidratos y de grasa, ademds de diversos
orgdanulos (ver microfotograffas), Las mitocondrias son muy
numerosas, se estima que cada célula tlene 1000 o wds de ellas,
tienen ribosomas libres y unidos a las membranas, retfculo
endopldsmico rugoso y 1liso y cisternas de Golgl, en el citoplasma
almacenan glucdgeno y en &l se encuentran microcuerpos que

contienen diversas enzimas. El niiclec situado en el centro es
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denso. Lz membrana celular de los hepatocitos tiene
innumerables microvellosidades que sobresalen en el espacio
extracelular, lo cual permite que cada célula cuente con una
enorme superficie de absorcidn de sustancias que estin en la
corriente sanguinea. Entre las microvellosidades hay sitlos por
donde los hepatocitos secretan sustanclas al plasma.

Los hepatocitos son uno de los sistemas celulares en los
cuales mds se han estudiado los mecanismos que permiten la
comunicacidn celular, debido a que desempefian muchas funciones
celulares. Como antecedentes del presente trabajo se sabe que la
estimulacién de los receptores beta2 adrenérgicos por 1la
epinefrina y éor otras catecolaminas, aumenta la acumulacidn de
AMPc por 1la activacidn de la AC en membranas plasmiticas. En
ratas hipotiroideas (48 y 49), la respuesta beta adrenérgica
incluso es mayor que en ratas normales, ¥y lo mismo sucede bajo
otras condiclones patoldgicas; per ejemplo, en  ratas
adrenolectomizadas (50) el niimero de receptores beta adrendrgicos
aumenta de dos a cuatro veces; y en la carcinogénesis, 1la
sensibilidad a 1las catecolaminas se modifica incrementando 1la

actividad de la AC (51 a 53).

HEPATOMA DE RATA.

El tumor ascitico de rata de la lfnea celular AS-30D,

derivado del hepatoma 30D fue establecido de un hepatoma i{nducido
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por el 3-metil-4-dimetilaminoazobenceno (54). Se clasifita como
ﬁn hepatocarcinona.

El tumor AS-30D crece principalmente como grumos sobre la
piel © como células aisladas en el liquido de ascitis de 1la
cavidad abdominal del organismo.

Las c¢é&lulas de hepatoma miden de 11 a 23 micrGmetros de
didmetro (ver microfotograflas). Son células de origen epitelial
que tienen 1la apariencla general de los hepatocitos, aunque
eg notable que contienen menor nimero de mitocondrias y menor
cantidad de grasa. El ndcleo de forma irregular ocupa gran parte
del citoplasma, Su  membrana celular tiene numercsas
prolongaciones que le sirven en cultivo para adherirse a las

superficies.



2. OBJETIVOS.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1 Investigar si las c&lulas del hepatoma AS-30D de rata

acumulan AMPc en respuesta a la estimulacidn  adrenérgica.

~

. Caracterizar farmacoldgicamente con base al orden de
potencia a agonistas y a antagonistas los receptores adrenérgicos
de las células de hepatoma, midiendo como pardmetro la produccidn
de AMPc.

3. Hacer la comparacidn de la respuesta celular con
hepatocitos de ratas hipotiroideas.

4, Caracterizar por un método directo (pegado especifiéq del
ligando radiactive) a los receptores beta adrendrgicos de  las
cdlulas del hepatoma. 7

5. Estudiar si las cé&lulas del hepatoma manifiestan el
fenSmeno de desensibilizacidn adrenérgica observada en

hepatocitos.



3. MATERIALES Y METODOS.
MATERIALES.

El l1-isoproterenol, la l-epinefrina, la l-norepinefrina, el
l-propranolol, el GTP, el guanilil-imidodifosfato (Cpp(NH)p), la
teofiflina, el ATP, la fosfocreatina, la creatina cinasa, el
forbol 12-miristato~l3-acetato (TPA), el dcido N-2-
etanolsulfénico 2-N-hidroxietilpiperazina (HEPES), el 6-N-propil-
2-tiouracile, y el 1-metil-3-isobutil xantina (MIX), se
obtuvieron de Sigma Chemical Co. La forskolina (7-beta-acetoxi-8-
12-epoxi,6 beta, 9 alfa trihidroxilabad«lé4-en-]leuno) se obtuvo
de Calblochem. El glucagon fue generosamente donado por Eli
Lilly. El atenolol y el ICI 118551 fueron donados por Imperial
Chemical Industries. EL [#32P) ATP (28.7 Ci mmol), el [3H] AMPc
(32 Ci/mmol) y el dihidroalprenolol ([3H] DHA) se obtuvieron de
New England Nuclear (Boston MA.). El percoll se obtuve de

Pharmacia.

METODOS,
HEPATOMA.
El tumor AS-30D fue transplantado de una rata a otra como

se describe en el informe original (54). Las células de hepatoma
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(3 wml) se inyectaron en la cavidad abdominal de ratas Wistar
hembras o machos, con un peso de 250 a 300 g, se mantuvo el
transplante de 5 a 8 generacilones.

Para cada experimento de determinacidn de AMPc se obtuvieron
de 6 a 8 ml de 1fquide de ascitis, y para aislar mewmbranas de 20
a 40 ml cada vez., El liquido de ascitls se lavé 4 veces por
centrifugacién con una solucién Krebs-Ringer bicarbonato HEPES
(NaCl 120 mM, KCL 4.75 wmM, CaCl2 1,3 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgS0& 1,2
m{, NaHCO3 20 mM y HEPES 10 wM), pH 7.4, a 37° Cy bajo una
atmdsfera de 02 95% / €02 5%, para quitar los componentes no
tumorales. La viabilidad de las células se determind por

exclusifn de azul de tripano al 0.1X.

HEPATOCITOS.,

Las células de hIgado usadas para la comparacidn de la
respuesta celular se obtuvieron de ratas hipotiroideas por el
método de Berry y Friend (55) que consiste en perfundir el higado
con una solucidn amortiguadora Krebs-Ringer bicarbonato, saturada
con 02 95% / CO2 5%, a pH 7.4, a 37 °C, y la digestldn con
colagenasa.

Las células se lavaron J veces por centrifugacidn y se
resuspendieron finalmente en la misma solucidn Krebs-Ringer
bicarbonato HEPES. La viabilidad de las células se midid por
exclusién de azul de tripano al 0.1Z.

El hipotiroidismo se indujo dando de beber a los animales
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"Las células (10 wmg/ml de peso fresco de las células de
hepatoma y 30 mg/ml de hepatocitos) se dincubaron durante 2
minutos a 37 °C, en la misma solucidn amertiguadora Krebs-Ringer
HEPES que contenfa MIX 250u ¥ (que es un inhibidor de la
fosfodiesterasa del AMPc), y los agentes a probar.

El AMPc se determind por el método de Brown y cols, (56),
modificado de Gilman (57), se utilizé [3H] AMPc y AMPc no
marcado, El ensayo se basa en la competencla de ambas mol&culas
por el mismo sitio de unidn a la proteina cinasa dependiente de
AMPc, El AMPc no pegado a esta proteina se precipita con carbdn
activado y el AMPc del sobrenadante se cuenta en un contador de
centelleo 1fquido. ELl AMPc acumulade se determlnd tomando como

referencia una curva patrén,

MEMBRANAS CELULARES.

Las membranas, tanto de c&lulas de hepatoma como de
hepatocitos, se aislaron por el método de Loten y Kedshaw-Loten
(58). Para ello se homogenizaron a 4 °C {en un homogenizador
Dounce) de 2 a 2.5 ml de células en 12.5 ml de una solucidn

amortiguadora de sacarosa 250 mM, Tris-HCl 1O oM, EDTA 10 oM, a
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pH 7.5, El homogenado se centrifugd a 3,500 rpm durante 15
minutos y el precipitado resultante se resuspendid con 12.5 ml de
la misma soluecidn, mids 3.4 ml de percoll y 0.5 ml de una
solucidén de sacarosa 2M y se homogenizd nuevamente. Este
homogenado se centrifugé a 17,000 rpm por 20 minutos., La fraccidn
de membranas se observs claramente en la superficle del tubo de
ensayo y la capa de membranas se extrajo y se lavd con una
solucién de Tris-HCl 25 mM y MgCl2 5 mM, pH 7.5. Finalmente se
centrifugd a 15,000 rpm durante 5 wminutos. El precipitado
resultante se homogenizd en la misma solucidn anterior. ILa
preparacidn de membranas se fracclond enm alicuotas para
congelarlas en nitrdgeno lIquido. La cantidad de protelna se
determiné por el mEtodo de Lowry y cols, {59) utilizando albiimina

de suero de bovino como estdndar.

DESENSIBILIZACION.

Para inducir la desensibilizacién de la respuesta celular,
las células de hepatema (10 mg/ml) se preincubaron em presencia
o ausencia de 1soproterenol, TPA, o de ambos agentes. La
preincubacién fue de 15 minutos a 37 °C, en la misma solucidn
amortiguadora eﬁpleada anteriormente y bajo una atmBsfera de 02
95% / C02 5%.

Después de la preincubacién, 1las células se lavaron 3 veces
por centrifugacién con la solucién Krebs-Ringer bicarbonato

HEPES a 37 °C. Luego se determind la acumulacidn de AMPc en



respuesta a diferentes concentraciones de isoprotefenoi.:'de 1nM

a 100, M, y a forskolina 100y H.

ADENILATO CICLASA.

Para medir la actividad de la adenilato ciclasa empleamos el
método de Salomon y cols,(60). El ensayo se hizo en una mezcla
que contenfa Tris-HCl 25 mM pH 7.5, ATP 0.4 mM; conteniendo 1-2 x
10 chm de [e¢32P-ATP], MgCl2 5 mM, teofilina 10 mM, 7.4 mg de
fosfocreatina, 1 mg/ml de creatina cinasa, y. los agentes y
hormonas a probar.

La reaceién se 1inicid por la adicidn de 150 pe de 1la
protefna de membrana en un volumen total de 0,1 ml, se 1incubd 20
minutos a 30 °C. La reaccidn se pard con 2 ml de SDS al 0.1% y
luego se .agregd (3H] AMPc para medir la eficlencla de
recuperacidn de AMPc en la cromatografla, E1  [32P] AMPc

preducido se determind en un contador de centelleo lIquido.

PEGADO ESPECIFICO DEL LIGANDO RADIACTIVO.

Las membranas descongeladas se homogenizaron antes de cada
experimento. Los receptores beta adrenérgicos se
cuantificaron por medio del [3H] DHA (antagonista  beta
adrenérgico no selectivo).

Se utllizaron aproximadamente 300 pe de proteina de
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me@branas de células de»hépatoma.,incﬁbaaas Eon"concentraciones
de 1 a 8 u de (3] DHA (95 wCi/ml), & wna soluctén
amortiguadora Tris-HCL 50 mM y HgCli 10 oM, pH 7.5, durante 30
minutos a 25 °C. La reaccién se detuvo por filtracidn al vaclo en
filtros de fibra de vidrio GF/C (Whatman). Los filtros se lavaron
inmediatamente 4 veces con 12 ml de una solucidn amortiguadora
fria de Tris-HC1l 50 mM y MgCl2 10 mM, pH 7.5 . La cuantificacidn
del pegado del ligando radiactivo a los receptores se determiné
en un contador de centelleo liquido. Cada experimento se hizo por
triplicado.

El pegado espec{fico se determind por la diferencia en el
pegado del [3H] DHA en presencia o ausencia de propanolol 10
uht (antagonista beta adrenérgico no selectivo).

La cantidad de receptores betal y betal2 adrenérgicos de las
células AS-30D se obtuvo analizando la; curvas de inhibicidn del
pegade especifico del 1ligando radiactivo, utilizando los dos
antagonistas beta adrenérgicos selectivos: el ICI 118551 y el

atenolol (61).

ANALISIS DE LOS RESULTADOS,

El anilisis de los resultados de los ensayos de pepado
especifico de [3H) DHA a los receptores, se describe en otros
trabajos (62 y 63).

Los valores de Bmax (ndmero miximo de receptores) y de Kd

(constante de disociacidn) para el pegado especifico de [3H] DHA
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fue .estimado por el andlisis de ScaCchar& de los -resultados de
saturacidn con 1 a 8 nM de [3H} DHA. Se determind la capacidad
de las. drogas para inhibir el pegado especIfico de [3H] DHA
caleulando la constante de inhibicién (Ki) con el programa de
computadora "LIGAND" (64)., Los porcentajes y afinidades de cada
subtipo de adrenoceptor se determinaron también utilizando este
programa. En los experimentos en donde se determind AMPec ge
presentan los valores promedio y el error estindar de

determinaciones por triplicado de 6 a 10 experimentos.
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4. RESULTADOS.

la acumulacidén de AMPc en las cflulas de hepatoma de rata de
la 1inea celular AS-30D estd regulada por la estImulacidn beta
adrenérgica. En estas células el 1isoproterencl 1 uM, un
agonista beta adrenérglco, aument§ los niveles de AMPc de 4 a 6
veces con respecto al valor basal, el incremento miximo se
observd a un tiempo de 2 minutos, seguido por wuna disminucidn
lenta hasta los 20 mimnutos (Figura 1). La forskelina (sustancia
que activa directamente a la subunidad catalftica de 1la AC)
incrementd los niveles de AMPec en las c&lulas, de 15 a 16 veces,
con un curso temporal similar al de isoproterenol {(Figura 1).

En  comparacién, en  hepatocitos alslados de ratas
hipotiroideas, la acumulacién de AMPc  estimulada con
isoproterenol 1 py M, o forskolina 100 uM se incrementd 5 y 15
veces respectivamente, sobre el valor basal. El cursoc temporal
mostrd un miximo a los 2 minutos seguido de wuna disminucién
lenta (datos que no se muestran).

En la figura 2 (panel izquierdo) se muestra la acumulacidn
de AMPc de las cé&lulas AS-30D en respuesta a tres agonistas beta
adren@rgicos. El isoproterenol incrementd los niveles de AMPc de
6 a 7 wveces con respecto al valor basal. Notablemente 1la
potencia para la norepinefrina y para la epinefrina fueron
similares, Ambas hormonas provocaron una respuesta mixima a
concetraciones cercanas, 10 yM y 100 yW respectivamente.

El orden de potencia en estas células para los agonistas

*
Ay
fue {isoproterenol (EC50= 40 nM) > norepinefrina (EC50= 300 nM)
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Fig.! . CURSO TEMPORAL DE LA ACUMULACIOR DE AMPc EN
CELULAS DEL HEPATOMA AS-30D DE RATA. la acumulacidn
de AMPc en células completas se determind a
diferentes tiempos de incubacién (I, 2, 10 y 20
minutos) bajo tres condiclones: basales ( ®*) y
estimulando con iscproterenol 1 uM ( 43 o con
forskolina 100 M ( O), Se muestran leos valores
promedioc de 4 a 6 experimentos * el error
estindar,



2 epinefrina (EC50¥ JuM). Este orden de potencia nos indica
sorprendentemente que se trata de receptores betal adrenérgicos
en las células AS-30D, ya que la epinefrina y la norepinefrina
activan con 1la misma potencia a estos receptores (65).
Observamos ademds, {(Figuras 2 y 3; paneles izquierdos) que
la estimulacidn de 1la AC por las catecolaminas naturales en
células de hepatoma estd claramente disminufda con respecto a la
estimulacidn inducida por isoproterenol, probablemente como
consecuencia de la accidn alfal adrenérgica sobre la actividad de
la AC en estas células., El ILsoproterenol provoed una respuesta
mixima en la produccidn de AMPc, tanto en células de hepatoma
como en hepatocitos,l a una concentracidn de lp M, por lo que

usamos esta concentracidn en los experimentos posteriores.

En hepatociros de rata ( Figura 3; panel izquierdo) 1la
respuesta fue similar a la observada en las c@lulas AS=30D cuando
se estimuld con isoproterenol, es decir, que la acumulacldn de
AMPc en las c@lulas aumentd de 6 a 7 veces. Sin embargo, el orden
de potencia para los agonistas naturales en hepatocltos cambid,
la epinefrina fye 100 veces mds potente que la norepinefrina.
Observamos entonces que el orden de potencla para los agonistas
en Thepatocitos fue diferente : isoproterenol (EC50 =100 nM) >
epinefrina (EC50 =.l pM) P> norepinefrina. Esto nos indica que en
hepatocitos son los receptores beta2 adrenérgicos los que modulan
la produccion de AMPc, ya que para este subtipo de receptor beta
la epinefrina es mucho mis potente que la norepinefrina (66), a

diferencia de lo que se observS en las células AS-30D.
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FI1G.2, ACCION BETA ADRENERGICA EN CELULAS DEL
HEPATOMA AS-30D DE RATA, Panel izquierdo: las células
se incubaron en presencia de diferentes
concentraciones de isoproterenol (4 ), norepinefrina
(e ) o epinefrina { o ). Pancl derecho: las células
fueron incubadas con isoproterenol lyuM y en
presencia de concentraclones diferentes de ICI 118551
(w ) o de atenolol ( o). Las incubaciones fueron
durante 2 minutcs a 37° C, en una solucidn
amortiguadora con MIX 250 (M. Llos puntos son los
valores promedio + el error estandar de 6 a 10
experimentos.,
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FIG.3. ACCION BETA ADRENERGICA EN HEPATOCITOS. Panel
izquierdo: las cé&lulas se incubaron en presencia o
ausencla de concentraciones diferentes de tres
agonistas beta adrenérgicos: 1soproterencl ( a),
norepinefrina ( ®) o epinefrina ( ©). Panel derecho:
incubacién de  las  c€lulas en  presencla de
isoproterenol 1 uM vy de diferentes concentraciones de
ICI 118551 (9') o de atenolol (®), Se muestran los
valores promedio de una serie de 6 a 10 experimentos
1 el error estdndar de cada uno.



Para confirmar estos resultados, utilizamos: los antagonistas
selectivos; el atenolol (antagonista betal adrenérgico) y.el ICI.
118551 (antagonista beta? adrenérgico).

Los resultados obtenidos son los siguientes, (Figura 2;
panel derecho), observamos gue en células de hepatoma tanto el
atenolol como el ICI 118551 tuvieron efectos inhibitorios saobre
la acumulacidn de AMPc estimulada por isoproterenol | pM.

El orden de potencia para los antagonistas en estas células
fue atenolol (EC50 = 2 pyM) > ICI 118551 (EC50 = 7 pM).
Claramente el atenolol irhibid la scumulacién de AMPe¢ hasta un
40% desde una concentracldn de 1 M, mlentras que el ICI 118551
a esta misma concentracidn s6lo inhibid la respuesta en un 15%.
El atenolol fue el antagonista mis potente, hizo evidente que la
acumulacidn de AMPe en las células de hepatoma estd regulada por
receptores betal adrenérgicos.

Por otra parte, la acumulacidn de AMPc en hepatocitos
(Figura 3; panel derecho), estimulada por isoproterenol 1y M fue
antagonizada por el ICI 118551 (EC50 = 200 nM) > atenoloi. En
este caso [ue el antagonista beta2 adrenérgico el que inhibid con
mayor potencia la acumulacidén de AMPc; desde concentraciones tan
bajas como 0.1 pM, en donde ya se observé una inhibicidn de
aproximadamente el 40 %Z. El atenolol por otra parte fue capaz de
inhibir 1la respuesta celular a concentraciones altas (100p M) y
s6lo de manera parcial. Si comparamos la 1inhibicidn de 1la
réspuesta por este agente con la inhibicidn por el ICI 118551

vemos que a una concentracién de 0.1 yM, prdcticamente la
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rggpuesta no fue bloqueada. Resultados que nos confirman que en
hepatocitos 1a generacidn. de AMPc por la AC se debe a 1la
estimulacidn de receptores beta2 adrenérgicos. Los valores de las
constantes de inhibicién (K1) (66), para la acumulacidn de AMPc
por los dos antagonistas se muestran en la tabla I.

De esta manera, se caracterizd farmacolégicamente la
respuesta beta adrenérgica en las células del hepatoma AS-30D,
Crefmos conveniente realizar en estas células la caracterizacién
de los receptores por medio de ligandos radiactivos, ya que es un
método directo que permite identificar cindticas de unidn
firmaco-receptor, afinidad y nimero de sitios de pegado
especifico.

Los tesultadog de estos estudios realizados con membranas de
hepatoma se muestran en la figura & (paneles lzquierdo vy
derecho). El1 andlisis de los resultados se obtuvo como se explica
en materiales y métodos.

En el panel izquierdo de la figura 4 observamos el andlisis
de Scatchard del pegado especifico del [3H] DHA (a
concentraciones de | a 8 nM) a los receptores beta adrenérgicos
de membranas aisladas de células de hepatoma. Observamos en la
grifica una lfnea recta de pendiente negativa, la cual sugilere
que hay una sola clase de sitios de pegado para el ligando
radiactivo, con wuna constante de disociacidn, Kd ¥ 3 nM que se
obtiene como la recIproca negativa de la pendiente de la curva.
En otras palabras, este andlisis nos muestra que existe una

densidad relativamente alta de receptores beta adrenérgicos en
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Tabla 1

EFECTOS ~ DE LOS ANTAGONISTAS BETA ADRENERGICOS sobre el pegade especffico del[-} a DHA
en wewmbranas de cé&lulas del hepatoma AS-30D, y sobre la acumulacin de AMPc en

hepatocitos y en células completas de hepatoma.

1 receptores Ki(nM) para la inhibi- Ki{nH) para la inhibi-

en alta afinidad* y cidn del pegado cidn de¢ 1a scumulacidn
ANTAGONISTAS  baja afinidadix especifico dal [BH]DHA AMPC

HEPATOMA HEPATOCITOS - HEPATOMA

ATENOLOL * 35 77 9,000 80

Ak 65 1725
ICI 118551 * 78 154 18 270

k22 1,754

Los valores de Ki y porcentaje de receptores en alta y baja afinidad se determinaron
como se describld en Materiales y Métodos. Son los valores promedio de 4 y de 6-10

experimentos respectivamente.
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FIG, 4, (Panel izquierdo). ANALISIS DE SCATCHARD,
PEGADO ESPECIFICO DEL [3H] DHA A LOS RECEPTORES
BETA ADRENERGICOS. La incubacin de las membranas de
células AS-30D se hizo en presencia de diferentes
concentraciones de [3H) DHA. (Panel derecho).
INHIBICION DEL PEGADG ESPECIFICO DE {3H] DHA POR LOS
ANTAGONISTAS BETA ADRENERGICOS. La incubaciGn de las
membranas se hizo en presencia de [3H] DHA 2 nM, v
de diferentes concentraciones de ICI 118551 (o) o
de atenolol (W), Cada punto representa el promedio
de 6 experimentos.
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las membranas de las cflulas AS-30D. ' La densidad tocsl de
receptores beta adrenérgicos (Bmax), presentes en estas  células
fue de 170 fmolas/mg de proteina, valor que se indica por el
intercepto de la curva en el eje de las abscisas.

Las curvas de inhibicidn del pegado especifico del [3H] DHA
por los antagonistms beta adrenérgicos selectivos y los valores
de sus constantes de Inhibicidn (K1), se muestran en la figura 4
(panel derecho) y en la tabla I respectivamente. Observamos en. la
grdfica que sorprendentemente el ICI 118551 fue el agente que
desplazd con mayor potencla el. pegado especlfico del [3H] DHA,
con respecto al atenolol., A una concentracién de 100 nM el
antagonista beta2 4nhibi& en un 50% el pegado especifico del
ligando radiactivo, el atenolol en este caso inhibié en un 502
la wunidn [3H] DHA~receptor, peroc sdlo a una concentracidn mis
alta, de 1y M. Estos resultados permiten suponer que son los
receptores beta2 los que se encuentran en mayor cantidad en las
células AS-30D. Ademds sl se observan las dos curvas de
desplazamientoe del ligando radiactivo por los dos antagonlstas
se aprecla que cada curva tilene dos pendientes, por lo que
suponemos  que existen dos poblaciones de veceptores  beta
adrenérgicos para cada antagonista con distinta afinidad para
estos.

El andlisis posterior de las curvas por el programa
"LIGAND" nos proporciond los porcentajes relativos de los sitios
de unidn en alta y en baja afinidad para cada uno de los

agentes, los resultados se muestran en la tabla I. De la
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competencia del pegado del [3H] DHA con el ' atenolol re§u1;6 un
35 % de sitios en alta afinidad para este agente y un 65 % de
sitios con baja afinidad. Con el ICI 118551 resultd un 78 %
de sitios de alta afinidad y un 22% de sitlos de baja afinidad
para este agente,

En este estudio nuestro interés fue dirigido posteriormente
a medir la actividad de la AC en membranas de cflulas de hepatoma
y de hepatocitos, ya que como antecedentes sablamos que la
produccién de AMPc estimulada por las catecolaminas es mucho
menor en las cElulas AS-30D que en los hepatocitos (paneles
izquierdos de las figuras 2 y 3). Esto con el fin de determinar a
que nivel & cual de los elementos del sistema de transduccidn

.de la AC era el responsable de tal disminucién en la respuesta.
Descartando en este momento, la posibilidad de que este efecto
disminufdo en la estimulacién beta adrenérgica por las
catecolaminas se deblera a la accidn alfa adrenérglca, ya que
ninguno de los antagonistas alfa adrenérgicos empleados para
inhibir 1la estimulacidn de la AC por la epinefrina disminuyd los
niveles de AMPc (datos que no se muestran).

Observamos que la actividad basal de la enzima fue similar
en membranas de hepatocitos y en membranas de hepatoma (Tubla.
11); pero 1la estimulacifn de la respuesta beta adrenérgica con
isoproterenecl + GTP, la activacidn de las proteinas G con
Gpp(NH)p {(andlogo no hidrolizable del GTP) y la activacidn de la
subunidad catalftica de la AC estimulada por forskolina fue

mucho menor en membranas de hepatomz que en membranas de
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Tabla 11.

ACTIVIDAD DE LA ADENILATO CICLASA en membranas de hepatocitos o
en membranas de células del hepatoma AS-30D,

AGENTE EN EL HEPATOCITOS HEPATOMA AS-30D
ENSAYO

Actividad especifica (pmol min~lng prutéiné%l),,ii~i'

Ninguno 6.5 + 1.2

Isoproterenol 10 uM : ]f.sri i:jix:n" o

+ GTP 100 uM :

Gpp(NHYp 100 uM 28.0 + 5’.6 . e - ”19.'51 15 )
Forskolina 100 pH 69.0 + 7.9 : 40.0 + 4.0

Los rtesultados son valores promedio + el error estdndar de 16

determinaciones, utilizando 4 preparaciones diferentes . de

membranas en cada caso.




hépafocitos. La estimulacidn beta adrenérgica fue muy pequeiia en
membranas de hepatoma, sSlo del 20 al 50 X con respecto al valor
basal 'y bajo todas las condlciones. Desafortunadamente estos
resultados no nos permitieron esclarecer porqué la respuesta a
las catecolaminas es menor en estas c&lulas.

A continuacidn se estudld si hay desensibilizacién de la
respuesta beta adrenérgica de las c€lulas de hepatoma, para de
alguna manera comparar el fendmeno con la desensibilizacién de la
respuesta beta  adrendrgica tipica de hepatocitos de ratas
hipotiroideas (49). Previamente en nuestro laboratorio se
demostrd que la activacidn de la respuesta beta adrenérgica en
hepatocitos de rata muestra una desensibilizacién homdloga por
el lisoproterenol (36) y ademds una desensibilizacidn heterdloga
de la acumulacidn de AMPc (41) por los @steres de forbol .

En la figura 5 se muestran los resultados del estudio de
desensibilizacién. Lo primero que observamos fue que los
pretratamientos de las cé&lulas de hepatoma durante 15 minutos
con TPA 100 nM, o con TPA 100 nM wdAs isoproterenol 100u4M,
provocd la disminucidn de los niveles basales de AMPc, por ello
se muestra en el panel derecho los valores normalizados como
porciento con vespecto al control. La preincubaciin de 1las
células con {soproterenol 1004 M disminuyd claramente (40%) 1las
subsecuentes  estimulaciones beta adrenérgicas con el mismo
agente. El TPA sdlo indujo un pequeiio desplazamiento de la curva
dosis-respuesta al isoproterenol, sin que la disminucidn de la

produccidn de AMPc fuera muy grande. S51o en un intervalo, de i
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FIG.,5. DESENSIBILIZACION BETA ADRENERGICA EN CELULAS
AS-30D. Las c@lulas se Incubaron durante 15 minutos a
37 °C, sin agentes { @), con isoproterenol 100 yM
(o ), con TPA 100nM (a) , o con ambos agentes
juntos {(4). Después de la preincubacidn las células
s¢ lavaron exhaustivamente y se incubaron durantes 2
minutos en una solucidn amortiguadora con MIX 250 y M
en presencin de diferentes concentraciones de
isoproterenol. Se presentan los valores absolutos
(panel izquierdo) y los valores normalizados como
porciento con respecto al control (panel derecho).
Cada punto representa el promedio + el error
estindar de determinaciones por triplicado de 6 a 7
preparacicnes diferentes.



nM a 100 nM de isoproterenol l; ;e;erééA Euermeﬁufven un 30 %
con respecto al control. : .

La respuesta fue aiin menor cuando . los dos agentes se
pusieron en el medio de incubacidn. La  respuesta beta
adrenérgica se desensibilizd un 60%, por lo que se puede suponer
que la disminucidn de la respuesta beta en las células AS-30D es
aditiva, de tal forma que ademis de dintervenir en esta
disminucién alguno de los elementos del sistema de la AC,
probablemente participe la protefna cinasa C en este fenbmeno de
desensibilizacidn. Resultados similares se han obtenido en
hepatocitos (41).

Para definir cual de los componentes del sistema de la
AC es el que se afecta en este fendmeno, se prelncubaron a las
células bajo las mismas 4 condiciones anteriores; pero ahora
retando a las c&lulas con forskolina 100 pM o con 1soporoterenol
1 uM.

En la figura 6 se muestran los resultados que obtuvimos. La
acumulacién de AMPc en respuesta a forskolina no se afectd
significativamente bajo ninguna de las 4 condiciones de
preincubacién. La respuesta a la estimulacidn beta adrenérgica
por isoproterencl disminuyd después de la preincubacién de las
células Gnicamente con isoproterenol, y no por la preincubacidn
con TPA. La disminucidn de la acumulacién de AMPc se observé de
manera clara cuando las c&lulas estuvieron expuestas por 15
minutos al {soproterenol y al TPA Jjuntos. Posiblemente en

nuestro slstema celular sean los receptores beta los que estdn
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FIG.6. EFECTO DE LA PRELNCUBACION DE LAS CELULAS
SCBRE LA RESPUESTA A ISOPROTERENOL O FORSKOLINA. Las
células de hepatoma se preincubaron emn ausencla
(eontrol) o presencia de isoproterenol 100 u¥ (IS0},
de TPA100nM o de ambos agentes (TPA + 150). Se
lavaron las células e incubaron sin ningiin  agente
(barras blancas), con isoproterenol | yM barras
rayadas) o con forskolina 100, M (barras negras). Los
resultados se muestran como porciento con respecto al
valor bhasal dado en pmolas AMPc/mg peso himedo de
las células. E1 promedio se indica por las barras
1 el error estindar de determinaciones por
triplicado de 6 a 7 preparaciones distintas.



involuerados directamgnée en este fenémeno y no la AC, como
sugieren - los fesultados antefiores. Sin embargb, no se puede
descartar que la &esensibilizaci&n de la  respuesta beta
adrend@rgica de ias células AS-30D ocurra también a nivel de las

protefnas G.
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3. DISCUSION.

Los . resultados de nuestro estudio muestran que las células
del hepatoma de rata de la linea celular AS-30, expresan una
marcada respuesta beta adrenérgica, caracterfstica de estados
celulares proliferativos (67 a 70), de c€lulas en cultivo (69
y 70), de higado fetal (71), de higado en regemeracién ( 67 y 68)
y de hepatocitos alslados de ratas tratadas con compuestos
cancerigenos (51 a 5)), ya que bajo estas condiciones se ve
alterada la actividad de 1la AC.

En la caracterizacidn farmacoldgica de la respuesta
adrenérgica de las c&lulas AS-30D resultd claro que la
epinefrina .y la norepinefrina fueron igualmente potentes para
estimular la produccién de AMPc intracelular, por lo que podemos
asegurar que son los receptores del subtipo betal, y no los
beta? los que modulan la generacidn del segundo mensajero. En
hepatocitos de rata, la epinefrina fue mucﬁo mds potente que la
norepinefrina para estimular la produccidn de AMPc, a diferencia
del orden de potencia que observamos para estas catecolaminas en
las células AS-30D. Por lo tanto son los receptores del subtipo
beta2? los que regulan la produccidn del AMPc en el sistema de

transduccidn de la AC de c&lulas normales de higado (49).

El empleo de los antagonistas selectivos nos  permitid
comprobar las observaciones anteriores. El efecto inhibitorio de
los dos agentes fue determinado en presenclia de una sola

concentracidn de isoproterenel (1 yM), con la cual se obtuvo la
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estimulacidn mixima de la producciin de AMPc en amby 1 l::tfpog
celulares (Figuras 2 y 3). En hepatocitos, el ICT 11851 S _Boeued -
la produccidn de AMPe con mayor potencia, lo hin ¢+  &desde
concentraciones bajas en comparacién con el atendil que
dnicamente bloqued la respuesta de manera parcial. Lla pt=xeecia
del atenolol para inhibir la acumulacidn de AMPc  en cilamaes de
hepatoma fue mayor en este caso, fue suficiente una conwtrra-wcidn
de 1 M de este antagonista betal para inhibir la respst3ta:n en
un 40X, a diferencia del ICI 118551 que a la misma conmtrxrazacion
s8lo la 1inhibid en un 15%. Estos resultados estarlan i scoerzierde
con trabajos anteriores (72) en donde se descubrid en wa gran
variedad de tejidos, que 1la transformaclén malip eBLi
acompafiada por camblos en el sistema de la AC; cas ammios
probablemente debidos a la ausencia funciomal de la K, -4 un
cambio en la conformacién de esta enzima efecton, & 63 por
alteraciones en el nimero de los receptores membtnalallles a
hormonas acoplados a este sistema de transduccidn (20),

Ter ejemplo, se sabe que en el higado la activitde dde 1a
AC estimulada por varios activadores cambia cuando se piser=mmta un
tumor, o 1incluso hay diferenclas en su actividad de wtif Xmp de
tumor a otro, y lo mismo se ha descrito que ocurre entl p-onornceso
de carcinogénesis; de tal manera que se ve luenemeeitads
generalmente la respuesta a las catecolaminas (72). Yase labia
demostrado que los hepatocitos alslados de ratas hiptlr—xoeldeas
son un modelo celular que presenta una Tespuesia beta

adrenérgica prominente (49), a diferencia de Llo qutccucsurarre en
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hepatocitos alslados de ratas eutiroideas, por ello es ~que lo
utilizamos para hacer la comparacién de la respuesta al encontrar
que las c&lulas del hepatoma AS-30D responden a agonistas beta
adrenérgicos, Resultd interesante que el orden de potencia
relativa para los agonistas naturales en células de hepatoma
fuera uno caracteristico del subtipo betal, por lo que podemos
pensar que en nuestro sistema la transformacidn maligna no solo
provoca un cambio cuantitativo en la actividad de la AC. Sino
que provoca ademiis un cambio cualitativo de tal magnitud, que de
expresarse adrenoceptores del subtipo betal? "normales” se
expresen receptores del subtipo betal y sean los que regulan de
manera uwids importante la produceidn de AMPc. Es importante
mencionar que esta transformacidn de un tipo de receptor a otro
se observd también en un hepatoma ascitico de otra 1fnea celular,
el hepatoma Zadjela (72). La produccidn de AMPc en células de
hepatoma es menor con respecto a la respuesta en hepatocitos
estimulados con las catecolaminas naturales, pero no cuando
estimulamos con el  isoproterenol. Esta informacifn se
correlaciona con los datos obtenidos al medir la actividad de 1la
AC en membranas, en donde su actividad resultd ser menor bajo
todas las condiciones de activacidn, con isoproterenol + GTP a
nivel de los receptores beta, con Gpp(NH)p a nivel de las
protefnas Gs, o con forskolina a nivel de la subunidad
catalitica de la AC. Sin embargo, aun no sabemos sl efectivamente
se trate en este sistema celular, de una alteracidn de la AC, ya

que por otra parte esta respuesta inhibitoria de la enzima
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“efectora podrfa estar mediada por receptores alfa 'adfenéfgicbs.
no = obstante que el uso de la fentolamina, 1la yohimbina 'y ia
prazosina (antagonistas alfa adrenérgicos) no tuvo ninglin efecto
sobre la accidn de la norepinefrina en la acumulacidn de AMPc
(resultados que no se muestran).

La razén por la cual se expresan receptores betal en las
c€lulas AS-30D como moduladores principales de la acumulacidn de
AMPc no la conocemos, pero exlsten varias explicaciones
posibles. Una de ellas es que bajo condiclones de activa
proliferacién celular se exprese el gene que codifica a los
receptores betal como consecuencla de los cambios que ocecurren en
el medio al transformarse de una célula normal a wuna célula
maligna. Por otra parte, se sabe que hay una regulacidn de los
receptores beta adrenérgicos dada por la activacidn quizd
directamente del genoma, por hormonas tales como 1los
glucocorticoides y las hormonas tiroideas. Estas hormonas lo que
hacen es modular el niimero de receptores beta en numerosos
tejidos y en células en cultivo (73 y 74). Lo mismo se ha visto
con compuegtos que pertenccen a la famllia de los @&gteres de
forbol, como el forbol dibutirato, el cual regula la expresidn de
receptores beta adrenérgicos. En la 1fnea celular 3T3-Ll de ratén
tanto los glucocorticoides como el forbol dibutirato promueven un
incremento en la expresidn de receptores betal, sin incrementar
la expresién de receptores betal, lc que indica que los dos
subtipos de receptores son regulados independientemente (65).

S{ bien con las células AS-30D completas determinamos el
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predominio  de 'los receptores . betal adrenérglcos sobre 1la
produccidn de AMPc, tenemos evidencias de que en las membranas
celulares, en los estudlos de pegado especIfico del ligando
radiactivo, los dos subtipos de receptores coexisten en estas
células y tienen sitios de unidén con diferentes afinidades para
los antagonistas selectivos utilizados. En otros tejidos de
mamifero ya se ha visto que los dos subtipos estdn presentes en
la misma célula (12). Incluso en otros estudios se han
caracterizado a los receptores betal y a los beta? adrenérgicos
por su distribucidn en el tejido, por ejemplo en sistemas
celulares de mam{feros el subtipo betal predomina en corazén,
ﬁientras que el subtipo beta2 predomina en pulmén y en misculo
liso uterino. En el cerebro la localizacidn es complefa y las
proporciones relativas de receptores betal y beta2 cambian de una
drea a otra, ademds de que esta distribucién diferencifal se
combina con las diferencias en afinidad y en especificidad de 1la
respuesta celular a las catecolaminas. Sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad de que las preparaciones celulares
usadas en nuestros experimentos consideradas como homogéneas sdlo
por la morfologla de las cé&lulas, sean en realidad dos
poblaciones de células (52) que responden de manera diferente a
las catecolaminas, seglin sus receptores. Sin embargo, 1la
poblacidn de receptores beta2 adrenérpgicos no parece contribuir a

la acumulacion de AMPc.

Ha sido amplismente estudiada la regulacidn de los

receptores beta adrenérgicos en muchos tipos celulares. Uno de
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los mecanismos que permiten dicha’ regulacidn - es 1la
desensibilizacidn de la respuesta celular, 1la cual se observa
dgspués de perlodos prolongados de exposicidn de las células a
los agonistas beta adrenérgicos o a los &steres de forbol. Ya en
cultivo primario de hepatocitos (39) y en hepatocitos aislados de
ratas hipotiroideas (36), entre otros tipos celulares, se
demostrd que el pretratamlento de los Thepatocitos con
isoproterenol induce una desensibilizacién de la respuesta beta
adrenérgica estimulada por este agente § una desensibilizacién de
tipo homéloga, ya que la produccidn de AMPc no disminuye cuando
se estimula a la AC con el glucagon. También en hepatocitos de
ratas hipotiroldeas se demostrd que el pretratamiento de las
células con un éster activo del forbol, el tetradecanoil forbol
miristate acetato (TPA) induce una desensibilizacidn de tipo
heterloga, se reduce marcadamente la estimulacidn de 1la
ureagénesis y de la acumulacidn de AMPc  inducida por
isoproterenol o por glucagon (41). En las células AS-30D 1la
acumulacién de AMPe en respuesta a las subsecuentes
estimulaciones beta adrenérgicas disminuyd 40 % (Figura 5), come
efecto del pretratamiento con 1soproterenol 100 VH’ yun 30 2
como efecto del pretratamiento con TPA 100 nM. Es interesante
que bajo condiciones de preincubacidn en donde los dos  agentes
estuvieron presentes la acumulacién de AMPc estimulada por
isoproterenol fuera mds significativa, del 60 X, lo que nos
sugiere que los efectos que tienen los dos agentes en la

desensibilizacién de la respuesta son aditivos y que
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posiblemente se traten de varios elementos o sitios - implicados
en la desensibilizacién de la respuesta beta adrendrgica. La
falta de una respuesta significativa cuando se midiéd 1la
a;umulac16n de  AMPc en células o al medir la actividad de 1la
AC en mnembranas con agonistas no-adrend@rgicos tales como el
glucagon, la histamina, la N-etilcarboxamida adenosina, las
prostaglandinas E2 y la ACTH, nos 4mpidid clasificar este
fendmens come una desensibilizacidn homloga o heterdloga, e
identificar el sitio o sitios de regulacidn.

Podemos supsner que sl el tratamiento de las ¢&lulas con
TPA disminuyé la actividad de la AC acoplada a los receptores
beta adrenérgicos, entonces interviene en la desensibilizacién
de esate sistema la protefna cinssa C. Se ha visto que los
Esteres de forbol tienen muchos efectos en una gran variedad de
Teceptores externos, incluyendo a los beta adrenérgices (38). Por
otra parte si observamos una disminucidn de la producelfn de
AMPc  despufs de que se preincubsron lag c&lulas  con
isoproterenol, podemos conaiderar que son los receptores beta
ndrendrgicos los que estdn directamente implicados en este
fendmeno bioldgico. Para esta consideracibn existen varias
explicaciones. Se ha demostrado que la degensibilizacisn puede
ser el resultade de varios sucesos: uno de ellos es la
fosforilacién de los receptores por una protefina cinasa del
receptor beta adrenérgico (44), otro que el niimero de receptores
disminuya porque sean secuestrados de la superficie celular hacia

el interior de la membrana lo que impide que se acoplen a las
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protefnas Gs (75). Algunos autores sugleren que el acoplamiente
receptor-protefna GCsg es fundamental en la desensibilizacidn, ya
que si ambos elementos se desacoplan resulta que el receptor
pierde la capacidad de ser desensibilizado y secuestrado (76).
Evidentemente es necesario ampliar los estudios si deseamos
precisar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en

la(s) desensibilizacion(es) aqui presentada(s).
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6. CONCLUSIONES.

En' el presente estudio, se demuestra directamente que la
acumulacidn de AMPc en células del hepatoma AS-30D, es mediada
principalmente a través de la estimulacidén de receptores betal
adrenérgicos, mientras que en los hepatocitos es mediada por
receptores beta2 adrenérgicos.

Las células de hepatoma tienen los dos subtipos de
receptores beta adrenérgicos.

Las c8lulas de hepatoma manifiestan el fendmeno de
desensibilizacidn beta adrenérgica; al figual que los hepatocitos.
La desensibilizacidn no ocurre a nivel de la AC, pero sf
probablemente a nivel de los receptores. No quedd definide si en
las células AS=-30D la desensibilizacidn es de tipo homSloga o de
tipo heterdloga, debido a la falta de repuestas significativas a
otras hormonas que estimulan a la AC pero que se acoplan a

receptores diferentes a los bata adrenérgicos.
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Summar

The beta-sdvenergic responsiveness of hepatocytes obtafned
Itom hypothyreid rats and of a transplantable hepatoms cell 1line
{AS-100) were studied by measuring the accumulation of cyclic ANMP.
The potency order for agonists in hepatocytes was: laoproterencl >
tpimphrine  >> novepinephrine vhereas in the hepatoma cells the
potency order vas: isoproterenol > norepinephrine > epinephrine.
The effect of isoprotercnol ugs antagonized in heparocytes by low
concentrations of ICI 118551 and only parcially by concentrations
of atenolol as high as 100 yM. 1In hepatoma cells the effect of
{soproterenol was inhibited by both antagonists with the potency
prder atenolol > ICI {18551, These data indicate that in
hepatocytes the effect is mediated by bhetaz-adrenoceptors whereas
In hepatoma cells it 4s through beta)-adrenoceptors.

Freincubation of hepatoma cells with isoproterenol or phorbol-
wyristate-acetate diminished the subsequent betan-adrenergic
responsiveness of the cells. Interestingly, when both isoproterenol
and phorbol-gyristate-scetate were present during the preincubation
the bata-adrenergic desensitization observed was bigger than thac
{nduced by any of these agents alone.

Beta-adrencceptors have been extensively studied and are among the best
tha sarwicterized  teceptors (1), The existence of beta-adrenoceptor subtypes was
lle=sest postulated by Lands et al (2). These investigators subdivided these
Wr==esenceptors into two categories, beta) and betey, on the basis of the rank
itdideser of potency of agonists. Liver beta-adrenoceptors belong to the betaz-
lirzxesmirgic subtype (3.4) .

Liver cells rarely underge mitosls under normal conditions  but
fresoXdiferate actively {n respense to parrial hepatectomy (5-7), cholestasis (7)
o o deing cell culture (B,9), Such proliferative states are uysually associated
We teheavked beta-«adrenergic responsiveness (5-9). Similarly, in preneoplastic
fat t ;liver thexe {s a prominent beta-adrenergic responsiveness (10-12),

Using o trapsplantable ascites variant of a rat hepatoma (AS-30D) (13} we
In~zveuntigated 1f these cells accumulate cyclic AMP in response to beta-
Wl dr-yoergle acoivatlon, Surprisingly, It wns observed that the type of
td Blr xinoceptor that mediates this effect does not belong to the betaj-class but
rasmatsthr to the betaj-subtype. The characterizatlon of this receptor and the
de==seymitizations iInduced by prelncubation with an agonist and/or an active
pleTiocortol ester are here reported.

0024-3205/89 $3.00 + .00
Copyright (c) 1989 Pergamon Press plc
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Materials and Methods

Materials: 1-Isoproterenol, l-epinephrine, l-norepinephrine, GTP, guanylyl
imidodiphosphate (Gpp{KH)p), theophylline, ATP, phosphocreatine, creatine
kinase, phorbol 12-myristate }l-acetate (TPA), 6-N-propyl 2-thiouracil, N'-2-
hydroxyethylpiperazine-N'2 etanesulfonic actd (Hepes) and methyl-imcbuthyl-
xanthine were obtained from Sigma Chemical Co. Forskoalin (7 beta-acetoxy-8-12~
epoxy-12, 6 beta, 9 alpha«trihydroxylabd-li-en-11-one) was from Calbiochem.
Glucagon was gencrously given by El{ Lilly. Atenolol and ICL §1855]1 were
generous_gifts [rom Imperial Chemical Industries. {3K)Cyclic AMP (32 Cifmmol)
and [0~32P]ATP (28.7 Ci/mmol) were obtained from New England Nuclear. Percoll
was from Pharmacia.

Hepatoma: The AS-30D tumor was transplonted essentially as described In the
original report (13), 1In brief, AS-30P cells suspended in saline solution were
injected into B-week old rats; within one week sufficlent ascites fluid
developed to distend the abdominal wall. Fer transplantation 3 ml of the
ascites fluid was injected per rat and was maintained from 5 to {0 transplant
generations. Approximately 6 ml of ascites fluid was obtatned for each
experiment; wusually 3-4 samples could be obtained from each rat in consecutive
days.

The cells obtained in the ascites fluld were washed 4-times by
centrifugation and resuspension with Krebs-Rlnger bicarbonate Hepes buffer (120
mM NaCl, 4.75 mM KCl, 1.3 mN CaClz, 1.2 mM KMaPO, 1.2 mM MgSO;, 20 mM NalCOj,
10 mM Hepes, adjusted to pH 7.4 at 37°C under an atmosphere of 95X 0; 5% C0p)
to remove red blood cells and other ascites components. This system produces a
high yield of tumor cells which can be obtained essentially free of nontumor
cells and conective tissue.

Hepatocytes: Liver cells obtained from hypothyrofd rats (14) were used for
comparison. Hypothyroidism was induced by giving the animals water contalning
0.03X 6-N-propyl-2-thiouracil for 40-50 days and it was assessed by decreased
weight gain, dryness of the fur and decreased levels of trilodothyronine (14).
Hepatocyes were isolated by the method of Berry and Friend (15); the cells were
resuspended {n Krebs-Ringer bicarbonate Hepes buffer.

Cyclic AMP accumulation: The cells ( =10 nmg of AS-30D cells or = 30 mg of
hepatocytes wet welght) were incubated for 2 minutes in buffer containing
250 y M methyl isobutyl xanthine and the agents to be tested. Cyclic AMP was
determined by the method of Brown et al (16).

Adenylate cyclase: Membranes were isolated {rom hepatocytes or hepatoma cells
by a modification of the method of Loten and Redshaw-Loten (17). In brief,
2-2.5 mnl of packed cells were homogenized at 4°C with a Dounce homogenizer 1n
12,5 ol of 250 uM sucrose, 10 mM Tris pH 7.5. The homogenate was centrifuged at
1500 g for 15 min; the pellet was resuspended in 12.5 ml of the same buffer and
3.4 ml of Percoll and 0.5 ml of 2 M sucrose were added. This suspension was
thoroughly mixed with the homogenizer and centrifuged at 35,000 g for 20 min.
The plasma membrane fraction was clearly visible at the top of the tube. This
layer was removed and washed with 25 mM Tris, 5 mM MgCla pH 7.5.

Adenylate cyclase activity wvas assayed in a mixture contafning 25 mM Tris
pll 7.5, 0.4 mM ATP (containing 1-2 x 100" cpn of {a~32PJATE), 5 mM MzCl;, 10 mM
theophylline, 7.4 mg/ml phospliocreatine and | mg/ml creatine kinase, The
reaction was {Initiated by the addition of membrane protein (¥ 150 ug) to a2
total volume of 0.1 ml and was carried out for 20 min at 30°C. Cyclic AMP was
isolated as described by Salomon et al {18)., Protein was quantified by the
method of Lowry et al (19) using bovine serum albumin as standard.
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Results

Activation of AS-30D cells with the betn-adrenergic agonist isoproterencl
(1 u¥) resulted {n a rapid accumulation of cyclic AMP that reached its maximunm
{ = 3-fold {ncreases) at 2 min followed by a slow decrease (= 30% at 20 min).
Forskolin (100 uM) produced a bigger response (5 to 6-fold increases) with a
simflar time-course (results not shown).

Hepatocytes isolated from hypothyrold rats, which have a big beta-
adrenergic responsiveness (14), were used for comparison in this study. These
cells also reached the maximal accumulation of cyclic AMP 2 minutes after
activation with 1 LM Isoproterenol (= 5-fold fncreases) or 100 uM forskolin
(*15-fold 1increase) and with a similar time-course (results not shown). For
all subsequent experiments the incubations were for 2 min.

HEPATOMA AS-300

Lo an a e et o ey BE)

i *

\

CYCUIC AMP (pmol/mg wet weight)

CRERERX

I
~Log [AGONIST] M -Ley [IwTACoHST]N
FIG. 1

Beta—adrenerglc action 1n hepatoma AS-30D. Left panel: cells were
incubated fn the absence or presence of different concentrations of
isoproterenol (closed trianmgles), norepinephrine (closed circles) or
epinephrine {open cicrcles). Right panel: cells were incubated {n the
presence ot } puM isopruterenol alone {triangle) or in the presence of
different concentrations of either atcnolol (opem squarcs) or ICI
118551 (close squares). Incubacions were for 2 min In buffer containing
250 u M methyl isobuthyl xanthine. Plotted are the means and verrical
lines represent the S.E.M. of triplicate determinations of 6-10
different cell preparations,

Figure 1 (left panel) shows the mccumulation of cyclic AMP 1in AS-30D
hepatoma  cells in  response to different ogonists. lsoproterencl has move
efficaey than epinephrine or norepinephrine; the possibility of an inhibitory
alpha-adrenergle action was considercd, However, mnone of the alpha-adrenergic
antagonists used {(phentolamine, yohimbine and prazosin) magnified the beta-
adrenergic action of epincphrine. The reason for this difference {n efficacy
18 currently unknown. Nevertheless, it was clear that the order of potency wasi
isoproterenol (ECsg = 40 nM} > noreplacphrine (ECsp 300 nH) > epinephrine
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(EC50 = 1 uM).  In contrast, fn hepatocytes (Fig. 2 left panel) the order of
potency was {soproterenol (ECsg % 100 nM) > eplinephrine (ECsp = 1 nM)
norepinephrine. This latter order of potency characterizes betap-adrenergic
teceptors, - whereas that observed in hepatoma cells suggest the involvement of
beta)~adrenoceptors.

HEPATOCYTES

L | "’\\%“:\i

- 5

CYCLIC AMP (pmol/mg wet weidht)

LOOEONE R

“Log [ROOMSTIM  Log [untaconIST]

FIG. 2

Beta-adrenergic action in hepatocytes, Indications as in Figure ).

In order to further document these findings, the selective antagonists
atenolol (betaj-adrenergic selective) (20) and ICI 118551 (betap-adrenerglc
selective) (21,23) were employed. In hepatocytes (Figure 2, right panel) the
effect of | UM isoproterenol was dose-dependently antagonized by ICI 118551
with an ECsg of ™ 200 nM. 1In contrast, atenolol up to 10 BM was wnable to
antagonize the effect of iscproterenol and at a concentration of 100 uM only a
partial effect was observed, These data confirm that these hepatocyte
adrenoceptors belong to the betap-subtype.

In AS=30D hepatoma cells both ICl 118551 and acenolol (Fig. 1, right
panel) antagonized dose-dependently the effect of 1 uM lsoproterencl. Atenolol
was consistently more potent than ICI 118551 (EC598 < 2 UM and =7 UM,
respectively). Tha data indicate that this adrenoceptor belongs to the beta)
subtype. Interestingly, preliminary binding-competition experiments wusing
[3H)Mhydmnlprenolol and atenol or ICI 118551 suggested that nembranes
abtained from AS-30D hepatoma cells have a mixed population of beta-
adrenoceptors (40-50% beta)-adrenoceptors and 50-60% betaz-adrencceptora}.

Adenylate cyclase actlivity was determined In membranes from hepatocytes
and AS-30D hepatoma cells and the data are presented In Table I. It can be
cbeerved that the basal activity was similar in both preparations. However, the
response to beta-adrenergic stimulation (isoproterenol + GTP), activation of G-
proteins {(Gpp(NH)p)} or the catalytic subunit of adenylate eyclase (Foraskolin)
was auch smaller {n membranes from hepatoma cells than in those obtailned from
hepatocytes. The beta-adrenergic stimulation in membranes from hepatoma cells
waa very small (20 to 50X over basal) which did not allew us to perform any
more detailed studies.
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S MABLE T

ylate: ,Cyc}iée‘ Activity in Membranes obtained
"fyom Hepatocytea' or A5-10D Hepatoma Cells.

HEPATOCYTES HEPATOMA

*, nAssay A‘g:'lylit :
Bt AS-30D

Specific Activizy (pmol min~lmg protesn=!)

Kone - s 65412 . 2340.0

10 wH Isoprotersnol : 12,5 £ 1.3 9.1 :‘ 1.5
+ 100 uM c1? ‘ ST
180 LN Gpp(Ninyp WOE56 T HLOELS
100 #H Forskolin . 63.0% 7.9 740,0°# 4.0

Results are the means + S5.E.M. of 16 determinations using & different
wmembrane preparations in each case.

We have previously shown that act{vation of hepatogyte beta-~adrenoceptors
leads to homologous desensftization (24). Recent dats have also shown that
active phorbol esters, via activatfon of protein kinase &, induce an
heterologous desensitization of adenylate cyclsse in hepatocytes (25); the
homolegous and heterologous desensitizations are addizive In this model (25).
In order to test if these desensitizations take place in hepatoma cells, we
tested the effecta of prefacubation with 1iscproterencl (100 WM}, photbol
myristate acetate (TPA) 100 nM or both, on the ability of the cells to
accumplate cyclic AMP in respongse to the beta~adrenergic agoniast; the data are
presented in Figure 3, Preincubation with TPA decreased the basal value of
eyelie AMP; for this reason snd {n order to hetter analyze the data, the
results are presented both, as absclute values and normalized to the basal
{10D%) (Figure 4, left and right pancls, vrespectively}., Preincubation with
1soproterenol cleagly desensitized the subsequetit beta~adrenergic
respongiveness of the cells. TPA Induced only a small shiff to the right in the
dose-response curve to {soproterencl. When both lsoproterenol and TPA were
present during the preincubation the desensitization was bigger than thae
produced by any of the agents slone (Fig. 3).

In Figure & the effects of the four prefncebatlien condiclons used on  the
cyclic  AMP accumulation {nduced by | UM isoproterencl or 100 uM forskolin ara
presented. It can ba observed that under all the conditlions studied forskolin
increased cyclic AHP levels 5 to 6-fold. The data indlcate chat nene of the
preincubat{on conditions employed altered the caralytic subunlt of adenylate
cyclage, indicating that these desensitizations affect compoments before tc.

Agonists for other receptors (Glucagon, N-ethylearboxamide adenosine,
seroronin, ACTH, prostaglandin E3, histamine) vere employed in hoth hepatoma
cells  (eyclic AMP accumulation) and meabranes obtalaed from these cells
{adenylate cyclase activity) but none of then produced any significant effect,
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FIG. 13

Beta=adrenergic desensitizatfon in hepatoma AS-30D., Cells wuere
preincubated for 15 min in the absence of any agent {closed circles) or
in the presence of 100 pM {soproterenol (open circles), 100 n¥4 TPA
(clésed ctriangles) or 100 uM isoproterenol plus 100 nM TPA (open
triangles). After this prelncubation the cells were extensively washed
and incubated for 2 min in buffer containing 250 UM methyl isobuthyl
xanthine in the absence or presence of different concentrations of
isoproterencl. The data sre presented as absolute values {left panel)
or normalized as percentage of basal value (right panel). Plotted are
the means and wvertical lines represent the S.E.M. of triplicate
determinations of 6-7 different cell preparations.

Discussion

Qur present results show beta-adrenerglc responsiveness in  the
transplantable rat hepatoma cell line AS-30D. It has heen observed that In
general 1liver cell proliferation (itver regeneratlon (5-7) fetal iver (26)
cell culture (8,9)) 48 associated with marked beta~adrenergic responsiveness.
Treatment of vtats with carcinogens also alters the properties of adenylate
cyclase, increasing the vesponsiveness to beta-adrenergic agonists (10-13).
This 1increased responaiveness is a translent phenomenon of the pre-cancerous
state when minor histological changes ave observed (10,12). Interestingly, in
this pre-cancerous state, the enhanced responsiveness is mediated by the usunl
betaz-adrencceptor observed in liver cella (12). LIn our study with the AS-30D
hepatoma cells the adrenoceptor that medlated the increases in cyclic AMP {5 of
the beta)~- subtype. Using the ecuatfon of Cheng and Prusoff (27) the apparent
Ki abtained For ICI 118551 in hepatocytes was of 18 oM, which is simliar to the
K{ obtalned for betajy-adrenoceptors in binding studies (3-20 nM)} (21-23). The
apparent Ki for this antagonist in hepatoma cells was more than 10-times bigger
( = 270 nM) which is also close to the Ki obtained for betaj-adrenoceptors in
binding studies (100 nM) (21). The apparent Ki for atenclel In hepatoma celis
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was.. of . = 80 nM which {5 smaller than the Ki observed for heart beta)-
adrenoceptors { = 500 nM) (28). Thus, our data clearly show that hepatocytes
hdve betajy-adenoceptors whereas beta)-adrenoceptors are present in hepatoma
cells. It has been observed that some tissues contain both beta) and betap-
adrenoceptors  (20). Our binding-competition experiments suggest that there is
heterogeneity in the beta-adrenergic population of AS-30D hepatoma cells,

HEPATOMA AS-30D

g 5 ¢ % &

CYCLIC AMP (% OF BASAL)
H

FIG. 4

Effect of preincubation on the response to isoproterenol or forskolin
tn hepatoma AS-30D. Cells were preincubated in the absence {control) or
presence of [00 uM isoproterenol (I50), 1 pM TPA or both agents (TPA +
150) washed and incubated in buffer containing 250 uM methyl isobuthyl
xanthine without any agent (basal, open bar), with | uM fsoproterenol
{dashed bar) or 100 uM forskolin (closed bar), Results are cxpressed as
% of basal values (glven in pmolf/mg wet weight on tap of the open bar)
and are the means + §.E.M. of triplicate determination of 6-7 different
cell preparations,

However, the data on cyclic AMP accumulation Indicate that this effect s
mediated exclusively by betaj-adrenoceptors {n these cells. In different words,
the data tndicate that the betay-adrenoceptors present in hepatoma cells do not
participate in this effect. The reason for this {s unknown and presently being
investipated (n our labvratory. It 1s important to mention that Lacombe et al
(29) previously observed that beta|-adrenoceptors in Zajdela hepatona mediate
the stimulatfon uf adenylate cyclase by ecatecholumines.

Beta|~ and betaz-adrenoceptors are among the hetter characterized
receptors. They have been purified to homogenefty, reconstituted and thelr cDNA
sequenced (ref. 1 and relerences thercin). Although great similarlcy exlsts
between these adrenoceptors (1,4) they are the products of different genes
€30). It ia, therefore, clear that hepatocytes and hepatoma are expressing
different penes, 1t fs  worth mentionfng that  dexamethasone regulates  the
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subtype of beta-adrenoceptor expressed by preadipocytes and adipocytes (31).
Little 1is known about the factors that control the expression of receptors in
different tissues,

The betaj~adrenoceptor of hepatoma seems to be modulated by agonists and
activators of protein kinase C in a faghion similar to that cbeserved In
hepatocytea (24,25). However, the absence of response to non-adrenergic
agoniats precluded the classification of these processes as homologouas or
heterologous  desensitizations and the localization of the site{s) of
regulation. Neverthelesa, their apparent additivity suggests the possible
{nvolvement of different Gites and mechanisms of action. Some effects of
phorbal esters have been variable or even opposite in different tissues; the
reason for this {5 not known, but it 18 possible that the existence of {soforus
of protein kinase C (32) may explain such discrepancy. In this regard, 1t has
been chaerved that TPA markedly amplifies the beta-adrenergic responsiveness of
T51B rat liver cells {33). A comparative atudy may shed some light on the
mechanism(a) and reason(s) of such differences.
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