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J. JNTRODUCCION 

1.1. GENER~LID~DES 

t.t.a. Comunicación intercelular 

Las células son unidades semiautbnomas de los tejidos que 

pueden sobrevivir durante largos periodos en 

que mimetiza su entorno natural. El entorno 

un medio de cultivo 

intracelular es 

diferente del extracelular y sin embargo, entre ambos ocurre un 

continuo flujo e intercambio. F.ste intercambio tiene implica-

clones evolutivas importantes ya que a partir de él, las células 

y los organismos unt y/o pluricelulares pueden efectuar respues­

tas adaptativas ajustAndose adecuadamente a su entorno. 

La evolucton de los organismos pluricelulares ha dependido en 

gran medida de la habilidad que las células tienen para comuni­

carse entre st. Se requiere de comunicacibn entre las células 

para regular su desarrollo y organizaci6n en tejidos, para con­

trolar su crecimiento y dtvisiOn y para coordinar diversas acti-

vidades. Es entonces gracias a un variado y complejo sistema de 

comunicación intercelular finamente regulado que los orqñnismos 

multicelulares pueden reaccionar a grandes cambios en su entorno, 

consP.rvando un alto 9rario de homeostasis intP.rna. 

En los animales superiores, la capacidad de los tejidos espe­

cializados de funcionar de una manera integrada en un orqaniRmo 

se debe a dos sistemas de control, que son 1-) el sistema nervio­

so Al cual transmite se~ales electroqutmicas bidirecctonalP.s 

entre el r.erebro y los tejidos pertféricns Pn circuitos reflejos, 

y 2-) el sistema endócrino, el cual libera m~diadorP.s qu1mir.os, 11 

hormonas, dentro de la circulación para tener una acción alP.jada 
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de su sitio original de liberacibn, 

diferencias entre ambos sistemas. 

De hecho, no existen grandes 

El sistema nervioso libera 

agentes qulmicos que pueden actuar cómo mediarlorP.s 1OC:il1 P.S u 

hormonas circulantes verdaderas, y varias hormonas también actUan 

como mediadores neurogéntcos dentro del sistema nervioso cP.ntral. 

Además, AXtste una unión tntima entre los sistemas nervinfio y 

end6crino a 

sirve para 

nivel del hipotálamo y dP. la hipófisi~, 

integrar los dos sist~mas dentro de una 

m t sm;¡ qltP. 

unidad dP. 

control funcional. Dadas las similitudes que existen entre ambos 

sistemas, la teoria neuroendócrina t1nifica tanto la evolución 

como el funcionamiento de los sistemas nervioso y endócrino, 

en donde 

(2,3). 

las diferencias parecen 

Formas de Comunicación 

esP.ncialmente cuantitativas 

.Las células de tos animales superlorP.s Re comunici'lin ya ~ea 

directa o indirectamente¡ nos referimos a la comunicacibn 

indirecta como comunicación a distancia (1). 

Comunicación directa: este tipo de comunicación ae llP.va il cabo 

mediante moléculas de superficie en la membrana plasm~tica. Esto 

influencia otras células mediante un contacto ftsico. Este tipo 

de comunicación c~lula-célula es camón entre las células dP.l 

sistema inmune (presentación del antlqeno, reconocimiento 

r~stringido al Complejo Mayor de Histocompatibilidad ), Otro ttpn 

de comunicacibn directa to constituyen las uniones tipo nexo, que 

comunican directamente los citoplasmas de dos células adyacentes. 

Comunicación a distanci.A: este tipo de comunicAciñn ocurrP. 

med i ant.e 1 R secrec i ñn ne mensa jerns qu t micos que actl\an a rt i st.An-
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eta, sin requerir un contacto flsico célula-célula. Po~ un 

lado, estos mensajeros qulmicos pueden tener un efecto local en 

la misma c~lula que lo sintetiza, o en células adyacentes (como 

ocurre para la regulacion de la espermatogénesis por la testoste­

rona, o para la regulaciOn de la produccibn de glucagon por la 

insulina), constituyendo una forma de comunicacibn autbcrina y 

par~crina, respectivament.P., Por otro lado, l~s células endócrinas 

especializadas secretan hormonas al torrente sanguineo e inflllyen 

en céll1las blanco ampliamente distribuidas en ~l organi~mo. Y 

finalmente, las células nerviosas que forman uniones especiBliza­

das (sinapsis) con las células blanco y secretan mediadores 

qutmtcos llamados neurotransmisores, y que sblo van a afectar a 

la celula blanco adyacente. En la fig.1 se ilustra de manera 

esquem•ttca tres tipos de comunicacibn a distancia, 

par•crino, el endocrino y el nervioso. 

que son el 

Mensajeros intercelulares y mecanismos de accibn 

[,as sustancias que participRn comn mensajeros celulares 

presentan una naturaleza qulmica variada. Estas se agrupan en dos 

grupos con base en sus propiedades fisicoqutmicas, 

reflejan en sus mecanismos de acción (4):, 

-Mensajeros hidroftlicos son en su mayorfa de 

las cuales se 

naturalP.za 

polipept1dtca, como P.l glucagón, la insulina, la hormona ant.t­

diur~tlca la oxttocina, etc .. otro tipo de mP.nsajeros htdroft­

licos son las aminas¡ entre éstas están la arlrenalina y la 

dopamtna. 

-Hensajeros hidrofbbicos: son de naturaleza liptdica, como los 

esteroides, las hormonas tiroideas y las prostaglandinas. 

Todos los neurotransmisores, al Igual que la m~yorta rie las 
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hormonas y mediadores quimicos locales, son solubles en agua. La 

excepcibn la constituyen 

que son hidrofbbicas, y 

las hormonas tiroideas y esteroides, 

que se transportan en la circulacibn 

mediante su unión a proteinas acarreadoras. Esta diferencia en 

solubilidad entre mensajeros hidrofbbicos e hi?rofilicos se re­

fleja en los mecanismos de acciOn en las células blanco. Los 

mensajeros solubles en agua no pueden atravesar la bicapa lipl-

di ca que forma la membrana plasmática; se unen entonces a pro-

tetnas receptoras especificas en la superficie de la c~lula. t.as 

hormonas tiroideas y las esteroides son hidrofóhica", 

liberadas de SUR protP.tnas acarreadoras pueden 

y una vez 

atravesar 

libremente la membrana de sus células blanco. Los recP.ptorP.s rle 

estas hormonas son intracelulares (4). Otra diferencia importan-

te entre estos dos tipos de mensajeros es la vida media dentro 

dP.l torrente sangufneo o dentro dP.l espacio extracelular. Por lo 

general, las hormonas hidrosolubles se eliminan y/o degradan en 

minutos despu~s de entrar a la circulación y los 

qulmicos locales y los neurotransmisores adn m~s r~pido, en 

segundos o milisegundos después de entrar al espacio extracelu­

lar. Sin embargo, Ja vida media de las hormonas lipoftlicas es 

mas larga, de horas o dtas en algunos casos, aunque extst.an 

excepciones (1,4). 

1.1.b. Receptores 

La habilidad de una célula para responder al estimulo de 

mol~culas senaladoras o a mensajeros depende de la presencia de 

una sustancia capaz de reconocer e interactuar con el mensajero. 

El concepto de usustancia receptiva" tiene su origen en lnR 

7 



trabajos de Ehrlich y LanglP.y en 1906, quienes notaron que el 

veneno curare inhlbla la contracción inducida por nicotina del 

mOsculo esquelético, La competencia entre estas dos sustancias 

los llevó a concluir que "el mutuo antagonismo del curare y la 

nicotina sobre el musculo sólo se puede explicar 

satisfactoriamente si se supone que ambos se combinan con una 

misma sustancl a recP.ptora, la cual recihe el esttmuln, y RI 

transmitirlo causa la contracción del musculo'' (5). 

No fue sino hasta en las Ultimas décadas que Re habló de 

receptores como entidades qutmlcas concretas. Son por lo general 

protelnas de alto peso molecular, algunas de las cuales han sirlo 

pur.i~icadas, clonadas y secuenciadas. 

La atención de este trabajo esta dirigida a los receptores 

membranales, por lo que la información que a continuación RP. 

presenta sólo concierne a estos Ultlmos. 

Los r~ceptores membranales detectan entonces la llegarla de una 

hormona y activan una ruta de transducción que, en bltima instan­

cia, regula procesos celulares como la secrecion la contrac­

ción, el metabolismo o el crecimiento. La respuesta celular a un 

estimulo hormonal involucra por lo menos tres componentes que 

son: un receptor que reconoce a la hormona, un componente que va 

a aclopar el receptor al sistema generador de mensajes (~istemn 

transductor), y un tercer componente que va a efectuar la 

reHpuesta celular activando las enzimas correspondientes (efector 

interno) (6,fig.2). La participacibn de varios intermediarios en 

la transmtsibn de las senales (o sistema de transducción) permite 

por un lado, una amplificación de la senal y por otro lado, una 

regulacibn fina de la respuesta de la célula a una senal determi-
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nada f"undamentada en un circuito de retroalimentación. 

dice que una droga es agonista cuando su interacción con 

Se 

al 

recP.ptor provoca una activación similar a la que se manifiesta 

con el ligando endógeno. Los compuestos qutmicos que no eJercP.n 

una actividad farmacológica intrtnseca pero qlie causan un efecto 

mediante la inhibición de la acción de un agonist.a e~pectfico 

(compitiendo por el sitio de unión del mismo) son antagonistas 

( 2). 

En los animales superiores, la mayorla de las celulas estan 

especializadas en realizar functbnes especificas y presentan un 

arreglo caractertstico de receptores que les permite responder a 

diferentes mensajeros. La mayorla de estos receptores al ser 

activados 1 van a iniciar o· a modular esa funcibn. La influencia 

de estas seftales qutmicas en sus células blanco va a ser 1 ya sea 

la de alterar las propiedades o las velocidadP.s rle stntesi~ de 

protetnas existentes, o la de iniciar la sfntesis de protetnas 

nuevas. Existen varios casos en rlonrle P.l mismo mensajero ~e une a 

sus receptores induciendo respuestas diferentes en diferentes 

celulas blanco¡ ésto tiene dos implicaciones: la priml!'lra P.S que 

las c~lulas poseen un tipo especial de receptores con el fin de 

responder a un tipo particular de mensajeros qulmicos y la segun-

es que están programadas para respondP.r a carla 

manera caracter t st ica C B). 

t.l.c.Sistema endócrlno 

de 

El sistema endbcrino comprende una serte de tejidos especiali­

zados que conforman las glahdulas distribuidos en el cuerpo. 

Filogeneticamente, es un sistema antiguo, ya que todas las gl~n-
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dulas excP.pto la paratiroides y la placenta estAn presentP.s y 

funcionales en toda clase de vertebrados. En contraste con otras 

gl&.ndulas secretoras, las secreciones de las glandulas endbcri-

nas se liberan al torrente sangu1neo; de all1 el nombre "endb-

endon-dentro, krinein-aparte (7). 

Una hormona es un producto secretado por una glándula endó­

crtna. El término fue originalmente acuHado y aplicado por Bay­

ltss y Starling en 1900 al descubrir la secretina, la cual se 

libera en la sangre por la mucosa duodenal y estimula la seer e-

cibn pancreAtica. En la actualidad se define a una hormona como 

una sustancia qutmtca que se libera a la sangre en pequenas 

cantidades y que va a evocar una respuesta fisiolbgica especifica 

en otras células, denominadas células blanco. La restricción ''en 

pequenas cantidades" excluye a sustancias como la glucosa, ácidos 

grasos lihres, iones, C02, que podrtan engloharse dentro de est.a 

definición. Incluye sin embargo, a las "hormonas locales", como 

a la acetilcolina, la norepinefrina o la histamina, q11e alcan­

zan a sus c~lulas blanco por difusión a trav~s del lfqutdo extra~ 

celular, 

( 7) • 

y no por transporte a través de la circulaciñn general 

Es necesario enfatizar que en los organismos superiores las 

hormonas 

realizar 

de una variedad de glándulas operan P.n concierto 

el control de los procesos vitales fundamentale~. 

para 

t.a 

interrelacibn entre las hormonas, ya sea de manera cooperativa o 

antagonista, confiere flexibilidad y la posibilidad de gradua-

cienes sutilP.s que son muy importantes P.n el control homeostAti-

co. Las interrelaciones funcionales entre las diversas glándulas 

justifican el considerarlas como sistema fisiológico. 
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1.2. ADRENALINA Y SUS RECEPTORF.S 

1.2.a. Importancia fisiolOgica de la acción stmpattca y 

adrenal en el organismo. 

La acción tntegrativa del sistema nervioso 

tiene una importancia vital en el organismo. 

autónomo (SNA) 

En general, el 

SNA regula las funciones de las estructuras que no ~e encuentran 

bajo el control voluntario, y que por ende, no se hacen concten­

temente. Por lo tanto la respiración, la circulación, la diges­

tión, la temperatura corporal, la sudoración y la ~ecrP-ción de 

algunas glánd11las endócrinas estAn reguladas P-n parte o 

enteramente, por el SNA y por sus conecciones centrales (7,2). 

El SNA estA compuesto por el sistema nervioso stmp•ttco (SNS} y 

por el sistema nervioso parasimpAtico (SNP). Ambos tienen fun-

clones que podrlan considerarse, 

regulacibn del medio interno. 

por lo general, opuestas en la 

El SNS se encuentra vitalmente 

involucrado en la regulación homeostAtica de muchas funciones 

centrales y periféricas, entre las cuales se encuentran la fre-

~uencia cardiaca, 

vasomotor la 

la fuerza de contracción del miocardio, el tono 

presibn 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 

momento y de órgano a órgano. El sistema simpato-adrenal 

puede funcionar como unidad. Esto ocurre especialment.e 

tambiP.n 

en l 11 

llamada "reaccibn o respuesta general de alarma", durante la cual 

las estructuras inervadas por el sistema simpAtico se estimulan 

simult4neamente, preparando al organismo para un P.stado de "lucha 

o huida". Todas estas acciones del SNS y de la mf!:dula adrenal se 
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llevan a cabo por las aminas adrenérgicas, la epinefrina, la 

norepinefrina y la dopamina. Las acciones de estos compuestos van 

desde acciones periféricas excitatorias y/o inhibitorias P.n 

ciertos tipos de mdsculos lisos, acciones cardiacas excitadora~, 

acciones metabblicas como un aumento en la glucogenblisis y la 

gluconeogenesis hepAticas y un aumento en la lipOlisis en el 

tejido adiposo, acciones endbcrinas, como modulacibn de la secre-

c16n de diferentes hormonas y acciones en el sistema nervioso 

central, como estimulaci6n respiratoria, aumento en el estado de 

alerta y en la actividad psicomotora y una disminucibn en el 

apetito ( 7). 

El principio activo del efecto presar de los extractos adre­

nales fue nombrado epinefrina por AbP.l en 1899 y fue sintetizarlo 

independientemente por Stolz y Dakin (ver Harking, 9). La ruta 

blostntética de la epinefrina fue propuesta en 1939 por Bla~ko ~n 

1939 (10) y se presenta en la fig 3. En el transcurso de la 

slntests, la hidroxilación de la tirosina a dopa, y la ~escarho­

xtlación de la dopa a dopaminR. (paso 2 y 3) ocurren en P.l c11".o-

plasma. La dopa entra entonces a grAnulos citopl~smicos en 

donde es convertida a norepinefrina por una beta-htdroxilasa de 

dopamlna (paso 4). En la médula suprarrenal, la mayor parte de la 

norepinefrina se 

metlla formando 

libera de los gránulos, y en P.l citoplasma ~e 

la epinefrina (paso 5) y entra a tln gr11po 

diferente de grAnulos intracelularesJ en donde se almacena hasta 

su liberacibn. En el adulto normal, el ªº' de las catecolaminas 

de la medula suprarrenal esta constituido por la epinefrina y el 

20' restante por la noreptnefrina. Las acciones de la norepine-

frlna y de la epinefrina terminan ya sea por su recaptaciOn P.n 
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Fl g. 3. Biosfntesfs Enzfmatfca de la Dopamina, NorP.pinefrina y 

Eplnefrina. En la médula suprarr~nal, los pasos 1 1 2 y 3 ocurr~n 

en el citoplasma, y los pasos 4 y S son fntravesf culares. 
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las terminales sinhpticas , por difusión en el espacio interce­

lular o por transformaciones metabblicas. La monoaminooxidasa 

CHAO) y la catecol-o-metil transferasa CCOHT) son las principales 

enzimas Involucradas en los pasos iniciales de la transforma­

ción metabólica de las catecolaminas, los cuales se ilustran en 

la ftg.4. La epinefrina y la norepinefrina pueden inicialmente 

desaminarse oxidativamente por la HAO a los aldehídos correspon­

dientes (los cuales no se muestran en la figura), y oxidarse al 

Acido 3 1 4 dihidroximandélico. Alternativamente, pued~n metilarae 

primero por la COHT hasta la normetanefrina y la matanefrlna, 

respectivamente. Ambos productos de cualquier reacción se meta­

bolizan entoncP-s por la HAO o por la COMT alternativamente hasta 

formar el ~cido 3 metoxi 4 hidroximandélico (VHAl, el cual cons­

tituye el metabolito principal de las catecolaminas que se excre-

ta en la orina. Aquellas catecolaminas que se liber~n dent.ro de 

las terminales nerviosas se metabolizan por la HAO¡ la COHT se 

encarga de metabolizar las 

larmente en el htgado (2). 

catecolaminas ctrculant~s, partfcu-

1.2.b. Receptores adrenérgicos y transduccfbn de las senales 

1.2.b.1. ClasificacfOn farmacolbgica de los adrenorreceptores 

Como ya se mencionó anteriormente, el conc~pto de sustancia 

receptiva fue introducido por Langley en 1905 para explicar las 

acciones del curare ~n ~1 m~sculo esquelético, Dale An 1906 (lt) 

clasificó las diferentes respuestas a extractos de glAndula su­

prarr~nal o a estimulacionP.s del nervio simpático en ''motoras" 

(excttatortas) e inhibitorias, y observó que la ergotamina in-

terferfa sólo con las respuestas excitatorias. concluyó que cada 
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HO~ CH2 

1 
NH2 
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tipo de respuesta podla estar relacionada con un tipo diferente 

de "sustancia receptiva" y que ciertos tipos de tejidos podlan 

presentar uno o ambos tipos de receptores. La clasificación de 

Dale fue retomada 40 anos después por Alquist (12), quien compa-

rando la potencia relativa de 6 diferentes agentes simpato-

mtmettcos (incluyendo la epinefrina, la norepinefrina y el tso-

proterenol) en varios sistemas fisiolbgicos in vitre e in vivo 

observb que pese a que podlan observarse 2 tipos de respuestas, 

&stas no podlan clasificarse meramente como excitatorias o inhi-

bitorias ya que cada tipo de receptor podia tener cualquier 

acción dependiendo de su localización. sugirió entoncP.s que los 

receptores adrenérgicos deb!an clasiflcar~e de acuerdo al orden 

de potencia 

drenérgtcos. 

con que se a~ectan por los diferentes agentP.s a-

De acuerdo con esta clasificacion, los receptores 

que 

de: 

se estimulan por las catecolaminas con un orden de potencia 

eptnefrina> norepinefrina> isoproterenol (aquellos que por 

ejemplo median vasoconstricc16n) fueron llamados receptores alfa. 

Aquellos que median efectos como vasodilatacibn en mOsculo es­

quelético responden a catecolaminas con un orden de potencia de: 

isoproterenol>epinefrina>norepinefrina fueron llamados recep-

tares beta. Alquist ~onsideró que los alcaloides ergotamfnicos 

eran antagonistas alfa espectf icos. Sin en1bar90, la fal t.a . de 

disponibilidad de bloqueadores beta no permitió que la clasifi­

cación de Alqulst fuera del todo aceptada. La clasificación de 

Alquist se validó 9 ai'\os después con el descuhrtmient.o de un 

bloqueadnr beta espec!fico, el dicloroisoproterenol, por Slat.er y 

Powell en 1957 (13). En 1967 Re propuso la subdivisión de lns 

rec~ptores beta en beta 1 y beta 2 con base en sus respuestils 
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relativas a epinefrina y a norepinefrina (14). 

Los receptores 

Aquellos designados 

alfa tambien muestran heterogeneidad ( 15). 

como alfa 1 predominan en sitios efectores 

postslnApticos de m~sculo esquelético y de células glandulares; 

los alfa 2 ~e localizan en parte en las terminales presinApticas; 

la activación de éstos resulta en una inhibición de la liberación 

del transmisor, por lo que parecen estar involucrados en una 

retroalimentacibn presinAptica negativa de la liberacibn nerviosa 

del neurotransmisor. Sin embargo, la localizaci6n de los recep­

tores alfa 2 en las terminales nerviosas colinérgtcas en el 

trRcto gastrointestinal se responsabilizan probablemente de lns 

efectos inhibitorios de los agonistas alfa adrenergicos en ese 

flitto. Esta clasificación de los receptores adren~rgicns alfa y 

beta en alfa 1 y alfa 2 y en beta 1 y beta 2 reRpectivamP.nte, s~ 

co~roborb con el descubrimiento tanto de agonistas 

antagonistas especificos, para cada tipo de receptor. 

diferencias importantes en las habilidades relativas 

agentes alfa-bloqueadores para antagonizar los efectos 

aminas adrenérgicas en los 2 subtipos de receptores 

drenérgicos (2). La fenoxtbenzamina y la prazosina, por 

como de 

Existen 

de los 

rie 1 Rfl 

alfa a­

ejemplo, 

muestran selectividad para bloquear a los receptores alfa 1, en 

contraste con la yohimhina, la cual inhibe selectivamen~e a los 

receptores alfa 2 adrenergicos. La fentolamina en cambio, s6lo 

es de 3 a 5 veces m•s eficiente para bloquear los receptores 

alfa 1 que los alfa 2. Para los receptores beta adren~rgicos 

existen agentes beta bloqueadores no selectivos como el proprano­

lol, el aprenolol y etc, agentes beta selectivos para los recep-
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tares beta 1 como el metoprolol y para los beta 2 como la butoxa-

mina. La tabla 2 mue~tra una recapttulación de las propiftdadP.s 

farmacológicas y de las funciones fisiológicas de los subtipos de 

receptores adrenérgicos. 

Tabla 2. Receptores Adrenérgicos 

RECEPTORES "LFA 

Agonistas 
Potencia de agonis­
tas 
Antagonistas 
Subtipos 
~genistas selectivos 

Segundos Mensajeros 

Respuestas representa­
tivas 

Antagonistas selec­
tivos 

RECEPTORES BETA 

Potencia de Agonistas 
"ntagonistas 
Subtipos 

Agonistas selectivos 

Segundos mensajeros 
Respuestas represen-
tat l vas ' 

•Isoproterenol (l.so) 1 

Epi, NE, PE, Iso * 
Epi> NE > PE> Iso 

Fentolamina, 
Alfa 1 
PE 
Hetoxamina 

Fenoxibenzamina 
Alfa 2 
Clonidina 

Ca++, recambio 
de fosfafatidil­
inositol 
Vasoconstricción 
Relajación in­
testinill 
Contracción ute­
rina 
Dilatacibn de la 
pupila 
Prazoslna 

PE 

Alfa metil 
AMPc 

NE 

Liberación pre­
sinaptica de NE 
Agre1Jación pla­
queta.ria 

Yohimbina 

I > E > NE > 
Propranolol, 
Beta 1 
lE•NE) 
Dubotamina 

Alprenolol, Nodolol 1 Timolol 
Beta 2 

AHPc 
Estimulacibn 
cardiaca 
Lipólisis 
Relajación 
intestinal 

lE»NF.) 
Metaproterenol 
AlbutP.rol 
Terbutal ina 
Isoetarina 
AMPc 
Broncodilatacibn 
vasodilatacibn 
Relajación ute-
rina 
Liberación preslnAp­
tica de NE 

Epinefrtna (F.pil, Norepinefrina (NR) y 

fenllefrlna lPEJ. Wilson, J.D. y Foster, o.w. Ct9BSJ Wllllams 

Textbook nf Endocrtnology 7th Ed. W.B. saunders company. 

16 



Los 

de 

receptores beta adrenérglcos han sido purificarlos a 

partir diferentes fuentes (16) y pertenecen grupo ne 

receptores mejor estudiados. Se cuenta con el cDNA que codifica 

para el receptor beta 2 adrenérgico y a partir rle ést.e se conoce 

la estructura primaria de este receptor (17), Estudios de diges­

tibn proteolltica de los receptores beta 1 y beta 2 muestran que 

existen regiones extensas de homologla entre estas dos protel-

nas (18). Adem~s de compartir un alto grado de homologla estruc­

tural, comparten propiedades fi~iolbgicas y funcionales. Ambas 

unen catecolaminas y ambas estan acopladas de manera estimula-

torta a la enzima adenilato ciclasa. Se consideran por lo tanto 

lsorreceptores. También se ha logrado purific~r los receptor~ft 

alfa 1 y alfa 2 (19,20) Los mapas peptfdicos de los receptor~~ 

alfa t y alfa 2 muestran que existe poca homologfa estructurill 

entre los suhtipos de receptores alfa adrenérgicos, misma que se 

refleja funcionalmente, ya que cada uno está asociado a un meca­

nismo de transducción diferente (21). Estudios posteriores han 

demostrado que el subtipo alfa 2 adrenérgir.o no es totalment~ 

homoqenP.o y se postula la existencia de 2 subtipos, los alfa 2a y 

los alfa 2b (22). Por otro lado, existen evidencias de una rea-

puesta alfa 1 heterogenea, aunque aOn resulta prematuro hacer una 

subdivisión (23). 

1.2~b.2: Transduccibn de las senales adrenérgicas. 

Los sistemas seftaladores estan constituidos alrededor de un 

tema cornán de tres componentes que interactuan entre si. Estos 

son: 1- una subunidad de reconocimiento o receptiva (R) 

2- un~ protetna transductora o de ~coplamiento lN o GJ 
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regulada por nucleótidos de guanina 

3- una enzima efectora (CJ, 

Los eventos que ocurren desde la interacci6n hormona-receptor 

hasta la gen~ración de 11n segundo mensajero forman partA ~e la 

transducci6n. Los procesos que ocurren desde la generaci6n del 

segundo mensajero hasta el efecto final se agrupan en lo que se 

denomin~ propagación de la se~al. Cuatro ejemplos de tales 

sistemas son los siguientes: 

-receptores que estimulan a le adenilato ciclasa (AcJ 

-receptores que inhiben a la Ac 

-el sistema de transducción de la luz visual que involucra a la 

rodopsina 

-receptores que promueven la hidrólisis de fosfoinosltidos 

mediante la activación de Ja fosfolfpasa C. 

En cada caso, el receptor esta funcionalmente asociado una 

prOtelna regulada por nucle6tidos de guanina y a una enzima 

efectoraJ la cual va a controlar el nivel intracitoplAsmico del 

segundo mensajero. 

La transmisibn de las se~ales adrenérgicas al interior de la 

c6lula involucra das v1as principales: 

- la primera afecta los niveles intracelulares del AMPc a través 

de la activación o inhibición de Ja Ac 

- Ja segl1nda afecta el recambio de fosfoinos1tidos y l~ 

concentración dP.1 ca intracelulnr a travP.s rle la activación rle la 

fo8foltpasa C. 

SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA 

Tres de los receptores adrenérgicos interar.t~an con la Ac para 

18 



ejercer su efecto biol6gtco, los beta lJ los beta 2 y los alfa 2. 

El papel del AHPc como segundo mensajero de las acciones de la 

P.pinefrina en el htgado fue descubierto por Sutherland y col 

(24). F.l AHPc se genera por la activación de una enzima membra­

na!, la Ac, a partir del ATP. La concentración intracttoplásmtca 

del AHPc se altera en segundos después de la interacción de 

algunas hormonas con sus receptores y alcanza niveles maxtmos 

minutos después de iniciarse la acción hormonal. La activación de 

los receptores beta adrenérgtcos (beta 1 y beta ?.) se asocia con 

una elevación de los niveles del AHPc a trav~s de la activación 

de la Ac (25) 1 mientras que la activación de los receptores alfa 

2 se asocia con una disminución en los niveles del AHPc a trav~s 

de la inhibición de la Ac (21). 

Aunque inicialmente se pens6 que la interacci6n de los recep-

del ton fluoruro con la subunidad catalltica de la Ac 

era directa, los trabajos de Rodbell en 1971 demostraron que el 

GTP era un activador esencial de la Ac (26). Este nuclebtido es 

capaz por sf sólo de activar a la Ac, aunque sólo P.n forma 

parcial, pero amplifica notablemente la resp11esta a las hormonas. 

Se sabe ahora que las acciones de las hormonas y de los iones 

fluoruro están mediadas a través de protetnas moduladas por 

las cuales son llamadas proteinas N (por nucleótidos), o 

GTP~ 

G lpor 

quanina), o G/F (por guanina/fluoruro)(27). En trabajos reciP.nt~s 

se ha demostrado que la proteina N involucrada en la activaciOn 

de la Ac es diferente de la que inhibe a la Ac (27 1 28-30). Estas 

protefnas se han denominado Ns a la que estimula y Ni a la que 

inhibe a la Ac (fig.5). 
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Se ha demostrado que la protetna N tiene actividñd rle GTPasa, 

la cual hidrolizando el GTP a GDP+Pi, termina cada ciclo ne 

activaciOn de la Ac (31 1 32). De esta manera, los an~logos no 

hidrolizables del GTP como el GppNHp o el GTP~S conducen a una 

activación persistente rle la enzima, 

hidroltzables. 

ya que sólo son lentamente 

Los nucleOtidos de guanina no sblo modulan la actividad cata­

lttica de la Ac, sino que ejercen también efectos regulatorios 

espectficos sobre la unibn de agonistas a los receptores beta­

adren~rgicos (33,34). El GTP disminuye la afinidad general de los 

agonistas acoplados a la Ac por sus receptores, llev~ndolos 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

tlblP.s y que dicha interconvP.rtibilidad está regulada por G'l'P a 

trav~s de la protetna acopladora N (26,35). En la fig 6 fle 

presenta un modelo de las acciones ñr.l GTP en · el component.e 

catalttico de la Ac y en la modulaciOn de la afinidad del recep­

tor por su agonista. La asociacibn del receptor en un estado de 

baja afinidad Rb con la proteino N unida al GOP (N*GDP) provoca 

un cambio del receptor a un estado de alta afinidad (Ra) por su 

agonista, formando as! un complejo Ra*N*GDP. La interacción de la 

hormona (H) con el Ra induce un recambio del Gl>P por el G'l'P P.n la 

protelna N lo cual conduce por un lado a una disociaciOn del 

complejo H*R*N en donde el B vuelve a adquirir su forma de baja 

afinidad, liberando a la hormona; por otro lado, la protetna N 

queda en su forma activa y es capaz de activar a la Ac 

Las protetnas N (Ns y Ni) son heterodtmeros los cuales, bajo 
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la est1mulación inducida por la hormona se disocian en las subu­

nidades alfa y beta-gama. Las subunidades beta-gama parecen ser 

comunes para las dos protefnas, Ns y Ni, y tienen un peso molecu­

lar aproximado de 35 y 5-8 Kd respectivamente. Las subunidadP.s 

alfa -sin embargo, difieren en sus pesos moleculares: 42-45 Kd 

para alfa-a y 39-41 Kd para alfa-i. E~tas subunidades alfa son 

las que tienen actividad de GTPasa y las que van a modular a la 

Ac (36 1 37 y 38). Dos toxinas han sido extremadamente Utiles 

para definir la interacción de estas protefnas reguladoras con 

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

cólera y la toxina pertussis, producidas respectivamente por los 

bacilos Gram negativos Vibrio cholerae y Bordetela pertussis. La 

toxina del cólera activa irreversiblemente a Ns (41J, mientras 

que la toxina pertussis actua sobre Ni, bloqueando la atenuación 

h~rmonal de la Ac (29 1 39). Ambas toxinas tienen entoncP.s un 

efecto stnergico sobre la producción del AHPc. Es interesante el 

hecho que ambas toxinas actOen uniendo covalentemente la fracción 

de ADP ribosa del NAO+ a la subunidad alfa de sus sustratos 

respectivos, la subunfdad alfa de 45 Kd de Ns (41) o a la subtJni­

dad de 41 Kd de Ni (39 1 40); la ADP-ribosilacibn de Ni altera su 

interacción con el sistema de la ciclasa bloqueando su habfJirl~d 

de inhibir la unidad catalltica activada (39, 40) e interrumpien­

do su asociacibn con receptores para ligandos inhibitorios (42J. 

SISTEMA FOSFOINOSITIDOS-CALCIO 

Durantft los anos SO se reportaron las primeras observacionfts 

de un aumento en la incorporacibn de 3?.P a lo's fosfoinosttidos de 
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la membrana plasmática secundarios a una estimulación con hormo­

nas y neurotransmisores en varios sistemas celulares (ver revi­

sión histbrica, 43). Mo fue hasta 1975 cuando Hichell asoci6 el 

recambio de fosfoinosltidosJ secundario a una activacibn hormo-

nal, con un cambio en la concentracibn del calcio (Ca) citosOlico 

(44). Hichell propuso que el recambio de fosfatidil 

Involucraba una alteración en el ca citosólico. 

inositol 

En 1980 Pain y Garcia-Sáinz obsP.rvaron que la activación de los 

receptores alfa 1 adrenérgicos correlacionaba con un recambio del 

fosfatidilinositol asociado a la membrana , que este recambio 

era capaz a su vez de modificar la concentracibn del Ca intra­

citopl6smico y que estos iones par se desempef'iaban un papel muy 

importante en la transduccibn de la se~ales adrenérgicas (21). En 

contraste con el sistema transductor acoplado a la Ac, el avance 

en el conocimiento del sistema acoplado al recambio de fosfoino­

sltidos se ha dado en los Ultimes diez a~os, y tan s6lo reciente­

mente empezamos a entenderlo mejor. 

En estos momentosJ el sistema de los fosfoinosttidns Re 

entiende de la manera siguiente . lln 11pido de inositol, el 

fosfatidtl- tnositol4 1 5bifosfato (Ptdlns4 1 5P2J 1ocalizado dentro 

de la membrana plasmattca es el precursor utilizado por la acti­

vación del receptor para liberar el inos'itol 1J4 1 5 trifosfato 

(tns1,4,SP3) al citosol, dejando el diacil-glicerol (DG) dentro 

de la membrana. La función primaria del Ins1 1 4,SP3 es la de 

modificar la concentración ca citop1ásmica a partir de fuentes 

intracelulares y constituir as1 una ruta Ins1,4 1 SP3/Ca. La otra 

rama esta constituida por P.l DG, el cual activa a la protetna 

cinasa e CpKCJ formando una ruta DG/pKC (45Jfig.7). 
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El mecanismo de transducción que involucra a los lfpidos de 

lnosltol es otro ejemplo en donde una prot.etna G (Gp 1 p por 

fosfoltpidos) acopla los receptores a la fosfoinositaRa (46 1 47). 

(Downes y Michell introdujeron el termino de fosfoinositasa para 

referirse a la enzima q11e hidroliza el Ptdins4,SP2 1 y as1 evitar 

confusiones con la fosfodlesterasa dP.l AMPc, 48). No se conoce 

sin embargo, la identidad de la protelna G. Las evidencias de la 

p~rticipaciOn de la protetna G en el sistema de transducciOn 

acoplado a las fosfoinosltidos son las siguientes: 

- la afinidad para agonistas de los receptores acoplados a este 

sistema se modula por nucleótidos de guanina, en forma similar a 

lo que ocurre con los acoplados a la Ac (4?.) 

el GTP y sus analogos no hidrolizables son capaces de estimular 

a la fosfolipasa e (49) 

-el ión fluoruro es capaz de activñr a la prot.etna np y asl 

promovP.r la formación del Inst,4,5P3 tn vivo e in vitro (50 1 51). 

Tal formacibn de Insl,4 1 5P3 inducida por fluoruro se asocio con 

un aumento en el ca intracelular (51) 

-Algunos receptores acoplados a este sistema son capaces de 

plasmatica desencadenar una actividad de GTPasa en la membrana 

( 52). 

El 

puede 

fosfatidil- inositol es un fosfollpido particular 

fosfortlarse. Una cinasa de fosfatidil inositol 

ya que 

(PtdinsJ 

transfiere un grupo fosfato del ATP al Ptdins hasta d~r el fosfa­

tidl l inositol 4 fosfato. Otra cinasa a~ade otro grupo fosfato y 

se forma el Ptdlns4,5P2, 

tns1,4,SP3 ( f i g 7 l • De 

P.l cual es sustrato para qener~r 

todos los fosfatos de inositol, 
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Ins1,4,5P3 es el Onico al que se le ha encontrado una funciOn de 

segundo mensajero: la de liberar Ca del reticulo endoplasmico 

(RE). Fue 8P.rrtdge quien demostró P.l papel del I~st,4 1 SP3 como 

segundo mensajero (53). Se propone qtie el Insl,4 1 5P3 interñictl'la 

con un receptor especifico en el RE (54), el cual está conectado 

o forma parte integral de un canal de Ca. En Apoyo a esto, Re han 

identificado sitios de unibn espectficos intlacelulares al 

Ins1 1 4,SP3 en varias células CSSJ56). 

El Ins1,4,5P3 puede metaboltzarse a través de dos rutas inde-

pendientes. Puede defosforilarse a inositol libre o puede entrar 

a la ruta de inositol tris/tetrakis hasta formar uñ polifosfoll-

pido de inositol recientemente identificado, el cual puP.rlP. tP-ner 

tambi~n una funcibn de mensajero. Ast entonces, se ha demostrado 

que la fosforllacibn del Ins1,4,S,P3 conduce a la formacibn del 

inosttol1,3,4 1 5tetra-kis fosfato Cins1 1 3 1 4 1 5P4) 1 •el cual parece 

estar involucrado en el control ñe 1a entraña rle Ca a trav~s rte 

ta membrana plasmática (57,58). De alguna manera, parece que la 

acctbn del Insl,3,4,5P4 requiere la liberaciOn previa de Ca de 

fuentes intracelulares; se propone entonces que 1a liberacibn de 

Ca del RE es la que inicia )a re~puesta, pero que este Ca 

lib@rado es rRpidamente cRptado por diversos organelos y adem~s 

expulsado de la c~lula por una ATPasa membrana!. La acciOn del 

Inst,3 1 4 1 5P4 permitiendo la entrada de Ca del e~terior de la 

célula, explica entonces una respuesta sostenida por 11n tiempo 

prolongado. 

Por otro lado, el segundo producto de la hidrblisis del 

Ptdtns4 1 5P2 1 el DG, pP.rmanece dP.ntro de la membra~a plasmática y 

funciona como segundo mensajero activando a la pKc, La cuñil fue 
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descubierta por Nishtzuka (59,60). . L-a ·aC::tivacii:.ri de la pKC 

depende no sólo del DG, sino ta~bién_de'ca_y rle· la fosfatidtl 

serina (45). En la mayor fa de las células, .fa __ activación involu-

era ambas ramas de mensajeros, y asf entonces P.l llG y el ca 

act~an sinérgicamente en 1a activación de la enzim3. lJn aspecto 

importante dP.l proceso de activación es la translocación ffsiea 

de la enzima del citosol a la membrana, la cual puede deberse a 

la accibn del Ca (61). Esta translocaciOn mediada por ca a la 

membrana prepara a la enzima a las acciones estimulatorias del 

DG. Se sahe que la pKC participa P.O la propagación de Ja se~al 

hormonal, y sobre todo, parece estar involucrada en la rP.gulación 

de la respuesta hormonal. 

Lo distinto del sistema de senales de los ltpidos de inosi-

tol es que existe una bifurcación ~n el flujo de información. 

Ast, surge la hipótesis de la senal dual, la cual concierne 1a 

forma 

entre 

en que las rutas del Ins1,4,S,P3/Ca y del DG/pKC cooperan 

st para llevar a cabo una enorme variedad rle procesos 

celulares. En la mayoria de la celulas, las dos rutas parecen 

agentes actuar sinérgicamente; ésto se ha demostrado utilizando 

farmacol6gicos capaces de estimular cada ruta independientemente. 

Se han utilizado el A23187 o la ionomicina para aumentar el Ca 

intracelular y ésteres de forbol para estimular a la pKC, y as! 

estimular diferentes respuestas CP.lulares. l-~n la figura B 

ilustra la hipbtesis de la se~al dual, en donde se muestra el 

papel de ambas rutas en el control de la actividad·celular. 

Se propone que la ruta del Ins1 1 4,5P3/Ca juega un pap~l 

directo y principal en el inicio dP. las respuestas celulares. 
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Pese a que la ruta DG/pKC contribuye directamente a las respues­

tas finales, su función primaria en muchas células parer.e ser la 

de modulación o regulación tanto P.n el sistema de los lfpidos de 

inositol (interacción homóloga) como en otros sistemAs rle trans­

ducción, en particulAr en el del AHPc (interacción heteróloga). 

~si, se ha observado que la activación farmacológica rle la pKC 

inhibe las acciones alfa-1 adrenérgicas en hepat.ocitos (6?.) y 

conduce a una desensibilización alfa-1 adrenérgir.a (63); de igunl 

forma Al forbol miristato acetato (PHA) es capaz de inhibir la 

accumulacibn de AHPc inducida por glucagon o por isoproterenol 

(64). La existencia de interacciones de retroalimentacibn entre 

segundos mensajeros conduce a un sistema de se~ales altamente 

integrado y ~intonizado capaz de responder rapidamente a senales 

externas con los cambios apropiados P.n la actividad celular l4S). 

1.2.c. Modulacibn de la respuesta adrenérgica 

Las hormonas tiroideas y los glucocortlcoides son capaces de 

modular la respuesta de una gran variedad de células a las ac-

clones de otras hormonas, inr.luyendo las de las catecolaminas 

(65). Se le conoce a ~sto como efecto permisivo. 

Nos referiremos aqui exclusivamente al efecto.permisivo que 

tienen las hormonas tiroideas y los glucocorticoides en el htgado 

de la rata. En algunas condiciones fisiológicas ocurre un cnmbio 

en las contribuciones relativas de los receptores alfa y beta 

adren~rgicos a la respuesta neta de las catecolaminas. El htgado 

de la rata se ha convertido en un modelo atractivo para estudiar 

los macantsmos de P.sta aparent~ interconverstón rle la respuesta 

alfa t a beta. Ast por ejemplo, la re~puesta glucogenoltttca a 

catecolaminas en el htgado depende de la especie del animal l66), 
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de diferencias sexuales (67J, de la edad CGBJ, y de la funciOn de 

las glandulas tiroideas (69 1 70), y adrenales (7JJ. En Ja rat.a 

adulta, la respuesta adrenérgica hephtica esta mediada por recep­

tores alfa 1 (72,73), pero se convierte en un evento mediado por 

receptores beta en condJctones de hipotiroidismo (69J de 

deficiencia de glucocorticoides (71J, de hepatectomla parcial 

(74) y de colestasis (75). También se ha observado la adquisi-

ción de una respuesta beta adrenérgfca 

ctón reciproca en la rP.spuesta alfa t) 

importante (con una red11c­

en hepatocitos cuJtivadns 

tn vitro como monocapas prtmarias (76). 

Se desconocen los mecanismos de las modulaciones en la res-

puesta adren~rgica. SP. ha reportarlo un aumento en la densidAd d~ 

los receptores beta adrenérgicos asociado al aumento en la res­

puesta beta adrenérgica en condiciones de hipotiroidismo (73) al 

igual qtie en hepatocitos en cultivo (76). Existen por otro lado 

estudios 

receptor 

regulación 

vivo como 

pas, se 

que sugieren que alteraciones en et acoplami~nto del 

a su mecanismo efector pueden ser importantes en la 

de la respuesta hetñ adrenérgtca hep~tica t.nnt.o in 

in vitre (77-79). En hP.patocitos cultivados en monoca­

ha observado una funcibn reducida de la proteina Ni 

junto con un aumento en la respuesta beta adrenérgica (79). Por 

otro lado, en hepatocitos de ratas adultas normales, ocurrió un 

cambfo en el control adrenérgico de la glicogenólisis de alfal a 

heta aparentemente relacionado a nlteracionP.s en la fosfol;pasa 

A?., sin un ·aumento en el n~mero de receptores beta (78), 

1.3. DESENSTBILTZACION, 

Uno de los aspectos más sorprendentes de los receptores en 
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general y de los receptores beta adrenérgicos en particular es la 

naturale7.R dinAmica de su regulación por una enorme variedad de 

Influencias. Hemos mencionado por ejemplo los efectos permisivos 

de ciertas hormonas sobre la respuesta a catecolaminas. 

Otro aspecto extensamente estudiado de la regulación de los 

receptores beta adrenérgicos es P.l fenómeno de desensibilización, 

conocido también como tolerancia o taquifilaxis. El fenómeno de 

desensibilización se observa en sistemas tan simples como son los 

procariontes, por ejemplo para la estimulacion quimiot•ctica de 

las bacterias, al igual que en los organismos más complejos, como 

son los mamtferos. Los fenómenos sensoriales se desensibilizan 

frecuentemente. La desensibilización del efecto de una droga es 

un factor importante que limita la eficacia y la duración rle la 

acción de muchos agentes terapéuticos, y prevalece de forma 

importante para los agonistas beta adrenérgicos . 

Se dice que hay desenslbilización cuando la exposición prolon­

gada a una hormona, a un neurotransmisor, a un autacoide o en 

general a un estimulo externo conduce a una dismlnucibn en la 

respuesta celular a tal estimulo. 

Un problema importante en cualquier discusibn mecantstica es 

aquel de la nomenclatura. La desensibilizaci6n inducida por hor-

mona~ se ha dividido P-n dos categortas generales, referidas como 

e~pectfica del agonista o desensibilización homóloga y agonista-

lnespeclfico o desensibilización heteróloga. La desensibiltza-

ción de las re~puestas celulares mediadas pnr AHPc podrta ocurrir 

a través de una reducción en la VP.locidad de slntesis del AHPc o 

de un aumento en la degradación del AHPc o en la expulsión dP.l 

AMPc fuera de la célula. Pese a que se han observado los dos 
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Oltimos eventos en algunos sistemas , parece que el factor de 

regulaclbn principal es la modulacibn en la velocidad de s\ntesis 

del AHPc estimulada por el receptor. Asl, para los receptores 

acoplados a la Ac, el termino de desensibilizaciOn hombloga se 

refiere a aquella forma de desensibilizacibn en donde la respues­

ta subsecuente de la celula a catecolaminas disminuye sOlo ante 

la exposicibn previa de estos agonistas mientras que la 

respuesta de la enzima a otros efectores, activados por distintos 

receptores, 

afectadas. 

como las prostaglandinas o el ion fluoruro no se ven 

La desensibiltzacibn heterbloga, en cambio, ocurre 

cuando la estimulacibn con un agonista conduce a una dismtnucibn 

mAs generalizada en la respuesta de la celula a una serie de 

agonistas estructuralmente no relacionados que operan a trav~s de 

distintos receptores (B0,81). 

Existen dos mecanismos que alteran al receptor beta a-

drenérgico y que conducen a una desensibilización de la respuesta 

(80). La primera ruta involucra una internalización del recP.ptor 

mediada por la acción del agonista sobre et receptor mediante un 

procefto endocltico. Ha sido extensamente estudiado en eritrocitos 

de rana al igual que en distintos tipos de celulas en cultivo, en 

particular en astrocttoma~ (81-85). En eritrocitos de pavo se 

ha descrito en una forma totalm~nte distinta de alteración en el 

receptor promovida por el agonista y que conduce a desensi­

bl l izaciOn (84,BS). En este caso no hay disminucibn 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 información controversial en cuanto a la existencia de 

desensibilizacibn de las acciones beta-adrenergicas en el htgado 

de la rata. Por un lado los trabajos de Gurr y Ruh (86) y de Nada 

y col~ (87) reportan unñ desensihilización del tipo homólogo ne 

lñ formación del AHPc inducida por el tsoproterenol en cultivos 

primarios de c~lulas parenquimatosas de higado de rata. De igual 

forma, el grupo de Reilly y Blecher (88) descrtbib una desensibi­

lizactón homologa de la Ac por isoproterenol en una linea celular 

de hepatocitos diferenciados , la ltnea RLPR-c. Sin P.mbargo, los 

rAsultados obtenidos en el estudio de la regulación adrP.nérgir.a 

An el h1gado perfundido contradicen tos datos anteriores. 

y col. (89) observaron que la respuesta glucogenol1tica 

Horgan 

en el 

htgado perfundido no se desensibilizó a~n de~pués de estimula-

clones het.a- adren~rgicas sucesivas. Ast entonces, la existencia 

de mecanismos reguladore~ del tipo refractario o taquifiláctico 

de la respuesta beta-adrenérgica hepática que operen en lln siste­

ma fi~iológico no esta del todo clara. 
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IT. ORJF:TlVO 

El objetivo de la presente tesi·s file profundizar en el es tu-

rlio de un aspecto dR )~ r·e~~laci6n beta- adren~rgtca, l~ dPsens1-

hilización1 en Pl hfgado.rlP. l~ rata. Para esto, utilizamos hrpa­

t.ocitos frP.sr.os aislados de ratas hipotiroidP.as r.n rlonrle P\ 

componente beta-adrenérgtco ·par_ticfpa de manera importante en las 

acciones dP. las cat.ecolaminas. 

31 



rrr. MATERIAL y HETODOS 

La parte correspondiente a materiales y metodos se da en el 

trabajo anexo. 
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IV. RESUL'l'ADOS 

Los resultados de esta tesis han sido publicados es el 

trabajo: "Homologous beta-adrenergic desensittzation in isolated 

rat hepatocytes." .J. Adolfo GARCIA-SAINZ y Bertha HICHEL 1 

Biochem.J.(1987) 246,331-336 

RESUMEN DE RESULTADOS 

El nümero de las figuras que se presentan en esta sección 

corresponde al n~mero de las figuras del trabajo anexo.) 

En la f ig 1 se presenta el curso temporal de la 

desensibilizaciort beta-adrenérgica inducida por ~l isoproterenol 

a una concentraGión de 100~H- F.l panel a muestra una disminución 

en la acumulación de AMPc (aproximadamP.nte del 20-25') inducida 

por el isoproterenol en las células preincubadas en ausencia del 

agonista, lo cual se debe por lo menos en forma parcial a una 

diSminución en la viabilidad de los hepatocitos. Sin embargo, en 

las células preincubadas en presencia del agonista beta 

espectf ico, la disminuciOn en la acumulacibn del AHPc inducida 

por el isoproterenol fue mucho mas r~pida e impresionante. En el 

panel b se muestran los datos normalizados como porcentaje de la 

respuesta de las células incubadas sin el agonista. La preincuba­

ci6n con el isoproterenol reduce aproximadamente un SO' la res­

puesta de la célula a este agonista. La desensibilizacibn 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 isoproterenol. La 

fig 2 presenta la desenstbilización beta adrenérgica en función 

de la concentración de isoproterenol durante el periodo de pretn-
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cubación. Se observa que la magnitud de la desensibilización 

deperide de la dosis de isoproterenol; hay una desensfbilización 

máxima con una concentración de tsoproterenol en el rango de 10-

tOO~HJ y la CESO es aproximadamente de SOnH. 

Los experimentos posteriores fueron realizados con el ·fin de 

definir: A. el tipo de desensibilización 

B. su repercusión met~bólica 

C. sl la desensibilización depende de Ja activación de 

la clclasa o resulta solamente de la ocupación del receptor por 

el agonista 

D. si Ni esta involucrada en la desensibilizaei6n 

4.a. Caraeterizacibn de la desensibilizaeión 

La fig 3 muestra que la preincubación con isoproterenol 

reduce (aprox. 

es~e agonista, 

50') la acumulacibn maxima de AHPc inducida por 

sin afectar la CESO del isoproterenol . La acumu-

laclón del AHPc Inducida por glucagón no se altera por una expo-

sir.Ión prP.via al agonista beta-adrenérgico. Esto i ndi r.a que 1 a 

desensfbflfzaclón es espectftr.a para el isoproterenol (homólogaJ 

y que la disminución en 1a acumulación del AHPc no se debe a un 

deterioro ni del hepatocito P.n general ni P.n el complejo de la 

Ac en particular. 

4.b. Consecuencias metabblicas de la desensibilizacibn 

En la fig 4 se observa que la desensibillzacibn tiene conse­

cuencias metabólicas, ya que la exposición previa al isorrotere­

nol desensibiliza también la ureagénesis estimulada por el 

agonista beta especifico, sin alterar aquella estimulada por el 

glucagon. También para la 11reagénesis, la desensibiliz~ción ~pa-



rP.ce como homóloga. 

4.c. Participacibn del AMPc en la desensibilizacibn 

Cuando las celulas se preincubaron en presencia de 10uH 

propranolol con o sin isoproterenol no se desensibilizaron 

acciones beta-adrenP.rgicas ni sobre la acumulación de AMPc 

de 

las 

ni 

sohrP. la ureag~nesis. Estos datos indican que la simple ocupación 

del receptor por un antagonista no es Sllfictente para desencade­

nar la desensibilizacibn beta adrenergica. Estos resultados no se 

muestran en el trabajo anexado. 

En la fig.5 y en la fig 6 se muestra el efect.o de una preincu­

bacibn de 15 min en presencia de glucagonJ el cual activa efecti-

vamente a la ~e, sobre la acumulaciOn de AMPc y sobre la u-

reagénesis J respectivamente. Se observa que la preincubacibn con 

glucagon no desensibiliza la respuesta a isoproterenol (panel a 

de ambas figuras) ni altera la respuesta a este péptido lpan~l b 

de ambas figuras) 

4.d. Participacibn de Ni en la desensibilizaciOn 

En la fig 7 se observa que el tratamiento de las ratas hipoti-

ro ideas con la Toxina Pertussis no altera la desensibilización 

beta adrenérgica inducida por el isoproterenol. Es necesario 

recalcar que en estos hepatocitos los valores basales de AMPc 

están altos con respecto a los valores obtenidos en hepatocitos 

de ratas hipottroideas no tratadas con la toxina (3.68+-0.21 vs 

\.14-+0.16 pmol/mq de pe~o hUmedo, respectivamente). Si estos 

datos se normalizan y se expresan como porcentaje de la re~puesta 

de las c~lulas preincubadas sin el agonistaJ la respuesta beta -

adren~rgica en los hepatocitos preincubados en 

isoproterenol aparece francamente desensibilizada. 
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raz6n de la obtención de valores basales altos de AHPc en los 

hepatocttos de las ratas tratadas con la toxina y pretncubados 

'con el isoproterenol. Para esto, se estudió comparativament.e el 

curso temporal de la acumulación de AHPc {en ausencia de metlli­

sobuti lxantinaJ un inhibldor de la fosfodiestP.rasa dP.l AHPc) 

inducida por la estimulacibn beta adren~rgica en células de ratas 

htpotiroideas controles y tratadas con Toxina Pertussis. Los 

resultados se muestran en la Fig B. La conformación de ambas 

curvas fue esencialmente la misma. Aparecen ciertas diferencias 

en la parte descendiente de las curvas: en los animales tratados 

con la toxina la disminución en la acumulación de AHPc fue mas 

lenta que en 

estabilizarse, 

AHPc de 2 a 3 

los animales controles y muestran una tendencia a 

al cabo de los 60 min, sobre concentraciones de 

veces más altas que las que concentraciones de AHPc 

tn,ctales, en el tiempo o. 

4.e. Reversibilidad de la desensibilizaci6n 

En cuanto a la reversibilidad de la desensibilizac16n, se 

estudiaron periodos de recuperación hasta de 150 min, en donde la 

respuesta adrenérgica permaneció disminuida con respect.o a la 

respuesta de las células controles. No se estudiaron periodos 

m4s largos porque la viabilidad de los hepatocitos disminuyó 

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

Los resultados de este trabajo indican que una activaciOn 

breve del receptor beta adrenérgico en hepatocitos de ratas 

htpotiroideas conduce a una desensibilización. Esta desensibili­

zaclón se reflejó tanto en la acumulación de AHPc como en un 

parémetro metabólico, la generación de urea, estimulados por el 

lsoproterenol. El fenómeno resultó ser especifico del agonista, u 

homólogo, es decir que no altero la respuesta de otras hormonas 

en este caso del glucagon- que operan a trav~s del mismo sistema 

de transducción. 

Estos datos estan de acuerdo con los resultados publicados por 

un lado, por el grupo de Lam y Bar (90) 1 quienes observaron que 

la incubación de rebanadas de htgado de rata con adrenalina por 

un. periodo corto de 30 min desensibilizaba marcadamente la 

actividad de la Ac estimulada por agentes beta adrenergicos, sin 

afectar la actividad enzimática estimulada por el glucagon. Por 

otro lado, el grupo de Gurr y Ruh (86) y el de Nada y cnl (87) 

reportaron que en cultivos primarios de hepatocitos de rata la 

activación beta-adrenérgica inducfa una desensibilización d~l 

tipo homólogo. En estos trabajos, el agonista indujo una desensi­

bilizacibn con un componente inicial r~pido (< 1 hr), seguido por 

una progresión mas lenta del fenómeno, que se estabiltzO al cabo 

de las 3 horas de exposicibn al agonista. El grupo de Gurr y Ruh 

reportó que el fenómeno fue pobremente reversible, lo cual esta 

de acuerdo con lo que 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 fenómeno secundario a 1 hr de 

exposición al agonista beta-espectfico sobre la activación de la 

Ac en una lfnea celular clonada (los hepatocitos RL-PR-C). 

Estos resultados y los anteriores contradicen los q11e reporta­

ron Horgan y col. (89), quienes trabajaron en hfgado perfundido 

de ratas jóvenes. No observaron desensibilización de la respuesta 

glucogenolttica estimulada por un agonista beta-especffico, aun 

despu~s de estimulaciones beta-adrenérgicas sucesivas. Estas 

diferencias en los resultados podrtan explicarse por la utiliza­

ción de diferentes modelos; aun cuando el hfgado perfundtdo 

represente un buen sistema fisiológico, podrfa estar contaminado 

por hormonas endógenas u otros factores y por células no paren­

quimatosas que podrfan influenciar el proceso. También es posible 

que en el modelo utilizado par Margan y col. (hfgado perfundido) 

exista una gran reserva de receptorr.s para efectuar la respuesta 

final Cglicagen6lisis). Los hepatocitos frescos son un buen 

sistema fisiolbgico; son morfol6gica y funcionalmente idénticos a 

los del animal integra, en contraste con el cultivo de hepatoci­

tos en monocapa y con la linea RL-PR-C. 

Se ha demostrado que el AMPc puede inducir una desensibiliza­

cibn en algunas células (BO)j en particular, para la desensibili­

zacton heterOloga de las acciones beta-adrenérgicas se ha demos­

trado la participaci6n de una protelna cinasa dependiente de AHPc 

(la protelna cinasa Al, la cual fosforila y desactiva al receptor 

beta-adrenérgico (92). Los resultados de la fig 5 muestran que el 

9lucagon es capaz de estimular la acumulacibn de AMPc de forma 

similar al isoproterenol; esto a través del mismo mecanismo de 

transduccibn que el agonista beta-espécifico, es decir a traves 
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de Ns. Sin embargo, la exposición previa rle los hepatocitos al 

glucagon no alteró la respuesta de las células ñl isoproterenol. 

Este resultado excluye entonces a la protefna cinasa A, al AHPc, 

a la subunidad catalftica de la ciclasa y a Ns como poSibles 

responsables de la desensibilización descrita P.n este trabajo. F.s 

interesante recordar que el propranolol no indujo desensibiliza-

cibn beta-adren~rgica, lo cual indica que la simple ocupacibn del 

receptor no es suficiente y que se requiere la activacibn del 

receptor para disparar el proceso. Strasser y col (91) y Benovic 

y col (93) demostraron la fosforilaciOn del re·ceptor beta-a-

dren~rgico catalizada por una proteina cinasa recientemente ca-

racter izada, independiente de AHPc, asociada con la forma hom6-

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

ficar, ai~lar y caracterizar esta cinasa y la llamaron "cinasa 

del. receptor beta-adrené:rgico", o beta-ARK (por las siglas en in-

gl~s J. La beta-ARK tiene una especificidad de sustratos restrin-

gida, ya que no fosforila sustratos de otras cinasas como son las 

htstonas. Esta enzima tiene como propiedad ünica la de fosfori-

lar al receptor beta-adrenérgico sólo cuando está ocupado por el 

agonista. La forma libre del receptor, o el receptor ocupado por 

un antagonista no es sustrato de la enzima. La fosforilacibn del 

receptor disminuye la actividad funcional del receptor ( 99). 

Parece que esta cinasa tiene un papel importante en la regulación 

de la función del receptor beta-adrenérgico, al igual que de 

otros receptores acoplados a la Ac, que se desenstbilizan de 

forma hombloga. La existencia de esta cinasa habla de un mecanis-

mo general involucrado en la funcibn del receptor - que sblo el 

39 



receptor ocupado por el agonista es sustrato de las enzimas 

reguladoras. La posible participaci6n de esta cinasa en la desen­

sibilizactbn que se describe en este trabajo es muy atractiva¡ 

sin embargo, la fosforilaci6n del receptor, su inacttvacibn y la 

participacibn de esta u otras cinasas queda por demostrarse 

especlficamente 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 q11e van a provocar una disminucibn en el 

acoplamiento funcional de la rodopsina a la transducina; este 

fenómeno se conoce como adaptaci6n luminoza (94). La rodopsina 

activada por la luz es el sustrato de una enzima llamada cinasa 

de rodopsina. Esta enzima fosforila la rodopsina, disminuyendo 

asl su capacidad de interacción 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 rle 

rodopsina puede a su vez fosforilar el receptor beta-adrenérgico 

sólo en su forma activada por el agonista (96). Cada cinasa 

muestra 

111ugiere 

sin embargo preferencia por su sustrato homologo. Esto 

que la beta-ARK y la cinasa de rodopsina pueden Rer 

miembros relacionados de una familia de cinasas de receptores, 

que tienen como fl1nci6n ]A de modulAr la ~ctividad celular de 

~stos. De hecho, se ha observado que la estimulaci~n de la Ac por 

prostaglandina E2 1 bajo condiciones que conducen a una desensibi­

lizaci6n homologa C del receptor de prostaglandina E2) 1 tambi~n 

conduce a la traslocacibn de la beta-ARK del citosol a la membra-

na plasmAtica (97). Esto sugiere fuertemente que la beta-ARK es 

capaz de fosforilar receptores acoplados a la Ac 1 diferentes a 
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los receptores beta-adren~rgicos. Convendrla entonces referirse a 

la beta-ARK como" cinasa de receptores acoplados a la Acº; su 

función en la desensibilización homóloga se explicarfa pensando 

que sólo los receptores activados por el agonista son sustratos 

de la cinasa. Ast entonces, la beta-ARK sblo fosforilaria aquel­

los 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 mecanismo clave un cambio conforma­

cional promovido por el agonista , el cual va a exponer sitios de 

fosforilacibn previamente escondidos en.el receptor. Tales recep­

tores acoplados a la Ac deberan compartir un dominio homologo en 

donde se encuentran los sitios de fosforilacfón. 

El grupo de Heyworth y Houslay (98) demostró que la incuba-

clón de hepatocitos intactos con glucagon conducta a una desenai­

bilización dependiente de la dosis o a un "desacoplamiento" de la 

estimulacibn de la Ac membrana! por el glucagon. Sugirieron 

entonces que la desensibilizacibn se debla a una lesibn en la 

protetna regulada por nuclebtidos de guanina, o Ns, la cual est~ 

involucrada en mediar las acciones estimulatorias del glucagon, y 

no en el receptor ni en la unidad catalttica de la Ac En 11n 

trabajo posterior (99), el mismo grupo demostró que la habilidad 

dP.l glucagon para desensibilizar la actividad ñe la Ac en hP.pato­

citos intactos se bloqueaba con un pretratamiento con la toxina 

Pertussis o IAP. La IAP intensificó la respuesta de los hApatoci­

tos a la acción del glucagon, ésto median~e una inhibición rte la 

expresión de la desensibilización y mediante una eliminación de 

la entrada inhibitoria residual sobre la Ac expresada en presen-
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eta dr.1 9luca9on. En el trabajo que aqut se presentaJ un trata­

miento con glucagon no alteró la respuesta subsecuente ni a 

glucagon ni a tsoproterenol. La desenstbtlización reportada por 

Heyworth y Houslay fue rápida y breve, ya que se manifestó a los 

5 mtn y desapareció gradualmente. Los experimentos de esta tesis 

se hicieron preincubando 15 min con el glucagon, seguidos de un 

lavado de 3-4 mtn. Es posible que la ausencia de una desensibili­

zaci6n en la respuesta a glucagon se deba al tipo de condiciones 

que se utilizaron en los experimentos. Otros autores han descrito 

que las acciones del glucagon se desensibilizan en c~lulas inte­

gras después de varias horas de exposición al agonista (t00,87). 

Los resultados de esta tesis muestran que la toxina Pertussis 

no altero la desensibflizacibn inducida por el isoproterenol; 

este resultado excluye a Ni como mediadora de la desensibiliza­

ctón inducida por el agonista beta-adrenérgico, También indica 

que el proceso que aqut se describP. es distinto al que reportan 

Heyworth y Houslay (99 J. Clark y col ( 101) reportaron que Ja 

desensibilizacibn beta-adrenergica en células de linfoma no se 

alterb mediante un tratamiento con toxina Pertussis, lo cual estA 

de acuerdo con lo que se reporta en esta tesis . En un trabajo 

posterior, el grupo de Garcia-Sáinz y col. observó que la acti­

vación farmacológica (PHA) o fisiológica (vasopresina) ñe 18 pKC 

tnhtbta la acción de los agentes acoplados de forma estimulatorta 

a la Ac, como son el isoproterenol y el glucagon en hepatocitos 

de ratas hipotiroideas, induciendo asi una desensibilización 

heteróloga de la Ac (102); la lesión en ese caso parece locali­

zarse a nivel de la protetna Ns. La desensibilización beta-

adren•rgica heteróloga y la homóloga, que se aqut ~e describe J 
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resultaron ser aditivas, lo cual indica que estos procesos operan 

a través de rutas diferentes y que posiblemente involucran dife-

rentes sitios de accibn. La homologa parece involucrar una alte-

racibn a nivel del receptor beta- adrenergico, mientras que la 

heter6loga parece alterar a Ns. Es interesante mencionar que la 

desensibilizacibn heter6loga de la Ac se redujo notablemente 

mediante un tratamiento con toxina Pertussis (102). El grupo de 

Heyworth y col. (99) demostró que la desensibilización inducida 

por glucagon se bloquea con la toxina Pcrtussis. Este dato enfa­

tiza las similitudes en los mecanismos de acciOn que existen 

entre tal desensibilización y el tipo heterólogo descri~o por 

Garcfa-Séinz y col (102). No se conoce P.l mecanismo mediante el 

cual la toxina Pertussts bloquea la desensibilizaciOn de la Ac 

Inducida por la activación de la pKC. Los resultados de ese 

trabajo (102) constituyen evidencias fuertes para indicar quP. la 

pKC ejerce una retroregulacibn sobre otros sistemas seftaladores, 

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 interacción heteróloqa. La dinámica rie la rP.gulación 

de estas respuestas en donde operan interacciones homólogas y 

hAterólogas tiene una gran importancia para lograr una respuesta 

celular precisa e integrada. 

Se est~n estudiando las bases bioqutmicas que participan en el 

fenómeno de desensibilizaciOn. Ast, por ejemplo, parece que los 

mecanismos que conducen a una desensibilizacibn homologa son 

distintos a aquellos que conducen a una desensibilización hete-

róloga; se acepta generalmente que la desensibilizactón hetcró-
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loga occurre despues de la r~pida dP.sensibilizacibn homOloga. En 

un trabajo reciente, el grupo de Clark y col. 

la hipótP.sis que concernta los mP.canismos ne 

(103) modificaron 

dP.sP.nsihili7.ación 

beta- ;trlrP.nérqicos P.n las célulñs :=;4qw•r. OhsP.rvarnn que la ciP.sP.n­

sibi lización de las célulils S49WT fue hP.terOloga P.n rP.spuest . .:t ñ 

hajas concentraciones de (-JP.pinefrina (50nM) y homologa r.n rr.s­

puesta a concentracionP.s mayorP.s de (-)epinefrtna (10uMJ. Sugi­

rieren entonces que la desensibilizacibn de la estimulaci6n hor­

monal de la Ac inducida por e] agonista involucra dos rutas 

diferentes, que se muestrñn en lñ fig 9. ¡,,. ruta 

AMPr: y tlnil protetna cina~a rlepP.ndient.e cie AMPc y 

activa r:uando las células S49WT se pretratan con concP.ntrñciones 

bajas de epinefrina, PGE2, o forskolin~. No se sabe st existen 

otros pasos P.n una 

d~rendtent.e de AHPc, 

cascada anAlogñ a la rle la prot.eina cinas~ 

como reg11lar:iOn cie 11na fo~fortlasa mediAnt.e 

acttvaciOn rle tina cinasa fosforilasa o mediante la in;=ir:tiva-

ci6n de una fosfatasa a traves de 1a activaciOn dP. un inhtbidor. 

La segunda ruta, que conduce 

indP.pP.nrliP.nte rle AMPc o dP. 

a 11na dP.sensibilizactbn homóloga, 

c1P. AMPr. 1 

requiere niveles mas altos de hormonas, con el fin de saturar 

y 

a 

los receptores. Si los datos presentados en el trabajo de Clark y 

col. corroboran en otros ststem~s lograran ar:larn~P. 

discrepancias que existen en cuanto a los mecanismos que conducen 

a ambos tipns de rlesensibilizaclnnes. r:n 1 a f i CJ' • 1 o se mUP.Rt.ra 

de forma esq11em~tica los mecanismos que podrlan estar involucra­

dos en la desensibilizacibn homolbga. Inmediatamente después de 

la estimu1acibn del receptor por e] agonista ocurren camhios 

conformacionales que conducen no solo a la estimulacibn de los 
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mecanismos efectores sino también a la translocación de la beta­

~RK del citosol a la membrana plasmática. Esta translocación 

favorece la unión de la enzima a sitios de fosforilación previa­

mente escondidos y que se exponen durante l~ activación. Ocurre 

entonces la fosforilación del receptor, la cual conduce a una 

p~rdida en la habilidad de acoplamiento del recP.ptor con la 

protelna regulada por nucle6tidos de guanina. En algCn punto 

despu~s del desacoplamiento del receptor con su mecanismo trans­

ductor, el receptor es secuestrado dentro de la c&lula y es 

transferido a vestculas intracelulares, las cuales puedAn 

separarse de la membrana plasm~tica mediante ultracentrifugacton. 

Se ha demostrado que el desacoplamiento funcional y el secuestro 

del receptor son dos pasos distintos (104,105). F.n est~s vestcu-

las, no se encuentran presentes ni Gs, ni Gi, ni la Ac (106). El 

ligando hidrof6bico pindolol marcado con iodo radioactivo puede 

penetrar dentro de la célula, y utilizarse entonces para determi­

nar el nbmero total de receptores beta- adrenergicos tanto en 

membrana plasmAtica como en las ves1culas intracelulares. El 

antagonista beta- adrenérgico hidrof1lico GCP12177 tritiado puede 

utilizarse para monitorear la pérdida de receptores de superfi­

cie, ya que no puede atravesar la membrana plasmbtica. El recep­

tor beta- adrenérgico desensibilizado, desacopladoJ y libre tiene 

una menor afinidad para sus agonistas que los receptores acopla­

dos funcionalmente a la Ac (107). Aparentemente dur~nte el procP.­

so de desensibilizaci6n no ocurren danos irreversibles en el 

receptor. Se ha observado que al eliminar al agonista beta­

adrenérgico del entornoCle las células desensibilizadas, lns· 
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receptores secuestrados regresan a la membrana celular y se 

acoplan funcionalmente al resto de los componP.ntes de la Ac 

(108). Parece que dentro del compartimento secuestrado, el 

receptor se defosforila, se reactiva y se prepara para reciclarse 

nuevamente a la superficie de la célula . Se sugiere la partici­

pación de una fosfatasa especifica como responsable de eliminar 

el o los grupos fosfato del receptor beta- adrenérgico. Mientras 

que los pasos de fosforilación y desactivación-del esquema pare­

cen an4logos a lo que ocurre en la adaptación de la luz/ fosfori­

lación de la rodopsina, el secuestro del receptor no presenta una 

analogta obvia en la ruta de la adaptacibn de la luz. En realidad 

podrla pensarse que la fosforilacibn por la beta-ARK involucra 

sitios diferentes en el receptor que los que utiliza la cinasa 

dependiente de AHPc, y que la fosfortlación por la beta- ARK 

constituye una se~al que conduce Rl SP.cuestro-intern~ltzact6n . 

. Resulta de qran interés aclRr~r los mecanismo~ btoqufmicos y 

moleculares que participan en las des~nsihilizactones homóloga y 

heteróloga, y asf ayudar a explicar un gran nt~mero rle procesos 

en la biologfa. La fotoadaptactón al igual que la tolerancia a 

agentes terapéuticos, como a la insl1ltna y al qlucagon, consti­

tuyen ejemplos de desensfbtlizaciones. varios grupos de investi­

qactón siguen estudiando este fenómeno en diferentes sistemas, en 

particular el grupo de R.J. Lefkowitz, de e.e. Halbon 1 de R.8. 

Clark en los Estados Unidos y el grupo del Dr ~.A. Garcta-Sáinz, 

entre otros, en México. 
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CONCLUSIONES 

Las conclusiones que se desprenden de esta 

siguientes: 

En hepatocitos de ratas hipotiroideas, 

tesis son las 

t. La esttmulación beta-adrenérgica conduce a una desensi­

btllzaclón homóloga· 

2. La desensibiLizacibn parece depender de la ocupacibn y 

acttvacibn del receptor por el agonista y no de la estimulaciOn 

de la acumulaci6n del segundo mensajero AHPc 

3. La accibn del glucagon no se desensibiliza en este tipo de 

experimentos 

4. El proceso de desensibilizacibn no parece involucrar a Ni, 

ya que es insensible a la toxina Pertussis 

s. La desensibilizaciOn se evidencia tanto en la accibn 

inmediata (AHPc), como en el efecto metabblico (ureogénesis). 
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Homologous P-adrenergic desensitization in isolated rat 
hepatocytes 

J. Adolfo GARCÍA-SÁINz• and Bcrtha f\.fICHEL 
Ocpar1amcnto de BiocncrgCtica, Instituto de Fisiologia Celular. Universidad Nacional Autónoma de f\.1Cxico. 
Apartado rosta! 70-248. 04510 México D.F .• t>.IC:itico 

Hcpatocytcs fron1 hypothyroid rats hnvc u 1narkcd //-adrcncrgic responsivencss. Preincubation of thcse 
hepatocytes with isoprcnaline induccd a timc-depcndcnt and conccntnttion-dcpcndcnt dcscnsitizntion of thc 
fl-adrcncrgic rcsponsivcncss without altcring that to glucagon (hon1ologous dcscnsitization). Thc desensi· 
tization wns evidcnccd both in thc cyclic AMP uccumulation und in the slimulation ofureagcncsis induccd 
by the p-adrcnergic 11gonists. Undcr thc saine conditions. preineubation \\'Íth glucagon induccd no 
dcscnsitil.alion. Propranolo\ was also unablc to induce dcscnsili111tion, hut blockcd thlll induccd by 
isoprcnaline. Pcrtussis-toxin trcat1ncnt <lid not alter thc ho1nologous ¡J-ndrencrgic tlcscnsiti7.ation induced 
by isoprcnalinc. 

INTRODUCTION 

Dcsensitization is a widcsprcnd rcgulatory phcno­
mcnon in which ccll exposurc to a honnonc. ncuro· 
transmiltcr, autacoid, or in general to C.'l(tcrnal sti1nuli. 
rcsults in a dccreascd ccll rcsponsivcncss. Two 111ajor 
typcs of dcscnsitization havc beco dcscribcd: ( 1) 
homologous desensitiz.ation, \Yhen thc ecll scnsitivity lo 
thc dcscnsitizing agcnt is dccrcascd, whcrc;1s that tu othcr 
agcnts remains unchnnged: and (:!:) hctcrologous dc­
scnsitization, when thc stintulution by one agonist results 
in a more general cffcct decn.:nsing cell rcsponsivencss to 
severa! ·structurally unrclnlcd agcnts, working through 
diffcrcnt rcceptors. 

Thc jl-ndrcncq;ic-rcccptor-linkcd adenylatc cyclasc 
has bccn onc of thc most widcly studied systc1ns. an<l 
both homologous and hctcrologous typcs of dc:-.i.:nsi­
tizntion have beco dcscribcd [rcvicwcd by Hurdcn (1983) 
and Siblcy & Lcfkowitz (1985)). 

Rat hcpatocytes from normal udult rats scan.:cly 
respond to p-adrcncrgic agonists. Howevcr. thcrc are a 
number ofnormal and pathological conditions in which 
Jl-adrenoecptors plny an in1portant role in thc <1ctions of 
catcchohunincs in hcpatocytcs; thcy includc fct:1l-rat 
livcr (Shcrlinc ,,, al .• 19i4), ju\·cuili.: rals (lllair .·r ,11 .. 
1979). hepatic hypcrplasia aftcr surgical or chcn1ical 
partial hepatcctomy (Aggerbcck el al .. 1983: Hucrta­
Uahcna el ni .. 1983). hypothyroidism (Malbon el al., 
1978; Corvcra et 11/., 1984). adrcnalecton1y (Bitcnsky 
et al .• 1970) and cholcstasis (Aggcrbcck et al., 1983). 
Furthcrmorc, :icquisition of a fl·adrcncrgic response hy 
adult rat hcpatocytcs during prinutry culture h:1s also 
bccn obscrvcd (Naknmura et al .. 1983). 

Using primary cultures of rat livcr parenchynud cclls, 
Gurr & Ruh (1980) and Nada e•/ al. (1984) obscrvcd that 
isoprcnalinc induces //-adrcncrgic dcsL.'nsitiz.:ttion. Si1ni­
larly. Rcilly & Blcchcr (1982) obscrvcd that culturcd 
differentintcd RL-PR-C hcpntocytes are dcscnsitizcd to 
isoprcnnlinc after cxposure to this fl-ndrenergic agonist. 
On the contrary, using pcrfuscd rat livcr, Margan,., t1I. 
(1982) obsen:ed no ¡J~adrcncrgic descnsiti7.ation evcn 

• To whom rcprint rc:qucsts should he addn.-s~c:d. 
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aftcr succcssivc /l·adrcncrgic stimulntions. Wc furthcr 
cx:nnincd thc phcnomcnon of /1-adrcncrgic dcsensiti­
zation, using frcsh hcpatocytcs from hypothyroid rals. 
Our rcsults indicatc lhnt short-term cxposurc to 
isoprenalinc lcads to un homologous dcsensitizntion ar 
thc /1-adrenoccptor. 

l\11\TEH:IALS ANO METHOOS 

6-iV-Propyl-2-thiourncil, mcthylisohutylxanthinc, ( - )­
isoprenalinc, (± )-propranolol, urcnsc, L·glutaminc and 
1.-ornithinc wcrc obtaincd from Sigma Chcmical Co. 
C.:yclic [·'l·l)AJ\.IP (32 Ci/nunol) was obtaincd from Ncw 
England Nuclear. Pcrtussis toxin was purificd from 
vnccinc concentratcs, gcnerously providcd by thc 
National lnstitutc ofHygicnc (México), by thc mcthod of 
Sckura ('f al. (19R3). Glucagon wus gcnerously givcn by 
Eli Lilly. 

r=c1nalc \Vistnr rats (approx. 250 g) fcd ud lihi1111u wcrc 
uscd. Hypothyroidisn1 \vas induccd by giving thc rats 
water con1aininlf. 0.015% propylthiourncil for 40-50 
days; hypothyro1disnt wus nssesscd by dccrensed wcight 
gain. dryncss of thc fur und decreascd blood conccn­
trntions of tri·iodothyroninc (Corvcrn t•t al., 1984). 
Pc.·rtussis to.'l(in (25¡ig/100 g. intrapcritoneally) wns 
administcred 3 days befare thc cxpcrimcnl was pcr­
formcd. Angiolensin 11 produces a 30-45% dccrcasc in 
the nccun1ulation of cyclic AMP induced by glucagon in 
hepatocytcs; administration of this dose of toxin 
con1plclely blockcd thc ability of angiotensin 11 to 
dccreasc glucagon-induccd cyclic AMP nccun1ulation 
(scc Pobincr L'f (11., 1985; Lynch et al .• 1986). 

J-lcpatocytcs werc isolutcd by thc mcthod of Bcrry & 
f-"ricnd {1969). lsolation. wnshings and incubalion ofthc 
cclls wcrc done in Krcbs-Ringcr bicarbonntc buffer 
(1:?0111111-NaCI, 5 mM-KCI, 1.3 mM·CuCl1• 1.2 mr.t:­
Kl-12P04, l.:? mM-MgSOu 10 mM-NnHCO.) saturaled 
with 0:/C02 (19:1), pH 7.4 at 37 ºC. 

To induce dcsensitization, the cells (40 mg/ml) werc 
prcincubatcd in the nbscncc or presencc oíagonists: aftcr 
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this prcincubation, thc cells werc washcd by centri­
íug:at!on and rcsuspcnsion threc times with Krcbs-Ringer 
bicarbonale buffer at 37 ºC. and thc cffccts of thc ngcnts 
wcrc testcd. Thc washing proccdurc took 3-4 min.Jn ali 
thc cxpcrimcnts. the cclls obtaincd írom u Hvcr wcre 
dividcd into two groups (control and experimental). and 
they wcrc proccsscd in parallcl. To determine thc rute of 
ureagcnesis, thc cclls wcrc incubated in buffer supplc­
mcntcd with 10 mM-glutamine and 2 m~1-ornithinc for 
60 min; urca was quantified cnzy1nicllll)' (Gutman & 
Bcrgmcycr. 1974) in the ecll supernatants. Cyclic Al\1P 
accumulation 2 min aftcr thc addition oí thc ugcnts was 
quantified in cclls plus mcdium by thc 1ncthod ofGihnan 
(1970) as modificd by Brown et a/. {1971). In thc cyclic 
AMP cxperimcnts 100 /tM-methylisobutylxanthinc was 
prescnt to inhibit phosphodicstcrasc acth•ity. 

RESULTS 

To examine whether P-adrcncrgic aclivnlion in íresh 
hcpatocytcs lcads to dcsensitization, lh·cr cclls wcrc 
incubated for diffcrcnl times in thc abscnce or prescncc 
OÍ 100JIM•isoprcnalinc;11ítcr this prcincuhnlion. tite cclls 
werc washed three times and incubated for 2 n1in in thc 
prescncc of l ¡1M-isoprcnlllinc an<l 100 ¡1M-1ncthyliso­
butylxanthine, the rcaction was stoppcd und cyclic 
AM P aceumulation dctcnnincd. Fig. l(a) shows thal 
during prolonscd incubation lherc \\'as sorne dccrcasc 
(approx. 20-25%) in the accumulation of cyclic AMP 
induced by isoprcnaline in cclls prcincubatcd in thc 
absencc oíany agent; this was at lcast piirlially due 10 a 
decrcasc in viability (- 10% ), us cvil.lenccd by Trypan 
Blue cxclusion and luctatc dchydrogcna5C rclcasc; such 
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FI¡. 1. Time coursc or the lsoprcnallne-lnduced descn.'iilizaUon In 
hcpaloc:ytrs 

Hcpatocytcs wcrc prcincubntcd wilhoul (0) ar wilh Ce) 
100 ¡1M-isoprcnaline: lite cel1s wcrc washed nnd re­
chnllcnged with l ¡lM•isoprcnalinc in thc prcscncc oí 
100 ¡•M·mcthylisobutylxnnthinc 111 the times indicatcd. (b) 
prcscnls the nonnalization of the data cxprcsscd as 
pcrccntages of control (prcineubated wi1hou1 11gonist) 
response. Mean vnlues are plottcd, and \'crtical lincs 
reprcscnt lhcs.E.M. for rour c:11.pcrimcnts usingdi!Tcrcnt cell 
preparations. 
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Flg. 2. P-Adrcnerglc desemlllzation u a runcUoa or l:topreullne 
conccmlra.llon durlng prelneubatlon 

J-lcpatocytcs wcre i11cubated ror 15 min with thc caneen· 
trations of isoprenulinc indicu1cd (Q, control). wnshcd, 
um..I clmllcngcd with l ¡1M-isoprcnaline in thc prescnce of 
100 ¡1M·mcthylisobutylxanthinc. Mean vnlucs are plottcd, 
and \'Crlical lines rcprcscnt the S.E.r.t. for four dctcnni­
nutions using differcnt ccll prcparntions. 

dccrcase in ccll viability \vas identical in the control and 
descnsitizcd sroup. However, much faster and more 
i1nprcssivc wns thc úilninution observed in thc cclls 
prcincubatcd with thc //-adrcncrgic ugonisl. Thc magni­
tudc of thc dcscnsitizalion and the tin1c coursc of the 
proccss can be n1orc clcarly obscrvcd if thc data are 
nornu11ized ns the pcrccntage of the response of cells 
prcincubnlcl.I without agonist (Fig. lb). Preincubation 
with the agonist produccd a dccrease in the response of 
approx. 50'.Y,,; it took place rathcr rapidly, with a r¡ 
of npprox. 3 min, and rcached a near-maximal descnsi­
ti1.ation ni 15 min. This time of prcincubation waS uscd 
in ali thc following studics. 

Thc cíl'cct of thc conccntration of agonist during thc 
prcincubation was next studied, and the rcsults are 
prcsentc<l in Fig. 2. Thc descnsitization induccd by 
isoprcnalínc was conccntration·depcndent, with a maxi­
mal dcscnsitization obscrvcd in the range of 10-100 ¡1M­
isoprenaline and an EC,0 (concn. giving 50% of 
mnximum cffccl) of approx. 50 nM. To obtain the 
nu1:11.in1al descnsitization. 100 ¡tM-isoprenaline was used 
during thc prcincubation in ali the following studies. 

Further experiments werc pcrfonned in ordcr to define 
(A) thc typc of desensiti1.ation, (8) its mctabolic 
rcpcrcussion, (C) if cyclic AMP accumulation. i.e. 
cyclase activation, was requircd or if the dcsensitization 
was duc to receptor occupation or activation, and (0) if 
1hc guaninc-nuclcotidc-binding rcgulatory protcin ('Ni') 
was involvcd in thc dcsensitization process. 

Thc accumulation of cyclic AMP induced by diff'crcnt 
concentrations of isoprcnalinc or glucagon in cclls 
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Fla. J, Eft'ect of prdncubation wllh lsoprcmallnc un thc uccu­
mul•tion of cycllc A!\1P lnduced by lsoprcnullne or 
gluc•aon 

Hcpatocyles wcrc incuhatcd in thc ahscncc (Q) or 
prcscncc <el of 100 ¡1M-isoprcn:1\inc, wnshcd an<l incu­
bated with diffcrcnt conccntrations of isoprcnulinc (11) or 
glucngon (b). Mean valucs nrc plottc<l. nnd vcrticnl lincs 
rcprcS;Cnt thc s.E.M. far fourcxpcrimcnts using dilTcri:nt ccll 
prcpnrations. 

prcincubatcd in the ubscncc or prcscncc of 100 ¡1M· 
isoprcnaline wns studicd. Thc data prcscntc<l in Fig. 3 
show that prcincubution with thc //-udrcncrgic ugonist 
mnrkcdly dccrcuscd ( - 50';~) thc maxinu1I cyclic AMP 
accumulation induccd by isoprcnulinc, but that thcn: was 
no changc in thc EC,11 (- 300 nM). lntcrcstingly. thc 
nccumulation of cyclic AM P induccd by glucagon wus 
almost idcntical in cclls prcincubatcd in tlu: abscncc or 
prcscncc of isoprcnulinc (Fig. 3/J). Thc data dcnrly 
indicntc thut thc dcscnsitizntion induccd is ho1nologous 
nnd not duc to u general dclctcrious cffcct on thc cclls or 
the adcnylate cyclasc complcx. 

To detcnninc if thc prcincubation wilh thc //-adrcncr­
gic agonist has n1ctabolic conscqucnccs. thc ubility of 
isoprenalinc and glucagon to stintulatc urcagcncsis wus 
studicd (Fig. 4): bolh did so in a conccntration-dcpcndcnl 
fashion. Thc cffcct of isoprcnulinc \Yas 1narkcdly 
diminishcd in cclls prcincubatcd with thc /l-adrcncrgic 
agonist. as rcílcctcd by both u diminishcd cfTcct in thc 
rangc of conccntrations 100 nM-100 ¡1M and a ílat 
concentration-rcsponsc curve as con1parcd with thc 
control (Fig. 4t1). In contrast, prcincubation with 
isoprcnuline affected ncither thc magnitudc nor thc EC60 

of the conccntration-rcsponsc curve for g\ucagon 
(Fig. 4b). 

When the cclls wcrc prcincubntcd with 10 JIM· 
propranolol in thc abscnce or prescncc of isoprcnalinc, 
no desensitization of thc ¡J-adrcncrgic uctions on cyclic 
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F1c. 4. F.ffecl oí prclncubation wlth lsoprenallne on lhe etrectsof 
lsoprcnallne (a) and glucagon (b) on ure•¡encsiil 

Rcsults are cxprcssc<l as tlu.! pcrccnt11ge of b11sul urca 
synlhcsis. which wns 35 ± 2 und 40 ± 3 nmol/mg wet wt. ur 
cclls in '-"CI\.~ prcincubalcd in the nbscnce (Q) nnd p~nce 
(el ofisoprcnuline respcctivcly. For olhcr inform¡¡tion sce 
Fig. 3, 

AMP accu1nulation or on urcugcncsis was dctectcd 
(rcsults not shown}. Thc data indicatc thnt receptor 
occupution (by thc anlagonist) was not sulficicnt to clicil 
dcscnsitizution and that uctivation wus rcquircd, ll.'i 
rcílcctcd by thc ;:1bility of thc agonist to dcsensitizc nnd 
that of thc ;1ntugonist to block thc dcscnsitization. 

Gluc;:igon can murkc<lly uctivatc ndcnylnte cyclasc in 
thcsc cclls (Fig. 3}. Thcrcfore, thc effcct of prcincubation 
with a m;:1xinu1lly cffcctivc conccntrution of gJucagon 
( 100 nM) for 15 n1in \VUS studicd. lt was obscrvcd that 
prc:incuh~1tion \\'ilh glucngon <lid nol induce p-udrcncrgic 
dcscnsitization, as rctlcctcd by cyclic AMP nccumulation 
( l'ig. 5) or urc;:igcncsis (Fig. 6). lntcrcstingly. the cffccts 
of glucugon on both par11n1ctcrs wcrc not affectcd by 
prcincub;:1tion whh thc pcptidc. 

Rcsulls fro1n scvcrnl luboratorics havc indicated 1hat 
pcrtussis toxin ~;111 blu..::k sorne dcscnsitizution proccsscs, 
S\ii:"!gcsting a role of'Niº (Hcyworth et al., 1984: Wilson 
,., 111.. 1986). Thcrcforc. wc studicd thc cffcct of 
pcrtussis-toxin trcut1ncnt on thc //-adrcnergic desensiti­
z<ition. Hcpatocytcs from pcrtussis-toxin-treated hypo­
thyroid rats wcrc incubatcd in thc abscnce or prcscncc of 
100 ¡1~1-isoprcnalinc, washcd, nnd rc-challcnged with 
diffcrcnt conccntrations of thc /l-udrcncrgic agonist for 
the dctcnnination ofcyclic AMP accumulntion (Fig. 7). 
In spitc of thc trcntmcnt with thc toxin, exposure to thc 
//-adrcncrgic ugonist hlunted thc sccond response (Fig. 
7). Anothcr obscrvntion was that in thcsc cclls the basul 
cyclic AMP conccntrations wcre consistently highcr in 
ccl\s prcincubatcd with the p-adrencrgic ngonisl thun 
thosc of cclls preincubatcd without any agcnt (scc legend 
to Fig. 7). Thcrcforc. on a fold-ovcr-basal bnsis, the 
response was markcdly descnsitized. To study the reason_ 
far tncsc high basal conccntrations of cyclic AMP. thc 
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FIR. S. Elftct oíprelncuballon ''l"llh glucagon on thc accumulation 
or cycllc AMP lnduced by lsoprcnallne or glucugon 

Hepatocylcs wcrc prcincubatcd in thc abscncc (QJ or 
prcscncc (.6..) of 100 nr.1-glucagon for 15 min. wnshcd. and 
incubatcd with diffcrcnt conccntrations ofisoprcnalinc (a) 
or glucagon (b), Mean \'U\ucs are plottcd, and vcrtic¡1l lincs 
rcprcscnt thc s.F..M. for eight oz- ninc cxpcrimcnts using 
ditTcrcnf ccll prcpnrntions. 

time coursc ofcyclic AMP accumulation (in thc abscncc 
of mcthylisobutylxanthine) induccd by //-a<lrcncrgic 
stimulation wns studicd co1nparativcly in cclls íro1n 
pcrtussis-toxin·trcatcd rnts and thc control hypothyroid 
rats. Thc asccnding part of thc curves wns vcry sin1ilnr; 
in both condilions thc maxin1al cyclic AMP accumul;ition 
was rcachcd at 2 min (Fig. 8). Howcvcr. sorne diffcrcnccs 
wcrc obscrvcd in thc dcsccnding part of thc curves. Thc 
dccrcase in cyclic AMP accumulation was fust in thc 
coutrols and rcturncd to basal valucs nt 60 min. Jn 
contrast. \Vith cclls fro1n toxin-trcatct.I animuls thc 
dccrcnse was slowcr. and a tcndcncy to rcach a platcau 
al concentrations 2-3-fold highcr thun the initial basal 
valuc (zero time} was observcd (Fig. 8). 

Thc dcscnsilization induccd by short-tcrm {J-adrcncr­
gic action was long-livcd. Wc incubute thc cclls for as 
long as 150 min without obscrving that the t.lcscnsitizct.I 
cells rccover the p-adrcncrgic rcsponsivcness to \'alucs 
con1parable with those of control cclls incubatcd in 
parallel (rcsults not shown). Longcr incubations wcre not 
attcmpted, since thc viability aftcr this long incubation 
decreascd to 75% or lcss. 

DISCUSSION 

The prescnt results indicate that short-tcm1 //-adrcn­
ergic activation leads to dcscnsitization in hcpatocytcs. 
Our resulls are in agrccn1ent with thosc of Lnm & Bar 

J. A. Gurcfa-Sáinz and B. Michcl 
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Ag. 6. t:rr ... -c1 of prelncubatlon wlth alucaaon on the eft'eds of 
lwprenallne (a) and glucaaon (h) on ureaaenesls 

Rcsu\ts are expressed us perccntngc oí basnl urea 
syn1hcsis. which was 40±2 and 38±3 nmol/ms wct wt. in 
cclls prcincuhalcd in tbe nbscncc (0) nnd prcscncc (,&) of 
glucagon respcctivdy. For othcr dctails scc Fig. S. 

( 1976), who obscrved that incubation of rat livcr sliccs 
\Vith adrcnalinc for ns littlc as 30 min markedly 
descnsitizes //-adrencrgic stimulation of rnembranc 
adcnylntc cyclnsc activity, but does not affect glucagon­
stimulutcd activity. Similarly, Gurr & Ruh (1980) and 
No<la 1•1 al. ( 1984) obscrvcd that in primary cultures of 
r;:tt hcputocytcs //-adrcncrgic activation induces homo­
logous dcsensitization. In thcse studics using culturcd 
cclls. thc agonist induccd a rapid initial descnsitization 
(in lcss thnn 1 h) (Gurr & Ruh, 1980), followed by a 
slowcr progrcss of thc proccss (scvcral hours) (Gurr & 
Ruh, 1980; Nada el al., 1984). This descnsitization afler 
a long cxposurc to agonist is associated with a markcd 
dccrc:isc in the numbcr of mcmbranc p-adrenoccpton 
(Noda t•l al .. 1984). Also in agrccment with our data is 
thc finding of Gurr & Ruh (1980) thnt thc desensitization 
induccd by adrcnaline was poorly reversible. Rcilly & 
Blcchcr ( 1982). using n cloncd ccll line (RL-PR-C 
hepatocytcs), a\so obscrved that 1 h cxposurc to 
isoprcnnlinc induc.:s marked dcsensitization of P­
adrencrgic-stimulation adenylate cyclase activity. 

In contrnst with ali thcse data are the findings of 
Margan el al. (1982), who obserVed that thc glyco­
gcnolytic response of pcrfuscd liver docs not bccomc 
dcscnsitizcd cvcn aftcr successive short-tcnnp-adrcncrgic 
stimulntion. ll is difficult to compare our rcsults with 
thosc of Morgnn el al. (1982); it is possible that in their 
modcl (pcrfuscd Jiver) a largc receptor reserve may cxist 
for thc final response (glycogcnolysis) or that othcr 
fi.tctors or non-parcnchymal cells could play a role in the 
cffects. In our study the dcsensitization was rcHectcd both 
in cyclic AMP accumulation and in a mctabolic 
paramctcr (urcngcnesis). 

lt hns bccn observcd that cyclic AMP can induce in 
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FJa:. 7. Eff'ect ar pertussls-1oxln 1rea1me111 nn 1he P-:idrener~lc 
desemJttzalion lnduccd by lsoprenallne 

Hcpalocylcs wcrc preincubated in the absence (O) or 
prcscncc (•) of IOOJlM-isoprcnalinc, wushcd und rc­
challcngcd with diffcrcnt eonccntralions of isoprcnnlinc. 
Basal cyclic AMP accumulntions wcre 1.14±0.16 mul 
J.68±0.21 pmol/mg wel wt. of cclls (I' < 0.001) in cclls 
prcincubated in thc abscncc or prc5cncc of isoprcnalini: 
rcspcclivcly. r..1ean vulucs are ploucd, and vertical lincs 
represen! tite S.E.M. for six cxpcrimcnts using diffcrent ccll 
prcparnlions. 

sorne cells p-adrencrgic descnsitization (Sibley & Lefko­
witz, 1985), nnd thc possibility that thc cyclic AMP­
dcpcndcnt protcin kinnse (protein kinasc A) could be 
involvcd has also bccn suggcsted (Bcnovic et"'·· 1985). 
Howcvcr, in our system glucagon stimulates adcnylutc 
cyclnse through 11 proccss similar to 1h;1t of thc 
//-ndrcnoceptor (i.e. through •Ns', the guaninc-nuclco­
tide·binding rcgulatory protcin involvcd in ndcnylnlc 
cyclasc activation) and to a similar cxtcnt as docs 
isoprcnaline in thcsc cells. Thc inability of gluc:1gon to 
induccp-adrencrgicdescnsitizalion indica tes thnt non e of 
thcse factors (protein kinasc A. cyclic AMP, the catulytic 
subunit of adenylate cyclase or 'Ns') is involvcd in thc 
process of descnsilizntion obscrvcd in this study. 
Propranolol docs nol induce /l·adrcncrgic dcscnsitizalion, 
which indica tes lhat simple occupation of thc receptor is 
not enough 10 trigger thc proccss and thnt receptor 
activation is rcquired. Bcnovic et al. (1986) rcportcd thc 
idcnlification of a novel /J-ndrcncrgic receptor kinasc thut 
phosphorylatcs thc ngonist-occupicd form of the receptor 
and which could probably be in volved in thc hornologous 
typcs of descnsitizutilln. Thc possibility that lhis kin;.1sc 
could be: involved in thc effcct hcrc dcscribcd is 
considcrcd as u vcry uttrac1ivc possiliility. Howcvcr. 
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RJ:. H. Effccl of perlus.'ifs-toxln trcalment on lwprenaUnc-
lnduccd cyclic Al\.1P accumulallon 

Hcpatocytcs from control (0) or pcrlussis-loxin·trcntcd 
(O) h;pothyroid rals wcrc incubutc:d for the limes 
indicuted wilh l ¡111i1-isoprcnnlinc (in thc abscncc of 
melhylisobul}·lxunthinc). M'.cnn vnlucs are plottcd. nnd 
vertical lincs rcprcscnt che s.ll.M. far fivc expcrimcnts using 
diffcrcnt ccll prcparations. f 

receptor phosphorylation and tite role ofthis or any other 
protcin kinasc ren1ains to be spccifically dcmonstrated. 

Mcyworth & Houslay { J 983) ha ve observcd that 
glucagon triggcrs a rapicl dccrcasc of adcnylate cyclase 
acti\'ity in hcpatocytc mcmbrancs; thcy suggested that 
thc dcscnsitization occurs at thc leve) oí •Ns'. This 
dci.cnsitization is blockcd by pcrtussis toxin (Heyworth 
et al., 1984). \Ve obscr\'cd no descnsitization induced by 
glucngon. Thc dcscnsitizalion obscrved by Hey\vorth & 
Houslay (1983) is vcry rapid (5 min) and graduatly 
disappcars. In ourcxpcrimcnts a prcincubation of 15 min 
with glucngon, followcd by wnshing (3-4 min), was uscd: 
thcrcforc it is highly probable that our failure to observe 
any dcscnsitizntion induccd by glucagon could be duc to 
thc conditions e1nploycd. Thc fact that pertussis toxin 
docs not block the homologous fi·adrcncrgic dcscnsi­
tization hcrc prcscnted further indicates that thc proccss 
involvcd diffcrs fro1n that rcportcd by Heyworth et al. 
(198..i). Cl.:trk L'! u/. (1986) rcportcd tlu1t thc homologous 
descnsitization of thc p-adrcnoceplor in lymphoma cclls 
is not altered hy pcrtussis-toxin lrcatment, which is 
consistcnt v.·i1h our findings in hcpatocytes. Othcr 
authors havc rcported dcscnsitization by glucagon in 
wholc cclls, but a n1uch longcr cxposurc (scvcral hours) 
is rcguircd (Plas & Nuncz, 1975~ Nada el al .• 1984). 

Wc thank J\fs. Guadalup!! Rnmirez fer skilfully lyping thc 
manuscript. This re~curch wns partiully supporled by a Granl 
from •Fundación ~1igucl Alemán·. 
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