
FACULTAD DE CIENCIAS 

. . ~\ 

"RESPUESTA BETA 1-ADRENERGICA Y DESENSIBI

LIZACION EN CELULAS DEL HEPATOMA AS-300 

DE RATA." 

TESIS DE LICENCIATURA 

OUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

8 O L O G o 

P R E S E N T A 

ROCIO ALCANTARA HERNANDEZ 

FALLA DE ORIGEN 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE. 

pagina 

1. Introducción ...•.•.••.••.•.. ~·.o •• ;.•· •••••••.•.• 

a) Generalidades •••••••••••••••••••••••• ; ••••••• 

b) Receptores adrenérgicos .........•..... •.,., •• 

e) El Sistema de la adenilato ciclasa • • • .. • • • • • • 8. 

d) El Sistema de fosfoinos!tidos-calcio •••••• , • • 11 

e) Desensibilización de la respuesta celular • , • • 13 

f) Sistemas celulares estudiados •••••• , ••••• , • • • 15 

2. Objetivos ..... , • • • • • • • • .. • • • • .. • • • • • • • • • • • • • • • • • . 18 

3. Materiales y métodos 

4. Resultados ............. • .' •••• 

5. Discusión .............. . 



I, INTRODUCCION, 

a) GENERALIDADES. 

Una de las características esenciales de todos los seres 

vivos tanto unicelulares como pluricelulares es su capacidad de 

dar una respuesta a un estímulo externo, respuesta que además de 

ser global es coordinada, lo que les permite adaptarse a su 

ambiente con el que mantienen un continuo intercambio de 

información. 

En los organismos superiores, la regulación de esta 

información se efectúa por mecanismos de comunicación 

intercelular. Ya en los eucariontes unicelulares, en 

particular en algunas amibas (1) existen mecanismos de atracción 

qu!mica entre las células que se presentan a lo largo de su 

ciclo de vida, siendo más evidente durante los estados de 

agregación y de reproducción que durante los primeros estados de 

su desarrollo. 

En los organismos más complejos. la regulación de la 

información se realiza a través de mecanismos de comunicación 

intercelular más sofisticados, por medio del sistema endócrino u 

hormonal y/o del sistema neural. Ambos conocidos actualmente como 

un solo sistema neuroendócrino. 

Existen cinco formas en las que se lleva a cabo la 

comunicaci5n celular: (Esquema 1). 

a) La comunicación endócrina u hormonal que se realiza 

cuando las glándulas de secreción interna como la hipófisis, loR 
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ESQUEMA 1. FORMAS DE COHUNICACION CELULAR EN EL 
SISTEMA NEUROEllDOCRINO. A) Secrec16n de moléculas 
hormonales que viajan en el torrente sanguíneo, hasta 
ponerse en contacto con sus células blanco, R) 
Coz:iun1cJc1Ún a través de neurotransmisores, C) 
Secreción de sustnncias por las neuronas que actúan 
coco hormonas directat:enu: en la sangre, D} hon:ionas 
que actúan sobre células adyacentes y E) hormonas 
que actúan sobre las mismaa células que las producen. 



ovarios·. o - los testículos, vierten sus mensajeros químicos u 

hormonas al torrente sanguíneo y éstos viajan hasta llegar a sus 

células bla.nco. 

b) La neurotransmisión que se efectúa a través de células 

nerviosas llamadas neuronas, las cuales vierten sus 

neurotransmisores que cruzan el espacio sináptico e interaccionan 

con las células postsinápticas que responden al estímulo. 

e) L.a secreción neuroendócrina en donde la.s células de 

tejido nervioso secretan una neurohormona que viaja por el 

torrente circulatorio hasta que interacciona con sus células 

blanco. 

d) La comunicación parácrina que ocurre entre células 

relativamente cercanas y sin que haya ninguno. estructura 

especializada como en el caso de la sinápsis, y además es local, 

y 

e) La comunicación autócrina en la cual el mensajero 

liberado actúa sobre la misma célula que lo secreta, como en el 

caso de las células que liberan factores de crecimiento y 

proliferación, y que actúan sobre ellas mismas favoreciendo la 

multiplicación (2). 

La comunicación celular se realiza a través de moléculas 

0 mnnsajeras 0 que al actuar sobre sus células hlanco espti.cÍficas, 

transmiten la información del exterior hacia el interior de la 

célula. 

Estos mensajeros son de naturaleza química variada, se 

dividen en tres clases principales: los Hpidos que se sintetizan 



en diversas glándtilas, entre ellos se encuentran los esteroides y 

las prostaglandinas ¡ los de naturaleza pept l'.dica, formados por 

aminoácidos unidos por enlaces pept!dicos como por ejemplo la 

vasopresina, el glucagon y la insulina; y las aminas, compuestos 

que contienen nitrógeno unido a dos hidrógenos (-NH2) como el 

ácido glutámico, el ácido aspártico, la epinefrina, la 

norepinefrina y la dopamina. 

Los mensajeros químicos son las señales que inician la 

transducción del 11 mensaje" en las células blan,..., 1 y su efecto 

final es producir una respuesta fisiológica en las células. El 

primer paso importante en la transmisión de la información es 

precisamente la interacción de los mensajeros (hormonas, 

neurotransmisores, factores de crecimiento, etc.) con moléculas 

capaces de reconocerlos específicamente e iniciar el efecto. A 

estas moléculas las conocemos como receptores. 

El término receptor permaneció abstracto durante mucho 

tiempo ya que no se tenían pruebas experimentales claras acerca 

de su estructura. Langley en 1906 (citado en 3) observó que los 

efectos de la nicotina y el curare sobre la preparación 

neuromuscular son antagónicos, es decir que compiten por un solo 

sitio receptor para producir la contracción celular. En 1913, 

Paul Erlich (citado en 4) formuló su postulado 11corpora non agunt 

nisi fixata 11 : las sustancias no actúan a m~nos que se fijen, lo 

que significa que la interacción mensajero-receptor que se 

realiza por fuerzas moleculares es la causa de la transmisión 

del mensaje y la subsecuente respuesta celular. 



Actualmente los receptores ya se han materializado (2). Se 

conoce la naturaleza química de muchos de ellos, ·se han, 

purificado y reconstitu[do (5 y 6). 

Los receptores en general son glucoprote!nas de alto peso 

molecular codificados por genes específicos (7) • ·tienen_ un ·sitió 

de reconocimiento al mensajero al cual se acopla perfeCtametlte 

con una determinada afinidad (medida de la facilidad , de 

interacción entre el receptor y el mensajero) y una "determinada. 

actividad (capacidad del mensajero para producir el efecto), 

Si el mensajero qu!mico al interaccionar con el receptor 

produce una respuesta en la célula se le llama agonista. Si es 

una sustancia que al interaccionar con su receptor, por sí misma 

no produce ningún efecto en la célula, pero evita la interacción 

. 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 célula. Estas proteínas, al igual que los 

receptores externos, no son moléculas estáticas, sino que se 

encuentran en continuo movimiento (2). 

Los receptores internos captan a su mensajero específico que 

ha entrado a la célula a través de la membrana plasmática, ya sea 

por difusión libre, un proceso no específico, ó con ayuda de 

pror:e!nas transportadoras que se encuentran en la membrana (8). 

El acoplamiento hormona-receptor produce una señal que se 



transmite finalmente a otro u otros sitios intracelulares, 

donde provocan una o varias respuestas. 

Los receptores para esteroides, por ejemplo, son receptores 

internos cuyas moléculas mensajeras Son las hormonas esteroides 

(andrógenos, progestágenos, estrógenos 1 mineralcorticoides 

glucocorticoides}. Al formarse el complejo hormona-receptor 

llevan la información al núcleo de la célula, favo·reciéndose la 

transcripción de genes específicos y la síntesis !!.!. ~ de 

algunas prote!.nas. 

Por otra parte, los receptores externos se encuentran 

embebidos en la membrana plasmtica de la 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 información al interior de la célula. 

Un gran número de evidencias (3 y 4) señalan que los 

receptores son específicos para cada hormona, neurotransmisor, 

autacoide, etc; no obstante un solo mensajero puede en la misma 

célula unirse a más de un tipo de receptor, como en el caso de la 

epinefrina, una hormona que se acopla a diversos receptores 

adrenérgicos en algunos sistemas celulares (9). 

b) RECEPTORES ADRENERGICOS. 

Fue R. Alquist en 1948 (10), quien propuso originalmente 

que las catecolaminas tienen efectos por interacción con 

receptores alfa o beta· adrenérgicos, dependiendo de la respuesta 

que observó para fenilefrina e isoprotcrenol en células de 



músculo liso. Posteriormente, los dos tipos de receptores 

adrenérgicos se dividieron en subtipos. 

Los receptores alfa adrenérgicos se clasificaron como alfal 

y alfa2 • los cuales están acoplados a elementos efectores de 

distintos sistemas de transducción de la señal hormonal. Los 

receptores alfal adrené'rgicos se acoplan a la enzima fosfolipasa 

C y estimulan su actividad• mientras que los receptores alfa2 

se acoplan a la enzima adenilato ciclasa e inhiben su actividad 

(Esquema 2), 

En 1967, Lands y cols. (11) fueron los primeros en sugerir 

la clasificación de los receptores beta adrenérgicos en dos 

subtipos: be tal y beta2, subdivisión que hicieron con base al 

orden de potencia de dos catecolaminas sobre la respuesta 

·observada en los tejidos cardiaco y respiratorio en donde fueron 

clasificados como be tal• y en músculo liso bronquial y vascular, 

donde se designaron como beta2. Se sabe que para los receptores 

be tal, la epinefrina y la norepinefria son activadores 

equipotentes, mientras que los receptores beta2 son activados 

preferentemente por la epinefrina (12). Posteriormente esta 

clasificación fue apoyada con el empleo de antagonistas beta 

adrenérgicos tales como el practolol, el a.tenolol y el metoprolol 

(13) que bloquean la respuesta a las catecolaminas en tejido 

card{aco y respiratorio. 

Los receptores beta adrenérgicos son los más estudiados 

por lo tanto los mejor caracterizados en muchos sistemas 

celulares. Son productos de genes distintos (14), aunque 



l!ORMOXA REr.EPTOR TRAXSD!ICfOR EFECTOR SEG LINDO MENSAJERO 

C
ft, 

"-... Gs 

,,.----•· ----8~ AMPdCJCO 

EPINEFRINA 

¡H·CH_, 
fH2 

~:: 
OH 

ATP 

""' 

C?Digliclrido -e .Jtl...CA_ IP, 

PJP, 

ESQUEMA 2. RECEPTOR.ES ADRENERGICOS. Los receptores 
adrenérsicos se acoplan a los dos mecanismos de 
transducción de la señal hormonal. Los receptores 
beta 1 y beta 2 adrenérgicoe están acoplados a la 
edenilato c1cll'ls!! de z::.:¡ncra t:tiL!mulatoria a través de 
una proteína Ce, mientras que los receptores alfa 2 
adrenérgicos se acoplan a esta enzima de manera 
inhibitoria a través de una porte!na Ci. Los 
receptores alfa 1 se acoplan de íormn estimulatoria a 
la fosofolipasa C a través de una proteína no bien 
caracterizada aun, conocida como Gp. 



presentan gran similitud estructural (15 16). Están 

constituídos por siete cadenas transmembranales de 20 a 28 

aminoácidos hidrofóbicos, de las cuales la primera y la segunda 

(CI y CII) son regiones bastante conservadas en su secuencia, 

mientras que las otras son muy variables y el dominio Clll 

probablemente participa en la unión del ligando. El extremo amino 

del receptor se encuentra en la cara externa de la membrana 

plasmática y el extremo carboxilo se encuentra en el interior de 

la célula (17). Los pesos moleculares de los receptores betal y 

beta2 de mamífero están en un intervalo de 62 ,000 a 65 ,OUO 

daltoncs, dependiendo del tipo celular del que se trate ( 15 y 

16). 

Una característica que comparten los dos subtipos de 

receptores beta adrenérgicos, es que tanto los beta! como los 

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 célula (Esquema 2). 

Durante los últimos diez años, el estudio de los receptores 

beta adrenérgicos, y en general de todos los tipos de receptores, 

se ha realizado no sólo con métcdor; f.::J.r=:.::J.cológiccs, ::;ino además 

con técnicas bioquímicas que consisten en el 11marcaje 11 de los 

receptores con ligandos radiactivos, que permite la 

cuantificación precisa de la densidad de los subtipos de 

receptores en un tejido. La desventa.1a es que no pueden 

observarse, al mismo tiempo. los acontecimientos intracelulares 

que ocurren como consecuencia de su ocupación por las hormonas. 



La acción de las hormonas sobre sus células blanco se 

lnitd . .lfcia con el acoplamiento de la hormona su receptor 

1Sfla¡:¡¡1cfflco, 

tH er;!ula (lB). 

sobre la membrana p lnsmática o en el interior de la 

La activación de los receptores ln subsecuente 

re:~::spuesta celular se efectúa en dos fases: la transducción 

gc9e·!S!neración de los segundos mensajeros, y la propagación 

lrr:r.nrntracclutar de la señal hormonal (4), sucesos que al integrarse 

ca:oonstituyen los mecanismos de comunicación intercelular, 

En los organismos superiores existen varios mecanismos de 

t: .ltt;ransducción de la señal hormonal que permiten la comunicación 

C•.::>c•:Hula-cél.ula. Sin embargo, sólo dos de estos mecanismos son los 

mortnnnejor caracterizados: el sistema de la adenilato ciclasa y el 

SE!: s.alstema de fosfoinosítidos-calcio. 

e) EL SISTEMA DE LA ADENILATO ClCLASA. 

Earl, W, Sutherland, en 1958 (l9) descubrió al adenosín 

•onofosfato cíclico (AMPc), un nucle6tido que se genera 

acumula en el citoplasma celular. Observó posteriormente, en 

1965 (citado en 20) que en el h{gado, el AMPc es producido bajo 

la acc.iór, de ln epinefrina y del glucagon, como una sustancia 

intermediaria en la transformación del glucógeno a glucosa 1-

fos{ato.. Este descubrimiento llevó al concepto del segundo 

mem>ajero, o mensajero intracelular que participa en la acción 

hormonal. 



La adenilato ciclasa (AC), enzima que sin te tiza al AMPc · a 

partir de adenos!n trifosfato (ATP), también descubierta por 

Sutherland (19), se localiza en la membrana plasmática hacia el 

interior de la célula. Se ha demostrado que un gran número de 

receptores están acoplados a esta enzima (21) ya que aumentan o 

disminuyen los niveles de AMPc después de la activación de los 

receptores (Esquema 3). 

Hartin Rodbell y Lutz Birnbaumer (22) descubrieron que 

existe otro elemento en el sistema de la adenilato ciclnsa; una 

proteína llamada G o N por requerir Nucleótidos de Guanina (GTP) 

para funcionar. Las proteínas G, que igualmente se encuentran en 

la membrana plasmática, acoplan al receptor con la enzima 

efectora en el proceso de transducción de la señal. Estas 

proteínas están formadas por tres subunidades (la alfa, la beta 

y la gamma), La subunidad alfa (39,000-54,000 daltones) posee 

actividad de GTPnsa, une GTP en un sitio de alta afinidad y 

además tiene por lo menos un sitio que se ADP-ribosila por 

reacciones catalizadas por toxinas bacterianas (23). 

Las subunidndes beta y gamma (35 ,000-36,000 y 8,000-10,000 

daltones respectivamente), forman un complejo (beta-gamma) cuya 

función no se conoce. Sin embargo, se ha propuesto (24) que 

este complejo interviene en la regulación de varios fenómenos 

celulares, como la inhibición de la AC y la activación de canales 

de potasio, pero todavía no se tienen pruebas suficicnter. que 

aclaren cual es su función en la transducción de la señal. 

La regulación de la actividad de la AC, en respuesta a 
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ESQUEMA 3. MODELO DEL S lSTEMA DE LA ADENILATO CICLASA 
Un agonista al acoplarse a sus receptores 
específicos, ya sean estimulatorios (Ra) o 
inhibitorios (Ri) inducen un cambio conformacional 
del receptor que le permite interaccionar con su 
respectiva prote!na G (Gs o Gi). Los R.:i formarán el 
complejo A-Ra-Gs, mientras que los Ri formarán el 
complejo A-Ri-GL Las prote!nas G en este momento se 
encuentran en su forma activada e interaccionan con 
la adenilato ciclasa (AC). 



los ~gentes estimula torios como la epinefrina, 

gonadotropinas o la hormona adrenoticortrópica (ACTH) ó a agentes 

inhibitorios, como los agonistas alfa2 adrenérgicos los 

muscad'.nicos, está mediada por distintas proteínas G, designadas 

como "Gs" (estimulatorias) y "Gi" (inhibitorias) (25) (Esquema 

3). Las proteínas G en estado basal tienen unido GOP a la 

subunidad alfa, la cual está asociada al receptor que se 

encuentra en alta afinidad para los agonistas (hormonas). Al 

cambiarse el GDP por el GTP se libera la hormona y el receptor 

pasa a un estado de baja afinidad, Las proteínas G al activarse 

con GTP se disocian en sus subunidades alfa y beta-gamma, lo que 

al parecer permite que se transmita la señal a la enzima 

efectora. Estos hechos de interacción entre el receptor, la 

proteína Gs y los nucleótidos de guanina ocurren de forma 

cíclica, al asociarse GDP nuevamente a la subunidad alfa, se 

integra otra vez el complejo R-Gs-GDP. De manera similar sucede 

con Gi, sólo que en este caso la actividad de la AC se inhibe. 

Se ha propuesto que la activación hormonal de Gi igualmente 

provoca la disociación de sus subunidades, lo que incrementa la 

concentración del complejo beta-gamma libre en la membrana, de 

tal manera que interacciona con las subunidades alfa. de Ge 

inhibiendo as{ indirectamente a la AC (22). 

Es razonable pensar que el acoplamiento receptor-proteína G

AG produce la modificación conformacional de los elementos que 

integran este sistema (26). 

El estudio de las prote1nas Gs y Gi, y por lo tanto 

10 



del sistema de la AC ha sido apoyado por el empleo de dos toxinas 

bacterianas: la toxina pertussis producida por la Bordetella 

pertussis la toxina del c6lera producida por el Vibrio 

cholerae. Ambas toxinas modifican a las proteínas G porque ADP 

ribosilan su subunidad alfa. El sustrato de la toxina pertussis 

es la proteína Gi, mientras que el de la toxina del cólera es 

la prote!na Gs (27). 

d) EL SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS-CALCIO. 

En 1953, llokin y Hokin (citado en 28) observaron en acinos 

pancreáticos que existen hormonas que tienen efectos sobre el 

metabolismo de fosfoinos{tidos de membrana. Demostraron que la 

acetilcolina induce una rápida incorporación de 32P al 

fosfatidil inositol (PIP) y al ácido fosfat!dico, y sugirieron 

que la incorporación se debe a un incremento en el recambio de 

los fosfol!pidos de inositol en las células estimuladas. R. H. 

Michell propuso, en 1975 (citado en 28) que la hidrólisis de loa 

fosfoincsftidos es responsable de la movilización de calcio 

intracelular, luego se demostró que no necesariamente aumentan 

los niveles de calcio como consecuencia del recambio de los 

fosfoinos!tidos. Ahora se sabe que el calcio es uno de los 

mensajeros intracelulares ya que varios procesos celulares 

dependen de la presencia de este ión. 

Años después, en l983, Michael J. 8erridge (28) y su grupo 

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

11 



_primeros_ productos de la hidrólisis del fosfatidil inositol 4 ,5-

bifosfato (PIP2) sirve como un mediador de la movilización de 

calcio de almacenes internos, probablemente del retículo 

endoplásmico. Razón por la cual se le consideró un segundo 

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

Yasutomi Nishizuka, por otra parte, había proporcionado 

evidencias desde 1977 (29) de que el 1, 2-diacilglicerol (DAG), 

el otro producto de la hidrólisis del PIP2 activa una proteína 

cinasa, la prote!a cinasa C, involucrada en el proceso de 

propagación 

transducción. 

amplificación de la señal en este sistema de 

Esta proteína cinasa parece además tener alguna 

función en la proliferación celular, en la secreción y en la 

modulación de la conductancia de iones por la fosforilación de 

proteínas de membrana tales como canales, bombas y proteínas de 

intercambio iónico; además de fosforilar receptores como por 

ejemplo el receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (JO), 

(Esquema 4). 

Una herramienta bioquímica que se ha utilizado en el estudio 

del sistema de fosfoinosítidos-calcio es el uso de los ésteres 

activos del forbol, ya que por tener en su molécula una parce muy 

similar al DAG activa directamente a la proteína cinasa C tanto 

!!l vitro como _!!'_ vivo (31 y 32). 

Los ésteres de forbol son compuestos extraídos de plantas de 

la f3milia Euphorbiaceae, su aislamiento y estructura química 

fueron obtenidas por Heckel en 1968; fecha a partir de la cual se 

12 
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ESQUEMA 4. MODELO DEL SISTEMA DE FOSFOINOSITIDOS
CALClO. La unión del agonista a su receptor estimula 
la actividad de la fosfodiesterasa (PDE) o 
fosfolipasa C. Hay evidencias recientes de la 
existencia de una proteína regulatoria que une 
nucleótidos de guanina, designada como Gp que acopla 
al receptor con la PDE. Los productos de la 
hidrólisis del fosfatidil inooitol 4,5-bifoofato 
(PIP2) son el inositol 1,4,5-trisfosfato (PIP3), el 
cual . induce la salida de Ca2+ de ret!culo 
endoplásmico, y el 1,2-diacilglicerol, el cual activa 
a la prote!na cinasa C. Se ilustra la estimulación 
directa de la prote!na cinasa e por los ésteres de 
forbol. 

LA 



inició la investigación bioquímica de estos co.mpu.estos que son 

promotores de tumores. El tetradeéanoil forbol-12-mliistato-13-

acetato, fue el primero en obtenerse en.forma p~ra y e~_ .el 

activador más eficaz de la proteína cinasa e (32); 

e) DESENSIBILIZACION DE LA RESPUESTA CELULAR, 

Un mecanismo general de adaptación celular y por lo tanto de 

los organismos que reciben un estímulo prolongado es la 

disminución de la respuesta celular al mensajero (Esquema 5). 

Este fenómeno conocido como desensibilización, taquifilaxia o 

tolerancia (JJ) es importante tanto fisiológicamente como en 

condiciones fisiopatológicas (15), como en el caso del asma 

bronquial. 

Se han definido dos tipos de desensibilización: la 

desensibilización homóloga (34) y la desensibilización heteról.oga 

(35). 

a) Desensibilización homóloga. Es cuando la disminución de 

la respuesta celular se debe a la exposición por tiempo 

prolongado al mismo agente que generó la respuesta. 

Este tipo Je <lt!sensibilización ocurre en numerosas sistemas 

celulares. En nuestro laboratorio hace poco tiempo se demostró 

que en hepatocitos de rata hay una desensibilización homóloga de 

la respuesta beta adrenérgica estimulada por catecolaminas ( 36). 

De manera similar ocurre en otros sistemas celulares; en 

13 



100 

º .5 
~ 
"' ~ 50 

p 
G 
"' ... 
"' 

2 
l'!'IDADES DE MESSAJERO 

3 

DESENSIBJLIZADA 

4 

ESQUEMA 5. DESENSIBILIZACION DE LA RESPUESTA CELULAR. 
Dosis-respuesta a un mensajero en células controles 
(e) y en células desensibilizadas (O). El efecto en 
la célula estimulado por un mensajero (hormona, 
neurotransmisor, autacoide) es disminu{do debido 
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macrófagos de la !!nea celular J774 (37), en células de 

astrocitoma humano de la línea celular 1321 Nl (38), en 

(39), en hepatocitos de rata mantenidos en 

células de linfoma 549 de ratón (40), 

celulares de mamífero. 

cultivo celular 

as{ como en otros sistemas 

b) Desensibilización heter6loga. Es cuando la respuesta 

celular disminuye a otras hormonas, neurotransmisores, etc, que 

se acoplan a receptores diferentes a los que ocasionan la 

desensibilización homóloga, como sucede en hepatocitos de rota 

(41). La desensibilización hcteróloga se ha observado también en 

otros sistemas celulares (38 a 40), es al parecer un mecanismo 

más general en donde intervienen componentes del sistema de 

transducción distantes al receptor, 

La desensibilización homóloga puede estar mediada por uno de 

los siguientes mecanismos: disminución del número de receptores 

en la membrana plasmática (42), cambio en la afinidad de los 

Teceptores al agonista, fosfor ilación de los receptores por una 

proteína cinasa (44), modificación conformacional y/o secuestro 

de los receptores hacia el interior de la célula (45), secuestro 

de los receptores en compartimentos de la membrana plasmática, en 

los cuales el receptor no tiene contacto con la prote!na Ge (45 y 

46). 

En el caso de la desensibilización heteróloga el mecanismo 

participante puede ser alguna modificación de la protfoa Cs que 

impida que esta transdusca la señal a la AC, y por tanto que la 
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actividad de estn 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 acompañado por una disminución 

en la respuesta de Gs a la toxina del cólera. En otro mecanismo 

de dcsensibilización heteróloga, interviene la actividad de la 

proteína cinasa e, activada por los ésteres de forbol, ya que 

bajo éstas condiciones se ha observado que la afinidad de los 

receptores beta adrenérgicos a agonistas disminuye, probablemente 

debido a que los receptores son fosforilados por esta cinasa 

(38). 

f) SISTEMAS CELULARES ESTUDIADOS, 

HEPATOCITOS DE RATA. 

Los hepatocitos constituyen el parénquima del hígado 

(gUÍndula endócrina y exócrina). Son células epiteliales de 

origen endodérmico. Miden entre 40 y 50 micrómetros de diámetro. 

El citoplasma de los hepatocitos posee cantidades 

importantes de carbohidrato& y de grasa, además de diversos 

orgánulos (ver microfotografl'.as). Las mitocondrias son muy 

numerosas, se estima que cada célula tiene 1000 o más de ellas, 

tienen ribosomas libres y unidos a las membranas, ret!culo 

endoplásmico rugoso y liso y cisternas de Golgi, en el citoplasma 

almacenan glucógeno en él se encuentran microcuerpos que 

contienen diversas enzimas. El núcleo situado en el centro es 
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HICROFOTOGRAflA. a) llEPA!OCITO AISLADO DE HIGADO DE 

RATA (x 16 ,000). Numerosas mitocondrias (M) 
1 

numerosas gotas d~ grasa (G), el núcleo situado en el 

c~ntra de forma regular (N), 



denso. La 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 absorción de sustancias que están en la. 

corriente sanguínea. Entre las microvellosidades hay sitios por 

donde los hepatocitos secretan sustancias al plasma. 

Los hepatocitos son uno de los sistemas celulares en los 

cuales más se han estudiado los mecanismos que permiten la 

comunicación celular 1 debido a que desempeñan muchas funciones 

celulares. Como antecedentes del presente trabajo se sabe que la 

estimulación de los receptores beta2 adrenérgicos por la 

epinefrina y por otras catecolaminas, aumenta la acumulación de 

AMPc por la activación de la AC en membranas plasmáticas. En 

ratas hipotiroideas (48 y 49) 1 la respuesta beta adrenérgica 

incluso es mayor que en ratas normales, y lo mismo sucede bajo 

otras condiciones patológicas¡ por ejemplo. en ratas 

adrenolectomizadns (50) el número de receptores beta adrenérgicos 

aumenta de dos a cuatro veces; en la carcinogénesis, la 

sensibilidad a las catecolaminas se modifica incrementando la 

actividad de la AC (51 a 53). 

HEPATOHA DE RATA. 

El tumor asc!tico de rata de la l!nea celular AS-300, 

derivado del hepatoma JOD fue establecido de un hcpatomn induc1Jo 
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M!CROFOTOGRAFIA. b) CELULA DEL HEPATO!'l-1 DE RATA 

DE LA LINEA CELULAR AS-JOD (x 20.000). ~itocondrlct:t• 

y gotas de grasa menos numerosas que en el caso de 

los hepatoc.1co'l, el núcleo Je forma inegular ocupa 

gran pnrte dr:l citoplasma de la cé'luh, la a:em.br-ano 

celular con un sran número de prolongadonei:.. 



por el 3-metil-4-dimetilaminoazobenceno (54). Se clasifica como 

un hepatocarcinoma. 

El tumor AS-300 crece principalmente como grumos sobre la 

piel o como células aisladas en el Hquido de ascitis de la 

cavidad abdominal del organismo. 

Las células de hepatoma miden de 11 a 23 micrómetros de 

diámetro (ver microfotografías). Son células de origen epitelial 

que tienen la apariencia general de los hepatocitos, aunque 

es notable que contienen menor número de mitocondrias y menor 

cantidad de grasa. El núcleo de forma irregular ocupa gran parte 

del citoplasma, Su membrana celular tiene numerosas 

prolongaciones que le sirven en cultivo para adherirse a las 

superficies. 
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2. OBJETIVOS. 

Los objetivos del presente trabajo fueron: 

1. Investigar si las células del hepatoma AS-300 de rata 

acumulan AMPc en respuesta a la estimulación ad
0

renérgica. 

2. Caracterizar farmacológicamente con base al orden de 

potencia a agonistas y a antagonistas los receptores adrenérgicos 

de las células de hepatoma, midiendo como parámetro la producción 

de AMPc. 

3, Hacer la comparación de la respuesta celular con 

hepatocitos de ratas hipo tiroideas. 

4. Caracterizar por un método directo (pegado espec!fic~ del 

ligando radiactivo) a los receptores beta adrenérgicos de las 

células del hepatoma. 

5. Estudiar si las células del hepatoma manifiestan el 

fenómeno de desensibilización adrenérgica observada en 

hepatocitos. 
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3. MATERIALES Y HETODOS. 

MATERIALES. 

El 1-isoproterenol, la 1-epinefrina, ln 1-norepinefrina, el 

I-propranolol, el GTP, el guanilil-imidodifosfato (Gpp(Nll)p), la 

teofilina, el ATP, la fosfocreatina 1 la creatina cinasa, el 

forbol 12-miris ta to-13-acetato (TPA), el ácido N-2-

etanolsulfónico 2-N-hidroxietilpiperazina (HEPES), el 6-N-propil-

2-tiouracilo. y el l-metil-3-isobutil xantina (MIX), se 

obtuvieron de Sigma Chemical Ca. La forskolina (7-beta-acetoxi-8-

12-epoxi,6 beta, 

de Calbiochem. 

alfo trihidroxilabad-14-en-ll-uno) se obtuvo 

El glucagon fue generosamente donado por Eli 

Lilly. El atenolol y el ICI ll8551 

Chemical Industries. El [«32P] ATP 

fueron donados por Imperial 

(28.7 Ci mmol), el [3H] AMPc 

(32 Ci/mmol) el dihidroalprenolol ([ 311] DHA) se obtuvieron de 

New England Nuclear (Bastan HA.). El percoll se obtuvo 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 

19 



(3 ml) 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 generaciones. 

Para cada experimento de determinación de AMPc se obtuvieron 

de a 8 ml de lí.quido de ascitis, y para aislar membranas de 20 

40 ml cada vez. El lí.quido de ascitis se lavó 4 veces por 

centrifugación con una solución Krebs-Ringer bicarbonato HEPES 

(NaCl 120 mM, KCl 4. 75 m!1, CaC12 1.3 mM, KH2P04 1.2 mM, HgS04 1.2 

mM, NaHC03 20 ml1 y HEPES 10 mH), pH 7.4, a 37' e y bajo una 

atmósfera de 02 951 / C02 5%, para quitar los componentes no 

tumorales. La viabilidad de las células se determinó por 

exclusión de azul de tripano al 0.1%. 

HEPATOClTOS, 

Las células de h!gado usadas para la comparación de la 

respuesta celular se obtuvieron de ratas hipotiroideas por el 

método de Berry y Friend (55) que consiste en perfundir el hígado 

con una soluci6n amortiguadora Krebs-Ringer bicarbonato, saturada 

con 02 95% / COZ 5%, a pH 7 .4, a 37 'C, y la digestión con 

colagenasa. 

Las células se lavaron 3 veces por centrifugación se 

resuspendieron finalmente en la misma solución Krebs-Ringer 

bicarbonato HEPES. La viabilidad de las células ~e midió por 

exclusión de azul de tripano al 0.1%. 

El hipotiroidismo se indujo dando de beber a los animales 
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agua que contenb 6-N~propil-2-tiouracilo al 0.03% durante 40 a 

50 dfas, antes de ·ais18r los hepatocitos (49). 

ACUMULACION DE AMPc. 

Las células (!O mg/ml de peso fresco de las células de 

hepatoma 30 mg/ml de hepatocitos) se incubaron durante 

minutos a 37 ºC 1 en la misma solución amortiguadora Krebs-Ringer 

HEPES que contenía MIX 250 ~ M (que es un inhibidor de la 

fosfodiesterasa del AMPc), y los agentes a probar. 

El AMPc se determinó por el método de Brown y cols. (56), 

modificado de Gilman (57), se utilizó [311] AMPc y AMPc no 

marcado. El ensayo se basa en la competencia de ambas moléculas 

por el mismo sitio de unión a la proteína cinasa dependiente de 

A..'iPc. El AMPc no pegado a esta proteína se precipita con carbón 

activado y el AMPc del sobrenadante se cuenta en un contador de 

centelleo líquido. El AMPc acumulado se determinó tomando como 

referencia una curva patrón. 

MEMBRANAS CELULARES. 

Las membranas, tanto de células de hepatoma como de 

hepatocitos 1 se aislaron por el método de Laten y kedshaw-Lottm 

(58). Para ello se homogenizaron a 4 ªC (en un homogenizndor 

Oounce) de 2 a 2.5 ml de células en 12.5 ml de una solución 

amortiguadora de sacarosa 250 mM, Tris-HCl LO mM, EDTA LO mM, a 
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pH 7. 5. El homogenado se centrifugó a 3,500 rpm durante 15 

minutos y el precipitado resultante se resuspendió con 12 .5 ml de 

la misma solución, más 3.4 ml de percoll y o. 5 ml de una 

solución de sacarosa 2M y se homogcmizó nucv.lmentc. Este 

homogenado se centrifugó a 17, 000 rpm por 20 minutos. La fracción 

de membranas se observó claramente en la superficie del tubo de 

ensayo y la capa de membranas se extrajo y se lavó con una 

solución de Tris-l!Cl 25 mM y MgC12 5 mM, pH 7 .5. Finalmente se 

centrifugó a 15,000 rpm durante minutos. El precipitado 

resultante se homogenizó en la misma solución anterior. l.n 

preparación de membranas se fraccionó en alícuotas para 

congelarlas en nitrógeno l!quido. La cantidad de proteína se 

determinó por el método de Lowry y cols, (59) utilizando albúmina 

de suero de bovino como estándar. 

DESENSIBILIZACION. 

Para inducir la desensibilización de la respuesta celular, 

las células de hepatoma (10 mg/ml) se preincubaron en presencia 

o ausencia de isoproterenol, TPA, o de ambos agentes. La 

preincubación fue de 15 minutos a 37 ºC, en la misma solución 

amortiguadora empleada anteriormente y bajo una atmósfera de 02 

95% I C02 5%. 

Después de la pre incubación, las células se lavaron 3 veces 

por centrifugación con la solución Krebs-Ringer bicarbonato 

HEPES a 37 ºC. Luego se determinó la acumulación de AMPc en 
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respuesta a diferentes concentraciones de isoproterenol 1 de 1 nM 

100 µ H, y a forskolina 100µ M. 

ADENILATO CICLASA. 

Para medir la actividad de la adenilato ciclase empleamos el 

método de Saloman y cole. (60). El ensayo se hizo en una mezcla 

que contenía Tris-HCl 25 mM pH 7 .5, ATP 0,4 mM; conteniendo 1-2 K 

10 6 cpm de [-c32P-ATP), MgC12 5 mM, teofilina 10 mM, 7 ,4 mg de 

fosfocreatina 1 mg/ml de creatina cinasa, y los agentes y 

hormonas a probar. 

La reacción se inició por la adición de 150 t' g de la 

prote!na de membrana en un volumen total de O. l ml, se incubó 20 

minutos a 30 ºC. La reacción se paró con 2 ml de SDS al 0.1% y 

luego se agregó [ 3H] AMPc para medir la eficiencia de 

recuperación de AH.Pe en la cromatograf!a. El [32P) AMPc 

producido se determinó en un contador de centelleo líquido. 

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 utilizaron aproximadamente 300 ~g de proteína de 
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membranas de células de, hepatoma, _incubadas con concentraciones 

de a 8 nM de [3H] DHA (95 mCi/ml), en una solución 

amortiguadora Tris-HCl 50 m."I y MgC12 10 mM, pH 7,5, durante 30 

minutos a 25 ºC. La reacción se detuvo por filtración al vacío en 

filtros de fibra de vidrio GF /C (Whatman), Los filtros se lavaron 

inmediatamente 4 veces con 12 ml de una solución amortiguadora 

frfo de Tris-HCl 50 mM y HgC12 10 mM, pH 7.5 , La cuantificación 

del pegado del ligando radiactivo a los receptores se determinó 

en un contador de centelleo líquido. Cada experimento se hizo por 

triplicado, 

El pegado específico se determinó por la diferencia en el 

pegado del [ 3H] DHA en presencia o ausencia de propanolol 10 

µJ.1 (antagonista beta adrenérgico no selectivo). 

La cantidad de receptores betal y beta2 adrcnérgicos de las 

células AS-30D se obtuvo analizando las curvas de inhibición del 

pegado específico del ligando radiactivo, utilizando los dos 

antagonistas beta adrenérgicos selectivos: el ICI 11855 l y el 

atenolol (61). 

ANALISIS DE LOS RESULTADOS, 

El análisis de los resultados de los ensayos de pegado 

específico de [ JH] DHA a los receptores, se describe en otros 

trabajos (62 y 63), 

Los valores de Bmax (número máximo de receptores) y de Kd 

(constante de disociación) para el pegado específico de f 3H) llllA 
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fue estimado por el análisis de Scatchard de los resultndos de 

saturación con 1 a 8 nM de [ 3H] DHA. Se determinó la capacidad 

de las drogas para inhibir el pegado específico de [ 3H] DllA 

calculando la constante de inhibición (Ki) con el programa de 

computadora 11 LIGAND 11 (64). Los porcentajes y afinidades de cada 

subtipo de adrenoceptor se determinaron también utilizando este 

programa. En los experimentos en donde se determinó AMPc se 

presentan los valores promedio y el error estándar de 

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

La acumulación de AMPc en las células de hepntoma de rata de 

la linea celular AS-300 está regulada por la est{mulación beta 

adrenérgica. En estas células el isoproterenol 1 µM, un 

agonista beta adrenérgico, aumentó los niveles de AMPc de 4 a 

veces con respecto al valor basal, el incremento máximo se 

observó a un tiempo de 2 minutos, seguido por una disminución 

lenta hasta los 20 minutos (Figura 1). La forskolina (sustancia 

que activa directamente a la subunidad catal{tica de la AC) 

incrementó los niveles de AMPc en las células, de lS a 16 veces, 

con un curso temporal similar al de isoproterenol (Figura 1). 

En comparación, en hepatocitos aislados de ratas 

hipotiroidens, la acumulación de AMPc estimulada con 

isoproterenol u M, o forskolina 100 1Jl1' se incrementó y lS 

veces respectivamente, sobre el valor basal. El curso temporal 

mostró un máximo a los 2 minutos seguido de una disminución 

lenta (datos que no se muestran). 

En la figura 2 (panel izquierdo) se muestra la acumulación 

de AMPc de las células AS-JOD en respuesta a tres agonistas beta 

adrenérgicos. El isoproterenol incrementó los niveles de ANPc de 

6 a 7 veces con respecto al valor basal. Notablemente la 

potencia para la norepinefrina y para la epincfrina fueron 

similares. Ambas hormonas provocaron una respuesta máxima 

concetraciones cercanas, 10 µM y 100 utt respectivamente. 

El orden de potencia en estas células para los agonistas 
"."'l 

fue isoproterenol (ECSO~ 40 nM) > norepinefrina (ECSO ~ 300 nM) 
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TIEMPO (min) 

Fig. l • CURSO TEMPORAL DE LA ACUMULAClON DE AMPc EN 
CELULAS DEL HEPATOMA AS-30D DE RATA. La acumulación 
de AMPc en células completas se determinó a 
diferentes tiempos de incubación (1, 2, 10 y 20 
Jllinutos) bajo tres condiciones: basales ( • ) y 
estimulando con isoproterenol l uM { • ) con 
forskolina 100 llM ( D). Se muestran los valores 
promedio de 4 6 experimentos .:!: el error 
estándar. 



;;. epinefrina (ECSO" JµJ'I). Este orden de potencia nos indica 

sorprendentemente que se trata de receptores betal adrenérgicos 

en las células AS-300 1 ya que la epinefrina y la norepinefrina 

activan con la misma potencia a estos receptores (65). 

Observamos además, (Figuras y 3; paneles izquierdos) que 

la estimulación de la AC por las catecolaminas naturales en 

células de hepatoma está claramente disminuída con respecto a la 

estimulación inducida por isoproterenol, probablemente como 

consecuencia de la acción alfal adrenérgica sobre la actividad de 

la AC en estas células, El lsoprotercnol provocó una respue6ta 

máxima en la producción de AMPc, tanto en células de hepatoma 

como en hepatocitos, a una concentración de l µ M, por lo que 

usamos esta concentración en los experimentos posteriores. 

En hepatocitos de rata ( Figura 3; panel izquierdo) la 

respuesta fue similar a la observada en las células AS-300 cuando 

se estimuló con isoproterenol, es decir, que la acumulación de 

AMPc en las células aumentó de 6 a 7 veces. Sin embargo, el orden 

de potencia para los agonistas naturales en hcpatocitos cambió, 

la cpincfrina f}lc 100 veces más potente que la norcpinefrina. 

Observamos entonces que el orden de potencia para los agonistas 

en hepatocitos fue diferente : isoprotcrenol (EC50 :?: 100 nM) > 

cpincfrina (ECSO ~.! µM) >>norepincfrina. Esto nos indica que en 

hepatocitos son los receptores beta2 adrcnérgicos los que modulan 

la producción de AftPc, ya que para este subtipo de receptor beta 

la epincfrina es mucho m.ís potente que la norepinefrina (66), a 

diferencia de lo que se observó en los células AS-300. 
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FIG. 2, ACCION BETA ADRENERGICA EN CELULAS DEL 
HEPATOMA AS-300 DE RATA. Panel izquierdo: las células 
se incubaron en presencia de diferentes 
concentraciones de isoproterenol (A ) , norepinefrina 
( • ) o epinefrina ( o ) • Panel derecho: las células 
fueron incubadas con isoprotercnol l µ H y en 
presencia de concentrnclones diferentes de lCl 118551 
( • ) o de atcnolol ( o). Las incubaciones fueron 
durante 2 minutes a 37 ° C, en una solución 
amortiguadora con MlX 250 J1. Los puntos son los 
valores promedio + el error estándar de 6 a 10 
experimentos. 
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FIG.3. ACCION BETA ADRENERGICA EN HEPATOCITOS. Panel 
izquierdo: las células se incubaron en presencia o 
ausencia de concentraciones diferentes de tres 
agonistas beta adrenérgicos: isoproterenol ( A). 
norepinefrina ( •} o epinefrina ( O). Panel derecho: 
incubación de las c~lulas en presencia de 
isoproterenol 1 µ}! y de diferentes concentraciones de 
ICI 118551 (O') o de atcnolol ( •). Se muestran los 
valores promedio de una serie de 6 a 10 experimentos 

.±el error estándar de cada uno. 



Para confirmar estos resultados, utilizamos los antagonistas 

selectivos; el atenolol (antagonista betal adrcnérgico) y el ICI 

118551 (antagonista bcta2 adrenérgico), 

Los resultados obtenidos son los siguientes, (Figura 2; 

panel derecho), observamos que en células de hepatoma tanto el 

atenolol como el ICI 118551 tuvieron efectos inhibitorios sobre 

la acumulación de AMPc estimulada por isoproterenol l µ M. 

El orden de potencia para los antagonistas en estns células 

fue atenolol (EC50 " 2 µ M) > ICI 118551 (EC50 "' 7 µM). 

Claramente el atcnolol inhibió la acumulación de AMPc hasta un 

40% desde una concentración de 1 µM, mientras que el ICI 118551 

a esta misma concentración sólo inhibió le respuesta en un 15%. 

El atenolol fue el antagonista más potente, hizo evidente que la 

acumulación de AMPc en las células de hepntoma está regulada por 

receptores beta! adrenérgicos. 

Por otra parte, la acumulación de AMPc en hepatocitos 

(Figura 3; panel derecho), estimulada por isoproterenol 11.1 M fue 

antagonizada por el ICI 118551 (EC50 "200 nM) > atenolol. En 

este caoo (ue el .:mtagoni~t.:i bct~2 adrenérgico el que inhibió con 

mayor potencia la acumulación de AMPc; desde concentraciones tnn 

bajas como 0.1 µ H, en donde ya se observó una inhibición de 

aproximadamente el 40 %. El atenolol por otra parte fue capaz de 

inhibir la respuesta celular a concentraciones altas (100 µ H) y 

sólo de manera parcial. Si comparamos la inhibición de la 

respuesta por este agente con la inhibición por el ICI 118551 

vemos que a una concentración de 0.1 µ M, prácticamente la 
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respuesta no fue bloqueada. Resultados que nos confirman que en 

hepatocitos la generación de AM.Pc por la AC se debe a la 

estimulación de receptores beta2 adrenérgicos, Los valores de las 

constantes de inhibición (Ki) (66), para la acumulación de AMPc 

por los dos antagonistas se muestran en la tabla I. 

De esta manera, se caracterizó farmacológicamente la 

respuesta beta adrenérgica en las células del hepatoma AS-300. 

Creímos conveniente realizar en estas células la caracterización 

de los receptores por medio de ligandos radiactivos, ya que es un 

método directo que permite identificar cinéticas de unión 

fármaco-receptor, 

específico. 

afinidad y número de sitios de pegado 

Los resultados de estos estudios realizados con membranas de 

hepatoma se muestran en la figura (paneles izquierdo 

derecho). El análisis de los resultados se obtuvo como se explica 

en materiales y métodos. 

En el panel izquierdo de la figura 4 observamos el análisis 

de Scatchnrd del pegado específico del [ 311} DHA (n 

concentraciones de 1 a 8 nM) a los receptores beta adrenérgicos 

de membranas aisladas de células de hcpatoma. Observamos en la 

griífica una línea recta de pendiente negativa. la cual sugiere 

que hay una sola clase de sitios de pegado para el ligando 

radiactivo, con una constante de disociación, Kd "" 3 nM que se 

obtiene como la recíproca negativa de la pendiente de la curva. 

En otras palabras, este análisis nos muestra que existe una 

densidad relativamente alta de receptores beta adrenérgicos en 
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Tabla 1 

EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS BETA ADRENERCICOS sobre el pegado especifico del~ fil DHA 

en membranas de células del hepatoma AS-JOD 1 y aobTe la acumulación de AMPc en 

hepatocitos y en células completas de hepato=a. 

% receptores 
en alta afinidad• y 

AN'!AGONISTAS baja afinidad** 

HEPATOHA 

ATENOLOL 35 

.. 65 

lCl 118551 78 

•• 22 

Ki(nM) para la inhibi
c16n del pegado 
especifico del ~lijDHA 

77 

1,725 

154 

1,754 

Ki(nH) para la 1nhib1-
c1lin de la acumulación 
AMPc 

HEPATOCITOS HEPATOMA 

9, 000 80 

18 270 

Los valores de Ki y porcentaje de -receptores en alta y baja afinidad se determinaron 

como se describió en Materiales y Métodos. Son los valores promedio do 4 y de 6-10 

experimentos rcspec tivamente. 
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FIG. 4. (Panel izquierdo). ANALlSIS DE SCATCHARD. 
PEGADO ESPECIFICO DEL J 3H] DHA A LOS RECEPTORES 
BETA ADRENERGICOS. La incubación de las membranas de 
células AS-300 se hizo en presencia de diferentes 
conccntr:icionc:i de [3H] DHA. (Panel dereC"ho), 
INHIBICION DEL PEGADO ESPECIFICO DE J 3H] DllA POR LOS 
ANTAGONISTAS BETA ADRENERGJCOS. La incubación de las 
membranas se hizo en presencia de { 3H] DHA 2 nM, 
de diferentes concentraciones de ICI 118551 {e) o 
de atenolol ( • ) , Cada punto representa el promedio 
de 6 experi¡:¡entos., 



las membranas de las células AS-300. La densidad total de 

receptores beta adrenérgicos (Bmax), presentes en estas célulaS 

fue de 170 fmolas/mg de proteína, valor que se indica por el 

intercepto de la cur"vn en el eje de las abscisas. 

Las curvas de inhibición del pegado específico del [3H) DllA 

por los antagonistas beta adrenérgicos selectivos y los valores 

de sus constantes de inhibición (Ki), se muestran en la figura 4 

(panel derecho) y en la tabla 1 respectivamente. Observamos en la 

gráfica que sorprendentemente el ICI 118551 fue el agente que 

desplazó con mayor potencia el. pegado específico del [31!] DHA, 

con respecto al atenolol. A una concentración de 100 nM el 

antagonista beta2 inhibió en un 50% el pegado específir.o del 

ligando radiactivo, el atenolol en este caso inhibió en un 50% 

la unión [ JH] DHA-receptor, pero sólo a una concentración más 

alta, de 11J M. Estos resultados permiten suponer que son los 

receptores beta2 los que se encuentran en mayor cantidad en las 

células AS-30D. Además si se observan las dos curvas de 

desplazamiento del ligando radiactivo por los dos antagonistas 

se aprecia que cada curva tiene dos pendientes, por lo que 

suponemos que existen dos poblaciones de receptores beta 

adrenérgicos pera cada antagonista con distinta afinidad para 

estos. 

El análisis posterior de las curvas por el programa 

11 LIGAND" nos proporcionó los porcentajes relativos de los sitios 

de unión en alta y en baja afinidad para cada uno de los 

agentes, los resultados se muestran en la tabla L De la 
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competencia del pegado del [ 3H] DHA con el atenolol resultó un 

35 % de sitios en alta afinidad para este agente y un 65 % de 

sitios con baja afinidad. Con el ICI 118551 resultó un 78 % 

de sitios de alta afinidad y un 22% de sitios de baja afinidad 

para este agente. 

En este estudio nuestro interés fue dirigido posteriormente 

a medir la actividad de la AC en membranas de células de hepatoma 

y de hepatocitos, ya que como antecedentes sabíamos que la 

producción de AMPc estimulada por las catecolaminas es mucho 

menor en las células AS-300 que en los hepntocitos (paneles 

izquierdos de las figuras 2 y 3). Esto con el fin de determinar n 

que nivel ó cual de los elementos del sistema de transducción 

. de la AC era el responsable de tal disminución en la respuesta. 

Descartando en este momento, la posibilidad de que este efecto 

disminuido en la estimulación beta adrenérgica por las 

catecolaminas se debiera a la acción alfa adrenérgica, ya que 

ninguno de los antagonistas alfa adrenérgicos empleados para 

inhibir la estimulación de la AC por ln epinefrina disminuyó los 

ni ve les de AMPc (datos que no se muestran), 

Observamos que la actividad basal de la enzitlk1 fue similar 

en membranas de hepatocitos y en membranas de hepatoma (Tabla 

II); pero la estimulación de la respuesta beta adrenérgicn con 

isoproterenol + GTP, la activación de las proteínas G con 

Gpp(NH)p (análogo no hidrolizable del GTP) y la activación de la 

subunidad catal!tica de la AC estimulada por forskolina fue 

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

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

AGENTE EN EL 
ENSAYO 

Ninguno 

Isoproterenol JO u M 
+ GTP 100 uM 

Gpp(NH)p 100 u M 

Forskolina 100 u M 

HEPATOCITOS HEPATOMA AS-30D 

Actividad espec!fica (pmol min-lmg proteína-!) 

6.5 :!: 1.2 7.3 :!: 1.0 

17.5 :!: 1.32 9. :!: 1 .5 

28.0 :!: 5.6 10.5 :!: 1.5 

69.0 :!: 7.9 40.0 :!: 4.0 

Loz resultados son vAlores promedio + el error estándar de 16 
determinaciones. utilizando 4 preParaciones diferentes de 
membranas en cada caso. 



hepatocitos. La estimulación beta adrenérgica fue muy pequeña en 

membranas de hepatoma, sólo del 20 al 50 % con respecto al valor 

basal Y bajo todas las condiciones. Desafortunadamente estos 

resultados no nos permitieron esclarecer porqué la respuesta a 

las catecolaminas es menor en estas células. 

A continuación se estudió si hay desensibilización de la 

respuesta beta adrenérgica de las células de hepatoma, para de 

alguna manera comparar el fenómeno con la desensibilización de la 

respuesta beta adrenérgica típica de hcpatocitoa de ratas 

hipotiroideas (49). Previamente en nuestro laboratorio se 

demostró que la activación de la respuesta beta adrenérgica en 

hepatocitos de rata muestra una descnsibilización homóloga por 

el isoproterenol (36) y además una desensibil ización heteróloga 

de la acumulación de AMPc (41) por los ésteres de forbol • 

En la figura 5 se muestran los resultados del estudio de 

desensibilización. Lo primero que observamos fue que los 

prctratamientos de las células de hepatoma durante 15 minutos 

con TPA 100 nH, o con TPA 100 nH más isoproterenol 100 u H, 

provocó la disminución de los niveles basales de AMPc. por ello 

se muestra en el panel derecho los valores normalizados como 

porciento con respecto al control. La preincubación de las 

c~lulas con isoproterenol lOOJJ M disminuyó claramente (40%) las 

subsecuentes estimulaciones beta adrenérgicas con el mismo 

agente. El TPA sólo indujo un pequeño desplazamiento de la curva 

dosis-respuesta al isoproterenol, sin que la disminución de la 

producción de AMPc fuera muy grande. Sólo en un intervalo, de l 
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FIG,5. DESENSIBILIZACION BETA ADRENERGICA EN CELULAS 
AS-JOD. Las células se incubaron durante 15 minutos a 
37 ºC, sin agentes ( e), con isoproterenol 100 u M 
(o ) , con TPA 100 nM ( .. ) , o con ambos agentes 
juntos ( ll). Después de la pre incubación las células 
se lavaron exhaustivamente y se incubaron durantes 2 
minutos en una solución amortiguadora con MIX 250 u M 
en presencia de diferentes concentraciones de 
isoproterenol. Se presentan loD valores absolutos 
(panel izquierdo) y los valores normalizados como 
porciento con respecto al control (panel derecho). 
Cada punto representa el promedio + el error 
estándar de determinaciones por triplii. .. ;Jo de 6 a 
preparaciones diferentes, 



nM a 100 nH de isoproterenol la respuesta fue menor en un 30 % 

con respecto al control. 

La respuesta fue aún menor cuando los dos agentes se 

pusieron en el medio de incubación. La respuesta beta 

adrenérgica se descnsibilizó un 60%, por lo que se puede suponer 

que la disminución de la respuesta beta en las células AS-30D es 

aditiva, de tal forma que además de intervenir en esta 

disminución alguno de los elementos del sistema de la AC, 

probablemente participe la proteína cinasa e en este fenómeno de 

deseos ibil ización. 

hepatocitos (41). 

Resultados similares se han obtenido en 

Para definir cual de los componentes del sistema de la 

AC es el que se afecta en este fenómeno, se prcincubaron n las 

células bajo las mismas 4 condiciones anteriores; pero ahora 

retando a las células con forskolina 100 uM o con isoporoterenol 

1 µ l'I. 

En la figura 6 se muestran los resultados que obtuvimos. La 

acumulación de AMPc en respuesta a forskolina no se afectó 

significativamente bajo ninguna de las 4 condiciones de 

preincubación. La respuesta a la estimulación hetn adrenérgicn 

por isoproterenol disminuyó después de la preincubación de las 

células únicamente con iaoproterenol, y no por la preincubación 

con TPA. L.i disminución de la acumulación de AMPc se observó de 

manera clara cuando las células estuvieron expuestas por 1 S 

minutos al isoproterenol y al TPA juntos. Posiblemente en 

nuestro sistema celular sean los receptores beta los que están 
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FlG.6. EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LAS CELULAS 
SOBRE LA RESPUESTA A I SOPROTERENOL O FORSKOLINA, Las 
células de hepatoma se preincubaron en ausencla 
(control) o presencia de isoproterenol 100 ~M (ISO), 
de TPA lOOnM o de ambos agentes (TPA + lSO). Se 
lavaron las células e incubaron sin ningún agente 
(barras blancas) 1 con isoproterenoi l IJ M barras 
rayadas) o con forskolina 100µ M (barras negras), Los 
resultados se muestran como porciento con respecto al 
valor basal dado en pmolas AMPc/mi: peso húmedo de 
las células. El promedio se indica por las barras 
± el error estándar de determinaciones por 
tr .i.plicado de 6 a 7 preparaciones di5tintas. 



involucrados directamente en este fenómeno y no la AC, como 

sugieren los resultados anteriores. Sin embargo 1 no se puede 

descartar que la desensibilización de la respuesta beta 

adrenérgica de las células AS-300 ocurra también a nivel de las 

prote!nas G. 



5. DISCUSION. 

Los resultados de nuestro estudio muestran que las células 

del hepatoma de rata de la línea celular AS-30, expresan una 

marcada respuesta beta Bdrenérgica 1 característica de estados 

celulares proliferativos (67 a 70), de células en cultivo (69 

y 70), de hígado fetal (71), de hígado en regeneración ( 67 68) 

y de hepatocitos aislados de ratas tratadas con compuestos 

cancerígenos (51 a 53). ya que bajo estas condiciones se ve 

alterada la actividad de la AC. 

En la caracterización farmacológica de la respuesta 

adrenérgica de las células AS-300 resultó claro que la 

epinefrina y la norepinefrina fueron igualmente potentes para 

estimular la producción de AMPc intracelular, por lo que podemos 

asegurar que son los receptores del subtipo be tal• no los 

beta2 los que modulan la generación del segundo mensajero. En 

hepatocitos de rata, la epinefrina fue mucho más potente que la 

norepinefrina pnra estimular la producción de AMPc, a diferencia 

del orden de potencia que observamos para estas catecolaminas en 

las células AS-300. Por lo tanto son los receptores del subtipo 

beta2 los que regulan la producción del AMPc en el sistema de 

transducción de la AC de células normales de h!gado (49). 

El empleo de los antagonistas selectivos nos permitió 

comprobar las observaciones anteriores. El efecto inhibitorio de 

los dos agentes fue determinado en pre sene ia de una sola 

concentración de isoproterenol ( 1 1..1 M), con la cual se obtuvo la 
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estimulación máxima de la producción de AMPc en ambo1 r otlpos 

celulares (Figuras 2 y 3). En hepatocltos, el ICI 1185Slb1'...ll.ooqueó 

la producción de AMPc con mayor potencia, lo hilo • 6desde 

concentraciones bajas en comparación con el ateno!ol que 

únicamente bloqueó la respuesta de manera parda1.. La rot·=te encia 

del atenolol para inhibir la acumulación de AMPc en célulaEl.e;s de 

hepatoma fue mayor en este caso, fue suficiente una com1ntr".:U'a·ación 

de 1 H de este antagonista betnl para inhibir la res~uut:nc.:a en 

un 40%, a diferencia del ICI 118551 que a la misma concent=r•:ación 

sólo la inhibió en un 15%. Estos resultados estarían d1 Bc::>C1':uerdo 

con trabajos anteriores (72) en donde se descubrió en una gran 

variedad de tejidos. que la transformación mnl!¡n1 está 

acompañada por cambios en el sistema de la AC; es arsabios 

probablemente debidos a la ausencia funcional de la AC, a un 

cambio en la conformación de esta enzima efectora, 5 óO por 

alteraciones en el número de los receptores membunnLJ.!.nes a 

hormonas acoplados a este sistema de transducción (20). 

Por ejemplo, se sabe que en el h!gado la activi~1d o- dbde la 

AC estimulada por varios activadores cambia cuando se pmer·~mnta un 

tumor, o incluso hay diferencias en su actividad de untiJ..l.RPº de 

tumor a otro, y lo mismo se ha descrito que ocurre en d P"ooroceso 

de carcinogénesis; de tal manera que se ve inmm·ana1entada 

generalmente la respuesta a las catecolaminas (72). 'iase había 

demostrado que los hepatocitos aislados de ratas hipollr':Iro·oldens 

son un modelo celular que presenta una respueJta beta 

adrenérgica prominente (49), a diferencia de lo que acuuuurre en 
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hepatocitos aislados de ratas eutiroideas, por ello es que lo 

utilizamos para hacer la comparación de la respuesta al encontrar 

que las células del hepatoma AS-300 responden a agonistas beta 

adrcné'rgicos. Resultó interesante que el orden de potencia 

relativa para los agonistas naturales en células de hcpatoma 

fuera uno característico del subtipo be tal, por lo que podernos 

pensar que en nuestro sistema la transformación maligna no solo 

provoca un cambio cuantitativo en la actividad de la AC. Sino 

que provoca además un cambio cualitativo de tal magnitud, que de 

expresarse adrenoceptores del subtipo beta2 11 normales 11 se 

expresen receptores del subtipo betal y sean los que regulan de 

manera más importante la producción de AMPc. Es importante 

mencionar que esta transformación de un tipo de receptor a otro 

se observó también en un hepatoma asc{tico de otra línea celular, 

el hepatoma Zadjela (72). La producción de AMPc en células de 

hepatoma es menor con respecto a la respuesta en hcpatocitos 

estimulados con las catecolaminas naturales, pero no cuando 

estimulamos con el isoproterenol. Esta información se 

correlaciona con los datos obtenidos al medir la actividad de la 

AC en membranas, en donde su actividad resultó ser menor bajo 

todas las condiciones de activación, con isoproterenol + GTP a 

nivel de los receptores beta, con Gpp(NH)p a nivel de las 

proteínas Gs, o con forskolina a nivel de la subunidad 

catal{tica de la AC. Sin embargo, aun no sabemos si efectivamente 

se trate en este sistema celular, de una alteración de la AC, ya 

que por otra parte esta respuesta inhibitoria de la enzima 
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efectora podría estar mediada por receptores alfa adrenérgicos, 

no obstante que el uso de la fentolamina, la yohimbina y la 

prazosina (antagonistas alfa adrenérgicos) no tuvo ningún efecto 

sobre la acción de la norepinefrina en la acumulación de AMPc 

(resultados que no se muestran). 

La razón por la cual se expresan receptores beta! en las 

células AS-300 como moduladores principales de la acumulación de 

AH.Pe no la conocemos, pero existen varias explicaciones 

posibles. Una de ellas es que bajo condiciones de activa 

proliferación celular se exprese el gene que codifica a los 

receptores betal como consecuencia de los cambios que ocurren en 

el medio al transformarse de una célula normal a una célula 

maligna. Por otra parte, se sabe que hay una regulación de los 

receptores beta adrenérgicos dada por la activación quizá 

directamente del genoma, por hormonas tales como los 

glucocorticoides y las hormonas tiroideas. Estas hormonas lo que 

hacen es modular el número de receptores beta en numerosos 

tejidos y en células en cultivo (73 y 74). Lo mismo se ha visto 

con compuestos que pertenecen a la famllla de loa ésteres de 

forbol, como el forbol dibutirato, el cual regula la expresión de 

receptores beta adrenérgicos. En la !!nea celular 3T3-Ll de ratón 

tanto los glucocorticoides como el forbol dibutirato promueven un 

incremento en la expresión de receptores beta2 1 sin incrementar 

la expresión de receptores be tal 1 lo que indica que los dos 

subtipos de receptores son regulados independientemente (65). 

Si bien con las células AS-300 completas determinamos el 
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predominio de los receptores betal adrenérgicos sobre la 

producción de AMPc, tenemos evidencias de que en las membranas 

celulares, en los estudios de pegado específico del ligando 

radiactivo, los dos subtipos de receptores coexisten en estas 

células y tienen sitios de unión con diferentes afinidades para 

los antagonistas selectivos utilizados. En otros tejidos de 

mamífero ya se ha visto que los dos subtipos están presentes en 

la misma célula (12) • Incluso en otros estudios se han 

caracterizado a los receptores betal 

por su distribución en el tejido, 

a los beta2 adrenérgicos 

por ejemplo en sistemas 

celulares de mamíferos el subtipo betal predomina en corazón, 

mientras que el subtipo beta2 predomina en pulmón y en músculo 

liso uterino. En el cerebro la localización es compleja y las 

proporciones relativas de receptores betal y beta2 cambian de una 

área a otra, además de que esta distribución diferencial se 

combina con las diferencias en afinidad y en especií icidad de la 

respuesta celular a las catecolaminas. Sin embargo, no podemos 

descartar la posibilidad de que las preparaciones celulares 

usadas en nuestros experimentos consideradas como homogéneas sólo 

por la morfología de las células, sean en realidad dos 

poblaciones de células (52) que responden de manera diferente a 

las catecolaminas, según sus receptores. Sin embargo, la 

población de receptores betn2 adrenérgicos no parece contribuir a 

la acumulación de AMPc. 

Ha sido ampliamente estudiada la regulación de los 

receptores beta adrenérgicos en muchos tipos celulares. Uno de 
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los mecanismos que permiten dicha regulación es la 

desensibilización de la respuesta celular, la cual se observa 

después de periodos prolongados de exposición de las células a 

los agonistas beta adrenérgicos o a los ésterea de forbol. Ya en 

cultivo primario de hepatocitos (39) y en hepatocitos aislados de 

ratas hipotiroideas (36), entre otros tipos celulares, se 

demostró que el pretratamiento de los hepatocitos con 

isoproterenol induce una desensibilización de la respuesta beta 

adrenérgica estimulada por este agente ó una deeensibilización de 

tipo homóloga, ya que la producción de AMPc no disminuye cuando 

se estimula a la AC con el glucagon. También en hepatocitos de 

ratas hipotiroideas se demostró que el pretratamiento de las 

células con un éster activo del forbol, el tetradecanoil forbol 

miria tato acetato (TPA) induce una desensibilización de tipo 

heteróloga, se reduce marcadamente la es t imulac ión de la 

ureagénesis y de la acumulación de AMPc inducida por 

isoproterenol o por glucagon (41). En las células AS-300 la 

acumulación de AMPc en respuesta a las subsecuentes 

estimulaciones beta adrenérgicaa disminuyó 40 % (Figura 5), como 

efecto del pretratamiento con isoproterenol 100 ~H, y un 30 % 

como efecto del pretratamiento con TPA 100 nM. Es interesante 

que bajo condiciones de preincubación en donde los dos agentes 

estuvieron present~s la acumulación de AMPc estimulada por 

isoproterenol fuera más significativa, del 60 %, lo que nos 

sugiere que los efectos que tienen los dos agentes en la 

desensibilización de la respuesta son aditivos que 
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posiblemente se traten de varios elementos o sitios implicados 

en la desensibilización de la respuesta beta adrenérgica. La 

falta de una respuesta significativa cuando se midió la 

acumulación de AMPc en células o al medir la actividad de la 

AC en membranas con agonistas no-adrenérgicos tales como el 

glucagon, la histamina, la N-etilcarboxamida adenosina, las 

prostaglandinas E2 y la ACTH, nos impidió clasificar este 

fenónieno como una desensibilización homóloga o heteróloga, 

identificar el sitio o sitios de regulación. 

Podcn:os suponer que s! el tratamiento de las células con 

TPA disminuyó la actividad de la AC acoplada a los receptores 

beta adrenérgicos • entonces interviene en la desensibilización 

de este sistema la proteína cinasa c. Se ha vista que los 

ésteres de forbol tienen muchos efectos en una gran variedad de 

Teceptores externos, incluyendo a los beta adrenérgicos (38). Por 

otra parte si observamos una disminución de la producción de 

AMPc después de que se preincubaron las células con 

isoproterenal, podemos considerar que san los receptores beta 

adrenérgico!J loR que están directamente implicadas en este 

fenómeno biológico. Para esta consideración existen varias 

explicaciones. Se ha demostrado que la desensibilización puede 

ser el resultado de varios sucesos; uno de ellos es la 

fosforilación Je los receptores por una prote!na cinnsa del 

receptar beta adrenérgico (44), otro que el número de "Iecepr:ores 

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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proteínas Gs ( 75). Algunos autores sugieren que el acoplamiento 

receptor-proteína Gs es fundamental en la desensibilización, ya 

que si ambos elementos se desacoplan resulta que el receptor 

pierde la capacidad de ser desensibilizado y secuestrado (76). 

Evidentemente es necesario ampliar loe estudios si deseamos 

precisar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en 

la(s) desensibilizacion(es) aquí presentada(s). 
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6, CONCLUSIONES. 

En el presente estudio, se demuestra directamente que la 

acumulación de AMPc en células del hepatoma AS-30D, es mediada 

principalmente a través de la estimulación 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 células de hepatoma manifiestan el fenómeno de 

desensibilización beta adrenérgica; al igual que los hepatocitos. 

La desensibilización no ocurre a nivel de la AC, pero s{ 

probablemente a nivel de los receptores. No quedó definido si en 

las células AS-300 la desensibilización es de tipo homóloga o de 

tipo heteróloga, debido a la falta de repuestas significativas a 

otras hormonas que estimulan a la AC pero que se acoplan a 

receptores diferentes a los beta adrcnérgicos. 
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BETA.¡-ADRENOCEPlORS lN RAT HEPATOMA. OESENSlTlZATION BY 
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(Received in final form Harch 30, 1989) 

The beta-adrenerglc responsiveness of hepatocytes obtalned 
Jrom hypothyroid rats and of a tronsplant<1ble hepatomo cell line 
(AS-JOD) 'Were 11tudied by measuring the accumulatlon o! cyclic AMP. 
The potency order for agonista in hepatocytes vas: leoprocerenol > 
epinephri.m: :>:> norcpiaephrine whereas in the hepatoma cells the 
potency arder vas: isoproterenol > norepinephrlne 1 epinephrine, 
n1e effect of isoprocercnol vas antagonized in hepatocytes by low 
conctntratlo111 of lCl 118551 and only partially by concentratlons 
of atenolol as high ns 100 uH. In hepatoma celh the effect of 
lsoproterenol vas inhib1ted by both antagonists with the potency 
~rder atenolol > ICI 118551. These data indlcate that in 
hepatocyr.es the effcct is mediated by betaz-adrenoceptors vhereos 
ln hepatoma cella it is through beta1-adrenoceptors. 

Pre:incubation of hepatoma cclls with isoproterenol or phorbol-
1yrlatate-nc1tate diminished the subsequent beta-adrenergic 
resronaivcneu of the cella. lnterestingly, vhcn both isoproterenol 
and phorbol-myristate-acetnte were pretumt during the pretncubation 
the bl'!ta-adrenergic desendtbatlon observed was b!gger than thnt 
tnduced by any of che se agents alone, 

Bela·adrenoceptors h:ive been extensively studied and are among the beet 
cha.ernmerlud receptora (l), The existence of beta-adrenoccptor eubtypea was 
llr".:'s.2!1t postula.ted by Lands !!_ !.! (2), Theae investigators aubdiv!ded these 
1dr.::"e:9enoceptors !nto t\JO categoriea, betn1 and betaz, on the bns!s of the rank 
ordt::::::1e5t1 of poc.ency of agonists. Liver beta-adrenoceptors belong to the betaz-
1dr-mrego1ridc subtype {J,4). 

Liver Ct!lls rarely undergo mitosis under normal condit1ons but 
¡rc:::x>l!:+U[crate actively in r1.H;ponse. to partilll hepatectomy (5-7), cholestasls (1) 
or odut1ng cel1 culture (8,9). Such proliferative states are osunlly associated 
vlr"tl::f;hr.arkcd bcta-11.drenergic responaivenesg (5-9). Sicdlnrly, in prcneoplaetic 
tal" t ; llver there is a prorn!ne.nt beta-adrenergic respons!veness (10-12). 

U:1lng n transplantnble aflcites variant of 11 rat hepatom<>. (/\S-300) (13) we 
ln·.a.v•wutlgattd if these cells accumulnte cyclic AMP in response to be.ta
ad z:ir·'Tlnerglc activatlon. Surpr!singly, lt vns obse.rved that the typc of 
ld.l9r"l1'1noeeptor that medlates thia effcct doca not belong to the betaz-class but 
ra..mat'l~er to the beta1-subtype. The charncterization of this receptor and the 
de~s.atnsltlzatlons lnduced by preincubat!on with an agonist and/or an active 
phr-1.D001bol u.ter are here reported, 

0024-3205/89 n.oo + .oo 
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Katerials and Hethode 

Haterials: 1-lsoproterenol, 1-epinephrine, 1-noreplnephrine, GTP, guany ly l 
imidodiphosphate (Gpp{NH) p}, theophyll ine, ATP, phosphocreat ine, creat ine 
kinase, phorbol 12-myristate 13-acetate (TPA) 1 6-N-propyl 2-thiouracil 1 N'-2-
hydroxyethylpiperadne-N'Z etanesulfonic acld (Hepes) and methyl-isobuthyl
xanthine were obtained from Sigma Chemical Co. Forskolin (7 beta-ncetoxy-8-12-
epoxy-12, 6 beta, 9 Alpha-trthydroxylabd-14-en-11-one) was from C11lbioche111. 
Clucagon was generously given by Eli Lilly. Atenolol and JCI 118551 were 
generoue gifts from Imperial Chem1cal Industries. ¡ 311Jcyclic AMP ( 32 Ci/mmol) 
and (a-32PJATP (26.7 Ci/mmol} were obtained {rora New England Nuclear. Percoll 
vas from Phnrmncin. 

Hepatonia: !he AS-JOD tumor 1o1as transplnnted essentially as dcscribed in the 
ori¡;innl report (13), In brief, AS-300 cclls suspended in r.nltne solution 1o1cre 
injected into 8-week old rats; 1o1ithin one week suíftclent nscitc!l !luid 
developed to distend che abdominal 1o1all. For trnnsplantation 1 ml oí the 
ascites fluid vas inJected per rat and wa!\ maintnined rrom 5 to 10 trnnsplnnt 
generations. Approxtmately 6 ml of ascites fluid was obtnlned for each 
experiment¡ usually J-4 sampltiii coulJ be obtnined írum each r.1t 111 const:cutl1,11: 
days. 

The cells obtained in the ascites fluid were washed 4-tlmes by 
centrlfugation and resuspension with Krcbs-Ringer bicarbonnte Hepes buffer (120 
tnM NaCl, 4,75 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1.2 m.'1 t:ll2PfJ4, 1.2 mH HgS04, 2íl mH Na!IC03, 
10 mM Hepes 1 adjusted to pll 7.4 at J7ªC under an atmospherc of 9'i% 02 5% COz) 
to remove red blood cells and other ascites components. Thh system produces n 
high yicld of tumor cclls which can be obtained essentially free of nontumor 
cells and conective tissue. 

Hepatocytes: Liver cells obtained from hypothyroid rats (ll+) "1ere trnt'd for 
compari!lon. llypothyroidism tJas induced by giving the ani111als "1ater l"Ontalnlng 
0.03% 6-N-propyl-2-thiouracil Cor 40-50 days nnd it 1Jas assessed by decreased 
tJeight gain, dryness of the fur and de crea.sed leve!!. of trUodothyronine ( 14), 
Hepatocyes were isolated by the method of Rerry and Friend (15); the cells wt!re 
re suspended in Krebs-Ringer bicarbonate Hepes buffer, 

Cyclic AMP accumulation: The cells ( :: 10 rng of AS-300 cella or :: JO mg of 
hepatocytes "1et tJeight) were incubated Cor 2 minutes in buffer contnining 
250 µ H methyl isobutyl xanthine and the agents to be testcd. Cyclic AHP tJas 
determined by the method of Brown !! !!. ( 16), 

Adenylate cyclase: Membranes were isolnted from hepatocytes nr hcpntoma cel ls 
by a modification o! che method of Laten and Redshaw-1.oten ( 17), tn brief, 
2-2.5 ml of packed cells were homogenized at 4°C with a Dounce homogenlter in 
12.5 ml of 250 tnM sucrose, 10 ClH Tris pll 7.5. The homor,en11te wns l"entrlfuged ;1t 
1500 g for 15 min¡ the pellet \olas resuspended in 12.5 ml of the s.1me buffer nnd 
J,4 ml of Percoll and 0.5 ml of 2 M sucrosl' were 11dded. This suqpenqlon wae 
thoroughly mixed with the homogenizer and centr!Cuged nt 3S,000 g (or ~I) min. 
The plasma mcmbrane fraction un¡; clearly vielbh• at the top of the tuhc. This 
layer was removed and washed \Jith 25 mM Tris, 5 m.'i HgCl2 pll 7.5. 

Adenylate cyclase activity vns a~sayed in a mixture containln~ 25 mH Tris 
pll 7.5, 0.4 rnH 1\TP (containing 1-2 x 106 cpm nf ja.-32P]ATP), 5 m.'i H¡;Clz, 10 mH 
theophylline, 7.4 mg/ml phobpl1ocre.itine and 1 m~/ml creotine klnnse. The 
renction was initiated by the .1ddltlon of memhrnne proteln ("' 150 :q~) to a 
total volume of 0.1 ml and vas carried out for 20 min nt JOªC. C:yr lle f\MP w:u1 
isolated ,1s descrlbed hy S.1lomon et nl (18), Protcln was quantffled by the 
me thod oí l.owry !:.!. .!!..!. ( 19) us in~ ho"Vtn;-SI' rum a lbumJ n as stand.1 rd. 
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Activation of AS-30D cells w1th the bctn-ndrencrgic ngonbt leoprotercnol 
(1 iiH) resulted in a rapid accumulation of cyclic AHP that re&.ched lts maxhtum 
( ::: 3-folJ increases) at 2 ciin [ollowed by n slo-. dccrease (::JO% at 20 mln), 
Forskolin (100 iJM) produccd a blgger response (5 to 6-fold lncreases) ..,.lth 11 

similar t!tne-courne (rcsults not sho'ol'fl), 

llepatoc}''tcs isolatcd from hypothyrold rats, ..,.hlch have a big bctn
.1drcnergic rcsponatvencNR (l4), \./ere used fer compar!son in this study. These 
cclls also reachcd the u:aximal accumulation of cyclic AHP 2 minutc1:1 afLt!.r 
actlvation with 1 ¡,M inoprotcrcnol ( ~ 5-íold increases) or 100 uH forskolln 
(:; 15-íold incrcase) nnd wtth n similar time-coursc (resulta not show). Fer 
all subsequent experimcnts the incubations wcre for 2 mln. 

HEPATOMA AS- 300 
--~-· 

·-·~ti .. ,,.r-r1 
"~ 

-Loq [AGONIST] M 

FIC. 1 

Beta-adrenergic action in hepntoma AS-300. Left panel: cells were 
incubated in thc absence ar presence of different concentrations of 
isoprotercnol (closed trinngles), norepinephrine (closed circle.'4) ar 
epinephrine (open circles). Right pnnel: cells were incubated in thP
presencc ot 1 µM isuµruL1:rcnol ,¡¡,far.e (tdnni::l,.) nr ln the presence oí 
diffcrcnt concentrations of either .:Jtenolol (open squarcs) or lCl 
118551 (cloHe squares), Incubnt!on!t \./ere for 2 min in buffer containing 
250 ll M mcthyl isobuthyl xanthinc. Plotted are the means and vcrtictll 
lines rcpregent the S. E.M. of triplicate detenninations of 6-10 
difíercnt cl!ll prcparntions, 

Figure 1 (left panel) shows the ru:cumulat!on o{ cyclic Aflp in AS-JOD 
hepntoma cellb in rc:Jpon:ic to differcnt BKOnists. lsoprotcrenol has more 
eíflcncy than cplnephrine or norep!nephrine; the pos11ibility oían 1nh1b1tory 
nlpha-odrencrgic action was con~idcrcd. llowever, none of the nlpha-ndrenergic 
nntngonht11 uscd (phentolnr.iine, yohtmb!ne .1nd prazosln) magn1fled the betn
L1drencrp,lc actlon of epincphrine. The reaRon Cor this difference in efflcncy 
is currently unknown. Neverthelefrn 1 lt was clear that the arder or potency wns: 
lRoprotcrenol (EC50 " 40 nH) -:> noreplncphrine (EC5Q .. JOO nH) !.. epint!pbrine 
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(EC50 :::: 1 uH). ln contrast, in hepatocytea (Fig. 2 left panel) the order of 
potency waa isoproterenol (EC50 :: 100 nH) " eplnephrine (EC50 :: 1 u H} 
norepinephrine. Thla latter arder of potency characterizes beta2-adrenergic 
receptors, vhereaa that observed in hepntoma cella suggest the involvement o{ 
beta 1-adrenoceptora. 

. ,.fk .. ,\ 
·lo¡ (AGGHIST] M ·LoQ (l.NTAOOHIST) M 

FIG. 2 

Beta-adrenergic action in hepatocytes, Indicntiona as in Figure 1. 

In arder to further docunumt these findings, the selective antagonista 
atenolol (beta¡-adrenergic selective) {20) nnd ICI 118551 (betaz-adrenerglc 
selective) (21,23) were employed. In hepatocytes (Figure 2, right panel) the 
effect of 1 UH ieoproterenol vas dose-depcndently antagonited by ICI 11655 l 
vith an EC50 of ,. 200 nM. In contrast, atenolol up to 10 \.IH vas unable to 
antagonize the effect of isoproterenol and at a concentration of 100 uH only a 
partial effect was observed. Theae data confirm that these hepatocyte 
adrenoceptors belong to the betai-subtype. 

In AS-JOO hepatoma. cella both H.:J. l18!151 and atenolol (Fig. 1, right 
panel) antagonized dose-dependently the effect of 1 µ H isoproterenol. Atenolol 
vas conaiatently more potent than ICI 118551 (EC5oa :: 2 llM and :: 7 tJH, 
respectlvely). The datn indicate that this adrenoceptor belongs to the beta1 
aubtype. lnterestlngly, prellninnry binding-competition experimenta using 
(3H]Dihydroalprenolol and atenol or ICI 118551 suggestcd that membranes 
obtained from AS-300 hepatosna cella have a mixcd population of beta
sdrenoceptors (40-50% beta¡ -adrenoceptors and 50-60% bcta2-adrenoceptoro}. 

Adenylat11 cyclas11 actlv ity was Jt!t.:rmineJ ln mei..branco fro::i hcpatocytc:i 
and AS-JOD hepatoma calla nnd the data nre presentcd in Table l. It can be 
obeerved that the basal activicy wns slmllar in both preparations. Ho\.lever, the 
response to beta-adrenergic stimulation (l~oprotcrcnol + GTP), activntion of G
proteine (Gpp{NHJp) or the catalytic eubunit of ndcnylnte cyclase (forskolin) 
vas much smaller in membranes from hepntoma cells than in those obtalned from 
hepatocyteR. The beta-adrenergic stimulatlon in mcmbrancs from hepatoma cell9 
vaa very small (20 to 50% over basal) which did not nllow us to perform any 
more detailed studies. 
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TABLE l, 

Ade;;ylate:. Cyc~ase Activtty in Melllbranu obtained 
f~o~ Hep~tocrtea or AS .. JOD Hcpatoma Cdls. 

ABH)' Agent 

Non e 

10 µH [soproterenol 
~ lOO UH GTP 

100 ~H Gpp(Nli)p 

100 llH Farekolin 

HEPATOCYTES HEPATOMA 
AS-lOD 

Specific Ac:tfvity (pnol viin-lmg protdn .. 1) 

6.5 :!: 1.2 1.J :!: 1.0 

17.5 :!: l .J 9.1 :!: 1.5 

28,0 ± 5.6 10.0 :!: 1.5 

69.0 :!: ),9 40.0 :!:: 4.0 

Results are the meanR ! S.E.H. of 16 deteminationS using 4 dif!erent 
111embr-ane pr-ep01rations 1n each case. 

1171 

We have previoosly sho~ that ac:::ttvation of hepatocyte beta-adunoceptore 
leads to homologous dcsens1thst1on (24). Re~ent data bave 1111\0 sho1111 that 
active phorbol esters, via nctivation of protein kinnse C, indote Rn 
heterologous desenaitizatton of adenylate cyclase in hepatocytes (H); the 
homologous and heterologous desensLt1zations are a.ddítive in this model {25}. 
In order to test if thue desensitiutlons take place in hepatoma cells, \ll! 

telited the effecta of pre1ncubation vith 15oproterenol (100 UM}, phorbol 
myrhca:te acetate (TPA) JOO nM or boch. on the ability o! the cells to 
accumulate cyclk AHP in response to the betn--adrenerRk llgonint; che data are 
presented in Figure 3. Pre!ncubation 'Jith TPA decreaoed the haul vl\lue of 
cydi<: AHP¡ for this reason and in arder to better analyze the dnta, the 
tesults are presented hoth, as nbsolute values nnd norll)}Jlized to the basal 
(100%.) (figure li, hft nnd r!ght pands, respectively), Preincubntion <Jith 
isoprotcrenol clen'dy descrrnttized th(l subsequent beta .. adrenerg!c 
respondveness of the cell/i. TPA induced only n small sh1ft to the right in the 
dese-response curve to isoproterenol. \Jhen both ltioprotennol nnd TPA <Jere 
present during the preincubation che deaensithation was b1gger than thac 
rirnduced by any o{ the agent.s itlone (fig. J). 

In Fi~ure 4 tlu~ c!fccts of the four preiucub.;.:!t'.'n ~anditions uscd on the 
cyclit AMP iJccumulation induced hy 1 utt isoprotcrcnol or 100 1Jl1 forsli:.oiin .-r'1 
presentcd. lt can be obst:>rvcd that undcr all the conditions studied fon1kolin 
incrensed cyc::lic::: Af1P levels 5 to 6-fold. The daca indicatc that none of the 
preincubation conditions cmploycrl ,1lti!ted the cntnlytt.c subunlt of adenylate 
cyc1ase. indkating that thc:;e dvseR!11Uz:ations llffect components before te. 

Agoni!Jta Cor o:her rcccpton1 (Caucagon, N-cthylcarboxamidc .1dcnosine, 
serotonin, ACTll, pro!'ltap,landln E2, histaminl!) vere ctt1ployed in hoth hepatoma 
ce lls (<:yclic AMP acct.11nu lat ion) and membr!lne!I obta lned f rom thue cel ls 
(adenylate cyclase actlvlty) but none or thett1 produced any sl~n1fic.1nt c!fect. 
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HEPATOMA AS-300 

-Lo9 DsoPROTERENOL] M 

F!G. 

Beta-adreneTglc desensltization in hepatoma AS-300. Cells t.1ere 
pnincubated for 15 min in the absence of nny agent (closed clrcles) or 
in the presence of 100 µH iaoproterenol (open circles), 100 nH TPA 
(clÓ!led trlanghs) or 100 \JH isoproterenol plus 100 nH TPA (open 
trianghs). After this preincubation the cells were ntensively washed 
and incubated for 2 min in buHer containlng 250 UH methyl isobuthyl 
xanthine in the absenc• or presence of different concentrations o[ 
lsoprotenmol. The data are presented as absolute values (left pnnel) 
or normallz.ed n.s percencage of basal value (right ¡1anel), Plotted are 
the meaos and vertlcol Unes represent the S.E.H. of trlpUcate 
determinations of 6-7 different tP.11 preparations. 

Our present results show betn-adrenergic responsiveness in tite 
tranBplantable rat hepatomn cell line AS-300. lt has been observed thnt in 
general liver ctll proliferatton (hver regeneratlun (.'.i-7) [ct:il lhcr (26) 
cell culture {B,9)J is associated with m.uked beta-adrencrgic responsiveness. 
Treatment of rnts Mith cnrcino¡;ens also alters the propertles of adenylate 
cyclase, intrenslng the responsivene~s to betn-adrenergic agonists ( 10-1 ]) . 
This increAsed respon!liveness is a trnnslent phenom.enon o{ the pre-cancerous 
"tate 1Jhen minor histologicat chnnges are observcd ( 10, 12). Interestlngly, in 
thls pre-cancerous state, the enhanced responsiveness ls medlated by the usual 
beta2-adrenoceptor obaerved in l lver cells 02). In our study wlth the AS-)Oll 
hepntoln<ill celh the adrenoceptor that medlated the increases in cyclic MlP 16 of 
the beta¡- aubtype. Using the ecuatlon of Chcns .:ind l'rusorf (27) the app.uent 
Kl obtained for ICI l 185Sl in hepatocytes was of 18 n:i. whlch is !litnllAr to the 
Ki obtalned for beta2-adrenoc:eptors in btndln!l studies (3-20 n:-1) (21-23). The 
apparent Kl for thh antagonist tn hep11toma celh Mas more than 10-tlmes bigger 
( = 270 nK} which is also clase to the 1<1 obtalned for beta¡-adrenoceptors ln 
bindin¡ studles (300 nH) (21). The apparent Kl for ntenolol in hepatorna cells 
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was of :;: 80 nH which is smaller than the i\L observed for hcart beta¡
adrenoccptors ( ~ 500 nM) (28). Thus, our data clenrly show that hepatocytcs 
have betai-adenoceptors 1.·hereas beta1-adrenoceptors .'!.re prcsent in hepatoma 
cells. lt hns been ob~erved that some tissuec; contain hoth heta1 and heta2-
adrenuceptors (20). Our binding·compet!tion expcriments suggest that therc is 
heterogenelty in th~ beta-adrcnergic population of 1\S-JOD hepatoma cells, 

"
:E 
< 
u 
::::; 
u 
>u 

HEPATOMA AS-300 

FIG, 4 

Efíect of prcincubation on the response to isoproterenol or forskolin 
Ln hepatoma AS-300, Cells were preincubatcd in the nbsencc (control) or 
presence of 100 ~M isoproterenol (ISO), 1 \JM TPA or both agents (TPA + 
ISO) washed and incuhatcd in buffer contnining 2~0 UH mcthyl isobuthyl 
xanthinc without any agent (basal, open b.u), with l UM isoprotcrenol 
(dashed bar) or 100 LJH forskolln {closcd bar). Results are cxpressed as 
% of bas;1l values (glven in pmol/mg wet wefght on top of the open bnr) 
c'!.nd nrc the ne.1m1 + S.F..M. of trlplicate <letcrmlnatlon of 6-7 diffcrent 
cel l ¡1rcparatlons. 

However, thc <laca on cycllc Af\P accumulation 1nd1catc that this cffcct is 
mcdiated cxclusively by beta1-t11lrcnoccptors in thcsc cells. In different words, 
the d,'Jta lndlcatc thnt the bcta2-,1drC>noct?ptors prescnt in hcpatoma cells do not 
particlpate in thls cfft'!ct, Thc rct1•.on for thls 1!-. unknown and presently hcing 
lnvcstlgJted ln our latiuratory. lt 1s important tu mcntion thM: Lacombe _!:.!. !!.!_ 
(29) prcviously obsl'rVt?d ttwt bt?ta¡-adrcnocepcurs in Zafdcln ht!pntotna m~diatc 

tht? stimulntion uf .iJcnyl.ttt? c¡clasc by c.;1techo!.1mincs. 

Heta1· a11d bet112-adrcnoceptors are among the hctter characterized 
rcceptors. Thcy have bccn pur 1 r lcd tu hornog1rnelty, rcconst itutcd and the ir cllNA 
se1¡uenet•d (ref. 1 and rclercnces thercin), i\lthough great similarity c~ists 

betwecn thcirn adrenoceptors (l,I;) thcy t1rc thc products of diffcrcnt genes 
(]0). 1 t iH, thert!fore, e lear thilt hr.patocytes and hepatom.a are expressing 
dlffercnl t\encs, lt Js W•Hth mcntiu11111.,; tlwt d!!;io;,11nclh.u.one re~ulalcs tht! 
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aubtype of beta-adrenoceptor exprused by preadipocytu and adipocytea (31). 
Llttle is knovn about the factora that control the expression of receptora in 
different tissues. 

The beta1-adrenoceptor of hepatoma suma to be modulated by agoniats and 
activators of protein kinase e in a fashion similar to that oburved in 
hepatocytes (24,25). llowever, the absence of response to non-adrenergk 
agoniets precluded the claeaification of these processes as homologoue or 
heterologous desendtizatione and the localization of the site(s) of 
regulation. Neverthelua, their apparent additivity suggests the poaaible 
involvement of dif!erent Gitee .and 11echanisms of action. Some effects of 
phorbol eetera hsve been variable or even opposite in different tissuea; the 
reason for thls is not knovn, but it is possible that the exiatence of laoforms 
of protein kinase C (32) may explain such discrepancy. In this regard, it hu 
been observed that TPA markedly amplifiee the beta-adrenergic responsiveness of 
T51B rat Hver cella (33), A c:omparative atudy m.ay shed some light on the 
mec:hanis111(s} and reason(s) of suc:h differences. 
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