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I. INTRODUCCION
1.1. GEN_ERAL IDADES
1.1.a. Comunicacidn intercelular
Las células son unidades semiautbnomas de los tejidos que
pueden sobrevivir durante largos periodos en un medio de cultive
que mimetiza su entorno natural. El entorno intracelular es
difefente del extracelular y sin embargo, entre ambos ocurre un
continto flujo e intercambic. Este intercambic tiene implica-
ciones evolutivas {mportantes ya que a partir de &1, 1las células
¥ los organismos uni y/o pluricelulares pueden efectuar respues—
tas adaptativas ajustindose adecuadamente a su entorno.

La evolucidén de los organismos pluricelulares ha dependido en
gran medida de la habilidad que las células tienén para comuni-
carse entre si. Se requiere de comunicacidn entre las células
para reqgular su desarrollo y organizacién en tejidos, para con-
trolar =su crecimiento y divisién y para coordinar diversas acti-
vidades. Es entonces graclias a un variado y complejo sistema de
comunicacidn intercelular finamente regulado que los organismos
multicelulares pueden reaccionar a grandes cambios en su entorno,
conservando un alto grado de homeostasis interna.

En los animales superiocres, la capacidad de los tejidos espe-
cializados de funcionar de una manera integrada en un organi=smo
se debe a dos sistemas de contrel, que son 1-) el sistema nervio-
s0 , el cual transmite sefiales electroquimicas bidireccionales
entre el cerebro y los tejidos periféricos en circuitos reflejos,
Y 2-) el sistema enddcrino, el cual libera mediadores quimicos, n

hormonas, dentro de la circulacion para tener una accidn alejada



de su sitio original de liberacidén. De hecho, no existen grandes
diferencias entre ambos sistemas. El sistema nervioso 1libera
agentes quimicos qgque pueden actuar como medijadores locales u
hermonas circulantes verdaderas, y varias hormonas también actuan
como mediadores neurogénicos dentro del sistema nervioso central.
Ademids, existe una unidén intima entre los sistemas nervinso y
enddcrinoe a nivel del hipotdlamo y de la hipafisis, misma que
sirve para integrar los dos sistemas dentro de una unidad de
control funcional. Dadas las similitudes gue existen entre ambos
sistemas, la teoria neuroendédcrina unifica tanto la evolucién
como el funcionamiento de los sistemas nervioso y enddcrino,
en donde las diferencias parecen esencialmente cuantitativas
(2,3).
Formas de Comunicacidn

_.Las células de los animales superiores se comunican ya sea
dAirecta o0 i{ndirectamente; nos referimos a la comunicacién
indirecta como comunicacioen a distancia (1).
Comunicacion directa: este tipo de comunicacidn se lleva a cabo
medianté moléculas de superficie en la membrana plasmatica. Esto
influencia otras c¢élulas mediante un contacto fisjico. Este tipo
de comunicacion célula-célula es comin entre las células del
sistema inmune (presentacidon del antigeno, reconocimiento
restringido al Complejo Mayor de Histocompatibilidad ). Otro tipo
de comunicaciébn directa lo constituyen las untones tipo nexo,.que
comunican directamente los citoplasmas de dos células adyacentes.
Cﬁmunicacidn a distancia: este tipo de comunicacidn ocurre

mediante 1a secrecion de mensajeros qulmicos gue actuan a distan-



cia, sin reguerir un contactoe fisicoe célula-célula. Por un
lado, estos mensajeros quimicos pueden tener un efecto local en
la misma célula que lo sintetiza, o en células adyacentes {como
ocurre para la reéulacion de la espermatogénesis por la testoste-—
rona, o para la requlacion de 1a produccién de glucagon por la
insulina), constituyende una forma de comunicacién autécrina vy
parAdcrina, respectivamente, Por otro lado, las ceélulas endécrinas
especializadas secretan hormonas al torrente sanguineo e influyen
en células blanco ampliamente distribuldas en el organismo. Y
finalmente, las células nerviosas que forman uniocnes especializa-
das (sinapsis) con las células blanco y secretan medjadores
quimicos ]llamados neurotransmisores, y que =6lo van a afectar a
la e#lula blanco adyacente. En la fig.1 se ilustra de manera
esquemAtica tres tipos de comunicacién a distancia, que son el
paracrino, el enddcrino ¥y el nervioso.

Mensajeros intercelulares y mecanismos de accidn

[.Lag sustancias que participan como mensajeros celulares
presentan una naturaleza gulmica variada. Estas se agrupan en dos
grupos con base en sus propiedades fisicogquimicas, 1las cuales se
reflejan en sus mecanismos de acclén (§): .
~Mensajero=s hidrofilicos : son en sSu mayorfa de naturaleza
polipepttdica, como el glucagdn, la insulina, 1la hormona anti-
diuretica , la oxitocina, etc.. Otro tipo de mensajeros hidrofi-
licos son las aminas; entre éstas esctAn la adrenalina y 1la
dopamina.
-Mensajeros hidrofobicos: son de naturaleza lipldica, como los
esteroides, las hormonas tiroideas y las prostaglandinas.

Todos los neurotransmisores, al jgual que la mayortia de las
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hormonas y mediadores quimicos locales, son solubles en agua. La
excepcién la constituyen las hormonas tiroideas y esterocides,
que son hidrofébicas, ¥y gque se transportan en la circulacién
mediante su unidn a protelnas acarreadoras. Esta diferencia en
solubilidad entre mensajeros hidrofébicos e hidrofilicos se re-—
fleja en los mecanismos de accién en 1las c¢élulas blanco. Los
mensajeros solubles en agua no pueden atravesar la bicapa 1lipt-
dica que forma la membrana plasmatica; se unen entonces a pro-
teinas receptoras especificas en la superficie de la celula. Las

hormonas tiroideas ¥y las easteroides son hidrofdohicas, y una vez

liberadas de sus proteinas acarreadoras pueden atravesar
libremente la membrana de sus células blanco. Los receptores de
estas hormonas son intracelulares (4). Otra diferencia importan-—

te entre estos dos tipos de mensajeros es la vida media dentro
del torrente sangufneo o dentro del espacio extracelular. Por lo
general, las hormonas hidrosolubles se eliminan y/o degradan en
minutos dJdespué#s de entrar a la circulacion y 1los mediadores
quimicos Jocales y 1los neurotransmisores adn mas rapido, en
segundos o milisequndos después de entrar al espacioc extracelu-—
tar. Sin embargo, la vida media de las hormonas lipofilicas es
mas larga, de horas o dlas en algunocs casos, aunque exisrten
excepciones (1,4).
1.1.b. Receptoresx

La habilidad de una célula para responder al estimulo de
moléculas sefialadoras o a mensajeros depende de la presencia de
una sustancia capaz de reconocer e interactuar con el mensajero.

El concepto de ‘“sustancia receptiva" tiene su origen en los



trabajos de Fhrlich y Langley en 1906, quienes notaron que el
veneno curare inhibla la contraccién inducida por nicotina del
masculo esquelético. La competencia entre estas dos sustancias
los 1llevd a concluir que "el mutuo antagonismo del curare y la
nicotina sobre el musculo sblo se puede explicar
satisfactoriamente s{ se supone que ambos se combinan con una
misma sustancia receptora, la cual recihe el estimuln, y al
transmitirlo causa la contraccien del misculo" (5).

No fue sino hasta en las uUltimas décadas que se habld de
receptores como entidades quimicas concretas. Son por lo general
proteinas de alto peso molecular, algunas de las cuales han sido
purificadas, clonadas y secuenciadas.

La atencidn de este trabajo estA dirigida a 1los receptores
membranales, por 1o que 1la informacidn que a continuacien se
presenta sdlo concierne a estos Wltimos.

Los receptores membranales detectan entonces la llegada de una
hormona y activan una ruta de transduccidén que, en Gltima instan-
cia, requla procesos celulares come la secrecion , la contrac-
cién, el metabolismo o el crecimiento. La respuesta celular a un
estimulo hormonal involucra por lo menos tres componentes que
son: un receptor gque reconocce a la hoermona, un componente gue va
a aclopar el receptor al sistema generador de mensajes (sistema
transductor), y un tercer componente gue va a efectuar la
respuesta celular activando las enzimas correspondientes (efector
interno) (6,fig.2), La participacidtn de varios intermediarios en
la transmision de las sefales (o sistema de transduccién) permite
por un lado, una amplificacién de 1a sefal y por otro lado, wuna

regulacion fina de la respuesta de la célula a una sefial determi-
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nada fundamentada en un circuite de retroalimentacidén. Se
dice gue una droga es agonista cuando su interaccion con el
receptor provoca una activacidn similar a la que se manifiesta
con el ligando enddgeno. Los compuestos quimicos que no ejercen
una actividad farmacoldgica intrinseca pero que causan un efecto
mediante la inhibicidn de l1a accidn de un agonista especifico
(compitiendo por el sitio de unidn del mismo) son antagonistas
(2).

En 1los animales superiores, 1la mayoria de las células estan
especializadas en realizar funcibnes especificas y presentan un
arreglo caracteristico de receptores que les permite responder a
diferentes mensajeros. La mayoria de estos receptores al ser
activados , van a jniciar o a modular esa funcién. La influencia
de estas sefiales cquimicas en sus células blanco va a ger, ya sea
la de alterar las propiedades o las velocidades de sintesis de
proteinas existentes, o la de iniciar la sintesis de protetinas
nuevas. Existen varios casecs en donde £1 mismo mensajero se une a
sus receptores induciendo respuestas diferentes en diferentes
calulas blanco; ésto tiene dos implicaciones: la primera ea que
las células poseen un tipo especial de receptores con el fin de
responder a un tipo particular de mensajeros gquimicos y la segun-—
da, es que estan programadas para responder a cada sefial de
manera caractertstica (B).

1.1.c.5istema enddécrino

El sistema endbecrino comprende una serie de tejidos especiali-

zados que conforman las glahndulas distribuidos en el cuerpo.

Filogenéticamente, es un sistema antiguo, ya gue todas las glan-



dulas excepto la paratiroides y la placenta estAn presentes y
funcionales en toda clase de vertebrados. En contraste con otras
glandulas secretoras, 1las secreciones de las glandulas endébcri-
nas se liberan al torrente sanguineo; de alli el nombre “endo-
crinc* : endon~dentro, krinein-aparte (7).

Una hormona es un producto secretado por una glandula endd-
crina. El1 teérmino fue originalmente acufiado y aplicado por Bay-
liss y Starling en 1900 al descubrir la secretina, 1a cual se
liberas en la sangre por la mucosa duodenal y estimula la secre—
cién pancreatica. En la actualidad se define a una hormona como
una sustancia quimica que se libera a la sangre en peqguefias
cantidades y que va a evocar una respuesta fisiologica especifica
en otrags células, denominadas ceélulas blanco. La restriccion "en
pegquefiag cantidades" excluye a sustancias como la glucosa, acidaos
grasos libres, iones, CO2, que podrtan englobarse dentro de esta
definicion,. Incluye sin embargo, a las "hormonas locales", como
a la acetilcolina, 1la norepinefrina o la histamina, que alcan-
zan a sus células blanco por difusion a través del liquido extra-
celular, y no por transporte a traveés de la circulacidn general
(7).

Es necesario enfatizar que en los organismos superiores , las
hormonas de una variedad de glandulas operan en concierto para
realizar el control de los procesos vitales fundamentales. La
interrelaciébn entre las hormonas, ya sea de manera cooperativa o
antagonista, confiere flexibilidad y la posibilidad de gradua-
ciones sutiles que son muy importantes en el control homeostati-
co. Las interrelaciones funcionales entre las diversas glandulas

justifican el considerarlas como sistema fisioldgico,

10



1.2. ADRENALINA Y SUS RECEPTORES
1.2.a. Importancia fisiologica de la accidn simpatica vy
adrenal en el organismo.

La accidn iIntegrativa del sistema nervioso auténomo (SNA)
tiene una importancia vital en el organismo. En general, el
8S8NA regula las funciones de las estructuras gue no se encuentran
bajo el centrol voluntario, ¥y que por ende, noc se hacen concien-
temente. Por lo tanto la respiracidon, la circulacion, la diges-
tidn, 1la temperatura corporal, la sudoracidn y la secrecion de
algunas glandulas enddcrinas estdn reguladas en parte o
enteramente, por el SNA y por sus conecciocnes centrales (7,2).
El SNA estA compuesto por el sistema nervioso simpatico (S8SNS) y
por el sistema nervioso parasimpatico (SNP). Ambos tienen fun-
clones que podrian considerarse, por lo general, opuestas eﬁ la
requlacién del medio interno. El SNS se encuentra vitalmente
involucrade en la regulaciédn homecostatica de muchas funciones
centrales y periféricas, entre las cuales se encuentran la fre-
cuencia cardiaca, la fuerza de contraccién del miocardio, el tono
vasomotor , la pre=sidn venosa y arterial y el metabolismo de
lipidos y carbohidratos. El sistema simpatico se encuentra activo
en todo momento, y el grado de actividad varia de momento a
moemento y dé érgano a organeo. El sistema simpato-adrenal tambien
puede funcionar como unidad. Esto ocurre especialmente en 1a
l1lamada “reaccidn o respuesta general de alarma", durante la cual
las estructuras inervadas por el sistema simpAtico se estimulan
gsimultaneamente, preparando al organismo para un estado de "“lucha

o huida”. Todas estas acciones del SNS y de la mé&dula adrenal se
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llevan a cabo por las aminas adrenérgicas, la epinefrina, 1la
norepinefrina y la dopamina. Las acciones de estos compuestos van
desde acciones perifericas exclitatorias y/o inhibitortas en
ciertos tipos de musculos liéos, acciones cardiacas excitadoras,
acclones metabdlicas como un aumento en la glucogensdlisis y la
gluconeogénesis hepaticas ¥y un aumento en la lipélisis en el
tejido adiposo, acciones endécrinas, como modulacion de la secre-—
cién de diferentes hormonas y acciones en el sistema nervioso
central, como estimulacidn respiratoria, aumento en el estado de
alerta y en la actividad psicomotora y una disminucidn en el
apetito (7).

El principio activo del efecto presor de los extractos adre-—
nales fue nombrado epinefrina por Abel en 1899 y fue sintetizado
independientemente por Stolz y Dakin (ver Harking, 9})}. La ruta
biosintética de la epinefrina fue propuesta en 1939 por Blasko en
1939 (10) y se presenta en la fig 3. En el transcurso de la
sintesis, 1la hidroxilacion de la tirosina a dopa, y la descarbo-
x{lacién de la dopa a dopamina (paso 2 y 3) ocurren en €l cito-—
pla=sma. La dopa entra entonces a granulos citoplasmicos , en
donde es convertida a norepinefrina por una beta-hidroxilasa de
dopamina (paso 4). En la médula suprarrenal, la mayor parhte de la
norepinefrina se libera de los granulos, Yy en el citoplasma se
metlla_ formando la epinefrina (paso 5) ¥y entra a un grupo
diferente de grAnulos intracelulares, en donde se almacena hasta
su liberacidn. En el adulto normal, el 80% de las catecolaminas
de la médula suprarrenal estd constituido por la epinefrina y el
20% restante por la norepinefrina. Las acciones de la norepine-

frina y de la epinefrina terminan ya sea por su recaptacidn en
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las terminales  sinapticas , por difusidén en el espacio interce-
lular o por transformaciones metabdlicas. La moncoaminooxidasa
(MAO) ¥ la catecol-o-metil transferasa (COMT)} son las principales
enzimas fnvolucradas en los pasos iniciales de 1la transforma-
cibn metabdélica de las catecolaminas, los cuales se ilustran en
la fig.4. La epinefrina y la norepinefrina pueden inicialmente
desaminarse oxidativamente por 1la MAO a los aldehidos correspon-—

dientes (los cuales ncoc se muestran en la figura), y oxidarse al

Acido 3,4 dihidroximandelico. Alternativamente, pueden metilarse
primero por la COMT hasta la normetanefrina y 1la matanefrina,
respectivamente. Ambos productos de cualquier reaccidtn se meta-

bolizan entonces por la MWMAO o por la COMT alternativamente hasta
formar el Acido 3 metoxi 4 hidroximandélico (VMA), el cual cons-
tituye el metabolito principal de las catecolaminas que se excre-
ta en la orina. Aquellas catecolaminas que se liberan dentro de
las terminales nerviosas se metabolizan per la MAQO; 1la COMT se
encarga de metabeolizar 1a§ catecolaminas circulantes, particu-
larmente en el higado (2}.
1.2.b. Receptores adrenérgicos y transduccitn de las semales
1.2.b.1. Clasificacion farmacoldogica de los adrenorreceptores
Como ya se menciond anteriormente, el concepto de sustancia
receptiva fue introducido por Langley en 1905 para explicar las
acciones del curare en el misculeo esquelético. Dale an 1906 (11)
clasificé 1las diferentes respuestas a extractos de gldndula su-
prarrenal o a estimulaciones del nervio simpatico en “motoras”
(excitatorias) e inhibitorias, Yy observd gque la ergotamina in-

terferia solo con las respuestas excitatorias. Concluyo que cada
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tipe de respuesta podia estar relacionada con un tipo diferente
de ‘“"sustancia receptiva® y que ciertos tipos de tejidos podlan
presentar uno o ambos tipos de receptores. La clasificacion de
Dale fue retomada 40 affos después por Alquist (12), quien compa-—
randc l1a potencia relativa de 6 diferentes agentes simpato-—-
miméticos (incluyendo la epinefrina, la norepinefrina y el iso-
proterencl) en varios sistemas fisiolbtgicos in vitro e in vivo
observd que pese a que podian observarse 2 tipos de respuestas,
éstas no podian clasificarse meramente como excitatorias o inhi-
bitorias , vya que cada tipo de receptor podia tener cualquier
aceioén dependiendo de su localizacidn. Sugirid entonces que los
receptores adrenérgicos deblan clasificarse de acuerdo al orden
de potencia con que se afectan por los diferentes agentes a-—
drenérgicos. De acuerdo con esta clasificacion, los receptores
que sSe estimulan por las catecolaminas con un orden de potencia
de: epinefrina> norepinefrina? iscproterenol (aquellos fque por
eiemplo median vasoconstriccién) fueron llamadog receptores alfa.
Aquellos gque median efectos como vasodilatacidn en miasculo es-

quelético responden a cateceolaminas con un orden de potencia de:

isoproterenoclrepinefrinarnorepinefrina fueron 1llamados recep-
tores beta. Alquist considerd que los alcaloides ergotaminicos
eran antagonistas alfa especificos. Sin embargo, la falta .de

disponibilidad de bloqueadores heta no permitid que la clasifi
cacion de Alquist fuera del todo aceptada. La clasificacidn de
Alquist se validé 9 aRos después con el descubrimiento de un
bloqueador beta espec!fico, el dicleroisaoproterencol, por Slater y
Powell en 1957 (13). En 1967 se propusc la subdivisién de los

receptores beta en beta 1 y beta 2 con base en sus respuestas
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relativas a epinefrina y a norepinefrina (14),.

Los receptores alfa tambien muestran heterogeneidad (15).
Aquellos designados como alfa 1 predominan en sitios efectores
postsinapticos de musculo esquelético vy de células glandularesj
los alfa 2 se localizan en parte en las terminales presinapticas;
l1a activacidén de éstos resulta en una inhibicidn de la liberacion
del transmisor, por 1o que parecen estar involucrados en una
retroalimentacidn presinaptica negativa de la liberacion nerviosa
del neurctransmisor. Sin embargo, 1la localizacién de los recep-
tores &8lfa 2 en las terminales nerviesas colinérgicas en el
tracto gastrointestinal se responsabilizan probablemente de 1la=
efectos inhibitorios de los agonistas alfa adrenérgicos en ese
=m=itio. Esta clasificacion de los receptores adrenédrgicos alfa y

beta en alfa 1 y alfa 2 y en beta 1 y beta 2 respectivamente, se

corrobord con el descubrimiento tanto de agonistas como de
antagonistas especificos para cada tipo de receptor. Existen
diferencias importantes en las habilidades relativas de 1los

agentes alfa-bloqueadores para antagonizar los efectos de las
aminas adrenérgicas en los 2 subtipos de receptores alfa a-
drenérgicos (2). La fenoxibenzamina y la prazosina, por ejemplo,
muestran selectividad para blogquear a los receptores alfa 1, en
contraste con la yochimbina; la cual inhibe selectivamente a los
receptores alfa 2 adrenérgicos. La fentolamina en cambio, sé6lo
es de 3 a 5 veces mas eficiente para bloquear los receptores
alfa 1 que los alfa 2. Para los receptores beta adrenérgicos
existen agentes beta bloqueadores no selectivos como el proprano-

lol, el aprenoclol y etc, agentes beta selectivos para los recep-
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tores beta 1 como el metoprolol y para los beta 2 como la butoxa-
mina. La tabla 2 muestra una recapitulacién de las propiedades
farmacoldgicas y de las funciones fisioldgicas de los subtipos de

receptores adrenérgicos.

Tabla 2. Receptores Adrenérgicos

RECEPTORES ALFA

Agonistas Epi, NE, PE, Iso x

Potenctia de agonis-— Epi> NE » PE» Iso

tam

Antagonistas Fentolamina, Fenoxibenzamina

Subtipos Alfa 1 Alfa 2

Agonistas selectivos PE Clonidina
Metoxamina Alfa metil NE

Sequndos Mensajeros Ca++, recambio AMPc

de fosfafatidil-
inositol

Respuestas representa- Vasoconstriccion Liberacidén pre-—

tivas Relajacion in- sinaptica de NE
testinal Agreqaciéon pla-
Contraccion ute— quetaria
rina
Pilataciéon de la

‘ pupila
Antagonistas selec- Prazosina Yohimbina
tivos

RECEPTORES BETA

Potencia de Agonistas I > E > NE > PE
Antagonistas Propraneclol, Alprenolol, Nodolel, Timolel
Subtipos Beta 1 Beta 2
(E=NE) (E>>NE)
Agonistas selectivos Dubotamina Metaproterenol
Albuterol
Terbutalina
Isoetarina
Segundos mensajeros AMPC AMPC
Respuestas represen-— Estimulacitn Broncodilatacion
tativas ‘ cardiaca Vasodilatacién
: Lipdlisis Relajacidén ute-—
Relajacion rina
intestinal Liberaciéon presinap—

tica de NE

®Isoprotereancl (Ispo), Epinefrina (Fpi), Norepinefrina (NE) vy
fenilefrina (PE). Wilson, J.D. y Foster, D.W. (1985) Williams

Textbook of Endocrinolegy 7th Ed. W.B. Saunders Company.
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Logs receptores beta adrenérgicos han sido purificados a
partir de diferentes fuentes (16) y pertenecen al grupe de
receptores mejor estudiados. Se cuenta con el cDNA que codifica
para el receptor beta 2 adrenergico y a partir de éste se conoce
la estructura primaria de este receptor (17), Estudios de diges-
tién proteolitica de los receptores beta 1 y beta 2 muegtran gue
existen regiones extensas de homolcgia entre estas dos protel-
nas (18). Ademss de compartir un alto grado de homologla estruc-
tural, comparten propledades fisiologicas y funcionales. Ambas
unen catecolaminas y ambas estan acopladas de manera estimula-
toria a la enzima adenilato ciclasa. Se consideran por lo tanto
isorreceptores, También se ha legrado purificar los receptores
alfa 1 vy alfa 2 (19,20) . Los mapas peptidicos de los receptores
alfa 1 y alfa 2 muestran que existe poca homologfa estructural
entre los subtipos de receptores alfa adrenérgicos, misma que se
refleja funcionalmente, ya gque cada uno estd asociade a un meca-
nismo de transduccidén diferente [(21). Estudios posteriores han
demostrado que el subtipo alfa 2 adrendrgico no es tCotalmente
homogeneo ¥y se postula la existencia de 2 subtipos, los alfa 2a y
los alfa 2b (22). Por otro lado, existen eviéencias de una res-
puesta alfa 1 heterogenea, aungue aun resulta prematuroc hacer una
subdivisidon (23).
1.2.b.2: Transduccibn de las sefiales adrenérgicas.

Los sistemas #eﬁaladores estan constituidos alrededor de un
tema comiGn de tres componentes gue interactuan entre si. Estos
son: 1—- una subunidad de reconocimiento o receptiva (R) .

2- una proteina transductora o de acoplamiento (N o G}
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reqgulada por nuclestidos de granina
3- una enzima efectora (C).

Los eventos que ocurren desde la interaccidon hormona-receptor
hasta la generacidn de un segundo mensajero forman parte de la
transduccion. Los procesos que ocurren desde la generacidn del
segundo mensajero hasta el efecto final se agrupan en lo que se
denomina propagacidn de la sefal. Cuatro ejemplos de tales
sistemas son los siguientes:

—-receptores que estimulan a la adenilato ciclasa (Ac)

—-receptores que inhiben a la Ac

-al sistema de transduccién de la luz visual gque involucra a la
rodopsina

~receptores que promueven la hidrolisis de fosfoinositidos
mediante la activacidn de la fosfalipasa C.

En cada caso, el receptor esta funcionalmente asociado una
proteina regulada por nuclebdtidos de guanina y a una enzima
efectora, 1la cual va a controlar el nivel intracitoplasmico del
segundo mensajero.

I.a transmisién de las sefiales adreneérgicas al interior de 1la
célula involucra dos vias principales:
~ la primera afecta los niveles intracelulares del AMPC a traves
de la activacidn o inhibicidén de la Ac
- la sequnda afecta el recambio de fosfoinositideos y la

concentracion del €a intracelular a traves de la activacidn de 1a

fosfolipasa C.
SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA
Tres de los receptores adreneérglcos interactdan con la Ac para
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ejercer su efecto biolédgico, los beta 1, los beta 2 y leos alfa 2.

El papel del AMPc como segundo mensajeroc de las accicnes de la
epinefrina en el higado fue descubierto por Sutherland y col
(24). El1 AMPc se genera por la activacién de una enzima membra-—
nal, la Ac, a partir del ATP. La concentracidn intracitoplasmica
del AMPc se altera en segundos después de la interaccion de
alqgqunas hormonas con Sus receptores y alcanza nivelea maximos
minutos después de iniclarse la accidn hormonal. La activacidon de
los receptores beta adrenérgicos (beta 1 y beta 2) se asocia con
una elevacidn de los niveles del AMPc a través de 1la activacidn
de la Ac (25), mientras que la activacion de los receptores alfa
2 se asocia con una disminucidn en los niveles del AMPc a traves
de la fnhibicion de 1la Ac (21).

Aunque inicialmente se pensé que la interaccién de los recep-
tores vy del ion fluorureo con la subunidad catalitica de la Ac
era directa, los trabajos de Rodbell en 1971 demostraron que el
GTP era un activador esencial de la Ac (26). Este nucledbtido es
capaz por =f so6lo de activar a la Ac, aunque sdlo en forma
parcial, pero amplifica notablemente la respuesta a las hormonas.
Se sabe ahora gque las acciones de las hormonas y de 1los iones
fluoruro estan mediadas a traves de proteinas moduladas por GTP,
las cuales son llamadas protelnas N (por nucledtidos), o G lpor
quanina), o G/F (por quaninas/fiuorurc)(27). En trabhajos recientes
se ha demostrado que la proteina N involucrada en la activacién
de la Ac es diferente de la gque inhibe a la Ac (27,28-30). Estas
proteinas se han denominado Ns a 1a que estimula y Ni a 1la que

inhibe a 1a Ac (fig.5).
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Se ha demostrado cque la proteina N tiene actividad de GTPasa,
1a cual hidrolfizando el GTF a GDP+Pi, termina cada cicla de
activacién de la Ac (31,32). De esta manera, los analogos no
hidrolizables del GTP como el GppNHp o el GTPKS conducen a una
activacioén persistente de la enzima, ya que sdlo son lentamente
hidrolizables.

Los nuclebtidos de guanina no sé4lo modulan la actividad cata-
litica de la Ac, sinoc que ejlercen también efectos regulatorios
especificos sobre 1la unitn de agonistas a los receptores beta-
adrenérgicos (33,34). El1 GTP disminuye la afinidad general de los
agonistas acoplados a la Ac por sus receptores, llevandolos a un
estado de baja afinidad (34). Esto indica que los receptores
pueden encontrarse en dos formas en la membrana, una forma de
alta afinidad y otra de baja afinidad, que éstas son interconver-—
tibles vy que-dicha interconvertibilidad estad regqulada por GT"P a
través de 1a proteina acopladora N (26,35). En la fig 6 se
presenta un modelo de las acciones del GTP en ‘el componente
catalitico de la Ac y en la modulacién de la afinidad del recep-
tor por su agonista. La asociacidon del receptor en un estado de
baja afinidad Rb con la proteina N unida al GDP (N*GDP) provoca
un cambio del receptor a un estado de alta afinidad (Ra) per  su
agonista, formando as! un complejo Ra*N*GDP. La interaccion de la
hormona (H) con el Ra induce un recambio del GDP por el GVP en la
proteina N lo cual conduce por un lado a una disociacion del
complejo H*R*N en donde el R vuelve a adquirir su forma de baja
afinidada, liberando a la hormona; por otreo lade, 1la proteina N
queda en su forma activa y es capaz de activar a la Ac .

Las proteinas N (Ns y Ni) son heterodimeros los cuales, bajo
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1a estimulacidn inducida por la hormona se disccian en las subu-

nidades alfa y beta-—gama. Las subunidades beta-gama parecen ser
comunes para las dos protelinas, Ns y Ni, y tienen un peso molecu-
lar aproximado de 35 y 5-8 Kd respectivamente. Las subunidades
alfa sin embarge, difieren en sus pesos moleculares: 42-45 Kd

alfa-s y 39-41 Kd para alfa-i. Estas subunidades alfa son

para
las que tienen actividad de GTPasa y las que van a modular a 1a
Ac (36, 37 y 3B). Dos toxinas han sido extremadamente utiles

para definir 1la Interaccieon de estas proteilnas reguladoras con

otros componentes del sistema de la Ac; éstas son la toxina del

cdlera y la toxina pertussis, producidas respectivamente por los

bacilos Gram negativos Vibrio cholerae y Bordetela pertussis. La

toxina del cdédlera activa irreversiblemente a N (41), mientras

que la toxina pertussis actua sobre Ni, blogueando la atenuacidn

hormonal de 1la Ac (29,39). Ambas toxinas tienen entonces un

efecto sinérgico sobre la produccién del AMPc, Es interesante el

hecho que ambas toxinas actten uniendo covalentemente la fraccidn
de ADP ribosa del NAD+ a la subunidad alfa de sus sustratos

respactivos, la subunidad alfa de 45 Kd de Ns (41) o a la subuni-

dad de 41 Kd de Ni (39, 40); la ADP-ribosilacion de Ni altera su

interaccidn con el sistema de la ciclasa bloqueando su  habilidad

de inhibir l1a unidad catalitica activada (39, 40) e interrumpien-~

do 3u asociacién con receptores para ligandos Inhibitorios (42).

SISTEMA FOSFOINOSITIDOS~CALCIO

Durante 1los afios 50 se reportaron las primeras observaciones

de un aumento en la incorporacion de 32P a los fosfoinositidoy de
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la membrana plasmatica secundarios a una estimulacidn con hormo-—
nas Y neurotransmisores en varios sistemas celulares (ver revi-
sién histérica,; 43). No fue hasta 1975 cuando Michell asocié el
recambio de fosfoinosfitidos, secundario a una activacidn hormo-
nal, con un cambio en la concentracion del calcio (Ca) citosélico
(a4). Michell propusoc que el recambio de fosafatidil inositol
involucraba una alteracion en el Ca citosdlico.

En 1980 Fain y Garcia-5ainz observaron que la activacioén de los
receptores alfa 1 adrenédrgicos correlacionaba con un recambio del
fosfatidilinositol asociado a la membrana , que este recambio
era capaz a su vez de modificar la concentraciéon del Ca intra-
citoplasmico ¥y que estos iones per se desempefiaban un papel muy
importante en la transduccidn de la sefiales adrenérgicas {(21). En
contraste con el sistema transductor acoplado a la Ac, el avance
en el conocimiento del sistema acoplado al recambio de fosfoino-
sitidos se ha dado en los @ltimos diez afos, ¥y tan sblo reciente-
mente empezamos a entenderlo mejor.

En estos momentos, el sistema de 1los fosfoinostitidos se
entiende de Ja manera siqguiente . lin ltpido de inositol, el
fosfatidil- inositold,5bifosfato [PtdiIns4,5F2) Jlocalizado dentro
de la membrana plasmatica es el precursor utilizado por la acti-
vacion del receptor para liberar el inositel 1,4,5 trifosfato
{Insl,4,5P3) al citosol, delando el diacil-glicerol (DG) dentre
de la membrana. La funcidn primaria del Insl,4,5P3 es la de
modificar a concentracion Ca citoplasmica a partir de fuentaes
intracelulares ¥ constituir asi una ruta Insl,4,5P3/Ca. ULa otra
rama esta constituida por el DG, el cual activa A la protetina

cinasa C (pKC) formando una ruta DG/pKC (45,fig.7).
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El mecanismo de transduccidn que involucra a los 1lipideos de
inositol es otro ejemple en donde una proteina G (Gp, p por
fosfolipidos) acopla los receptores a la fosfeoinositasa (46,47).
(Pownes y Michell introdujeron el término de fosfoinositasa para
referirse a la enzima que hidroliza el PtdInsa4,5P2, y as! evitar
confusiones con la fosfodiesterasa del AMPc;, 48). No se conoce
sin embarge, la identidad de la proteina 6. Las evidencias de la
participaciétn de la proteina G en el sistema de transduccién
acoplado a los fosfoinositidos son las siguientes:

- la afinidad para agonistas de los receptores acoplados a este
sistema se modula por nucledtidos de guanina, en forma similar a
lo que ocurre con los acoplados a la Ac (42)

- @1 GTP y Sus anilogos no hidrolizables son capaces de estimular
a 1a foafolipasa C (49)

-el {i6n fluoruro es capaz de activar a la proteina Gp y asti
promover la formacion del Ins1,4,5P3 in vivo e in vitro (50,51).
Tal formacibn de Ins1,4,5P3 inducida por fluoruro se asocid con
un aumento en el Ca intracelular (51) /
-Algunos receptores acoplados a este sistema son capaces de
desencadenar una actividad de GTPasa en la membrana plasmatica
(52).

El fosfatidil- inositol es un fosfolipido particular ya que
puede fosforilarse. Una cinasa de fosfatidil inositol (PtdIns)
transfiere un grupo fosfato del ATP al PtdIns hasta dar el fosfa-
tidil inositol 4 fosfato. Otra cinasa afade otro grupo fosfato y
se forma el PtdIns4,5P2, e} cual es sustrato para generar el

Ins1,4,5P3 (fig 7). De todos los fosfatos de inositol, el
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Ingsl,4,5P3 es el anico al que se le ha encontrade una funcion de
sequndo mensajero: la de liberar Ca del reticule endoplasmico
(RE). Fue Berridge guien demostrd el papel del IAs!,4,5P3 como
segundo mensajero (53). Se propone que el Ins1,4,5P3 interactua
con un receptor espectfico en el RE (54), el cual esta conectado
o forma parte inteqral de un canal de Ca. FEn apoyo a esto, se han
identificade sitios de union especificos inttacelulares al
In=l 4 ,5P3 en varias células (55%5,56).

El 1Insl1,4,5P3 puede metabolizarse a través de dos rutas inde-
pendientez. Puede defosforilarse a inositol libre o puede entrar
a la ruta de inositol tris/tetrakis hasta formar un polifosfolt-
pido de inositol recientemente identificado, el cual puede tener
también una funcion de mensajerc. As! entonces, se ha demostrado
que la fosforilacién del Insi,4,5,P3 conduce a la formaciéon del
inositol1,3,4,5tetra—kis fosfato (Ins1,3,4,5Pa), ‘el cual parece
estar 1involucrado en el control de la entrada de Ca a través de
la membrana plasmdtica (57,58). De alguna manera, parece que la
accibn del Insl,3,4,5P4 regquiere la liberacidn previa de Ca de
fuentes intracelulares; se propone entonces gque 13 liberacién de
Ca del RE es la que inicia la respuesta, pero que este Ca
liberado es rapidamente captade por diversos organelos y ademas
expulsado de la c&lula por una ATPasa membranal. La acciéon del
In=21,3,4,5P4 permitiendo 1la entrada de Ca del exterior de la
célula, explica entonces una respuesta sostenida por un tiempo
prolongado.

Por otro 1lado, el segundo producto de la hidrbolisis del
Ptdins4 ,5P2 , el DG, permanece dentro de 1a membrana plasmatica y

funciona <c¢omo segundo mensajero activando a la pKC, la cual fue
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descubierta por Nishizuka'(59360];{;{ﬁaiQCt1y§Cﬁ96 fde."Ia'_éK¢ 
depende no sélo del DG, sino -ta'lmb'i'é"ﬁ:- deCaydela fosfatidil
serina (45). En la mayoria de las céluLaé} 1$1a§EiQaci6n iﬁvolu—
cra ambas ramas de mensajeros, y aéi énﬁoﬁééé_éi NG y el Ca
actyan sinergicamente en 1la activacion de la’ enzima. in -aspecto
{mportante del proceso de activacidn es 1a translocacidén fisica
de la enzima del citoscl a la membrana; la cual puede deberse a
la accion del Ca (61). Esta translocacion mediada por Ca a 1la
membrana prepara a la enzima a las acciones estimulatarias del
bG. Se sabe que la pXC participa en la propagaciaon de la sehfal
hormonal , y sobre todo, parece estar involucrada en la regulaciodn
de la respuesta hormonal.

Lo distinto del sistema de sefiales de los lipidos de inosi-
tol es que existe una bifurcaciadon en el fluje de informacidn.
Asl, surge 1la hipotesis de la sefal dual, la cual concierne la
forma en que las rutas del Insl1,4,5,P3/Ca y del DG/pKC cooperan
entre si para llevar a cabo una enorme variedad de procesos
celulares. En 1a mayoria de la células, las dos rutas parecen
actuar sinérgicamente; ésto se ha demostrado utilizando agentes
farmacolbgicos capaces de estimular cada ruta independientemente.
Se han utilizado el A2318B7 o la ionomicina para aumentar el Ca
intracelular y ésteres de forbol para estimular a la pKC, y asl
estimelar diferentes respuestas celulares. En la figura B =se
ilustra 1la hipbtesis de la sefial dual, en donde se muestra el
papel de ambas rutas en el contrel de la actividad celular.

Se propone que la ruta del Insl,a,séS/Ca juega un papel

directo vy principal en et inicio de las respuestas celulares.
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Pese a gue la ruta DG/pKC contribuye directamente a las respues—
tas finales, su funcion primaria en mucﬁas células parece ser la
de modulacidn o regulacidn tanto en ei sistema de los l1ipidos de
inositol (interaccidon homolega) como en otros sistemas de trans-
duccioén, en particular en el del AMPc {interaccion heterdloga).
Asi, se ha observado que la activacion farmacoldgica de la pXcC
inhibe las acciones alfa-1 adrendrgicas en hepatocitos (62) y
conduce a una desensibilizaci{dn alfa-1 adrenérgica (63); de igual
forma el forbol miristato acetato (PMA} es capaz de inhibir 1la
accumulaciéon de AMPc inducida por glucagon o por isoproterenol
{64). La existencia de interacciones de retroalimentacién entre
sequndos mensajeros conduce a un sistema de sefiales altamente
integrado y sintonizado capaz de responder rApidamente a sefiales
externas con los cambios apropiados en la actividad celular (45).
1.2.c. Mcdulacién de la respuesta adrenérgilca

La=s hormonas tircideas y los glucocorticoides son capaces de
modular 1la respuesta de una qgran variedad de ceélulas a las ac-
ciones de otras hormonas, incluyendo las de 1las catecolaminas
(65). Se le conoce a é&sto como efecto permisivo.

Nos referiremos aqui exclusivamente al efecto.permisive gue
tienen las hormonas tiroideas y los glucocorticoides en el higado
de la rata. En algunas condiciones fisioldglicas ocurre un cambioc
en las contribucicnes relativas de los receptores alfa y beta
adrenérgicos a la respuesta neta de las catecolaminas., El1l higado
de la rata se ha convertido en un meodelo atractivo para estudlar
los mecantsmos de esta aparente interconversion de la respuesta
alfa 1 a bheta. Ast por ejemplo, la respuesta gluceogenolitica a

catecolaminas en el higado depende de 1a especie del animal (66),
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de diferencias sexuales (67), de 1# edad (68), y de la funcidn de
las glandulas tiroideas (69,70), ¥y adrenales (71). En la rata
adulta, la respuesta adrenérgica hepAtica estid mediada por recep-
tores alfa 1 (72,73), pero se convierte en un evento mediado por
receptores heta en condiciones de hipotircidisme (69) s de
deficiencia de glucocorticoides (71), de hepatectomla parcial
(784) y de colestasis (75). También se ha observado la adquisi-
cidén de una respuesta beta adrendrgica importante {con una reduc—
cion reciproca en la respuesta alfa 1) en hepatoacitos cultivados
in vitro como monncapas primarias (76).

Se desconocen los mecanismos de las modulaciones en la res-
puesta adrendrgica. Se ha reportado un aumento en la densidad de
los receptores beta adrenérgicos asociado al aumento en la res-
puesta beta adrenérgica en condiciones de hipotiroidismo (73) al
igual que en hepatociteos en cultive (76). Existen por otro lado
estudicos que sugieren que alteraciones en el acoplamiento del
recepﬁor a su mecanismoc efector pueden ser Iimportantes en la
regulacidén de la respuesta heta adrendrgica hepdtica tanto  in
vivo como in vitro (77-79). En hepatocitos cultivados en monoca-
pas, =e ha observadn una funcitn reducida de la proteina Ni

3junto con un aumento en la respuesta beta adrenérgica (79). Por
otro lado, en hepatocitos de ratas adultas normales, ocurrid un
cambio en el control adreneérgico de la glicogendlisis de alfa1 a
heta , aparentemente relacionado a alteraciones en la fosfolipasa
A2, sin un ‘aumento en el numero de receptores beta (78).

1.3. DESENSTBILTZACION,

Uno de 1los aspectos mas sorprendentes de los receptores en
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general y de los receptores beta adrenérgicos en particular es la
naturaleza dinadmica de su regulacidn por una enorme variedad de
influencias. Hemos mencionadeo por ejemplo los efectos permisivos
de ciertas hormonas sobre la respuesta a catecolaminas.

Otro aspecto extensamente estudiado de la requlacion de los
receptores beta adrenédrgicos es el fendmeno de desensibilizacioen,
conocido también como tolerancia o taquifilaxis. El fendmeno de
desensibilizacioéon se observa en sistemas tan simples como son los
procariontes, por ejemplo para la estimulacion guimiotactica de
las bacterias, al igqual gue en los organismos mas complejos, como
son los mamtferos. Los fendmenos sensoriales se desensibilizan
frecuentemente. La desensibilizacidn del efecto de una droga es
un factor importante que Iimita la eficacia y la duracidn de 1a
accion de muchos agentes terapduticos, Yy prevalece de forma
importante para los agonistas beta adrenérgicos .

'Se dice que hay desenslibilizacidn cuando la exposicién prolon-
gada a una hormona, a un neurokransmisor, a un autacoide o en
general a un estimilo externo conduce a una disminuciébn en 1la
respuesta celular a tal estimulo.

Un problema importante en cualquier discusidtn mecanistica es

aquel de la nomenclatura. La desensibilizacidn inducida por hor-
monas se ha dividido en dos categorias generales, referiaas como
espectfica del agonista o desensibilizacidn homdloga y agonista-
inespectifico o desensibilizacidn heterdloga. La desensibiliza-
cidn de las respuestas celulares mediadas por AMPec podria ocurrir
a través de una reduccidon en la velocidad de sintesis del AMPc o
de un aumento en la degradacion del AMPc o en la expulsion del

AMPc fuera de la celula. Pese a que se han observado 1los dos
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ditimos eventos en algunos sistemas , parece que el factor de
requlacibn principal es la modulaciétn en la velocidad de sintesis
del AMPc estimulada por el receptor. Asi, para los receptores
acoplados a la Ac, el término de desensibilizacién homdloga se
refiere a aquella forma de desensibilizacibn en donde la respues-—
ta subsecuente de la célula a catecolaminas disminuye sdlo ante
la exposicidn previa de estos agonistas , mientras gque 1la
respuesta de la enzima a otros efectores, activados por distintos
receptores, como las prostaglandinas o el ion fluoruro no se ven
afectadas. La desensibilizacidén heterdloga, en cambilio, ocurre
cuando la estimulacién con un agonista conduce a una disminucién
mas generalizada en la respuesta de la célula a una serie de
agonistas estructuralmente no relacionados que operan a travées de
distintos receptores (B0,B1),

Existen dos mecanismos dque alteran al receptor beta a-
drenérgico y gque conducen a una desensibilizacién de la respuesta
(80). La primera ruta involucra una internalizacion del receptor
mediada por la accidén del agonista sobre el receptor mediante un
proceso endocitico. Ha sido extensamente estudiado en eritrocitos
de rana al iqgual que en distintos tipos de célulag en cultivo, en
particular en astrocitomas (81-85). En eritrocitos de pavo , se
ha descrito en una forma totalmente distinta de alteracidon en el
receptor promovida por el agonista y que conduce a desensi-
bilizacién (84,85). En este caso no hay disminucitn del namero de
receptores en la membrana celular; permanecen en ella, pero se
encuentran estructuralmente alterados y por ende, desacoplados de

la enzima efectora, la Ac.
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Existe informacidn controversial en cuanto a la existencia de
desensibilizacion de las acciones beta-adrenérgicas en el higado
de 1la rata. Por un lado los trabajos de Gurr y Ruh (86) y de Nada
y col. (87) reportan una desensibilizacidén del tipo homdlogo de
-1a formacidon del AMPc inducida por el isoproterenol en cultivos
primarios de cé&élulas parengquimatosas de higado de rata. De igual
forma, el grupo de Reilly y Blecher (88) describiéo una desensibi-
lizacidn homdéloga de la Ac por isoproterenol en una linea celular
de hepatocitos diferenciados , la 1inea RLPR-C. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el estudio de la regulacidén adrenérgica
en £l higado perfundido contradicen los dates anteriores. HMorgan
y col. (89) observaron que la respuesta glucogenolitica en el
higado perfundido no se desensibilizd aun despues de estimula-
ciones heta- adrenérgicas sucesivas. Ast entonces,; la existencia
de mecanismes reguladores del tipo refractario o taquifilactico
de la respuesta beta-—adrenérgica hepatica que operen en un siste-

ma fisioldégico no estad del todo clara.
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IT. OBJETIVO

El objetivo de la preéenté'tegfs-fué‘profundizar‘en el eéﬁh-
dio de un aspecto de 1a hedhigéfdn 6gta;adféné}gicﬁ, 1a desens;~'
bilizacidn, en el higadn;déglé;faﬁa:ipara'esﬁo; utilizamos hepa-
tncitos frescos aisladbsW QEIfra;as hipetircoideas en donde el
componente beta—adréneréiCO;pantfc;pa.de maﬁera importante en las

acciones de las catecolaminas. - .
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ITTI. MATERIAL Y METODOS
La parte correspondiente a materiales y metodos se da en el

trabajo anexo.
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IV. RESULTADOS

Loz resultados de esta tesis han sido publicadeos es el
trabajo: "Homologous beta-adrenergic desensitization in isolated
rat hepatocytes." J.Adolfo GARCIA-SAINZ vy Bertha MICHEL,
Bifochem.J.(1987) 246 ,331-336

RESUMEN DE RESULTADOS

{ El1 ndmero de las figuras que se presentan en esta seccion
corresponde a3l numero de las figuras del trabajo anexo.)

En la fig 1 se presenta el curso temporal de la
desensibilizacion beta—adrenérgica inducida por el isoproterencl
8 una concentracion de 1004M. Fl panel a muestra una disminucidn
en 1a acumulacidn de AMPc (aproximadamente del 20-25%) inducida
por el isoproterencl en las c<¢élulas preincubadas en ausencia del
agonista, 1o cual se debe por lo menos en forma parcial a wuna
disminucidn en la viabilidad de los hepatocites. Sin embargo, en
lasx células preincubadas en presencia del agonista beta
especifico, 1la disminucién en la acumulacidn del AMPc inducida
por el isoproterenol fue muchc mas rapida e impresionante. En el
panel b se muestran los datos normalizades como porcentaje de 12
respuesta de las células Incubadas sin el agonista. La preincuba-
cidn con el isoproterenol reduce aproximadamente un 50% la res-
puesta de la célula a este agonista. La desensibilizacién ocurre
rapidamente, con un T 1/2 de 3 min y alcanza niveles maximos al
cabo de 15 min.; los siguientes experimentos se efectuaron prein-
cubando 15 min en presencia o en ausencia del {soproterenol. La
fiqg 2 presenta la desensibilizacién beta adrenérgica en funcion

de la concentracion de {soproterenol durante el periodo de prein-
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cubacidn. Se observa que la magnitud de la desensibilizacion
depende de la dosis de isoproterenol; hay una desensibilizacioén
maxima con una concentracidn de isoproterenol en el rango de 10-
1004M, ¥ la CE50 es aproximadamente de 50nM.
Los experimentos posteriores fueron realizados con el fin de
definir: A, el tipo de desensibilizacion
B, su repercusion metabolica
C. si la desensibilizacion depende de la activacion de
la ciclasa o resulta solamente de la ocupacidn del receptor por
el agonista
D. si Ni esta jinvolucrada en la desensibilizacién
4.a. Caracterizacion de la desensibilizacion
La fig 3 muestra que la preincubacibﬁ con isoproterenol
reduce {(aprox. 50%) la acumulacion maxima de AMPc inducida por
este aqgonista, sin afectar la CES0 del isoproterenol . La acumu-
lacidn del AMPc inducida por glucagdn no se altera por una expo-
sicidn previa al agonista beta—~adrenérgico. Esto indica que la
desensibilizacidén es especifica para el isoproterenol (homdloga)
Y que la disminucidén en la acumulacidn del AMPc no se debe a un
deterforo ni del hepatocito en general ni en el complejo de la
Ac en particular.
4.b. Consecuencias metabdlicas de la desensibilizacién
En la fig 4 se observa gue la desensibilizacidn tiene conse-
cuencias metabdlicas, ya que la exposicidn previa al isoprotere-
nol desensibiliza tambieén 1la ureagénesis estimulada por el
agonista beta especifico, sin alterar aquella estimulada por el

glucagon. También para la ureageénesis, la desensibilizacidn apa-
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rece como homdloga.
4.c. Participacidn del AMPc en 1la desensibilizacion

Cuando las células se preincubaron en presencia de 10uM de
propranolal con o sin isoproterencl no se desensibilizaron las
accinnes beta-adrenérgicas ni sobre la acumulacioén de AMPc ni
sohre la ureageénesis. Estos datos indican que la simple ocupacion
del recepteor por un antagonista no es suficiente para desencade-
nar la desensibilizacién beta adrenergica. Estos resultados no se
muestran en el trabajo anexado.

En la fig.5 y en la fig 6 se muestra el efecto de una preincu~
bacion de 1% min en presencia de glucagon, el cual activa efecti-
vamente a 1la Ac, sobre la acumulacion de AMPc y sobre la u-
reagénesis , respectivamente. Se observa que la preincubacidn con
glucagon no desensibiliza la respuesta a isoproterenol (panel a
de ambas figuras) ni altera la respuesta a este péaptido {(panel b
de ambas figuras).

4.d. Participacion de Ni en la desensibilizacion

En la fig 7 se observa que el tratamiento de las ratas hipoti-
roideas con la Toxina Pertussis no altera la desensibilizacion
beta adrenérgica inducida por &1 iscoproterenocl. Es necesario
recalcar que en estos hepatocitos los valores basales de AMPc
estadn altos con respecto a los valores obtenidos en hepatocitos
~de ratas hipotiroideas no tratadas con la toxina (3.68+-0.21 vs
1.174-+0.16 pmol/mg de peso hdmedo, respectivamente). S5i estos
datos se normalizan y se expresan como porcentaje de la respuesta
de las células preincubadas sin el agonista, la respuesta beta -
adrenérgica en 1los hepatocﬁtos preincubados en presencia del

isoproterenol aparece francamente desensibilizada. Se estudio la
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razon de la obtencidn de valores basales altos de AMPc en los
hepatocitos de 1las ratas tratadas con la toxina y preincubados
‘con el isoproterencl. Para esto, se estudid comparativamente el
curso temporal de la acumulacidén de AMPc (en ausencia de metili-
sobutilxantina, un inhibidor de la fosfodiesterasa del AMPc)
inducida por la estimulacion beta adrenérgica en células de ratas
hipotircideas controles y tratadas con Toxina Pertussias. Los
resultados se muestran en la Fig B. La conformacidén de ambas
curvas fue esencialmente la misma. Aparecen ciertas diferencias
en 1la parte descendiente de las curvas: en los animales tratados
coen la toxina la digminucidn en la acumulacidn de AMPc fue maAs
lenta gque en los animales controles y muestran una tendencia a
estabilizarse, al cabo de las 60 min, sobre concentraciones de
AMPc de 2 a 3 veces mads altas que las que concentraciones de AMPc
iniciales, en el tiempo 0.

4.¢. Reversibilidad de 1la desensibilizacion

En cuanto a la reversibilidad de la desensibilizacidn, se
eatudiaron periodos de recuperacion hasta de 150 min, &n donde 1la
respuesta adrendrgica permanecid disminuida con respecto a 1a
respuesta de las célulag controles. No se estudiaron periodos_
mAas largos porgque la viabilidad de 1los hepatocitos disminuyod

notablemente { a menos del 75% de viabilidad).
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V., DISCUSION

Los resultados de este trabajo indican gque wuna activacidn
breve del receptor beta adrenérgico en hepatocitos de ratas
hipotirocideas conduce a una desensibilizacién. Esta desensibili-
zacion se reflejdé tanto en la acumulacion de AMPc come en un
parametro metabdlice, la generacidn de urea, estimulados por el
isoproterencl. El fendmeno resultd ser especifico del agonista, u
homslogo, es decir que no alterd la respuesta de otras hormonas -
en este caso del glucagon— que operan a traves del mismo sistema
de transduccion.

E=tos datos estan de acuerdo con los resultados publicados por
un lado, por el grupo de Lam y Bar (90), quienes observaron gque
la incubacién de rebanadas de higado de rata con adrenalina por
un_ periodo corto de 30 min desensibilizaba marcadamente la
actividad de la Ac estimulada por agentes beta adrenérgicos, sin
afectar 1a actividad enzimatica estimulada por el glucagon. Por
ctro lado, el grupo de Gurr y Ruh (86) ¥y el de Noda y col (B7)
reportaron dque en cultivog primarios de hepatocitos de rata la
" activacien beta-adrenérgica inducta una desensibifizacidn del
tipe homélogo. En estos trabajos, el agonista indujo una desensi-
bilizacibn con un componente inicial rapidé (< 1 hr), seguido por
una progresitn mas lenta del fentmeno, que se estabilizé al cabo
de las 3 horas de exposicidn al agonista. El grupo de Gurr y Ruh
reportd que el fenomeno fue pobremente reversible, 1lo cual esta
de acuerdo con lo gque se presenta en este trabajo. Y finalmente,

los resultados de esta tesis apoyan los de Reilly y Blecher (88)
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quienes describieron el mismo fendmeno secundarioco a 1 hr de
exposicidén al agonista beta-especifico sobre la activacion de la
Ac en una ltnea celular clonada (los hepatocitos RL-PR-C).

Estos resultados y los anteriores contradicen los gue reporta-—
roen Meorgan y col. (89), quienes trabajaron en higado perfundido
de ratas jdvenes. No observaron desensibilizacién de la respuesta
glucogenclitica estimulada por un agonista beta—especificoe, adn
despuéds de estimulaciones beta-adrenérgicas sucesivas. Estas
diferencias en los resultados podrian explicarse por 1la Qtiliza-
cion de diferentes modelos; aun cuando el higade perfundido
represente un buen sistema fisiocldgqico, podrta estar contaminado
per hormonas enddgenas u otros factores y por ceélulas no paren-—
quimatosas que podrian influenciar el proceso. También es posible
que en el modelo uvwtilizado por Morgan y col. (higado perfundido)
exista una gran reserva de receptores para efectuar la respuesta
final (glicogendlisis). Los hepatocitos frescos son un buen
sistema fisioldbgico; son morfolbgica y funcionalmente idénticos a
los del animal integro, en contraste con el cultivo de hepatoci-
tog en monocapa Yy con la linea RL-PR-C.

Se ha demostrado que el AMPc puede inducir una desensibiliza-
ciétn en algunas células (80); en particular, para la desensibili-~
zacion heterdloga de las acciones beta—~adrenérgicas se ha demos-
trado la participacién de una protelna <¢inasa dependiente de AMPc
(la proteina cinasa A), la cuval fosforila y desactiva al receptor
beta—-adrenérgico (92). Los resultados de la fig 5 muestran que el
glucagon es capaz de estimular la acumulacion de AMPc de forma
similar al isoproterenol; é&sto a través del mismo mecanlsmo de

transduccibdn que el agonista beta—espécifico, es decir a traves
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ESTH TESIS R9 DEBE
SALR BE EA  LisiiBTECA
de Ns. 3Sin embargo, 1la exposicidn previa de los hepatocitos al
glucagon no alterd la respuesta de las celulas al f{soproterenol.
Este resultado excluye entonces a la proteina cinasa A, al AMPc,
a la subunidad catalttica de la ciclasa y a Ns como posibles
responsables de la desensibilizacion descrita en este trabajo. Es
interesante recordar gque el propranolel no indujo desensibiliza-
ciéon beta—adrenérgica, lo cual indica que la simple ocupacién del
receptor no es suficiente y que se requiere la activaci4dn del
receptor para disparar el proceso. Strasser y col (91) y Benovic
y col (93) demostraron la fosforilacién del receptor beta-a-
drenérgico catalizada por una proteina cinasa recientemente ca-
racterizada, independiente de AMPc, asociada con la forma homé-

loga de la desensibilizacidn., Benovic y col (93) lograron identi-

ficar, aislar y caracterizar esta cinasa y la llamaron “cinasa
del receptor beta-—adrenérgice”, o beta-ARK (por las siglas en in-
glés). La beta—-ARK tiene una especificidad de sustratos restrin-

gida, ya que no fosforila sustratos de otras cinasas como son las
histonas. Esta enzima tiene comoc propiedad vnica la de fosfori-
lar al receptor beta-adrenérgico sdlo cuando estd ocupado por el
agonista. La forma libre del receptor, o el receptor ocupado por
un antagonista no es sustrato de la enzima. La fosforilaciédn del
receptor disminuye 1la actividad funcional del receptor (99}.
Parece que esta cinasa tiene un papel importante en 1la regulacién
de 1la funcidn del receptor beta-adrenérgico, al igual que de
otros receptores acoplados a la Ac, que se desensibilizan de
forma hombloga. La existencia de esta cinasa habla de un mecanis-

mo general involucrado en la funciotn del receptor — que sblo el
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receptor ocupadeo por el agonista es sustrato de las enzimas
reguladoras. La posible participacibn de esta cinasa en la desen-
sibilizacibn que se describe en este trabajo es muy atractivaj;
sin embargo, 1la fosforilaciéon del receptor, su inactivacion y 1la
participacion de esta u otras cinasas queda por demostrarse
especi ficamente en este sistema.

Un mecanismo sorprendentemente similar opera en los bastones
del segmento externo para conducir a una serie de reacciones
disparadas por la luz y gue van a provocar una disminucibdn en el
acoplamiento funcional de la rocdopsina a la transducina; este
fentmeno se conoce como adaptacion luminoza (94}. La rodopsina
activada por la luz es el sustrato de una enzima llamada cinasa
de rodopsina. Esta enZima fosforila la rodopsina, disminuyendo
asi =su capacidad de interaccidn con la transducina (95). Se ha
demostrado que la beta—ARK puede fosforilar a la rodopsina, pero
dnicamente en su forma activada por la luz, y que la cinasa de

rodopsina puede a su vez fosforilar el receptor beta—adrenérgico

86lo en su forma activada por el agonista (96) . Cada cinasa
muestra sin embargo preferencia por su sustrato homélogo. Esto
sugiere que la beta-ARK y la cinasa de rodopsina pueden ser

miembros relacionados de una familia de cinasas de receptores,
que tienen como funcidn la de modular la actividad celular de
éstos. De hecho, se ha observado que la estimulacion de la Ac por
prostaglandina E2, bajo condiciones que conducen a una desensibi-
lizacién homdloga ( del receptor de prostaglandina E2), también
conduce a la traslocacién de la beta—ARK del citosol a la membra-
na plaamAtica (97). Esto sugiere fuertemente que la beta-ARK es

capaz de fosforilar receptores acoplados a la Ac, diferentes a
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los receptores beta—-adrenérgicos. Convendrla entonces referirse a
la beta-ARK como " cinasa de receptores acoplados a la Ac"; su
funcidn en la desensibilizacidon homdloga se explicarta pensando
que s8dlo los receptores activados por el agonista son sustratos
de 1la cinasa. Asl entonces, la beta-ARK solo fosforilar!ia aguel-
lox receptores que han sido ocupados y por ende activados por
sus agonistas, dejando el resto de los receptores acoplados a la
Ac intactos. Se propone como mecanismeo c¢lave un cambio conforma-—
cional promovido por el agonista , el cual va a exponer sitios de
fosforilacion previamente escondidos en el receptor. Tales recep-
tores acoplados a la Ac deberan compartir un dominio homélego en
donde se encuentran los sitlos de fosforilacidn.

El grupo de Heyworth y Houslay (98) demostré que la incuba-
cion de hepatocitos intactos con glucageon conducia a una desensi-
bilizacion dependiente de la dosis o a un "desacoplamiento" de la
eséimulaclbn de la Ac membranal por el glucagon. Sugirieron
entonces que la desensibilizacién se debla a una lesién en 1la
protetna regulada por nuclebétidos de guanina, o Ns, la cual esta
lnvolucraaa en mediar las accicnes estimulaterias del gluéagon, Y
no en el receptor ni en la unidad catalitica de la Ac . En  un
trabajo posterior (99), el mismo grupo demostrd que la habilidad
del élucagon para desensibilizar la actividad de la Ac en hepato-
citos intactos se blogueaba con un pretratamiente con la toxina
Pertussig o IAP. La IAP intensificd la respuesta de los hepatoci-
tns a la accidén del glucagon, ésto mediante una inhibicidn de la
expresiéon de la desensibilizacidn y mediante una eliminacidn de

la entrada inhibitoria residual sobre la Ac expresada en presen—
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cia del glucagon. En el trabajo que aqul se presenta, un trata-
miento con glucagon no alterd la respuesta subsecuente ni a
glucagon ni a isoproterenol. La desensibilizacién reportada por
Heyworth y Houslay fue rapida y breve, ya que se manifestd a los
S min y desaparecid gradualmente. Los experimentos de esta tesis
se hicieron preincubandoe 15 min con el glucagon, seguidos de un
lavado de 3-4 min. Fs posible que la au=mencia de una desensibili-
zacion en la respuesta a glucagon se deba al tipo de condiciones
que se utilizaron en los experimentos., Otros autores han descrito
que las accienes del glucagon se desensibilizan en células {nte-
gras después de varias horas de exposicidn al agonista (100,87).
Los resultados de esta tesis muestran que la toxina Pertussis
no alterd la desensibilizacidn inducida por el isoproterenol;
este resultado excluye a N{ como mediadora de la desensibiliza-
cidn inducida por el agonista beta-adrenérgico. También indica
que el proceso que aqul se describe es distinto al que reportan
Heyworth Yy Houslay (99). Clark vy col (101) reportaron que Jla
desensibilizacibn beta—adrenérgica en células de linfoma no se
alterd mediante un tratamiento con toxina Pertussis, lo cual esth
de acuerdo con lo que se reporta en esta tesis . En un trabajo
posterior, el grupo de Garcia-Sainz y cel. observé que la acti-
vacion farmacoldgica (PMA) o fisiologica (vasopresina) de 1la pKC
inhibia la accidn de los agentes acoplados de forma estimulatoria
a la Ac, como son el isoproterenol y el glucagon en hepatocitos
de ratas hipotiroideas, induciende as{ una desensibilizacién
heterdlaoga de la Ac (102); la lesidn en ese caso parece locali-
Z2arse a nivel de la proteina Ns. La desensibilizacién beta-

adrenargica heterdloga y la homdloga, gque se aqui se describe ,
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resultaron ser aditivas, lo cual indica que estos procesos operan
. a8 través de rutas diferentes y que posiblemente involucran dife-
rentes sitios de accidn. La homdloga parece involucrar una alte-—
racién a nivel del receptor beta- adrenérgico, mientras que Jla
hetertloga parece alterar a Ns. Es interesante mencionar que la
desensibilizacidn heterdloga de la Ac se redujo notablemente
mediante un tratamienteo con toxina Pertussis (102). El grupo de
Heyworth y col. (99) demostréd que la desensibilizacidn inducida
por glucagon se bloquea con la toxina Pertussis. Este dato enfa-
tiza 1las similitudes en los mecanismos de accidén que existen
entre tal desensibilizacién y el tipo heterdlogo descriteo por
Garcia-Sainz y col (102). No se conoce el mecanismo mediante el
cual 1la toxina Pertussis bloquea la desensibilizacitn de 1la Acg
inducida por 1la activacidn de 1la pKC. Los resultados de ese
trabajo (102) constituyen evidencias fuertes para indicar que 1a
pxé ejerce una retroregulacidén sobre otros sistemas sefialadores,
en este caso sobre el receptor beta-—adrenérgico y sobre el recep-
tor de glucagon, ambos acoplados de manera estimulatoria a la Ac,
mediante una interaccion heterologa. La dinamica de la regulacion
de estas respuestas en donde operan interacciones homolegas y
heterdlogas tiene una gran importancia para lograr una respuesta
celular precisa e integrada.

Se estan estudiandc las bases bioquimicas que participan en el
fentmeno de desensibilizacién. Asi, por ejemplo, parece que los
mecanismos que conducen a una desensibilizacidén homébloga son
distintos a aquellos que conducen a una desensibilizacidn hete-

réloga; se acepta generalmente que 1la desensibilizacidn hetero-
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lnga occurre después de la rapida desensibilizacidn hombloga. En
un trabajo reciente, el grupo de Clark y col. (103) medificaron
la hipotesis que concernia los mecanismos de desensibilizacidn
bheta- adrenérgicos en las cédlulas S49WT. Observaron gque la desen-—
sibilizacion de las células S49WT fue hetersloga en respuesta a
bajas concentraciones de (-)epinefrina (50nM) y homélnga en ros—
puesta a concentraciones mayores de (—}epinefrina (10uM), Sugi-
rieren entonces que la desensibilizacitn de la estimulacidn hor-
monal de 1la Ac inducida por el agonista involucra dos rutas
diferentes, que se muestran en la fig 9. §La ruta heterdloga
requiere AMPc ¥y una protelna cinasa dependiente de AMPc y se
activa cuando las células 549WT se pretratan con concentraciones
bajas de epinefrina, PGE2, o forskolina. No se sabe si existen
otros pasos en una casacada andloga a la de la proteina acinasa
depandienhe de AMPc, como regulacidn de una fosforilasa mediante
la artivacioan de una cinasa fosforilasa o mediante la inactiva-—
ciébn de una fosfatasa a traves de 1a activacion de un inhibidor.
La segunda ruta, gue conduce a una desensibilizacidtn homélega, es
independiente de AMPc o de una cinasa dependiente de AMPa, v
requiere niveles mas altos de hormenas, con el fin de saturar a
los receptores. Si los datos presentados en el trabajo de Clark y
col. se corroboran en otros sistemas lograran aclarase ciertas
discrepancias que existen en cuanto a los mecanismos que conducen
a ambos tipns de desensibilizaciones. Fn la fig. 10 se muestra
de forma esquematica les mecanismos gque podrian estar invelucra-
dos en la desensibilizacion homoltga. Inmediatamente después de
la estimulacion del receptor por el agonista ocurren cambios

conformacionales gque conducen no s6lo a la estimulacién de los
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p- A /K@A\.
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epinefrina 0-2GnM epinefrina 20-1000nM

16, 9, LO PARA I.A DESENSIBILIZACION ENTLA ADEHLLATO

1cLasA EN LAS CELULAS DE LINFOMA SH RE-
PRESENTAN LOS ESTADOS INACTIVO ACTIVADO POR LA HORMONA
DEL. RECEPTOR, RESPECTIVAMENTE, ES EL ESTADO DESEN-
SIBIL.IZADO DE[ RECEPTOR. FOSEOR{_])LADO POR UNA CINASA DE-
PENDIENTE DE AMPc, LA PK-A REPRESENTA EL RECEPTOR
ACTIVADO Y F?M5 POR LA CINASA DEL RECEPTOR BETA-
ADRENERGICO . ES EL RECEPT?RgégTERNA EN
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mecanismos efectores sino también a la translocacidn de la beta-
ARK del citosol a la membrana plasmaitica. Esta translocacidn
favorece la union de la enzima a sitios de fosforilacidn previa-
mente escondidos ¥y que se exponen durante la activacidn. Ocurre
entonces la fosforilacidén del receptor, 1la cual conduce a una
pérdida en 1la habilidad de acoplamiento del receptor con 1la
proteina regulada por nucleédtidos de guanina. En algdan punto
después del desacoplamiento del receptor con su macanismo trans-—
ductor, el receptor es secuestrado dentro de la célula y es
transferido a vesiculas intracelulares, las cuales pueden
separarse de la membrana plasmAtica mediante ultracentrifugacién.
Se ha demostrado que el desacoplamiento funcional y el secuestro
del receptor son dos pasos distintos (104,105). FEn estas vesicu-
las, no de encuentran presentes ni Gs, ni Gi, ni 1a Ac (106). El
ligando hidrofébico pindolol marcado con iodo radicactive puede
penétrar dentro de la célula, y utilizarse entonces para determi-
nar el namero total de receptores beta— adrenergicos tanto en
membrana plasmatica como en las vesficulas intracelulares. El
antagonista beta- adrenérgico hidrofilicoe GCP12177 tritiado puede
utilizarse para monitorear la pérdida de receptores de superfi-
cie, ya que no puede atravesar la membrana plasmatica. El recep-
tor beta— adrenérgico desensibilizado, desacoplado, y libre tiene
una menor afinidad para sus agonistas que los receptores acopla-
dos funcionalmente a la Ac (107). Aparentemente durante el proce-
so de desensibilizacién no ocurren dafios irreversibles en el
receptor. Se ha observado que al eliminar al agonista beta-

adrenédrgico del entorno de las células desensibilizadas, los’
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receptores secuestrados regresan a la membrana celular y se
acoplan funcionalmente al resto de los componentes de 1a Ac
(108). Parece que dentro del compartimento secuestrado, el
receptor se defosforila, se reactiva y se prepara para reciclarse
nuevamente a la superficie de 1a celula . Se sugiere la partici-
pacién de una fosfatasa especlifica como responsable de eliminar
el o los grupos fosfato del receptor beta- adrenérgico. Mientras
que los pasos de fosforjlacidn y desactivacidn.del esquema pare-—
cen analogos a lo que ocurre en la adaptacidn de la luz/ fosfori-
lacion de 1a rodopsina, el secuestro del receptor no presenta una
analogfa cobvia en la ruta de la adaptaciédn de 1la luz. En realidad
podria pensarse gque la fosforilacidtn por la beta-ARK invelucra
sitios diferentes en el receptor que los que utiliza la cinasa
dependiente de AMPc, Yy que la fosforilacidn por la beta- ARK
constituye una sehfal que conduce al secuestro-internalizaction.
.Resulta de gran intereés aclarar los mecanismos bloguimicos y
moleculares que participan en las desensgsibilizacliones homolnga y
heterdloga; vy asli ayudar a explicar un gran nuimero de procesos
en la biologia. La fotoadaptacidén al igual gque 1la tolerancia a
agentes terapéuticos, ctomoe a la insulina y al glucagon, consti-
tuyen ejemplos de desensibilizaciones. Varlos grupos de investi-
gacidén siguen estudiando este fendmeno en diferentes sistemas, en
particular el grupo de R.J. Lefkowitz, de Cc.C. Malbon, de R.B,
Clark en los Estados Unidos y &l grupe del Dr J.A. Garcia-Sainz,

entre otros, en México.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se desprenden de esta tesis son las
sigujentes:

En hepatocitos de ratas hipotiroideas,

1. La estimulacidén beta~adrenérgica conduce a una desensgi-

btlizacidn homologa-

2, La desensibilizacitn parece depender de la ocupacién vy
activacion del receptor por el agonista y no de la estimulacioén

de la acumulacién del segundo mensajero AMPc

3. La acciétn del glucagon no se desensibiliza en este tipo de
experimentos
4. El proceso de desensibilizacién ne parece involucrar a Ni,

ya que es insensible a la toxina Pertussis

5. La desensibilizacitn se evidencia tanto en la accién

inmediata (AMPc), como en el efecto metabédlico {ureocgénesis).

47



BIBLIOGRAFTIA

1- Alberts, B., Bray, B., Lewis, J., Roberts, K., Watson,
J.p. (1983) Molecular Biology of the Cell, Garland Publishing Inc
NY UsSA, 717-780

2- Goodman, A., Goodman, L.S., Gillman, A. Eds (1980) The
Pharmacological Basis of Therapeutics. 6th Ed. Macmillan Publ. Co
3= Gartia-Sainz, J.A. ({1987) Hormonas, Mensajleros Quimicos y
Comunicaciétn Celular. Fondo de Cultura Econtmica, México.

4- Williams, R.H. Ed. (1974) Textbook of Endocrinolegy, 5th Ed,
Philadelphy.Saunders.

— White, A. et al,.(1978) Principles of Biocchemistry, Géh Ed.
pp 1187-1317. NY Mc Graw Hill,

5—- Langley, J.N. {1905}, J. Physiol. (Lond.) 33,374.

6

Berridge ;M.J.(1986) Sc. American, 112

7—- Mountcastle, V.B. (1980), Medical Physioclogy, 14th Ed., The
C.ﬁ. Mosby Co. |

B— Bradshaw, R.A., Frazier, W.A. (1977), Curr. Top. Cell. Regul.
12:1-37

9~ Harking, W.H. (1931), Chem. Rev. 9:3B9-46%

10= Rlasko, H. (1952), Pharmacol. Rev. 4:415-458

11— Dale, H.H. (1%06), J. Physiol. {Lond.), 34:163-206

12— Alquist, R.P. t1948), Am. J. Physiol. 153:586-600

13- Staler, I.H., Powell, C.E. {(1957) Fed. Proceedings 16:336
14— Lands, A.M., Arnold, A., McAuliff,J.P., Luduena, F.P., Brown,
T.G. (1967) Nature, 214:597--598

15— Langer, S.Z. (1977) Br. J. Pharmacol. 60, 481-497

16- Lefkowitz, R.J., Stadel, J.M., Caron, M.G. (1983) Ann. Rev.

48




ESTA TESIS WO prge
Biochem. 52, 159-1B6 SALIR BE LA BIsuUTECA

17~ Dixon, R.A.F., Kobilka, B.K., Strader, D.J., Benovic, J.L.,
Dohlman, H.G., Frielle, T., Bolanowski, M.A., Bennett, C.D.,
Rands, E., biehl, R.E.,, Mumford, R.A., Slater, E.E., Sigal, I.S.,
Caron, M.G., Lefkowitz, R.J., Strader, C.D. (198h6) Nature,
321, 75-79

18~ Moxham, C.P., George, S.T., Graziano, M.P., Brandwein, H.J.,
Malbon, C.C. (1986} J. Biol. Chem.; 261, 14562-14570

19— Lomasney, J.W., Fredrick Leeb Lundberg, L.M., Coleccia, 8.,
Regan, J.W., deBernardis, J.F., Caron, M.G., Lefkowitz, R.J.
{1986) J. Biol. Chem. 261, 7710-7716

20~ Regan, J., Nakata, H., De Marinis, B.M., Caron, M.G.,
Lefkowitz, R.J. (1986) J. Biol. Chem. 261, 38B94-3900

21; Fain, J.N., Garcta-Sainz, J.A. [(1980) Life Sci. 26, 1183-1194
22~ Petrash, A.C., Bylund, 8.D. (1986) Life Sci. 38, 2129

23— Garcla-sainz, J.A., Hernandez~Sotomayor, S.M.T. (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci USA B2,6727

24~ Sutherland, E.W,, Robinson, G.A., Butcher, R.W., {(1968B) Circu-
lation, 37, 279-289 -

25— Sutherland, E.W. (1972) Science, 177, 401~308

26— Rodbell, M., Birnbaumer, L., Pohl, S.L., Krans, H.M.Jd. (1971)
J. Biol. Chem., 246, 1877-1882

27~ Rodbell. M. (1980) Nature, 284, 17-22

28— Pedraza-Chaverrt,J., Alatorre GonzaAlez, M.C.,
Pena,J.C. ,Garcta-Sainz, J.A. (1986) Life Sci. 3B, 1005

29~ Garcta-sdinz, J.A. (19B1) Febs Lett 126,306

30- Martinez Olmedo, M.A., Garcia-Sainz, J.A. (1984)

Eur. J. Pharmacol. 99,115

49



31- Cassel, D., Selinger, Z. (15975) Biochim. Biophys. Acta, 452,
538-545 '

32- Cassel, D., Eckstein, F., Lafve,-H.; Selinger, 2. (1979) J.
Biol. Chem. 254, 9835-9841 o _

33- Maguire, M.E., Van Arsdale, T.M., Gilman, A.G. (1976) Molec.
Pharmacol., 42, 335-338

34- Garcla-sS8Ainz, J.A., Boyer, J.L., MHichel, T., Sawyer, D.,
Stiles, G.L., Dohlman, H., Lefkowitz, R.J. (1984) Febs
Lett, ,172,95

35- Cerione, R.A., Strulovici, B., Benovic, J.L.,_Lefkowitz,
R.J., Caron, M.G. (1983) MNature, 306, 562

36~ Gillman, A.G. (198B4) J. Clin. Invest., 73, 1

37- Spiegel, A.M., Gierschick, P., Levine, M.A., Downs, R.W.Jr
(1985) The New England Journal of Medicine, 312, 26

8- Spiegel, A.M. (1987) Mol. Cell Endocrinoleqgy, 49, 1

39; Malbon, C€.C., Rapiejko, P.J., Garcila-Sainz, J.A. (1984)
Fabs., Lett.176,301

40- Vi, M. (1984) Trends Pharmacol. Seci., 5, 277-279

41- Vaughan, M. (1983) Harvey Lect. 77, 43-52

42~ Boyer, J.L., Garcla, A., Posadas, C., Garcila-Sainz,

J.A. (1984) J. Biol. Chem., 259, 8076-B079

43~ Hokin, L.E. (1987) Trends Pharm. Sci., 8, 53

44- Michell, R.H. (1985) Biochim. Biophys. Acta, 415, 81

45~ Berridge, M.J. (1987) Ann. Rev. Biochem., 56, 159-193

46~ Litosch, F., Fain, J.N. (1986) Life Sci., 39, 187~194

47- Taylor, C.W., Merrit, J.E. (1986) Trends Pharmacol. Sci., 7,

238-242

50



48— Pownes, C.P., Michell, R,H. (1985) In Molecular Mecanisms of
Transmembrane Signaling, Ed P. Cochen, M Houslay, pp3-56 NY
Elsevier

49- wWakelam, C.J., Davies, S.A., Houslay, M.D., McKay, 1I.,
Marshall, C.J., Hall, A. (198B6) Nature, 323, 173-176

50- Blackmore, P.F., Boecckino, S5.B., Waynick, L.E., Exton, J.H.
(1985) J. Biochem., 260, 144, 77-83

51— Shand, C.¥., Wong, K. (i985) Biochem. Biophys. Resx. Commun.,
133, 161-167

52— Crockcroft, 5., (1987) Trends Pharmacol, Sci., 12, 75

53~ Berridge,M.J., Irvine, R.F. (1984) Nature, 312 , 315

54— Prentki, M., Biden, T.J., Janjlc, D., Irvine, R.F., Berridge,
M.J., Wollhein, C.B. (19B4) Nature, 309,562-564

55~ Spat, A., Bradfort, PF.G., McKinney, J.S5., Rubin, R.P.,
Putney, J.W. (1986) Nature, 319, 513

56~ Spat, A., Fabiato, A., Rubin, R.P. (1988) Biochem. J., 233,
929-932

57— Hansen, C.A., Mah, 8., wWilliamson, J.R. (1986) J. Biol.
Chem., 261, 8100-8103

58— Houslay, M.D., (1987) Trends Pharmacol. Sci., 12, 1

59—~ Nishizuka, Y. (1984) Nature, 308, 693-65958

60~ Nishizuka, Y. (1986) Science, 233, 305-312

61- May, W.S., Sahyoun, N., Wolf, M., Cuatrecasas, P. (1985)
Nature, 317, 549-551

62- Corvera, 5., Garcla-sainz, J.A. (1984) Biochem. Blophys. Res,
Commun. 119,1122-1133

63- Garecta-Sainz, J.A., Hernandez-Sotomayor, S.M.T., Tussie-Luna,

M.I. (1986) Biochim. Biophys. Acta 887,73

51



64— Garcla-Sdinz, J.A., Mendlovic, F.;_'Haftinez-OImedo,M.A.

{1985) Bfochem. J. 228,277

65— Fain,J.N. (1981) Life Sci. 28,1745 _

66— Xawail, Y., Arinse, I.J. (1983) J.-Bigl. Chem;; 258, 4364-4371
67— Studer, J.B., Borle, A,B. (1982) J;_ﬁiol. Cheﬁ. 257, 7987~
7993 : - L

68— Blair, J.B., James, M.E., Foster, J.L. (1978B) J. Biol. Chem.
254, 7579-7584

69~ Corvera,S., Garcla-Sainz, J.A. (1983) Febs Lett. 153,366

70~ Corvera, S., Hernandez-Sotomayor,S.M.T., Garcta—-Sainz, J.A.
(198B4) Biochim. Biophys. Acta, 803,95

71~ Hernandez-Sotomayor, S.M.T., Garcla-Sainz, J.A. (1984} Febs.
Lett., 166,385

72— Malbon, <C.C., Li, 5., Fain, J.N. (1978) J, Biol. Chem., 253,
8820-8825

73; Malbon, C.C. (1980) J. Biol. Chem., 255, 8692

74~ Huerta-Bahena, J., Villalobos Molina, R., Garcta-Sainz, J.A.
(1983) Biochim. Biophys. Acta, 763, 112-119

75—~ Aggerbeck, M., Ferry, N., 2afrani, E.S., Billen, M.C.,
Barouki, R., Hanoune, J. (1983) J. Clin. Invest., 71, 476—-4H6

76— Nakamura, T., Tomomura, A., Noda, €., Shimoji, M., Ichihara,
A. (1983) J. Bicl. Chem. 258, 9283-9289

77— Kunes, G., Hirata, F., Ishac, E.J.N., Tchakarov, L. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bl, 6178-6182

78— Ishac, E.J.N., Kunos, G. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
83, 53-57

79- ttoh, H., Okahima, F., Ui, M. (1984) J. Biol. Chem., 259,

52



15464--154723

80— Sibley, D.R., Lefkowitz, R.J. (1985) Nature, 317, 124-129
Bl1-~ Harden, K.T. (1983) Pharmacol. Rev., 35, §

B81- Lefkowitz, R.J., Stadel, J.M., Caron, M.G. (1985) Ann. Rev.
Biochem., 52, 159-186

82— Chuang, P.M., Costa, E. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 76,
3025-3028

83- Chuang, D.M., Kinnier, W.J., Farber, L., Costa, E. (1980)
Molec. Fharmacol., 18, 342-355

84— Su, Y.F., Harden, T.K., Perkins, J.P. (1980) J. Biol. Chem.,
255, 7410-7419

85~ Lefkowitz, R.J., Wewssels, M., Stadel, J.M. (1980) Curr. Top.
Cell. Regul., 17, 205-230

86- Gurr, J.A., Ruh, T.A. (1980) Endocrinclogy, 107, 1309-1319
87— Noda, cC., Shinjyo, F., Tomomura, A., Katoc, S., Nakamura, T.,
Ichihara, A. (1984) J. Biol. Chem., 259, 7747-7754

BB- Reilly, T.M., Blecher, M. (1982) Biochim. Biophys. Acta, 720,
126-132

89~ Morgan, N.G., Shuman, E.A., Exton, J.H., Blackmore, P.F.
(1982} J. Biol. Chem., 257, 13%07-13910

90- Lam, V., Bar, H.P. [1976) Biochem. Pharmacol., 25, 2103~-2104
91- Strasser, R.H., Sibley, D.R., Lefkowitz, R.J. (1986)
Biochem.J., 25, 1371-1377

92- Benovie, J.L., Pike, L.J., Cerione, R.A., Staniszewski,
C.,Yashimasa, T., Codina, J., Caron, H.C., Lefkowitz, R.J. (1985)

J. Biol. Chem. 280, 7094-7101

93~ Benovic, J.L., Strasser, R.H., Caron, M.G., Lefkowitz, R.J.

53



(1986) Proc. Natl. Acad., Sci. USA , B3, 2797-2801

94— Wilden, V., Hall, S.W., ,Kuhn, H. (1986) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, 1174~1178

95— Strichi, H., Yamamoto, XK., Somers, R.L. (1984) Vision Res.,
24, 1523-1531

96—~ Benovic, J.V., MHMayor, F.Jr, Somers, R.L., Caron, M.G.,
Lefkowitz, R.J. (1986) Nature, 321, B69-872

97— Strasser, R.H., Benovic, J.L», Caron, M.G., Lefkowitz, R.J.
(1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 83,

98— Heyworth, C.M., Houslay, M.D. (1983) Biochem. J., 2314, 93-98
99- Heyworth, C.M., Hanski, E., Houslay, M.D. (198B4) Biochem.
3., 222, 189-194

100- Plas,C., Nunez, J. (1975} J. Biol. Chem., 250, 5304-5311
101- clark, R.B.,, Goka, T.J., Proll, M.A., Friedman, J. (1986)
BIAChem. J., 235, 399-405

102— Hernandez-Sotomayor, S.M.T., Macias-Silva, M., Plevanski,
M., Garcia-Sainz, J.A. , en prensa.

103- Clark, R.B., Xunkell, M.W., Friedmann, J., Goka, T.J.,
Johnson, J.A. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 1442

104- waldo, G.L., Northup, J.K., Perkins, J.P., Harden, T.K.
(1983) J. Biol!. Chem., 258, 13900-13908

105~ Sibley, D.R., S8Strasser, R.H., Daniel, K., Lefkowitz, R.J.
(1986) FASEB, 45(4) 798A

106— Harden, T.K. et al, (1980) Science 210, 441; Waldo, G.L.,
Northrup, J.P., Perkins, T.K., Harden, T.K. (1983) J. Biol.
Chem., 258, 13200

107- Su, F.Y., Harden, T.K., Perkins, J.P., (1980) J, Biol.

Chem., 255, 7410

S4



Biochem. J. {1987) 246, 331-336 (Printed in Great Britain)

m
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Hepatocyles from hypothyreid rats have a marked f-adrenergic responsiveness. Preincubation of these
hepatocytes with isoprenaline induced a time-dependent and concentration-dependent desensitization of the
fl-adrenergic responsiveness without altering that to glucagon (homologous desensitization). The desensi-
tization was evidenced both in the cyclic AMP accumulation and in the stimulation of urcagenesis induced
by the A-adrenerpic aponists., Under the same conditions, preincubation with glucagon induced no
desensitizalion, Propranolol was also unabte to inducce desensitization, but blocked that induced by
isoprenaline. Pertussis-toxin treatment did not alter the homologous f-ndrencrgic desensitization induced

by isoprenaline.

INTRODUCTION

Desensitization is a widespread repulatory pheno-
menon in which cell exposure to @ hormone. neuro-
transmitier, autacoid, or in general to external stimuli.
results in a deereased cell responsiveness. Two major
types of desensitization have been described; (1)
homologous desensitization, when the cell sensitivity lo
the desensitizing agent is decreased, whereits that to other
agents remains unchanged: and (2) helerolopous de-
sensitization, when the stimulation by one agonist results
in a more general effect decreasing cell responsiveness Lo
several “structurally unrelated agents, working through
different receptors.

The g-adrenergic-receptor-tinked adenylate cyclase
has been one of the most widely studied systems, and
both homologous and heterologous types of desensi-
tization have been described [reviewed by Harden (1983)
and Sibley & Lefkowitz (1985)).

Rat hepatocyles from normal adult rats scarcely
respond to g-adrencrgic agonists. However, there are a
rumber of normal and pathological conditions in which
J-adrenoceptors play an important role in the actions of
catecholamines in hepatoeytes: they include fetal-rot
liver (Sherline er al., 1974), juvenile rads (Blair o of,
1979), hepatic hyperplasia after surgical or chemical
partial hepatectomy {Agperbeck ef al., 1983; Huertn-
Bahena e al.. 1983), hypolhyroidism (Malbon er af.,
1978; Corvera ef al., 1984), adrenalectomy (Bitensky
et al,, 1970) and cholestasis (Agperbeck er af., 1983).
Furthermore, acquisition of a #-adrenergic response hy
adult rat hepatoeyles during primary culture has also
been observed (Nakamura er al.. 1983).

Using primary cultures ol rat liver parenchymal cells,
Gurr & Ruh (1980) and Noda ¢ af. (1984) obscrved that
isoprenaline induces fl-adrenergic desensitization, Simi-
larly, Reilly & Blecher (1982) observed that cultured
differentiated RL-PR-C hepatocvies are desensitized to

isoprenaline after exposure to this 2-adrenergic agonist.
On the contrary, using perfused ralt liver, Morgan et al.
{1982) observed no f-adrencrgic desensitization cven

afler successive f-adrencrgic stimulations. We further
examined the phenomenon of f-adrenergic desensiti-
ritton, using [resh hepatocytes from hypothyroid rats.
Qur results indicate thal short-lerm cxposurc to
isoprenaline leads te an homologous desensitization of
the g-adrenoceplor.

MATERIALS AND METHODS

6-N-I'ropyl-2-thiouracil, methylisobutylxanthine, (— )-
|sopn.n.1imc. (+)-propmno|o[ urease, L-glutamine and
L-ornithine were obtained from Sigpma Chemical Co.
Cyelie [*HJAMP (32 Ci/nunol) was obtained from New
England Nuclear. Pertussis toxin was purified from
viaccine  concentrates, generously provided by the
Naltional Institute ol Hygiene (México). by the method of
Sekura of al. (1983). Glucagon was generously given by
Eli Litly.

Female Wistar rats (approx, 250 g) fed ad likitim were
used, Hypothyroidism wuas induced by giving the rats
water conlaining 0.015%; propylthiouracit for 40-50
days; hypothyroidism was assessed by decreased weight
giin, drvness of the fur and decreased blood concen-
trations of tri-iodothyronine (Corvern er al., 1984),
Periussts toxin (25 /100 g, intraperitoneally) was
administered 3 days before the experiment was per-
formed. Angiotensin it produces a 30—45%, dccrease in
the accumulation of cyclic AMP induced by glucagon in
hepatocytes; administration of this dose of toxin
completely blocked the ability of apgiotensin 1 to
decrease glucapon-induced cyclic AMP accumulation
(see Pobiner of al., 1985; Lynch er al., 1986).

Hepatocyles were isolated by the method of Berry &
Friend (196Y). Isolation. washings and incubation of the
cells were done in Krebs-Ringer bicarbonate buffer
(120 ma-NaCl, 5SmM-KCl, 1L.3mm-CaCl,, 1.2 mM-
KH,PO,, 1.2mM-MgS0O,, 10 mM-NaHCO,;) saturated
with O,/CO, (19:1), pH 7.4 at 37 °C.

To induce descnsitization, the cells (40 mg/ml) were
preincubated in the absence orf presence of agonists; after

* To whom reprint requests should be addressed.
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this preincubation, the cells were washed by centri-
fugation and resuspension three times with Krebs-Ringer
bicarbonate buffer nt 37 °C. and the eflects of the agents
were 1ested. The washing pracedure took 3-4 min. In all
the experiments, the cells abtained from a liver were
divided into two proups (control and experimential). and
they were processed in parallel. To determine the rate of
ureagenesis, the cells were incubated in buffer supple-
mented with 10 my-glutamine and 2 mM-ornithine for
60 min; urca was quantified enzymically (Gutman &
Bergmeyer., 1974) in the cell supernatants. Cyclic AMP
accumulation 2 min afier the addition of the agents was
quantified in cells plus medium by the method of Gilman
(1970) as modificd by Brown ¢r af. (1971). In the cyclic
AMP cxperiments 100 penv-methylisobutylxanthine was
present to inhibil phosphodiesierase activily,

RESULTS

To examine whether #-adrenergic activation in fresh
hepatoeytes leads to desensitization, liver cells were
incubated for different limes in the absence or presence
ol 100 pum-isoprenaline; after this preincubation, the cells
were washed three times and incobated for 2 min in the
presence of | pam-isoprenaline and 100 gM-methyliso-
butylxanthine, the reaction was stopped and cyclic
AMP accumulation determined. Fig. (e} shows Lthat
during prolonged incubation there was some decrease
{approx. 20-25%} in the accumulation of eyclic AMP
induced by isoprenaline in ceclls preincubated in the
absence of any agent: this was at least partially due to a
decrease in viability (~ 109 ). as evidenced by Trypan
Bluc exclusion and lactale dehydrogenase release; such
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Fig. 2. fi-Adrenergic desensitization as a function of isoprenaline
conceniraton during preincubation

Hepatocytes were incubated for 15 min with the concen-
trations of isoprenaline indicated (O, control), washed,
und challenged with | ygm-isoprenaline in the presence of
100 sem-methylisobutylxanthine. Mean values are plotted,
and vertical lines represent the s.e.Mm. for four determi-
natiens using different cell preparations,
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Fig. 1. Time course of the isoprenaline-induccd desensitization in
hcpatocytes

Hepatocytes were preincubated without (Q) or with (@)
100 sm-isoprenadine: the cells were washed and  re-
challenged with 1 gseisoprenaline in the presence ol
100 gm-methylisobutylxanthine at the times indicated. (0)
presents the normalization of the data expressed as
percentages of control (preincubated without ugonist)
response. Mean values are plotted, and vertical lines
represent the s.6.M. for four experiments using different cell
preparations.

decrease in cell viability was tdentical in the control and
desensitized group. However, much faster and more
impressive was the diminution observed in the cells
preincubated with the g-adrenergic agonist. The magni-
tude of the desensitization and the time course of the
process can be more clearly observed if the data are
normalized as the percentage of the response of cells
preincubated without agonist (Fig. 1#). Preincubation
wilh the agonist produced a decrease in the responsc of
approx. 50%: it took place rather rapidly. with a g
ol approx. 3 min, and reached a near-maximal desensi-
tization at 15 min. This time of preincubation was used
in all the lollowing studies.

The effect of the concentration of agonist during the
preincubation was next studied, and the: results are
presented in Fig. 2. The descnsitization induced by
isoprenaline was concentration-dependent, with a maxi-
mal desensitization observed in the range of 10-100 uMm-
isoprenaline and an EC,, (concn. giving 50% of
maximum effect) of approx. 50 nM. To obtain the
maximal descusitization, 100 aM-isoprenaline was used
during the preincubation in all the following studies.

Further experiments were performed in order to define
(A) the type of deseasitization, (B) its metabolic
repercussion, (C) if cyclic AMP accumaulation, i.e.
eyclase activation, was required or if the desensitization
was due to receptor occupation or activation, and (D) if
the guanine-nucleotide-binding regulatory protein (*Ni")
was invelved in the desensitization process.

The accumulation of cyclic AMP induced by different
concentrations of isoprenaline or glucagon in cells
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Fig. 3. Effect of preincubntion with isoprenaline on the accu-
mulation of cyclic AMP Induced by isoprenpline or
glucagon

oL

Hepatocytes were incubinted in the absence {Q) or
presence (@) of 100 pm-isoprenaline, washed and incu-
bated with different concentrations of isaprenaline (o) or
glucagon {(b). Mcan vilues are plotted. and vertical lines
represent the 5.E.M, for [our experiments using different cell
preparations.

preincubated in the absence or presence of 100 M-
isoprenaline was studied. The data presented in Fig. 3
show thal preincubation with the f-adrenergic agonist
markediy decreased {~ 502;) the maximal cyclic AMP
accumulation induced by isoprenaline, but that there was
no change in the EC,, (~ 300 nm}. Interestingly. Lhe
agcumulation of cyclic AMP induced by glucagon was
almost identical in cells preincubated in the absence or
presence of isoprenaline (Fig. 35). The data clearly
indicate that the desensitization induced is homologous
and not due 10 a general deleterious efiect on the cells or
the adenylate cyclase complex.

To detennine if the preincubation with the f-adrener-
gic agonist has metabolic conscquences, the ability of
isoprenaline and glucagen to stimulate urcagenesis was
studied (Fig. 4): both did so in a concentration-dependent
fashion. The effcet of isoprenaline was markedly
diminished in cclis preincubated with the #-adrencrgic
agomist, as reflected by both a diminished cffect in the
range of concentrations 100 nm-100py and a flat
concentration—response curve as compired with the
control (Fig. 4a). In contrast, preincubation with
isoprenaline affected neither the magnitude nor the EC,,
of the concentrition-response curve for pglucagon
(Fig. 45).

When the cclls were preincubaled with 10 pm-
propranolod in the absence or presence of isoprenaline,
no descnsitization of the #-adrenergic actions on cyclic
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Fig. 4. Effect of preincubation with isoprenaline on the efccts of
isoprenaline (a) and glucugon (4) on ureagenesix

Results are expressed as the percentuge of basal urea
synthiesis, which wis 35 4 2 and 40 4 3 nmol/mg wet wt. of
cells in cells preincubated in the nbsence (O) und presence
(@} of isaprenaline respectively. For other information see
Fig. 3.

AMP accumulation or on urcagencsis was detected
{results not shown). The data indicate that receptor
occupittion (by the antagonist) was not sufficient to elicit
desensitization and that activation was required, as
reflected by the ability of the agonist to desensitize and
that of the antugonist 1o bleck the desensitization,

Glucagon can markedly activate adenylate cyclase in
these cells {Fig. 3). Therelore, the effect of preincubation
with o maximalily cffective concentrition of glucagon
(100 nM) for 15 min was studied. It was observed that
preincubation with glueagon did not induce f-adrencrgic
desensitization, as reflected by cyclic AMP accumulation
(Fig. 5) or urecagencsis (Fig, 6). Inlerestingly, the effects
of plucagon on both parameters were not affected by
preincubation with the peptide.

Results froin several laboratorics have indicated that
pertussis xin can block somce desensitization processes,
suppesting a role of *MNi~ (Heyworth et o/, 1984; Wilson
¢f of. 1986). Therefore. we studied the effect of
pertussis-toxin treatment on the f-adrenergic desensiti-
zation. Hepatocytes from pertussis-toxin-treated hypo-
thyroid rats were incubated in the absence or presence of
1Q0 ps-isoprenaline, washed, and re-challenged with
different concentrations of the f-adrenergic agonist for
the determination of cyclic AMP accumulation (Fig. 7).
In spite of the treatment with the toxin, exposure to the
M-adrenergic agonist blunted the second response (Fig.
7). Another observation was that in these celis the basa)
cyclic AMP concentrations were consistently higher in
cells preincubated with the f-adrenergic agonist than
those of cclls preincubated without any agent (sce legend
to Fig. 7). Therefore, on a fold-over-basal basis, the
response was markedly desensitized. To study the reason_
for tnese high basal concentrations of cyclic AMP. the
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Fig. 5. Efect of preincubation with glucapon on the accumulation
of cyclic AMP induced by isoprenaline or glucagon

Hepatocytes were preincubated in the absence {(Q) or
presence (A) of 100 nsm-glucagon for 15 min. washed. and
incubated with different concentrations of isoprenaline {a)
or glucagon {&). Mean values are plotted, and vertical fines
represent the s.Em. for cight or nine experiments using
different cell preparations,

time course of cyclic AMP accumulation (in the absence
of methylisobutylxanthine) induced by A-udrenergic
stimulation was studied comparatively in cells rom
pertussis-toxin-treated rats and the control hypothyroid
rats. The ascending part of the curves was very similar;
in both conditions the maximal cyclic AMP accumulation
was reached at 2 min (Fig. 8). However, some dilTerences
were observed in the descending part of Lthe curves, The
decrense in cyclic AMP accumulation was last in the
controls and rcturned to basal values at 60 min. In
contrast, with cclls from toxin-treated nnimals the
decrense was slower, and a tendency 1o reach a plateau
at concentrations 2-3-fold higher thun the initial basal
value (zero time) was observed (Fig. 8).

The desensitization induced by short-term #-adrener-
gic aclion was long-lived. We incubate the cells for as
long as 150 min without observing that the descnsilized
cells recover the g-adrenergic responsiveness to valucs
comperable with thase of control cells incubated in
parallel {results not shown). Losnger incubations were not
attempted, since the viability afier this long incubation
decreased to 75%; or less.

DISCUSSION

The present results indicate that short-term f-adren-
crgic activation leads to desensitization in hepatocytes.
Our results are in agreement with those of Lam & Bar
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Fig. 6. Effect of preincubation with glucagon on the effects of
isnprenaline (a) and glucagon (4) on ureagenesis

Resulls are expressed us percentnge of basal urea
synihesis, which was 4042 and 381 3 nmol/mg wel wi. in
celts preincubstted in the absence () and prescnce () of
plucipon respectively. For other details see Fig. 5.

(1976}, who observed that incubation of rat liver slices
with adrenaline for as little as 30 min markedly
desensitizes  fi-adrenergic  stimulation of membrane
adenylute cyclase activity, but does not affect glucagon-
stimulated activity. Similarly, Gurr & Ruh (1980) and
Noda er af. (1984) obscrved that in primary cultures of
rut hepatocytes f-adrenergic activation induces homo-
logous desensitization. In these studies using cultured
cells, the agonist induced a rapid initial desensitization
(in less than 1 b} (Gurr & Ruh, 1980), followed by a
slower progress of the process (several hours) (Gurr &
Ruh, 1980; Noda ¢t af., 1984), This desensitization after
a long cxposure to agonist is associated with a marked
decrcase in the number of membrane #-adrenoceptors
(Noda ¢ af., 1984), Also in agreement with our data is
the finding of Gurr & Ruh (1980) that the desensitization
induced by adrenalinc was poorly reversible, Reilly &
Blecher (1982), using a cloned cell line (RL-PR-C
hepatocytes). also observed that 1 h exposure to
isoprenaline  induces marked desensitization of j§-
adrenergic-stimulation adenylate cyclase activity.

In contrast with all these data are the findings of
Morgan e al. (1982), who observed that the glyco-
genolytic response of perfused liver does not become
desensitized even after successive short-term fS-adrenergic
stimulation. It is difficult to compare our results with
thosc of Morgan et al. (1982); it is possible that in their
model (perfused liver) a Inrge receptor reserve may exist
for the final response (glycogenolysis) or that other
factors or non-parenchymal cells could play a role in the
effects. In our study the desensitization was reflected both
in cyclic AMP accumulation and in a metabolic
parameter (urcagenesis}.

It has been observed that cyclic AMP can induce in
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Fig. 7. Effect of pertussis-toxin treatment on the f-adrenerpic
d itization induced by isoprenaling

Hepatocytes were preincubaled in the absence (&) or
presence (@) of 100 pm-isoprenaline, washed und re-
challenged with different concentrutions of isoprenaline.
Basal eyclic AMP uccumulations were 1,14+0.16 and
3.68+£0.21 pmol/mg wel wt. of cells (P < 0.001) in cells
preincubated in the nbsence or presence of isoprenaline
respectively, Mean values are plotted, and vertical lines
represent the 5.E.M. lor six experiments using different ceil
preparations.

some cells f-adrenergic desensitization (Sibley & Lelko-
wilz, 1985), and the possibility that the cyclic AMP-
dependent protein kinase (protein kinase A) could be
involved has also been suggested (Benovic ef wi., 1985).
However, in our system glucagon stimulates adenylale
cyclnse through a process similar to that of the
fi-adrenoceptor (i.e. through *Ns’, the guaninc-nucleo-
tide-binding regulatory protein involved in adenylate
cyclase activation) and lo a similar extent as does
isoprenaline in these cells. The inability of glucagoen to
induce #-adrenergic desensitization indicales that nonc of
these factors (protein kinase A, cyclic AMP, the catakytic
subunit of adenylate cyclase or *Ns”) is involved in the
process of desensitization observed in  this study.
Propranolol docs not induce g-adrencrgic desensitization,
which indicates that simple occupation of the receptor is
not enough to trigger the process and that receptor
activation is required. Benovic of af. (1986) reported the
identification of a novel #-adrenergic receptor kinase that
phosphorylates the agonisi-occupicd form of the receptor
and which could probably be invelved in the homologous
types of desensitization. The possibility that this kinusc
could be involved in thc cffect here described s
considered as u very attructive possibility. However.

Val. 246

Cyelic AMP [pmol/mg wet wit.)

\O

0D 5 15 30 60
Tinte {min)

Fig. 8. Effcct of pertussis-toxin treatment on isoprenaline-
induced cyclic AMP accumulation

Hepatocytes rom control {O) or pertussis-toxin-treated
(<) hypothyroid rats were incubuled for the times
indicated with 1 gm-isoprenaline (in the abscnce of
methylisobutylxanthine). Mean values are plotted, and
vertical lines represent the s.2.M, lor five experiments using
dilTerent cell preparations. f

receptar phasphorylation and the role of this or any other
protein kinase remains to be specifically demonstrated.

Heyworth & Houslay (1983) have observed that
glucagon triggers a rapid decrease of adenylate cyclase
aetivity in hepatocyte membranes; they suggested that
the desensitizufion occuts at the level of *Ns'. This
desensitization is blocked by pertussis toxin (Heyworth
et al., 1984), We observed no desensitization induced by
glucagon. The descnsitization observed by Heyworth &
Houslay (1983) is very rapid (5 min) and gradually
disappears. In our experiments a preincubation of 15 min
with glucagon, followed by washing (3—4 min), was used:
therefore it is highly probable that our fajlure to observe
any desensitization induced by glucagon could be dug to
the conditions employed. The fuct that pertussis toxin
docs not block the homologous A-adrenergic desensi-
tization here presented further indicates that the process
involved differs from that reported by Heyworth ¢t al.
{1984). Clark er ul. (1986) reporied thal the homologous
desensitization of the #-adrenoceplor in lymphoma cells
is not altercd by perlussis-toxin treatment, which is
consistent with our findings in hepatocytes. Other
authors have reported desensitization by glucagon in
whole cells, but & much longer exposure (several hours)
is required (Plas & Nuncz, 1975, Noda er al., 1984).

We thank Ms. Guadalupe Ramirez Tor skilfully typing the
manuscript. This research was partially supported by a Grant
from *Fundacion Miguel Alemidn”.

REFERENCES

Aggerbeck. M., Ferry, N.. Zafrani, E.S., Billon, M.C..
Buarouki. R. & Hanoune. J. {1983) 1. Clin. Invest. 71, 476- 486

Benovie, J. L., Pike. L. ).. Cerione, R. A.. Staniszewski. C..
Yashimasa, T.. Codina, 1. Caron, M, C. & Lerfkowitz. R. ).
(1985} 1. Biol. Chem, 260, 7094-7101



326

Benovic. J. L., Strasser, R. H., Caron, M. G. & Lelkowitz.
R. L. (1986) Proc. Nall. Acad. 8ci. U.S.A. 83, 2797-2801
Berry, M. N. & Friend. D. 8. (1969} J. Cell Biol. 43, 506-520
Bitensky. M. W, Russel, V. & Blanco, M. (1970) Endo-
crinology (Bullimore) 86, {54-159

Blair. J. B.. James, M. E. & Foster, J. L. (1979) J, Biol. Chem.
154, 7579-7584

Brown. B. L., Albano. J. D. M., Ekins. P. & Sgherzi, A. M.
(1971) Biochem. J. 121, 561-562

Clark. R. B., Goka, T, 1., Proll, M. A, & Friedman, J. (19806}
Biochem. J. 235, 399405

Carveri, S.. Hernéndez-Sotomayor, S. M. T. & Garein-Siinz,
). A. (1984} Biochem. Biophys. Acta 803, 95-105

Gilman, A, G. (1970) Proc. Natl, Acad. Sei. U S A, 67, 305-312

Gurr, J. A. & Ruh, T. A. (1980) Endocrinology (Baltimore)
107, 13001319

Gutman, 1. & Bergmeycr. H. U. (1974) in Mecthods of
Enzymatic Analysis (Bergmeyer, H. U.. ed.). vol. 4. pp.
£791-1793, Academic Press, New York

Harden, T. K. (1983} Pharmacol. Rev. 35§, 5-32

Heyworth, C. M, & Housluy, M. D. (1983) Biochem. J. 214,
93-98

Heyworth. C. M., Hanski, E. & Houslay., M, D. (1984)
Biochem, J, 222, 189-194

Huerta-Bahena, §.. Villolobos-Molina, R. & Gurcin-Siinz.
1. A. (1983) Biochim. Biophys. Acta 763, 112-11¢

Received 29 December 1986725 Murch 1987 uccepted 11 May 1987

1. A. Garcia-Sdinz and B. Michel

Lam, V. & Bar. H..P. {1978) Biochem. Pharmacol. 28,
2103-2104

Lynch. C. 1., Prpic, V., Blackmore, I’. F. & Exlon. J. H. {1986}
Mol. Pharmacol, 29, 196-203

Malbon., C. C.. Li. S. & Fain. J. N, {1978) J. Biol. Chem. 283,
BE20-4825

Morgun, N. G.. Shuman, E. A, Exton, J. H. & Blackmore,
P. F. (1982) J. Biol, Chem, 257, 13907-13910

MNakamura, T.. Tomura, A., Neoda, €., Shimkoji. N. &
Ichihara. A. (1983) J. Biol. Chem, 258, 9283-9289

Nada, C.. Shinjye. F.. Tomomura, A.. Kata, 8., Nakamurn, T,
& [ehibara, A, (1934) 1. Biol, Chen, 259, 7747-7754

Plas. C. & Nunez, J, (1975) J. Biol. Chiem, 250, 5304-5311

Pobiner, B, F., Hewlett, E. L. & Garrison, J. C. (1985) J. Biol.
Chem. 264, 16200-16209

Reilly. T. M. & Blecher, M. (1982) Biochim. Biophys. Acta 720,
126132

Sekura, R. D., Fish, F., Manclark, C. R., Meade, B. & Zhang,
Y.-L. (1983} J. Biol. Chem, 258, 1464714651

Sherline, P.. Eisen, H. & Glinsmann, W, (1974} Endocrinology
{Baltimare} 94, 235-939

Sibley, . R. & Lefkowitz, J. R, (1985) Nature (London) 317,
124-129

Wilson, P. D., Dixon, B. §., Dillingham, M. A.. Garcia-Sdinz,
ILA. & Anderson, R.J. (1986) J. Biol. Chem. 261,
1503-1506 -

1987



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Objetivo
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



