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INTRODUcCIÓN 2

1.1 PREÁMBULO

La regulaciónde las funcionescelularesy su integraciónen el senode un organismo

pluricelulardependede la transmisióndeinformación,desdecélulasemisorasa receptoras,en

forma demensajerosquímicosde muy diversanaturaleza(Hardie, 1991).

La especificidaden la transmisiónradicaen la existenciade receptores,generalmente

proteínaslocalizadasen membranaplasmáticao intracelularmente,que median la respuesta
biológica promovidaporel mensajeroal que seunencon elevadaafinidady especificidad,de

forma saturabley reversible.
En una gran cantidad de situaciones fisiológicas y patológicas se producen

modificacionesadaptativaso alteracionesdel funcionamientodeestossistemasdecomunicación

biológicos que puedenafectara los niveles y/o funcionalidadde los mensajerosquímicosy

sistemasreceptoresimplicados.

El esfuerzo físico promueveuna serie de modificacionestransitoriasen el sistema

neuroendocrinoqueen el casode unaprácticadeportivaregulary decierta intensidadpueden

darpasoa mecanismosadaptativosdecaráctermaso menospermanente.La movilización del
sistemasimpato-adrenalesunade ¡os principalescomponentesde estarespuestaadaptativay

las catecolaminasliberadas(adrenalinay noradrenalina),actúana travésdediferentessistemas
receptores,siendouno de los mas importantesel 13-adrenérgico-adenilatociclasa,ubicuamente

distribuido en los tejidos de mamíferos,y a travésdel cualseregulanuna enormevariedadde

procesosfisiológicos y metabólicos.

La investigacióncuyosresultadossepresentanen estamemoria,se inscribedentrodel

estudiode los mecanismosbioquímicosdeadaptaciónal ejercicio físico de resistenciaintenso
y regularen los sistemasde transducciónde informacióna travésdemembranaplasmáticay

masconcretamenteenel sistemalA-adrenérgico-adenilatociclasa.Utilizandoun modeloanimal

experimentalfiable y contrastadose ha elegido la unidad de interrelaciónmetabólicaque
forman músculo cardíaco,hígadoy tejido adiposopara estudiarla regulaciónde adenilato

ciclasa,fundamentalmentepor la vía 13-adrenérgica,en el marcode la respuestaintegradaal

ejercicio físico.

1.2 MENSAJEROSQUÍMICOS Y SISTEMAS DE TRANSDUCCION

1.2.1 Tipos de mensajerosquímicos

La naturalezaquímicade los mensajerosutilizadosen la comunicaciónintercelulares

muy variada: péptidos o proteínas (glucagón), aminoácidos (glutamato), derivados de
aminoácidos(catecolaminas),esteroideso derivados(testosterona,calcitriol), derivadosde

ácidosgrasos(prosíaglandinas),nucleásidos(adenosina),nucleátidos(ATP), fosfolípidos(factor
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activadorde plaquetas,PAF), u otrosno incluidosen estosgruposcomo acetilcolinau óxido

nítrico (NO). Además de estos mensajerosquímicos que puedenactuar como hormonas,

neurotransmisores,neuromoduladores,factoresdecrecimientoomediadoresjocales;otrosmuy

diversoscomo feromonas,lipoproteinasplasmáticas,toxinas bacterianas,virus, multitud de

agentesfarmacológicos,compuestosdesencadenantesde estímulos olfativos o gustativose

inclusoestímulosfísicos(luz, presión),ejercensuaccióna travésde receptores(Shepher41991

yHardie, 1991).

En lossistemasreceptoressepuedendiferenciardoscomponentesfuncionales:receptor,

al quese une el ligando, y efector, que induce la respuesta.Ambos componentesse pueden

encontrarformandopartede la mismacadenapolipeptídica,o bienserdosentidadesdistintas

que requierenpara su funcionamiento un acoplamiento previo. Los agonistas(totales o

parciales)se unen al receptor promoviendouna respuesta,mientrasque los antagonistas

(competitivoso no competitivos)no desencadenanrespuestabiológicaalgunaaunqueseunen

al receptorcon elevadaafinidady especificidad(RangyDale, 1992).

1.2.2 Clasificaciónde los sistemasde transducciónde informacióna travésde membrana

Por lo querespectaal mecanismode transduccióna través de membranaplasmática

(Figura 1), los sistemasreceptoressepuedenclasificaren dos grandesgrupos:

1) DependientesdeproteínasO paraelacoplamientodel receptorcon el efector,queson

entidadesdistintas<Taylor, 1990).Los efectores,quepuedenser activadoso inhibidos,

son canales iónicos (Kl, Ca’~, Na~) o enzimas (adenilato ciclasa, fosfolipasas o

fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicos). El acoplamientofuncional por interacción

proteína-proteínaespecífica entre los componentesdel sistema dependeráde su

movilidad en el senode la bicapalipídica y por tanto,de la fluidez de ésta(Jans, 1992).

La modificación de la permeabilidadde la membranaplasmáticapor la activacióno

desactivaciónde canales iónicos provoca cambios en el potencial de membranay

algunos de estos iones, puedenactuar como mensajerosintracelulares(Ca’4). La

regulación de enzimas incide sobre la génesis (adenilato ciclasa, fosfolipasa) o

degradación(fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicos) demensajerosintracelulares.El

mensajerointracelularproducido,en lamayoríadelos casos,actúaa travésdeproteínas

quinasasespecíficasquefosforilan en Sero Thr diferentessustratospromoviendouna

respuestafisiológica (Cohen, 1992). Eventualmente,el mensajero puede actuar

directamente,independientementede la fosforilación (por ejemplo, regulandocanales

iónicos) (Barnarct 1992).Seha propuestoqueel antiporteNa4/Hty la Ca’~-ATPasade

membranaplasmáticapuedenactuarcomoefectoresreguladosa travésdeproteínasO

por receptores(13-adrenérgicosy glucagón, respectivamente)(Barbery Ganz, 1992 y

Jouneauxet aL, 1993).
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II) Independientesde proteínasO.

II.A) Receptory efector,queesuna actividadenzimática,estánformandopartede

la misma cadena polipeptídica que presenta un sólo fragmento

transmembranar.La unión del mensajeroa su sitio específicoen el lado

extracelularpromueve un cambio conformacional que se traduce en la

activación enzimática, previa dimerización/oligomerizaciónque también

dependede la fluidez dela membrana.En funciónde ¡a actividaddel receptor

se puedendistinguir los siguientessubtipos:

II.A.1) Receptorescon actividad de guanilato ciclasa para péptidos

natriuréticos(GEA y GCE)y enterotoxinas(GCC) (Garben, 1992).

II.A.2) Receptoresconactividadde proteínatirosina quinasaparainsulina

y unagranvariedadde factoresdecrecimiento(IGF-I, EGF,PDGF,

NOF, etc.) (Cadenay Gil?, 1992 y Panayotouy Waterflel4 1993). El

receptorde insulina constituye una excepciónestructuralal tener

escindida la cadena polipeptidica (a y 13) y encontrarseya

“dimerizado” (puentesdisulfuro) antesdeunirsela hormona,y una

excepciónfuncionalporsu capacidaddepromoverunadiversidadde

mecanismosde transduccióndistintos (Haring, 1991).
II.A.3) Receptorescon actividadde proteínaSer/Thrquinasa.Es el último

receptordescrito(tipo II de TOF-13) (Ma.ssagué, 1992>.

II.A.4) Receptorescon actividad de proteína tirosina fosfatasa(proteína

CD45) (Fischeretat, 1991).

II.B) Receptoresque son canales iónicos (Barnarc4, 1992). Tienen estructura

pentamérica.La unióndelmensajeroadossitioslocalizadosextracelularmente

promueveun cambio conformacionalquese traduceen la activación de un

canaliónico específicoqueforma la propia estructuraoligomérica(receptores

nicotínicosdeacetilcolina,receptoresGABAA, receptoresNMDA deGlu, etc.).

La afinidad por el ligando que presentantodos estos receptoreses muy distinta y

mientrasel receptornicotínico deacetilcolina(II.B) trabajafrentea concentracionesdeagonista

deaproximadamente300 MM en la hendidurasináptica,los receptorescon actividad tirosina

quinasa(II.A.2) debendetectarmuy bajosniveles plasmáticosde hormona(60-600pM).

El tiempodegeneraciónde respuestaen estossistemasdetransducciónes tambiénmuy

variable desdemiisegundos(despolarizaciónpostsinápticapromovida por acetilcolina, tipo

II.B), hasta horas o días (crecimiento y diferenciacióncelular reguladospor factores de

crecimiento,tipo II.A.2).

Lasrespuestasmediadasa travésdeproteínasG presentanun perfil intermedioentre

ambosextremos,con receptoresde afinidad relativamentebaja (1-100 nM) pero en exceso
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(“sparcreceptor?)de tal forma quesólo senecesitala ocupaciónde un mínimo porcentajepara

desencadenarla respuestaen un tiempo de segundos.

Los sistemasde transducciónno actúanindependientementecomosimplificadamente

se representaen la Figura 1, sino que se encuentraninmersosen una regulación cruzada

(“cross-talk”), de forma que unos modulan la acción de otros, fundamentalmentevía

fosforilación (Nishizuka,1992). Así, por ejemplo, la proteínaquinasaC (PKC), unaSer/Thr

proteínaquinasaasociadaa la vía de los fosfoinosítidos,fosforila receptores,proteínasG y

efectoresajenosa esa vía (receptores«2 y 13-adrenérgicos,proteína O, adenilato ciclasay

receptoresconactividad de tirosina quinasa).Por otra parte,algunosreceptorescon actividad

de tirosina quinasa (por ejemplo de EGF) puedenconectarcon la vía de generaciónde

mensajerosintracelulares(ciclo de fosfoinosítidos)a travésde la activación por fosforilación

en Tyr de fosfolipasaCy (dominiosSH2).En otroscasos(por ejemploinsulina) la señalinicial

de fosforilación en Tyr se puedetransformaren fosforilación o desfosforilaciónen Ser/Thr

mediantela activaciónde quinasasy fosfatasas.Además,la mayoríade los canalesiónicosde

membranaplasmáticaseregulanpor fosforilación en Ser/Thry/o Tyr por accióndediferentes

proteínaquinasas.

1.3 PROTEÍNAS G

Las proteínasO unen nucleótidos de guanina (GDP o OTP) y tienen actividad

GiPásica(Con/diny Bourne,1993;Heplery Gilman, 1992; Birnbaumer,1992y1993; Bourneet

aL, 1990ySpiege41992). Presentanun ciclo de activación-desactivación(Figura2) en el queel

GDPunido a la forma inactivaesdesplazadopor el GTP,originándoseunaforma activade la

proteínaG queretornaasu estadoinactivo mercedasupropia acciónGTPásica.

La irreversibilidad de la hidrólisis del GTP concede unidireccionalidad al ciclo,

susceptiblede serreguladoporproteínasdeintercambioo liberaciónde nucícótidosde guanina

(ONRPs o ORFs) y por proteínasactivantes(GAPs) o inhibidoras (OIP, fosducina) de la

actividadOTPásica.

13.1 ClasLIlcación

Existen dostipos principalesdeproteínasG:

1. Heterotriméricas(80-95 KDa) implicadasprincipalmenteen procesosde transducción

de información a través de membrana plasmática y probablementetambién en

transporteintracelularde vesículas.
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Figura2. Ciclo de activación-desaaivaciónde proteínasG.

II. Monoméricas,de pequeñotamaño(21-25 KDa), “small O proteins”, con multitud de

funcionesy procedencias:regulaciónde síntesisde proteínas(factor de elongaciónEF-

TU de bacterias), del transporte intracelular de vesículas (ARF), productos de

oncogenes(familia ras) etc.

Hay ademásun tercer tipo, minoritario, de proteínasG heterodiméricas(100 KDa),

como tubulina y el receptorde SRP implicado en biosíntesisde proteínasde membranay

secreción.

1.3.2 ProteínasG beterotriméricas

En 1971, Rodbell y colaboradorespusieron de manifiesto el requerimiento de

nucícótidosde guaninaen la regulaciónde la transducciónde señalesmediadaspor receptor

(Rodbella aL, 1971), lo quecondujoposteriormenteal descubrimientode lasproteínasO que

participan en este proceso.Las proteínasO heterotriméricas,que acoplan receptoresde

membranaa sus correspondientesefectores,constande tressubunidadesdistintas: a (39-46

KDa), 13 (35-37KDa) y y (8-10KDa). En mamíferos,existeunagranvariedadde subunidades

GTP GDP

GDP
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a (masde 20 producto de, al menos, 16 genes)quepor comparaciónde su secuenciade

aminoácidos(50-90% de identidad)se han agrupadoen cuatro familias: «<, a,, ; y «¡,2 que

algunosautoresreducena tresal considerar«1,2 unasubfamiliade «q («q II). En la Figura 3 se

representa las relaciones fiogenéticas entre todas ellas y los efectores que regulan

(recientemente,aunqueno se indica en la figura, sehademostradoquea, inhibe Ca2~-ATPasa

demembranaplasmática,queseríaun nuevoefectorde estaproteínaO) (JouneauxaaL, 1993).

Enla familia «~ se incluyenlas distintasisoformasdea.y ~ (enneuronasolfativas).La familia

aq la forman ademásde la propia aq, las subunidades%, «~, «16, «12 y «13. En la familia a~ se

incluyena~, gusductina(papilasgustativas)y lasdistintasisoformasde transducina(a,), «fl y a,.

Estecriterio de clasificación,quese ha podido utilizar graciasa la donacióny determinación

de secuencias,ha sustituidoal inicialmenteestablecidosobrela basedel efector regulado(O.

y O,, activación e inhibición de adenilato ciclasa; Q, regulación de fosfolipasa C; GIL~

modulaciónde canalesde K1, etc.).No obstante,amboscriterios coexistenen algunoscasosy

existen proteínas G funcionalmenteidentificadas (O, regulación de fosfolipasa A
2) que

requierentodavíaunaubicaciónfilogenética,y subunidadesa donadas(«12) quenecesitansu

identificación funcional.

Funciones

0~]tAc sJtCat.Kca

ql
ii[
14 tPLCII
ieJ

7
o19 ~ PLC?
o2tJ oVJ’>aL.N

gua~ 1cM
conos’] cG POE

cG

KirKATP
Figura 3. Arbol filogenético de las subunidades a de las proteínas G y sus funciones. El asterisco indica que

la subunidad a es sustrato de ADP-ribosilación por toxina pertussis, y el doble asterisco indica que
la función asignada es posible. AC, adenilato ciclasa; Cal, canal de Ca

2 tipo L; CaN, canal de calcio
tipo N; I%, canalde potasio activado por caldo; K« canalrectificador de corrientes de potasio hacia
el interior; KAm canalde potasio inhibido por ATF; PLC, fosfolipasa C; PDE, fosfodiesterasa; cA,
AMI> cíclico; cG, GMP cíclico; Gust, gusductina. Tomado de Bimbawner, (1993).
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La variedadde subunidades13 y y en mamíferos,aunqueen constantecrecimiento,es

todavíabastantemenor. Cuatroisoformasde 8 (¡31-84; 80% de identidad)y ochode y (y1-yj,

y siempresepresentan,en condicionesno desnaturalizantes,en forma de dímerosestables13y,

intercambiablesentreal menosalgunasde las proteínasO. Recientementese ha demostrado

que el tipo de subunidades13 y y del heterotrímeropuedecondicionarla interacciónde la

proteínaO conreceptory efector (K/eussetaL, 1992y 1993).Además,los dímeros¡Ay pueden

regular directamentediferentes efectores (adenilato ciclasa, fosfolipasas). De todas las

teóricamenteposibles,aúnquedapor determinarel número de combinacionesentre a, ¡3 y y

queocurreniii vivo en mamíferos

La subunidada contieneel sitio de unión del nucleótidoy la actividadGTPásica.A la

formacióndel sitiode unión contribuyen5 secuenciasconservadasen todaslas proteínasO que

sedistribuyen a lo largo de la cadenapolipeptídica(regionesO, Figura 4) (Con/diny Bourne,

1993). En presenciade Mg~, y con GDP unido al heterotrímero,fluoruro y aluminio activan

lasproteínasO formandocomplejosMF~ quemimetizanel fosfato ~rdel GTP,al interaccionar

conel sitio de unión del nucleótido.Sehan diferenciadotambiéndominiosde interaccióncon

el receptor,efectory ¡Ay (Figura4). Al menostresregionesde a interaccionanconel receptor,

unaen el extremoaminoterminal,sobrela quesetienenmayoresevidencias,y otrasdosen el

extremocarboxioterminal y próximo a la región 05. Existen otrostresfragmentosimplicados

en el reconocimientode (Ay y del efector (Figura 4). En una imagen tridimensional de la

subunidada, orientadoshaciala membranaplasmáticasedispondríanlosdominiosimplicados

en la interaccióncon el receptor,efector y dímero lAy mientrasque el sitio de unión del

nucleátidoseencontraríahaciael citoplasma.

Númerode residuo
0 200 400

Cct N C
GI G2G3 G4 G5

R [3 ER

Sitios de contacto » /

_______________________t_____________________
0 200 400

Número de residuo

Figura 4. Modelo lineal de 0<. 0~,~ secuencias conservadasde las proteínas 0 que contribuyen a la
fonación del sitio de unión del nucleátido; R, receptor; E, efector. Tomado de Conktiny Botone,
<1993).
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1.3.3 Modificación covalente de proteínas G

La subunidada sepuedeencontrarmodificadacovalentementepor fosforilación,ADP-
ribosijación,miristoilación y palmitoflación (YwnaneyFung, 1993). A travésde fosforilación,

la modificación covalentemás frecuentede proteínas,sepuederegularla funcionalidadde

algunasproteínasO (por ejemplo, fosforilación de a, por PKC). La ADP-ribosilaciónpor
toxinasbacterianasha constituidoun importanteelementoen el estudioy clasificaciónde las

proteínasG. La toxina colérica,de Vibrio cholerae,ADP-ribosila restosdeArg (Figura 5) de

algunassubunidades« disociadaslo que setraduceen la inhibición de su actividadGTPásica
y por tanto, en su activaciónpermanente(Figura 2 y 7A). La toxina pertussis,de Bordetetia

pertussis,ADP-ribosilaen Cys (Figura5)algunassubunidadesa cuandoseencuentranformando

partedel heterotrímeroquepermaneceinactivadoalencontrarseimpedidoel acoplamientode

laproteínaO modificadacon el receptorqueeslo quepromueveel intercambiodenucleótidos
deguanina(Figura2 y 7A). En la Figura3 seindicanlas subunidadesa susceptiblesdeADP-

ribosilación por una u otra toxina. Este tipo de modificación covalentepodría tener

implicacionesreguladorasy no sólo patológicas,puestoque se ha descritola existenciade
procesosde ADP-ribosilación endógenosllevadosa cabopor enzimaspresentesen diversos

tejidos de mamíferos.

Enlace 5-gilcosidico

Toxina apertuasís Cys-CI-1
2.S ,.Ríboss AdenosenaC~S Cuy SU

1

NAO + Nkotidan,ida+ II~

A~-(c1I2)>-NH-C =I<l{2~ Arg-(CH,)>-NILC= NII ....Ribosa Adenosina

Toxina

~2NH2 Colérica
Enlace N-glicosidico

Figura 5. Mecanismode reacción de la ADP-ribosilación catalizada por toxina colérica y pertussis.

Clásicamentese ha atribuido al dímero By el anclaje de las proteínas O

heterotriméricasa la caracitoplasmáticade la membranaplasmática,Las subunidadesy se
encuentranpoliisopreniladas(geranil-geranio)en la Cys C-terminalqueestácarboximetilada
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(Figura 6). La preniiaciónde y esindispensable,además,parala interaccióndc alta afinidad

de ¡Ay con la subunidada o con los efectoresqueregula. Hasta la fecha no se ha descrito

modificación lipídica de Ja subunidad13. Algunassubunidadesa (por ejemplo,a, y a0 perono

a,) seencuentranmiristoiladas(unión covalentede miristatomedianteenlaceagnidaa Oly N-

terminal) lo queaparentementepermitiría quecontinuaranancladasa la membranaunavez

disociadas(Figura6) (SpiegeletaL, 1991>. Recientementese ha demostradola palmitoilación

(unión de palmitatomedianteenlacetioester)de a~, «~ «q/«jI y a~y se ha sugeridoque esta

modificación covalentereversiblepuederegular Ja localización y función de a (Linder u al.,

1993y Parenti et aL, 1993). Transducina(a~) también se puedeencontraraciladapor ácidos

grasosdistintosdel mirístico (Neubertet aL, 1992). Por tanto, la asociaciónde las proteínasO

a la caracitoplasmáticade la membranaplasmáticase efectúa a través de la modificación

lipídica de ¡Ay en todos los casosy al menostambiénen algunospor la acilacióndea.

Figura 6. Sistema receptor dependiente de proteínas G. Las subunidades « de las proteínas G se pueden
encontrar tnirisoiladas o palmitoiladas, mientrasque las y están isopreniladas. Algunos receptores
acoplados a proteínas (1 (por ejemplo 8-adrenérgicos) también se encuentran adiados. El efector
es frecuentemente una proteína integral de membrana (E1) pero puede ser también una proteína
periférica (por ejemplo fosfolipasas) (22).

NH?

MP

INT

Receptor

ProteínaO
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A

GDP

B

GTP

(e) (e)

1’

(d)

Figura 7. Ciclo de activación-desactivacióndeproteínas(1 enla tranaducciónde señales:
A> Representandolos tresestadosconfonnacionalesque atraviesala subunidada. R, receptor;E~
y 22, efectoresdistintosreguladospora y L{y, respectivamente;CF, acciónde toxina colérica;PT,
acciónde toxina pertussis; modificado de Con/din y Rociare, <2993). U) En membrana plasmática:
(a), estado basal; (b), activación del receptor; (c), disociación de la proteína O; (d), activaciónde
¡os efectores y (e) actividad GTPásÍca para retomar al estado basal; tomado de Hepler y Gilman,
(1992).

/~

Pi
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1.3.4 Ciclo de activación-desactivaciónde proteínas G en la transducción de señales

En el ciclo de activación-desactivacidnde proteínasO heterotriméricas,la subunidad

a atraviesa,al menos,tres estadosconformacionales(Figura7A); un estadoinactivocon GDP

unido, un estadoen el cual elsitio de unión del nucleótidode guaninaseencuentravacíoy un
estadoactivo, disociado,con GTP unido. aGDP tiene elevadaafinidadpor ¡Ay y la unión de

estedímeroincrementasuafinidadpor ODP.El complejoligando-receptor(R’ en la figura) se

une exclusivamentea la forma heterotriméricaaODP43y,promoviendola liberaciónde GDP.

La entradade0W en el sitio vacioocasionala rápidadisociaciónde a‘OTP, de bajaafinidad
por 137 y alta afinidadporel efectorEl queregula.La hidrólisisdelGTP unido (que seacelera

por la interacciónde a~GTPcon el efectorqueactúa como unaproteínaestimuladorade la

actividadOTPásica),ponefin a la regulaciónretornando« asuestadoheterotriméricoinactivo

con 0W unido. En la Figura 7 seindica queel dímeroLiy puedetambiénregulardirectamente
efectores(E2). En la Figura713 serepresentaesteciclo de activación-desactivacióndeproteínas

O en membranaplasmáticay la regulaciónde dos efectoresdistintos El y E2 por a y ¡Ay. A

pesardequeestemodelode activacióndeproteínasG estáplenamenteaceptado,existendatos

acercade la asociaciónpermanentedel heterotrimeroG~ con adenilatociclasa,lo que sugiere

que lAy no se disocia<Marbach a aL, 1990), y otros que indican que «q puedeinteraccionar

simultáneamentecon el receptory el efectorfosfolipasaC <Bersteina aL, 1992).

1.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G. RECEPTORES ADRENÉRGICOS

1.4.1 Característicasgenerales

Los receptoresacopladosa proteínasO tienencaracterísticasestructuralescomunes

(Figura 8) son monómeros (450-600 aminoácidos) y la cadena polipeptídica se pliega
atravesandosietevecesla membranamediantefragmentostransmembranares,TM1-TM7, ricos

en aminoácidoshidrofóbicos,queseconectanpor lazosextracelulares(E1-E3)e intracelulares
(11-13)(Strosberg,1991 yDohimanetaL, 1991).En las zonasEl seestablecenpuentesdisulfuro

que estabilizan la estructura. Fil extremo N-terminal que se localiza extracelularmentey
habitualmenteN-glicosilado, tiene un tamañovariableen función del tipo de ligando. Si los

ligandos son grandes(hormonasglicoprotéicas),el fragmentoN-terminal también lo es y
participa en la interacción específicaligando-receptor (por ejemplo, receptordeTSH),mientras

quesi los ligandossonpequeños(catecolaminas),el fragmentoN-terminal tambiénlo esy no
participa en la recepcióndel ligando cuyo sitio de unión se encuentraen una oquedadque

forman los fragmentos transmembranares (Figura 8 y 9). Utilizando receptores quiméricos,

delecciones,mutacionespuntualesy péptidosque mimetizan
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A

B
—5

Glicosilacídn

s.s Puentesdisulfuro

¶ Fosforilacién

PaImito i 1 aciéa

Característicasestructuralesdelos receptoresacopladosa proteínasG. (A), representaciónapandida
en la que se reflejan ¡os siete dominios transmembranares y las modificaciones de ¡a cadena
polipeptídica. (U), en representación tridimensional. (C) vista superior de los siete segmentos
transmembranares que forman un bolsillo donde se introduce el ligando para unirse al receptor.
Tomado de LejXcowi¿z, (¡991) y COZ/Ini el aL, (¡99!).

c
TM 1

Figura8.
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o inhiben la interacciónde tos receptorescon O, se han identificado cuatro regionesde los

receptoresresponsablesde la especificidadde interaccióncon proteínasG y quese localizan

intracelularmente.Estassonel fragmentoC-terminalde12, los fragmentosN y C-terminalesde
13 y un fragmentode la regiónC-íerminal.Los fragmentosde12 e 13 implicadosestánenforma

de a hélices anfipáticascon aminoácidoshidrofilicos (principalmentebásicos)a un lado e

hidrofóbicos a otro. El mastoparán<Sukumo.ny Higashijima, 1992), un péptido de catorce

aminoácidosdelvenenodeavispa,con capacidadde formarhélicesanfipáticas,activaproteínas

O de la familia 0 (0., O~, 03 interaccionandocon la subunidad a correspondiente,

comportándosecomo un análogode receptoractivado. La región C-terminalse encuentra

frecuentementeacilada (palmitoilada) (Figura 6 y 8) y el cambioconformacionalquede esta

modificación covalente se deriva es generalmenterequerido,aunqueno siempre, para la

interacciónespecíficadel receptorcon la proteínaO.

Figura 9. Regiones características de los receptoresacopladosa proteínasG. Seresaltanlasregionesimplicadas
en la interacción con el ligandoy con la subunidad a de las proteínas O. Tomado de Tay¡os (1990).
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1.4.2 Modelo del complejo ternario

El Modelo del Complejo Ternario, propuesto por Letkowitz es el mas ampliamente

aceptado para describir el mecanismo de activación a través de receptoresacopladosa

proteínasO. Se denominaasí por la formación, duranteeseproceso,de un complejoternario
entreel mensajeroextracelular(habitualmentedenominadohormona),el receptory la proteína

O (Figura lOA). E] propio Lefkowitz ha modificadorecientementeelmodeloen e] sentidoque

seindicaen la figura 1GB,con el receptoren equilibrio entredosconformacionesR y it, de las

quesólo la forma 1< escapazde interaccionarcon la proteínaO <Santanaa aL, 1993).Así, R’

sepuedeconsiderarel “estadoactivo”, único que puedeoriginar el complejoternarioHRO,

cuya formación viene determinadapor dos constantes,3 y 8, adicionales.J, adimensional,

describela isomerizaciónespontáneaR — R, de forma quecuandosu valor eselevado,todos

los receptoresseencontraríanen el estadoit, siguiendoe] modelodel complejoternarioclásico

(Figura 10 A,8). 13, tambiénuna constanteadimensional,relacionadacon el ligando, describe

la extensiónen la que La unióndeéste(H) afectaal equilibrioconformacionaldel receptor,en
el sentidode dirigir al receptora su estadoactivo R’ capazde interaccionarcon la proteínaO.

En estemodelo, la formacióndel complejoternarioporel ligandodependede dosfactores:su
capacidadde facilitar la transición de R al estadoactivo it, medido por la constante13, y su

capacidadde estabilizarel complejo ternarioHRG, medido por la constantea (Figura 10).

Mientrasque13 sólo dependedel ligandoy el receptor,a tambiéndependede la proteínaO.

a b H 4-R-t ~ K HR~ G
A.

3 vi

H±R>G K ~fY~HR*- <1 HR~-G H>V~G
.1 A, A A

SI M

u~3K

HRG HRG HL~G - HRXS

[R]

[HR3 [HRQ)[R] [HR] IHR*GI [R’

]

_ [RC3 LHRI [R

]

Figura 10. Modelo de Complejo Ternaño propuestopor LSIWWÍIZ para descnbir el mecamsmode activación
a través de receptores acopladosa proteínas G. A) en su propuesta original y B) en la moderna
versión modificada por el mismo autor. E, hormona; R, receptor; Ci, proteína O. Tomado de

Lejkowñz a al., (¡993).
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LosreceptorescuandoseencuentranacopladosconlasproteínasO (formaRO) exhiben

una mayor afinidad por el agonista (estado de alta afinidad, R~, con una constante de

disociaciónK11) que cuandoseencuentranlibres, en forma R (R1, de bajaafinidad,KJ. Los

procesosqueregulanla fracciónde receptoresen estadodealtaafinidadno seconocen,aunque
puedenreflejar el estadode fosforilación del receptor,y la estequiometríadel receptory la

proteínaO. Una importantecaracterísticade la transducciónmediadapor proteínasO es la

amplificaciónde la señalextracelularprimaria.En la mayoríade los sistemasesta amplificación

tienelugaren dosetapas.En la primeraseactivandedieza varioscientosdeproteínasO por

cada receptorcon ligando unido y en la segundase ve afectadoel recambiode miles de
moléculasqueactúande mensajerosintracelularesporcadaenzimaefectoraque seregula.Así,

se puedenproducir amplificacionesde la señalinicial quepuedensuperarel millón de veces.

Por otra parte,un mismo receptorpuedeactivar diferentesproteínasO y receptores
distintospuedenutilizar la misma proteínaO. Estehecho,unido a la gran diversidadde

H —fi R —fi O —fi E

H—frR----frO

H,—*R1-—fr
E

H2—frR2----*

Figura 11.

H ~ R ~> .S

Diferentes posibilidades de transmisión de información a través de proteínas Ci que dan idea de
la versatilidad del sistema.H, hormona; R, receptor; Ci, proteína G; E, elector. Modificado a partir
de Bimbawneret al., (19%).
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efectoresquepuedenregular unamismaproteínaO (a travésde « y de ¡Ay) y a queun mismo
efectorpuederesultarreguladopor proteínasO distintas, como se ha visto anteriormente,

confiereal mecanismode transduccióndependientede proteínasO una gran versatilidady

complejidad,con posibilidad de regulación cruzadaentre vías (Figura 11) (Milligan, 1993 y

BirnbaumeretaL, 1990>.Alteracionesen los nivelesy/o funcionalidaddeproteínasO seasocian

con una gran cantidadde situacionesfisiopatológicas(Spiegela aL, 1992).

1.4.3 Clas¡flcac¡dnde los receptoresadrenérgicos

De los receptoresacopladosa proteínasO, uno de los mas estudiadoshan sido los

adrenérgicos,paralas catecolaminasadrenalinay noradrenalina,distribuidosubicuamenteen

el organismoy quemedianuna gran cantidadde funcionesfisiológicas(Rangy Dale, 1992).

Fueronlos primerosreceptoresen serclasificadosen tipos distintos(a y ¡3) sobrela basedela

respuestafisiológica producidapor agonistas,en un estudio clásico y pionero de Ahiquisí,

(1948). El desarrollode las técnicasde unión de ligandosutilizando antagonistasselectivos

permitió avanzaren la clasificaciónde tiposy subtipos,Estaclasificaciónsehacompletadocon

estudiosde la comparaciónde la secuenciade aminoácidosde la cadenapolipeptídicay mas

concretamentede los fragmentostransmembranaresdonde se localiza el sitio de unión

(aminoácidosde TM3, TM5 y TM7 participanen el reconocimientode la catecolamina).
Paralasdoscatecolaminas,adrenalinay noradrenalina,existen,almenos,diezreceptores

distintos (SummersyMc Martin, 1993), acopladosa una gran diversidadde efectores,como se

indica en la Figura 12. Adenilato ciclasase activa por los de tipo 13 y se inhibe por los de a2,

mientras que los a, no tienen ningún efecto sobre ella. El significado funcional de esta

diversidaddetiposy subtiposno estádel todoclaro.Presumiblemente,ello permiteun exquisito

gradode especificidaden el control de los procesosbioquímicosy fisiológicosenel organismo.

Así, los diferentesefectosde una única hormonaen distintostejidos puedenser debidosen

partea la variableexpresiónde subtiposen esostejidos.

1.4.4 Mecanismosde desensibilizaciónde receptoresacopladosaproteínasG

El estudiode los receptoresadrenérgicos,fundamentalmente¡A, ha permitidoconocer

los mecanismosde desensibilizaciónde receptoresacopladosa proteínasO (Kobilka, 1992). Se

conocecomo desensibilización,la disminuciónde la respuestaa unaseñalextracelularcomo

consecuenciade la exposiciónprolongadaa elevadasconcentracionesde agonista.Es, en

definitiva, una respuestaadaptativaa un excesode información extracelularque se puede

producir en determinadassituacionesfisiológicas o patológicas,o como consecuenciade

tratamientosfarmacológicos.La desensibilizaciónes homóloga,o específica,cuandoafecta
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Familias dc receptores adrenérgicosy efectoresque regulan a través de proteínas G. G~, familias
de proteínas G; AC, adenilato cieXasa; Ca’t canalesde Ca2~; K¼canalesde Kt IP

3, inositol
trisfosfato; DAG, diacilglicerol.

exclusivamenteal receptora travésdel cual sepromueveel efecto,y heterólogao inespecífica

cuandoseven implicadosmásreceptoreso los efectoresatravésde los cualesactúandiversos
receptores.Se puedeproducir también la hipersensibiizaciónde sistemasreceptoresde

membranascomo consecuenciade la disminución de la concentraciónde agonistao de la

presencia de antagonistas.La base molecular de la hipersensibilización, en la que

aparentementese incrementa el número de receptores,se conoce peor que la de la

desensibilización,que han sido particularmentebien estudiadosen receptores13-adrenérgicos.

En estosreceptores,se producede forma rápida (segundos)un desacoplamientode O, por
fosforilacióny el secuestrodel receptorfosforilado a localizacionesintracelularesdondesólo

es accesiblea ligandoslipofílicos (Figura 13A). El secuestroes un mecanismoimprescindible

parala reactivación(desfosforilación)y reciclajea lamembranade los receptoresrápidamente

desensibilizados,que no debeconfundirsecon la “down-regulation”,en la que seproduceuna

+AC

t Ca’~

Figura 12.
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disminución en el número total de receptoresy que es sólo perceptibledespuésde una

exposiciónprolongadadel receptor(mayor de unahora) al agonista(Yu et aL, 1993). Estos

mecanismoslentos de desensibilización, que puedenalcanzardías de duración, implican
alteracionesen la síntesisy probablementetambiénen la degradacióndel receptor.

La fosforilacióndel receptorcorrea cargodedosproteínaquinasasdistintas,la quinasa

de receptores13-adrenérgicos(IAARK) y la proteínaquinasadependientede cAMP (PICA)

(Palczewskiy Benovic, ¡991) (Figuras88 y 138). BARK fosforiia restosde Serpróximosal

extremoC-terminal,sólo cuandoel receptorestáocupadopor un agonista(desensibilización
homóloga),mientrasquela fosforilaciónpor PICA, que seda tanto en el fragmentoC-terminal

comoen la región 13, no requierela ocupaciónpor agonistay puedeserpromovidadesdeotros

receptores distintos (desensibilización heteróloga). PICA desacopla el receptor de O

directamente,mientrasqueBARK requierela actuaciónposterior a la fosforilación de otra

proteína,8-arrestina,denominadaasípor su similitud estructuraly funcional con la arrestina,

implicadaen la transducciónvisual. La disminucióndela capacidaddeoriginar formasRO de

alta afinidad por agonista,por fosforilación del receptor y desacoplamientode O, es una

característicasecundariaa determinadosprocesosde desensibilización.I3ARK, a pesarde su
denominación,no es específicade receptores13-adrenérgicos,habiéndosedemostradoque

puedeactuarsobre una gran variedadde receptoresacopladosa proteínasO, con el único

requerimientode ocupaciónpor el agonista.¡AARK forma partede una familia de quinasasen

la que se incluyen ademásla rodopsinaquinasa,BARK2 bovina y las GPRKI y OPRK2 de

Drosophila (Citen et aL, 1993). Recientementese ha demostradoque ¡AARI< se andaa la

membranaplasmáticaa través de ¡Ay (Koch a aL, 1993). Por último, se ha demostradola

fosforilación en Tyr de receptores13-adrenérgicosinducidapor insulina,quese traduceen una

marcadaatenuación(desensibilización)de su capacidadde activación de adenilatociclasa

(Ho4cocket aL, 1992), lo queconstituyejunto con la fosforilación por PKA del receptorde

insulina (Hññng, 1991), un interesanteejemplode regulacióncruzadaentrediferentesvíasde

transducción.

1.5 ADENILATO CICLASA

La adenilatociclasa[ATP pirofosfato-Basa(ciclante),EC 4.6.1.1]formapartejuntocon

una gran variedad de receptoresy las proteínasO que los acoplan, de un sistema de

transducciónde señalesextracelulares,de distribución ubicua y enormeimportancia en la

regulaciónde las funcionescelulares<Tang y Ciinian, 1992).

La enzima,presentetantoenprocariotascomo en eucariotassintetizaadenosina3’,5’-

monofosfatocíclico, AMP cíclico (cAMP) apartirdeATP, enpresenciade un catióndivalente,

Mg2~ o Mn2t
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ATP Adenilato ciclasa - cAMP + PPi

Me2~

La adenilatociclasa,tambiéndenominadaadeniilciclasa,puedeutilizar como sustrato
dATP. LaconcentracióndeATP (5-10mM), queseencuentraen exceso(Km AlT 50-100uiM),
no ejerceningún efectoregulador.La degradacióndel cAMP a 5’-AMP correa cargo de las

fosfodiesterasasde nucícótidoscíclicosde las queexisteunagranvariedadcondiferentegrado

de especificidad.

1.5.1 El CAMP como mensajerointracelular

El cAMP fue el primermensajerointracelulardescrito.E. Sutherlanden 1957encontró
que el nexo de unión entrela estimulaciónhormonaly la activaciónde la glucógenofosforilasa
era un factortermoestable,quesegenerabadespuésdela exposiciónde un homogeneizadode

hígado a adrenalina,y que era capaz de mimetizar los efectos de la hormona, siendo

identificadoun año despuéscomo adenosina3’,5’-monofosfatocíclico y denominadaadenil
ciclasala enzimaresponsablede su biosíntesis(Rail y Sutherlan41958). Estedescubrimiento

promovióun cambiodeparadigmade la Endocrinologíay originó de hecho,el nacimientode

la ramadela EndocrinologíaMolecular.Otrosnucleótidoscíclicosposteriormentedescritosson

el cOMP (guanosina3’,5’-monofosfato cíclico y cCMP (citosina 3’,5’-monofosfato cíclico)

sintetizadasrespectivamenteporguanilatociclasa(Garben,1992)y citidilato ciclasa(MM a aL,

1990). El conocimientode lasvías de síntesis,degradacióny mecanismosde accióndel cCMP

es todavíamuy limitado.

El cAMP ejerce fundamentalmentesu acción a través de la proteína quinasa
dependientede cAMP, PKA (Taylor a aL, 1990). Cuatromoléculasdel nucleótidocíclico se

unena las subunidadesreguladoras,R, delaholoenzima(R
2C2),promoviendola disociaciónde

dossubunidadescatalíticasactivas.Existen tresisoformasde C y cuatrode R quesecombinan

para formar las holoenzimas1 y II de PICA, pudiendoencontrarsela segundaasociadaa

fracciónparticulada.La fosforilaciónpromovidaporPICA regulamultitud deprocesosentrelos

que secuentala expresióngénica por traslocaciónde C al núcleodonderegula factoresde
transcripcióncomo CREB (Figura 14). El cAMP puedetambiénregulardirectamentecanales

deNa’, independientementedela fosforilación (Barnard, 1992).

La vía de cAMP (Figura 14) presentacaracterísticasde amplificación,especificidady
diversidad.Amplificación, puestoque una única moléculade ligando al interaccionarcon el
receptoractiva muchasproteínasO, cadaunade las cualesregulauna moléculade adenilato

ciclasa que tiene capacidadde generarmuchasmoléculasde CAMP. La proteína quinasa
activadafosforila muchasmoléculasdeproteínasespecificasy diversossistemasreceptoresde
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canalesiónicosy proteínastransportadoras,proteínasestructuralesy contractilesy

transcripción.

cAMP

RESP3

SUST

$
RESP1

SUST-P

*
RESP2

Respuestasfisiológicas reguladas por el cAMP. 4—, respuestasdependientesy .—, respuestas
independientes de fosforilación. SUST, sustratoregulado;RESP,respuestapromovida.

1.5.2 Clasificaciónde adenilatociclasas

Existen
estructuralesy

- Clase

tres clasesbien definidasde adenilatociclasas,con diferentescaracterísticas

reguladoras(Danchin, 1993y Tangy Gilinan, 1992):

1: Adenilato ciclasade enterobacterias.

membrana,

factoresde

AAAAA

Figura 14.
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- ClaseII: Adenilato ciclasa tóxica, activada por calmodulina, producida por
bacteriaspatógenas(Bacillus antitracis, Bordetellapertussis).

- ClaseIII: Adenilatociclasa“universal”,la clasemayoritariaquecomprendeenzimas

de procariotasy eucariotas,y en la que se incluyen los ocho tipos de
adenilatociclasade mamíferoshastaahoradescritos.

Algunasde estasadenilatociclasasse encuentranen fracción soluble (por ejemplo,

ciertasenzimasbacterianasy quizásunaformade espermade mamíferos).La inmensamayoría
seencuentraasociadaa membrana,bienperiféricamente(Saccharornycescerevisae,Esclierichia

coli) o sonproteínasintegralesde membranacon un sólo fragmentotransmembranar(forma

ACO de Dictyostelium) o con 12 fragmentostransmembranares,como la forma ACA de
Dictyostelium, una de Drosophila (gen rutabaga)o los ocho tipos de adenilatociclasa de

mamíferosdonadoshastael momento(Figura15). El descubrimientodeestaúltima estructura
quesecorrespondecon la deunaproteínatransportadoraresultésorprendente.Dehechoen

Paramecium,la síntesisde cAMP estáacopladaatransportedeK~, lo queconstituiríaun nuevo
tipo de receptor. La enzima de mamíferoscarece aparentementede esta capacidadque

recientementeseha descritotambiénen Drosophila.

Los ochotipos deadenilatociclasasdemamíferospresentansecuenciasde aminoácidos,

característicasreguladorasy distribución en tejidos diferentes (Krupinski et aL, 1992). La

secuenciade aminoácidosde las ocho isoformasdifiere significativamenteen las regiones

transmembranaresmientrasquelos dominioscitoplasmáticosson muy similares.Sobrela base

de la homología en la secuencíade aminoácidosse han establecidocinco subfamiliasde
adenilato ciclasa de mamíferos 1, III, VIII, 11/1V/VII y V/VI que conservanalgunas

característicasreguladorascomunes (Figura ISA). Las subfamiias 1, III y VIII son
específicamenteneurales,con la isoforma 1 muy abundanteen cerebroy la IB exclusiva de

neuronasolfativas,mientrasquelas subfamiias11/1V/VII y y/VI selocalizantantoencerebro
como en tejidosperiféricos.Los tipos VI y VII parecenabundantesen corazóne hígado.

La masamolecularde todaslas isoformasesdeaproximadamente120 KDa (unos1100
aminoácidos),siendo su tamaño estimadoa partir de sus propiedadeshidrodinámicasde

aproximadamente200-250lOa, por lo queprobablementeseencuentranen formadedímero,
estandoademásglicosiladasenelextremoN-terminal.La disposicióndelacadenapolipeptídica

en la membranaplasmáticapresentaunaestructuraqueserepiteuna vezy quela formanseis

fragmentostransmembranaresseguidosdeundominiocitoplasmáticogrande(aproximadamente
40 KDa). A la formacióndel sitio catalíticocontribuyenlos dosdominioscitoplasmáticosque

exhibenunaelevadahomologíaentresí y con dominiosdeguanilatociclasade funciónsimilar.

Formastruncadasdeadenilatociclasacon seisregionestransmembranaresy un sólo dominio

citoplasmáticocarecende actividadcatalítica.
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FAMILIAS DE ADENILATO CICLASA
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A) Regulación de las diferentesfamilias de adenilatociclasa.Ca2~CM, regulaciónpor Ca2~ a
travésde calinodulina;+, activación;-, inhibición; O, sin efecto.La regulaciónde la isofonnaVII,
no determinada,seasimila ala delos otroscomponentesde la familia. No se incluyela familiaVIII,
cuya regulación no ha sido todavía establecida. B) Representaciónexpandida de la cadena
polipeptídicade adenilatociclasa de mamíferos.O) Representacióndel centro catalítico y los
dominiosreguladoresdeadenilatociclasa.
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1.5.3 Regulaciónde la adenilatociclasa

Las adenilatociclasassehan dividido clásicamente,en cuantoa su regulación,en dos

categorías,dependientese independientesde Ca24-calmodulina.Los tipos 1 y III son activables

por bajasconcentracionesde Ca24 a travésde calniodulina,mientrasquelas isoformasII, IV,

V y VI se inhibenpor concentracionessimilaresde Ca4 independientementede calmodulina,
sin excluir la participaciónde factorescelularesendógenosanálogosa la recoverinade retina

(Styyer, 1991), que confiere a guanilatociclasa la capacidadde ser inhibida por Ca24 o la

posibilidadmás inmediatade existenciade un sitiodealtaafinidadparael Ca”. La activación
o inhibición de adenilatociclasapor concentracionessubmicromolaresde Ca24 no se debe

confundir con la inhibición que experimentan todos los tipos de adenilato ciclasa a
concentracionessubmilimolaresde Ca” por competenciacon el sitio alostérico(“metálico”)

para el Mg24 o Mn24, sin repercusiónfisiológicaaparente.La actividadde adenilatociclasaen
cerebro, hígado y corazón puede así resultar estimulada, no afectada o inhibida por

concentracionessubmicromolaresde Ca24. La inhibición porcalcio podría serimportanteen

tejidos como el corazónenel queuno de los efectosde la estimulación8-adrenérgica,además
deactivarla adenilatociclasa,esincrementarla entradadeCa” en la célula,quepuedeejercer

un papeldesensibiizadorsobrela enzima,o de regulación“feed-back”negativa.La adenilato
ciclasaproporcionaríaasí una única respuestaintegradaa múltiplesestímulos,merceda la

complejidadde su regulación.

La adenilatociclasa presentadiferentessitios para su modificación covalente:N-
glicosilación y fosforilación por PKC y PICA. Todaslas formas estánglicosiladasy todas a

excepciónde la IV (parala VII y la VIII no sehadeterminado)sonpotencialmentefosforiiadas

por PICA (Premontet aL, 1992a,), cuyo efecto esla desensibilizaciónheterólogapor la menor

capacidaddeadenilatociclasafosforilada de respondera O,, (efecto«feed-back”)(Prenwntet

aL, 1992b). La fosforilación por PKC activa, sin embargo, adenilato ciclasa, aunquela
selectividadde su acción sobrelas diferentesisoformases contradictoriaen [a bibliografia

(PreniontetaL, 1992a).La accióndePKC esimportanteen el ámbitode la regulacióncruzada,

“cross-talk” de sistemasde transducción(Houslay,1991).

En adenilatociclasaademásdel centrocatalítico,existensitios/dominiosreguladores

para activaciónpor a,-GTP,inhibición por a
1-OTP,activación por cationesdivalentes(Mg”,

Mn
2”; “sitio metálico”) el diterpeno forseolina, inhibición por adenosina(Sitio “P”) y

eventualmente,en determinadasisoformas,dominiosparaactivaciónpor Ca24-cainiodulinay

modulaciónpor ¡Av (Figura 15).
Los cationesdivalentesMg” o Mn24, ademásde actuarcomocosustratos(MeATWj,

sonactivadoresde la enzima,resultandomaspotenteMW4 que Mg”. El MW4 tieneun efecto

desacoplantey ensupresenciala enzima,no seregulaa travésdeproteínasO (Limbird etaL,

1979).El diterpenoforscolinaesel activadormaspotentede la enzimay su efectoseencuentra
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favorecido por O. (Hubbard et aL, ¡991). Se ha postuladola existenciade un modulador

endógeno“forskolin-like”, de forma similar al “ouabain-Iike” para Nat,K’-AlPasas,cuyo sitio
de unión podría encontrarsepróximo o formandopartedel dominio transmembranarde la

enzima,habidacuentade la naturalezamarcadamentehidrofóbicadel diterpeno(Laurenzaa
aL, ¡989). La adenosina,ademásdeactuara travésde receptoresespecíficosA

2 y A1 acoplados

a adenilatociclasa, inhibe la propiasubunidadcatalíticaa travésde un sitio P intracelular,de

bajaafinidad,cuyasignificaciónfisiológica escontrovertida(Bushfleld yJohnson,1990>.

Por lo que respectaa la regulación de adenilatociclasa por proteínasO, el patrón

clásicamenteadmitido hasufridorecientementeimportantesmodificaciones.Así, a la activación
de adenilato ciclasa por O~« y su inhibición por O, y O~ en respuestaa receptores

estimuladoresRse inhibidoresRi respectivamente(Figura 16A), hay queañadirla modulación

ejercidapor el dímero ¡Ay a concentracionesfisiológicamenterelevantes(5-10 nM) (Tangy

Cilman, 1991). El dímero ¡Ay procedefundamentalmentede0, G~ y Q. Las isoformasII y IV

seestimulanpor ¡Ay mientrasque la isoforma1 se inhibe (Figura iSA) resultandoesteefecto

potenciadocuandola enzimaseencuentraactivadapor0,, o en su casoporCa
2F~calmodulina,

aunquela acciónmoduladorade 13y es tambiénperceptiblesobrela actividadbasalen ausencia

de O,,. De hecho,con adenilatociclasa,se ha demostradopor vez primera, la modulación

directapor ¡Ay de un efectorpurificado (Taussiga aL, 1993a),aunquese tienen evidencias

indirectasde regulación de fosfolipasasy canales iónicos por ¡Ay. Recientementese han

demostradodiferenciasen la afinidad de ¡Ay por adenilatociclasaque parecenvenir dictadas
por la identidadde y, quepresentauna mayorheterogeneidad(8 tipos) que¡A (4 tipos).

Así, la regulaciónde adenilatociclasaa travésdeproteínasO exhibeun perfil bastante

complejo que se esquematizaen la Figura 168. La interaccióndirecta de a, con adenilato

ciclasaactivala enzima,mientrasquea~o a, la inhibendirectamenteo compitiendocon a,. Por

otraparte,el dímero¡Ay, intercambiableen principioentrediferentesproteínasO, y procedente
de 0,, 0, o 00, podríadesactivara, formandoel complejoinactivo a,¡Ay. Además,¡Ay, comoya

se ha mencionado,puedemodulardirectamentedeterminadasisoformasde adenilatociclasa.

Así, por ejemplo,a travésde O, sepuedeactivar o inhibir adenilatociclasa(Federinanet aL,

1992), y receptoresque medianteacoplamientocon 01 inhiben adenilatociclasaen muchos

tejidos, en otros, como células piramidalesde sistemanervioso, con abundanciade adenilato

ciclasatipo II, activanla enzimay canalesde K~ a travésde ¡Ay (BourneyNicoiL 1993).



INTRODUCCIÓN 28

A

B

\GÉS

ct~43y

ci,) si
1> AC

f3y
-I

— + 1

Figura 16. Regulacióndeadenilatociclasapor proteínasO.
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1.5.4 ProteínasG acopladasa adenilatociclasa

O, tiene una distribuciónubicua.Existen cuatroisoformasde G, codificadaspor un

únicogen y generadaspor “splicing” alternativodel RNA. Estas4 proteínasmigranen gelesde

poliacrilamida-SDScomo dos especiesmayoritariasque difieren en 15 aminoácidosy que
presentanmasasmolecularesaparentesde 42-45 KDa y 46-52 KDa, respectivamente.Las

especiesgrandey pequeñase designancomo 0’.L y ~ Cada una de estasdos bandas

mayoritariascomprendedosisoformasque sediferencianen tan sólo un residuo.Aunquelas

cuatroisoformasseexpresande forma diferenteendistintostejidosy etapasdel desarrollo,el
significado funcional de estadiversidadno ha sido claramenteestablecido.No obstante,seha

sugeridoque la actividadde adenilatociclasadependeno sólo de la cantidadde O~ presente

en la membranasino tambiénde la isoformaque seexpresapredominantemente.Así, 0’*L

activa adenilatociclasa mas eficazmenteque ~ (Bimbaumer, 1993). A través de G,~ se
activan también canaJesde Ca2~ y de Na4 y se ha propuestotambién que O,., media la

inhibición hormonal de Ca2~-ATPasaen la membranaplasmáticade hepatocitos(Jouneauxet

aL, 1993).Por lo querespectaa lasproteínasO reguladorasinhibidoras,sehanidentificadotres

isoformasdistintasde Q, G
1~.,, con unamasamolecularde 40000 Da, quesepuedenseparar

en electroforesisen SDS porsu movilidad ligeramentedistinta una vez ADP-ribosiladaspor

toxina pertussis.Aunqueno existeuna clara distinciónfuncional entreestasformas,también
seexpresandeformadistintasegúnel tejidoy la etapadel desarrollo.Mientrasque

0ga parece

expresarseubicuamenteen célulasdemamíferos,O~ y G~, lo hacende formaselectiva.Todas

las isoformasactivancanalesde K* ademásde inhibir adenilatociclasa,resultandoserO~ el

principal mediadorde la inhibición de la enzima (Mc Kenziey Mi/ligan, 1990y Rei’nawyet aL,

1993). Existe un excesode Q sobre0, (por ejemplo,de 10 veces en sarcolema).Q«, otra

de la familia O. menosestudiadae insensiblea PTX, tambiéninhibeadenilatociclasaproteína
<Wong etaL, 1992) mientrasque otro importantecomponentede estafamilia, O~•, no ejerce

ningún efecto (Taussiga aL, 1993b).

1.5.5 Desensibilizaciónde adenilatociclasa

Tantola estimulacióncomo la inhibición deadenilatociclasa,cuandoespersistente,se
traduceenunadesensibilizacióno pérdidade respuestaa la señalextracelular.Ademásde los

procesosde desensibilizaciónhomóloga y heteróloga,ya descritos,que afectanal propio

receptor(fosforilación por BARK y PICA), la desensibilizaciónheterólogapromovidaa través

de receptoresestimuladores(13-adrenérgicos,glucagón,hCO) seve acompañadoen muchos

casosdeuna elevación(“up-regulation”) delos nivelesde O~, no concomitantescon los de l3y

y en algunoscasosde disminuciónde los de O,~ (ReithmannetaL, 1991).La elevaciónde los
nivelesde O~ se producepor un incrementoen la transcripciónde los genesde O~.,, en un
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procesomediadopor PICA que actuaríasobrefactoresreguladoresde la transcripción(AiP-2).
En la desensibilizaciónheterólogaa travésde receptoresinhibidores (A, de adenosina,«2~

adrenérgicosy POEI), sepuedeproducirasimismo,una disminuciónen los nivelesde O,~ por
un mecanismoaún no aclarado(Mi/ligan y Green, 1991). Por último, la propia subunidad

catalíticadel sistemaadenilatociclasapuedeserdesensibiizadamediantefosforilación directa
por PICA, que inhibe su respuestaa O,.,, comoseha demostradoen hepatocitosporacciónde

glucagón(Pre¡nont et aL, 1992b).En la Figura 17 serepresentanlos posiblesmecanismosde
desensibilizacióndel sistemaadenilatociclasa.

Desensibilización

Homóloga Heteróloga

Desacoplamiento

+
Down-regulation

+

+
Multihormonal

4
Postreceptor

Fosforilaciánreceptor Cambiosen
proteínasO

Disminución
respuesta
adenilato

ciclasa

f
Fosforilación

subunidad
catalitica

Figura 17 Mecanismosde desensibilizacióndel sistemaadenilatociclasa.Tomadode P.’tmont a al, (1992b).



INTRODUCCIÓN 31

1.6 TIPOS DE EJERCICIO FÍSICO

El término ejercicio se puede definir como el movimiento corporal repetitivo,

estructuradoy planeadoque serealizaparamantenero mejoraruno o máscomponentesde
la forma física (Bradeny Strong, 1990).

En funciónde la diferenteactividadmuscularque ellos implican, Virmaniy Robinowitz

(1987) consideranla existenciade dos tipos de ejercicio, el estáticoy el dinámico.El ejercicio
dinámico acróbicosedefine,segúnBradeny Strong, (1990),como aquelque implica un gran

númerode músculos,provoca un ciclo deestiramiento-acortamientode las fibras musculares
y produceuna cargapredecibley reproduciblesobreel sistemade transportede oxígenoal

aumentar su demanda por los tejidos periféricos. Mientras que el ejercicio estático

normalmenteimplica un menornúmerode músculosy no produceuna mejoradela condición
cardiovasculardel deportista.La natación, la carrerao el ciclismo son ejemplosclaros de

ejercicio dinámicomientrasque el levantamientode pesoslo esde ejercicio estático.

Los efectoshemodinámicosde estosdos tipos de ejercicio sondiferentes.Duranteel
ejerciciodinámicoseproduceun descensode la resistenciaperiférica al flujo circulatorio y un

aumentotanto en el volumen cardiacocomo en la presión sistólica. Durante el ejercicio

estático,sin embargo,seproduceun aumentode la resistenciaperiférica,en la presiónsistólica
y diastólicay tambiénun crecimientopequeñoen el volumen cardíaco(Vinnani etaL, 1985).

La mayoría de las actividadesmuscularesque serealizan a diario implican una mezclade
esfuerzo dinámico y estático; si bien, una actividad rítmica como la carrera es

predominantementedinámicay el soportargrandespesoses mayoritariamenteun esfuerzo
estático.

La intensidaddel ejercicio,variabledeunosprogramasde entrenamientoa otros, esun

factor que se puedemedir por el nivel de oxígenoconsumido.Se expresala intensidaddel
ejercicio físico en funcióndel porcentajede lacapacidadaeróbicamáximadel individuo (VO,

max)y seconsideraque cuandoesteparámetroestápordebajodel 25% el ejercicio es ligero,

cuandotieneun valor entreel 25%y el 50%esun ejerciciode intensidadmedia, entreel 51%

y el 75% esun ejercicio intensoy entreel 90% y el 100%esun ejercicio exhaustivo(Scheuer

y T¿~ton,1977).

Otro parámetroquetambiénvaríadeunosprotocolosde entrenamientoa otroses la

duración de cada sesión de entrenamiento.La conjunción de la duracióny la intensidad
permiteestableceruna subclasificacióndel ejerciciodinámico.Deestamenera,Patey Branch,

(1992) establecentres grandesgruposen los que se puedenencuadrarla totalidad de los

programasde entrenamientoporcarrera:

- Ejercicio de largaduracióny moderadamenteintenso.En estassesionesla intensidad
osdilaentreel 60-70%de laVO, max, lo quesecorresponde,endeportistasentrenados,

con un ritmo más lento que el de la carrera,y la duraciónde cadasesiónosdila entre
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los 30 minutosy las 2 horas.En estegrupo seincluyen las formasmáspopularesde

entrenamientode resistencia.
- Ejercicio intensodeduraciónmoderada.En los queel deportistaseencuentraentreun

70 y un 100% de su capacidadaeróbicamáxima. En estetipo de entrenamientose

incluyen ejerciciosde resistenciaque se realizana ritmo normal de carreradurante

períodosde tiempo prolongados,así comoejercicioscortos (4-5 mm.) e intensospero
aeróbicos,a los que los especialistasdenominan“aerobic interval training”.

- Ejercicio de cortaduracióny de intensidadsupramáxima.Estosejerciciosson de una

intensidadsuperioral 100%de la yO2 max,y en ellos seobservaun aumentorápido
en la producciónde lactatoqueda cuentade unacontribuciónelevadadel metabolismo

anaeróbicoparaproducirla energíanecesaria(Vol/estadet al., 1992).

Desdeun punto de vista fisiológico, todo tipo de ejercicio suponeun cierto nivel de

estréspara el organismo.La extensiónde la respuestaadaptativaa esteestímulodeestréses
variablecon la intensidady duracióndel ejercicio, asícomo con el estadode forma físicadel

individuo y las condicionesambientalesdurantela competición<Maneo, 1991,>. Una posible
limitación de los estudiosde adaptaciónal esfuerzofísico en animalesde laboratorio,como el

presente,es la contribuciónalprocesoadaptativoestudiadode otrosfactoresde estrésdistintos

al propio ejercicio,puesson dificilmentecuantificables;porello, enel diseñode los programas

de entrenamientohay que prestarespecialatencióna la presenciade los mismosy hay que
intentarminimizarlos.

1.7 METABOLISMO ENERGÉTICO DURANTE EL EJERCICIO. RELACIÓN

METABÓLICA ENTRETEJIDO ADIPOSO,HÍGADO Y CORAZÓN

Todaslas célulasdel organismoconsumenenergíaparamantenersu actividadvital en

un situación de reposo.Con el ejercicio físico se produce un aumentoimportanteen sus

necesidadesenergéticas,especialmenteen las célulasde los músculoscardíacoy esquelético.

Parasatisfacerestecrecimientoen la demandaenergéticaseva a producirla movilización de
los combustiblesmetabólicosalmacenadosen diferentesórganos,procesoque está bajo el

controlentreotrosdel sistema¡3-adrenérgico-adenilatociclasa.

1.7.1 Reservasenergéticas

En el cuerpode los mamíferosaparecendosgrandesreservasenergéticasdediferente

naturaleza,el glucógenoy los triglicéridos.

Lamayorpartedelas reservasdeglucógenoen el organismoselocalizan en el músculo.
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Aunquelos nivelesdeglucógenoalmacenadovariancon la cantidaddemasamuscular,la dieta

y el estadode ejercicio previo, suponenaproximadamenteentre 350-500 gramosde peso
corporal.La otra reservaimportantedecarbohidratosdel organismoes elglucógenohepático,

queen peso puedellegar a serde hasta 100-150 gramos,si bien la cantidadde glucógeno

hepáticovaría mucho con el estadonutricional y de ejercicio del individuo. En conjunto el

glucógenohepáticoy muscularsuponenun 2% del total de reservasenergéticasdel organismo

<Hultmany Hant, 1988).

Los triglicéridos, almacenadosfundamentalmenteen el tejido adiposo,constituyenla

reservaenergéticamás importantedelos mamíferos.Comparadacon el glucógeno,lacantidad
de triglicéridos que almacenaun individuo es mucho mayor, pues se ha estimadoque en

hombresde unos 70 kilos de peso aproximadamente8 son de triglicéridos. Esta fuente de

energiarepresentael 80% del total dereservasenergéticasdel individuo (JohnsonetaL, 1969).

Los sustratosenergéticoscirculantesen sangre,glucosay ácidosrasoslibres, suponen
aproximadamenteun 1% de la energíatotal almacenada.

Las proteínasno sealmacenana pesarde que puedenser empleadascomo sustrato
energéticoen ejerciciosprolongados,cuandolas reservasdecarbohidratosse hanagotado.En

cualquier caso, la utilidad de las proteínascomo sustrato energéticoes limitada pues su

consumoconllevala pérdidade lasfuncionesbiológicasquedesempeñan(Feligy Wahren,1971

y Meredith et aL, 1989).

A partedeestoscombustiblesmetabólicos,en el músculoseencuentracreatinafosfato,
encargadade refosforilarelADP quesegeneradurantela contracciónmusculary quepermite

al músculomantenersu actividadcontractil duranteun cortoperiodo de tiempo (segundos),

necesariopara movilizar las reservasenergéticas.El aporte energéticoque proporciona la

creatinafosfato es muy importanteen algunasespecialidadesde competicióncomo son las

carrerasde 100 o 200 metros.

1.7.2 Integración del metabolismoenergéticode tejido adiposo,hígadoy músculocardíaco

duranteel ejercicio

La movilización de las diferentesreservasenergéticas,parasatisfacerla demandade

los músculoscardíacoy esqueléticoduranteel ejercicio, varíacon la intensidad,duracióny

estadode forma del individuo. Esta aseveraciónestáplenamenteaceptaday demostrada,y
comoejemplosclásicosde ella seva adescribira continuatiónla relaciónmetabólicaexistente

entreel tejidoadiposo,hígadoy corazón(objetosdelpresenteestudio)en dostiposde ejercicio

perfectamentediferenciados.



INTRODUCCIÓN 34

1.7.2.1 Eiercicio de intensidadsupramáximay decorta duración

En este tipo de ejercicio la principal fuente de energía,para que el corazónpueda

realizarsu función contractil, procedede la movilización de las reservasdecarbohidratos.El

músculocardíaco,al igual queel esquelético,empleala glucosa,procedentede la degradación
del glucógenoque tienenalmacenadoy de la captaciónde la misma desdeel plasma,para

obtenerenergíavía glucolisis. Hechoquetiene su ratificación experimentalen el aumentoen

la actividadde hexoquinasacardiacaante la estimulaciónB-adrenérgica(Ji etaL, 1987),en el

mayorcontenidode glucógenoencontradoen el corazónde animalesentrenados(Scheueret

aL, 1974) y en el aumentoen la captaciónde glucosaplasmáticacomo consecuenciade la

adaptaciónde sus transportadoresespecíficos(Kainulainen,1985), manteniéndoseel nivel de

glucosadel plasmagraciasal incrementode su producciónen hígado,fundamentalmentevía

gl ucogenolisis.

Por otra parte, el lactato formado por la glucolisis que tiene lugar en los músculos

cardiacoy esquelético,y que mayoritariamenteva a serretiradodel torrentesanguíneoporel

hígado que lo emplea como sustratogluconeogénico,también puedeser empleadopor el
corazóncomo fuentede energíaen ejerciciosmásprolongadosen el tiempo.

La movilización de los ácidosgrasosalmacenadosen el tejido adiposoesun proceso

relativamentelento; por lo que en estetipo de ejercicioapenassi van a serempleadospor el
corazóncomo fuentede energíaparamantenersufuncióncontractil. Además,en estetipo de

ejercicio la captaciónde ácidos grasospor el hígadoy la cetogénesisvan a tener escasa

importanciadesdeel punto de vista cualitativo.

1.7.2.2Ejercicio de resistencia

La energíanecesariaparamantenerun ejercicio de estetipo la obtieneel músculo

cardíaco,fundamentalmente,graciasal aportecontinuode glucosay ácidosgrasoslibres porel

torrentesanguíneo(Figura 18) (Hagerman,1992). Si bien, el corazóntambiénva a emplear

como nutrientesel glucógenoy triglicéridosque almacena.
Se ha estimadoqueun atletade resistenciaqueestécorriendoal 70% de su Va2 max

obtiene,en las etapasiniciales de la carrera,aproximadamenteel 50-60%de la energíaque
necesitaa partir de los carbohidratos,y el 40-50% restantea partir de los Lípidos. El apode

lipidico seráprogresivamentemás importantea medidaque se prolonguela duración del
ejerciciofísico (Coy/ea aL, 1986). Por otra parte,sesabequeen individuos bienentrenadosla

contribuciónlipídica a los requerimientosenergéticosesconsiderablementemayor (hastaun

70%),lo que permiteal organismoralentizar el consumode glucógeno(Costil! etaL, 1977).
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En estasituaciónde ejercicio, por tanto,seestimulala lipolisis del tejido adiposo,y en
consecuenciaaumentala concentraciónde ácidosgrasoslibres circulantesen plasma(Ahlborg

a’ aL, 1974y Winderet aL, 1979) y la velocidadde captaciónpor los cardiomiocitos.
El hígadoretira partede los ácidosgrasosliberadospor el tejido adiposoal torrente

sanguíneoy los va a emplear,ademásde para su reesterificaciónen triglicéridos, como

sustratosde ¡3-oxidación.Esteórganotambiéndesvíapartedel acetil-CoAqueseformadurante
la oxidaciónde los ácidosgrasosparaformar los cuerposcetónicos,que aunquepuedenser
empleadoscomo combustible por el músculo cardíaco, su contribución cuantitativa al

metabolismooxidativo espoco relevante(Wahrenet aL, 1975y 1984).
La concentraciónplasmáticade glicerol, generadojunto a los ácidos grasosen la

lipolisis del tejido adiposo,aumentaduranteel ejercicio. El glicerol escaptadoporel hígado,

que lo emplearácomo sustratopara la producciónde glucosavía gluconeogénesis.La otra

fuente de glucosahepática,parael metabolismooxidativo muscular,es la liberada mediante

glucogenolisis. Dado que el ejercicio prolongado agota prácticamentetodo el glucógeno

hepático, la gluconeogénesiscobra cada vez más importancia en el aporte del glucosa al

músculocardíaco(W?nder, 1 988y WassermanyCherrington, 1991).

1.8 RESPUESTAS ADAPTATIVAS DEL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-ADENILATO
CICLASA AL EJERCICIOFÍSICO

La adaptaciónbiológica esun procesomuy generalpor el que una célula,un órgano,

un organismoo un grupode individuosseadaptanaun cambioen las condicionesambientales.
A grandesrasgossepuedeconsiderarqueexistentres tipos diferentesdeadaptaciónbiológica

<Swyngh&Iaw, 1992): los cambiosbiológicos que no afectana la expresióno estructuradel

genoma,los que afectan a la expresión genética,o los cambios en el propio genoma
(mutaciones).Un buenejemplodeadaptaciónbiológicaseríanlos cambiosqueseproducenen

los nivelesy funcionalidadde diferentesproteínasen respuestaa la prácticadeportiva.

El ejercicio físico de resistenciaintensoy regular, como se ha visto en el apartado

anterior, afectaa una gran diversidaddeprocesosmetabólicoscomo glucogenolisis,lipolisis,
gluconeogénesisy síntesisdeproteínas,y el sistema¡3-adrenérgico-adenilatociclasaseencuentra

implicadoen la regulaciónde todosellos. El músculocardíaco,hígadoy tejido adiposoforman
unaunidadde interrelacióndel metabolismoenergéticoen cuyaintegración,paraproporcionar

unarespuestaadaptativacoordinadaal ejerciciofísico, desempeñaun papeldestacadoel cAMP.

Sin embargo,hastael momento,el estudiode los mecanismosadaptativosal esfuerzofísico se

ha centradofundamentalmenteen los aspectosmetabólicosy fisiológicos prestandomenos

atencióna los mecanismosde transducciónde señalesa travésde membrana.,queen última

instanciaconstituyenla basedesuregulación.
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1.8.1 Corazón

1.8.1.1 Componentesdel sistema¡3-adrenérpico-adenilatociclasacardíacoy funcionesque

reaulan

El sistemanerviosoy diferenteshormonasejercenun rápidoy efectivocontrol tantode

la frecuenciacomode la intensidadde lacontraccióncardíacaen mamíferos.Estecontrol,que

se ejercemayoritariamentea travésdel sistema13-adrenérgico-adenilatociclasa(Evans, 1986),

permiteal organismoregularel flujo circulatorioen diferentessituacionesfisiológicas,ya sea
en reposoo duranteel ejercicio físico,y en situacionespatológicas.

Desdehace varias décadasse sabe que uno de los factoresmás importantesque

determinala capacidadfísica esel consumomáximo de oxígeno(yO, max). Esteparámetro

estálimitado, asimismo,porla capacidaddelsistemacardiovascularparatransportarel oxígeno

desdelos pulmoneshastalos músculoscardíacoy esquelético(BlomnqvistySaltin, 1983).Conla
adaptaciónal ejerciciofísico seproduceun aumentoen la capacidadde estesistemadebidoa

queaumentael volumende eyeccióna la vez quedisminuyeligeramenteel ritmo cardíaco,lo

que setraduceen que los individuos entrenadostienen un mayor volumen cardíacoque los

individuossedentarios(Svedenhag,1985).Y en estosmecanismosadaptativosobservadosa nivel

fisiológico en humanos<Huston et aL, 1985) y en animalesde experimentación<Ordway etaL,

1982) parecetenerun papelmuy importanteel sistemade adenilatociclasaobjeto de estudio

en el presentetrabajo.

Durante el ejercicio físico, la noradrenalinaliberada por los terminalesnerviosos

cardíacos,como consecuenciadel aumentoen la actividaddel sistemanerviososimpático,

provoca un incremento en la respuestacronotrópicae inotrópicadel corazón(Homcye! aL,
1991). Porotraparte,aunqueduranteel ejerciciofísico aumentanlos nivelesdecatecolaminas

liberadospor la médulaadrenalal plasma,su papelen el control de la funcionalidadcardíaca
parecesermenosimportanteque el de las catecolaminasdelsistemanerviososimpático.

Las catecolaminasejercen estosefectosa través de los receptoresadrenérgicos.En

corazónde rata aparecenlos dos tiposprincipalesde receptores¡3-adrenérgicos(B~ y 13,), que

sonlos encargadosde mediarlos efectoscronotrópicose inotrópicos,principalmentea través

de los 13, (Broddey Miche4 1992yAmoida aL, 1993).Si bienpareceque el corazónhumano

sólamentecontieneunapequeñafracción de “sparereceptors”de tipo 13-adrenérgico<Brodde

aaL, 1992) en otrasespecies,comoocurreen ratao gato,el númerodeestos“sparereceptor?

esmuchomayor (Bmdde,1991).

En miocardiotambiénexistenreceptoresa-adrenérgicosy de entrelos distintostipos

los «~ son los mayoritarios,si no los únicos, en todaslas especiesde mamíferosestudiadas

(Fle¡ning a aL, 1992), Los receptoresa>-adrenérgicosestán implicados en la respuesta

inotrópicacardíaca(Broddey Michel, 1992 y Fleminget aL, 1992>, y estosefectos,en corazón
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de ratasadultas,parecenmediadosfundamentalmentepor los del subtipo ~ (Endoh a aL,

1992) queestánacopladosa travésde la proteínaQq a la vía de los fosfoinosítidos.

Juntoa los receptoresadrenérgicos,encorazónde ratatambiénaparecenotrossistemas

receptores,positivamenteacopladosa adenilatociclasa,queproducenun aumentoen losniveles

decAMP cardíacosy portantoen la respuestacronotrópicae inotrópicacardíaca;no obstante,
su papelparecesersecundariocon respectoal de los receptoresadrenérgicos.Entreellosse

encuentranlos receptoresde glucagóny los dehistamina(Brodtle et aL, 1992).

En el miocardiode mamíferoslos terminalesnerviososparasimpáticosprovocan,sobre

la respuestacontractil cardíaca,un efecto contrario al que se ha descrito para el sistema

nerviososimpático(Siadáy Lejkowñz 1991 yHarden, 1989). Estosefectosson mediadospor

receptoresmuscarínicoscolinérgicos,queestánnegativamenteacopladosa adenilatociclasay

que estimulanla funcionalidadde fosfodiesterasasde cAMP. De estemodo la acetilcolina,

neurotransmisordel sistemanerviosoparasimpático,ejerceun efectoprotectorsobreel corazón
frentea la estimulaciónexcesivadel sistemanerviososimpático(NietoetaL, 1993). Juntoa los

receptoresmuscarínicosexistenotros que tambiénejercenun control negativode la actividad
deadenilatociclasademiocardio,entreelloslos receptoresA, deadenosina(Hershbergeretal,

199/yLiang, /992) ylos receptoresdeprostaglandina132 (Lopaschucketal., l989yLerneretaL,

1992).

En cuantoa las proteínasO y Q~ encargadasde mediar los efectosestimuladorese

inhibidoresrespectivamentedela actividaddeadenilatociclasa,promovidospor la unióndelos

agonistasa los receptoresespecíficosenumeradosanteriormente,en corazónde rata se ha

descritola existenciadedosformasmayoritariasde a,, quemigranen gelesdepoliacrilamida-
SDS con masasmolecularesde 41-42KDa y 53-54KDa (Neery C¡apham, 1992). Tambiénse
ha descritola presenciaen miocardiode mamíferosde las tresformasconocidasde a1, si bien

la forma «a es la mayoritariapuessus nivelesson aproximadamenteigualesa la suma de los

nivelesde ~ y a~ (Fostera aL, 1990).

Delos ocho tipos deadenilatociclasa,descritoshastael momento,encorazónde rata

los mayoritariosson el VI y el VII (I<rupinski et aL, 1992).

El cAMP, productode la actividadenzimáticade la adenilatociclasa,activa la PKA,
y éstafosforila diferentesproteínasen el miocardioparadesencadenarla respuestafisiológica

(Figura 19). Entreotras, las accionesqueproduceestaenzimason las que a continuaciónse

mencionan.Fosforitacanalesde Ca
2~ dependientesde voltaje en el sarcolemaestimulandoel

flujo de entradade Ca2t al citoplasma(Yataniy Brown, 1989); efectoque se refuerzapor el
hechodequela proteínaG~ estimuladavía receptorpuedeactivardirectamentelos canalesde

Ca2t y la entradadeesteión desdeel medioextracelularal citoplasma(YataniyBrown, 1989).
PICA tambiénfosforila el fosfolambano,que regula la ATPasadependientede Ca2t en la

membranade retículosarcoplásmico,lo quepermiteuna rápida recapturade Ca2t porparte
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de este orgánulosubcelular(Lindermannet aL, 1983). La fosforilación de la Troponina1, un

componentede las proteínascontráctiles,disminuyela afinidad de la troponinaC por Ca2

(Schauby Kunz, 1986) lo que aumentael nivel de relajación(Evans, 1986). Por otra parte, la
fosforilación de las enzimasfosforilasaquinasay glucógenosintasaprovoca su activación e

inactivación,respectivamente,y permitela movilización de las reservasde glucógenocardíaco

(Fletning et aL, /992). Además, PICA también fosforila la piruvato quinasa y la

fosfofructoquinasa-2ejerciendo un control negativo de la glucolisis y positivo de la

gluconeogénesis,respectivamente.

1.8.1.2.Estadoactualde conocimientosobrela adaptacióndelsistema13-adrenérgico-adenilato

ciclasacardíacoal ejercicio físico

El sistema13-adrenérgico-adenilatociclasa,comoseha descritoen el apartadoanterior,

estádirectamenteimplicado en el control de la funcióncontractily del metabolismocardíaco.
Porotraparte,tambiénsehan expuestosomeramentelas respuestasadaptativasquegenerala
prácticadeportivaintensay regularen el corazóna nivel fisiológico y queafectan,entreotras,

a la respuestainotrópicay cronotrópicadel corazón.Todo ello pareceindicar que el sistema

13-adrenérgico-adenilatociclasadecorazónpuedeestarafectadocomoconsecuenciadelproceso
adaptativoal ejercicio físico en el sentidoquepermitieseexplicarlos resultadosde los estudios

fisiológicos.

A pesardequeexistenen la bibliografíavariaspublicacionesen las quesehaestudiado

la adaptacióndel sistema 13-adrenérgico-adenilatociclasa cardíaco al ejercicio físico de
resistenciaintensoy regular,los resultadosobtenidospordistintosautoressonenmuchoscasos

contradictorios.Además,en ninguno de ellos se ha acometidoun estudiosistemáticode la

funcionalidady nivelesde los componentesdel sistemacomosehaabordadoenel trabajocuyos

resultadossepresentanen estamemoria.

En cuantoa la densidaddereceptores13-adrenérgicos,sonvarioslos autoresqueno han

encontradodiferenciasentrelos animalesentrenadosy sedentarios<W7Iliams, 1980; Mooreet
aL, 1982; WTltiamsetat, 1984b;Ham,nondetaL,1987; ScarpaceetaL,1992y BbhmetaL,1993),

mientras que otros han observadoun descensosignificativo en el númerode receptores13-
adrenérgicosde miocardio de animalesque han seguidoun protocolode entrenamientode

resistencia(Sylvestre-GetvaúetaL, 1982; Hammondet aL, 1987; Werle et aL, 1989y Plourdeet

aL, 1991). Todos ellos coinciden,sin embargo,en describirla ausenciade variacionesem la

constantede disociaciónde estosreceptoresporantagonistas.

En la mayoríade los estudiospublicadosno sehan observadovariacionessignificativas

en la actividad basalde adenilatociclasa, determinadaen presenciade una concentración

saturantede Mg2~ (Wyattet aL, ¡978; Moore et aL, 1982y Plourde et aL, 1991>, mientrasque
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Dohm et aL, (1976) si han encontradoun descensosignificativo en la actividadbasalde la
enzima.Además,Dohm e! aL, (1976); Wyatt e! aL, (1978) y Plourdee! aL, (1991) no se han

detectadodiferenciassignificativasen la actividaddeadenilatociclasaestimuladaporfluoruro,

queactúasobreel componentereguladorestimuladordel sistema.

Los resultadosobtenidosen diferentestrabajosen cuantoa la activaciónde adenilato

ciclasapor agonistas¡3-adrenérgicosson controvertidos,puesMoore e! aL, (1982) no han

observadovariaciónalgunaen los animalesentrenados,DóhmetaL, (1976) hanencontradoun

descensoen la activaciónmáximade la enzimay WyattetaL, (1978) y Bóhme! aL, (1993) han

detectadoun incrementoen la actividadenzimática.En ningún trabajoseha estudiadosi los
mecanismosadaptativosal ejercicio físico afectantambiéna las vías de control negativode

adenilatociclasa, si bien Hammonde! aL, (1987) y BOhm et aL, (1993) no han encontrado
variacionesen la densidadde receptoresmuscarínicosen miocardio de animalesentrenados.

Hay sólamentedos estudiospublicados en los que se ha determinadola posible
variación de los niveles de las proteínasG~ y O en membranasde miocardio de animales

entrenados.Hammond e! aL, (1988) handeterminadoporELISA un aumentoen los nivelesde

a, medidos,mientrasqueBóhmetaL, (1993) handescritoun descensoen ¡os niveles de a~en

ventrículode ratasenvejecidasentrenadas.

1.8.2 Hígado

1.8.2.1 Componentesdel sistemaB-adrenér2ico-adenilatociclasahepáticoy funcionesque

re2ulan

El hígado ocupa una posición central en el metabolismoenergéticodel organismo.

Durantela fase de absorción,posteriora la ingestade una comida rica en carbohidratos,se

encarga de retirar del torrente circulatorio el exceso de glucosa, y durante el periodo
postabsortivoproporcionala glucosaquedemandanel restode los órganos.La glucosaretirada

del torrentecirculatorio sepuedeincorporaren la glucogenogénesis,glucolisis y lipogénesisy

la glucosa liberada procedede la glucogenolisisy/o gluconeogénesis.Son las células del

parenquima hepático las encargadasde catalizar todas estas rutas metabólicas que

fundamentalmenteestánsujetasal control dediferenteshormonasy de la inervaciónhepática,

aunquetambiénpareceque puedenintervenir en su regulaciónlas interaccionescon células
hepáticasno parenquimáticasy la matrizextracelular(Gardemanne! aL, 1992>. A parte de

estafunción, de reservoriode glucosadel organismo,el hígadotambiéntieneun papelcentral

como centrode defensadel organismo(porejemplo,metabolismode xenobióticos),centrode

control del sistema hormonal (síntesisy degradaciónde hormonas)y reservoriode sangre

(Gardemannet aL, 1992).
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Si bien durantelas etapasiniciales del ejercicio, el glucógenomusculares la principal

fuente de energíaqueempleanéstosparasu contracción,a medidaque aumentala duración
del esfuerzofísico el hígadoesel encargadodesatisfacerla crecientedemandade glucosapor

parte de los músculos.El aumentode la liberación de glucosapor el hígadose debea la

estimulación,con el ejercicio, de la glucogenolisisy gluconeogénesis.La contribución relativa
de estasdos rutas al mantenimientode la euglicemiaplasmáticaestá determinadapor la

duración e intensidaddel ejercicio,y mientrasque la primera es más importantea tiempos

cortosde ejercicio,el papelde la gluconeogénesisseráprogresivamentemayor a medidaque

el ejercicio físico se prolonguey las reservasde glucógenohepáticosevayanconsumiendo

(Winder, 1988y Wassennany Cherrington, 1991). El AMP cíclico, y por tanto el sistemade

adenilatociclasaesel principal responsabledel controldeestasrutasmetabólicas,en respuesta

al aumentode los niveles de catecolaminasy glucagóncirculantesen plasmay de actividad

simpáticahepáticaquese produceduranteel ejercicio físico.

El aumentoen los niveles de glucagónqueseproduceduranteel ejercicio físico esel

principal responsablede la estimulaciónde la glucogenolisisy gluconeogénesis,mientrasque

las catecolaminasplasmáticas sólo parece que sean importantesen la regulación de la

liberación de glucosa en ejercicios muy prolongadosen el tiempo, cuando los niveles que

alcanzansonsensiblementemásaltos(Mc Kelvie etaL,1991).Porotraparte,el sistemanervioso

simpáticocontrolaríalas rutasmetabólicasque conducena la liberaciónde glucosahepática
directamenteatravésde susterminalesen el hígado,e indirectamenteal estimularla liberación

de glucagónpor el páncreasy de catecolaminaspor la médula adrenal(Gardemannet aL,

1992). PerosegúnWassermany Chenington, (1991) no existe ningunaevidenciaexperimental

de quela noradrenalinaliberadapor los terminalesnerviosossimpáticoshepáticosseaesencial
paraaumentarla producciónde glucosaduranteel ejercicio, a pesarde queseha demostrado

queaumentala actividadde estosterminalesen el hígadode ratasentrenadas(Windere! aL,

1983a).El hígadotambiénestá inervadopor el sistemanerviosoparasimpático,sin embargo
no seha estudiadoel papelquetienensusterminalesnerviosossobreel metabolismohepático

durantela realizaciónde un esfuerzofísico (Wasser¡nany Cherrington, 1991).

El glucagónejercesusefectosa travésdeun receptorespecífico,queestápositivamente

acopladoa adenilatociclasa. El receptorde glucagónde hígadode rata,queha sido donado

y expresadorecientementepor Jelinek e! aL, (1993), tambiénestá acopladoa la vía de los
fosfoinosítidosestimulandola degradacióndel glucógenohepático<Jelinek e! aL, 1993), por lo

tanto esun receptorque a travésde proteínasO diferentesejerceel mismo efectosobreel

metabolismohepático.Las catecolaminasactúanen hígadoa travésde receptorest3~, ~32, a~ y

a2-adrenérgicos(Mc Kelvie e! aL, 1991). Mientras que los receptores13-adrenérgicosy los «2~

adrenérgicosestánacopladosa ciclasa,los receptoresa1-adrenérgicosestánacopladosa la vía

de los fosfoinositidos,comoseseñalaen la Figura 12.
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Ademásde los receptoresa2-adrenérgicos,en membranaplasmáticade hepatocitos
tambiénexistenreceptoresde angiotensinaII acopladosnegativamentea adenilatociclasa(Jard

et aL, 1981 y Pobineret aL, 1992).

La unión de agonistasespecíficosa estosreceptoresestimuladores(¡3-adrenérgicosy de

glucagón) e inhibidores (a>-adrenérgicosy de angiotensinaII) provoca el aumento o
disminución,respectivamente,en los nivelesde cAMP que producela subunidadcataLítica de

adenilatociclasa,efecto queestámediadopor las proteínasQ y O. En hígadode rata se ha

descritola existenciadelas formasgrandey pequeñade O~ (Begin-HeickyMc FarlaneAnderson,

1992), y de dos de las tres isoformasde a~; a~ y a~,, ambasimplicadasen la inhibición de

adenilatociclasa,al acoplara ella los receptoresa2-adrenérgicos(Simondse! aL, /989) y de

angiotensinaII (PobineretaL, 1992) respectivamente.

Lostipos VI y VI] deadenilatociclasa,de los ocho existentes,sonlos queaparecenen

mayor proporción en hígadode rata, al igual que sucedeen el corazónde estos animales

<Knipinski e! aL, 1992).

En la Figura 20 se refleja cómo la PKA estimula la secuenciaglucogenoliticaal

modificar covalentementela fosforilasa quinasay la glucógenosintasa.Por otra parte, la

proteínaquinasaA fosforila la piruvato quinasa,inactivándolae inhibiéndo así la glucolisis

(HersyHue, 1983) y fosforila la fosfofructoquinasa-2dandolugar a la actividadde fructosa2,6
bisfosfatasa,quepermitecanalizarel flujo metabólicohaciala gluconeogénesis(W~nder,1988).

Tambiénfosforila la acetil-CoA carboxilasaejerciendoun control negativode las rutas de

síntesisde los ácidosgrasos.

En hígadode ratasentrenadasadiferentesvelocidadesy durantedistintosperíodosde

tiempo Winder e! aL, (1983b) han encontradouna relación lineal entrela concentraciónde

cAMP y los nivelesde glucogenolisishepática.Además,en ejerciciosprolongados,cuandocaen

los nivelesde glucógenohepático,Winder, (1988) ha observadoun incrementoaún mayor en

la concentraciónintracelularde cAMP quepareceque esnecesarioparainhibir la glucolisis y

estimularla gluconeogénesis.Datosquesonconsistentesconla ideadequeduranteelejercicio

es la actividaddeadenilatociclasala quefundamentalmentecontrola el metabolismohepático

de hidratosde carbono.

1.8.2.2 Estadoactualde conocimientosobrela adantacióndel sistema¡3-adrenérgico-adenilato

ciclasade hipadoal ejercicio físico

En el apartadoanteriorya seha ilustradoampliamenteel papel tan importanteque

desempeñael sistemaIS-adrenérgico-adenilatociclasaen el control del metabolismohepático

duranteel ejercicio físico, lo quepermitepensarqueestesistemapodríaestarsujetoa algún
mecanismoadaptativocomoconsecuenciade la prácticadeportivaintensay regular.A pesar
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deello, el gradodeconocimientoquesetienensobreel funcionamientoy regulacióndel mismo,
esprácticamentenulo puessólo hay dosestudiosprevios en la bibliografía, publicadospor

DóhmetaL. (1976)y Yakovlev,(1974).

En estosdostrabajosseha estudiadola funcionalidadde la vía estimuladoradel sistema

en ratasentrenadas,sin embargo,lasconclusionesa las quellegansusautoresno sontotalmente

coincidentes.Dbhtn e! aL, (1976) no observanvariacionesni en la actividadbasaldeadenilato

ciclasani en la estimuladapor fluoruro o adrenalina,mientrasqueYakovlev,(1974) describeun

aumentoen la actividadde la enzimaestimuladaporcatecolaminassin que semodifique la

actividadbasalo en presenciade fluoruro.

No haypublicadoningún trabajoen el quese hayaestudiadolaposiblevariaciónen los

nivelesde proteínasO. y O~, en la densidady/o afinidad de los receptoresacopladoso en la
funcionalidadde las víasde control negativodel sistemacomo consecuenciade la adaptación

al ejercicio físico de resistenciaintensoy regular.

1.8.3 Tejido adiposo

1.8.3.1 Componentesdel sistemal3-adrenér~ico-adenilatociclasade tejido adiposoy funciones

queregulan

El tejido adiposoblanco , como ya seha sefialadoen el apartado1.7.1, constituyeel

mayor almacénde energíametabólica,en forma de triglicéridos, tantoen humanoscomo en

el restode los animalessuperiores.La movilización de estasreservas]ipídicas tiene un papel
muy importanteen la regulación del balanceenergéticode los seresvivos tanto en una

situaciónde reposocomoduranteel ejercicio físico, y estásujeta a un precisocontrol por

diferentes factores, tanto hormonalescomo nerviosos.La hidrólisis de los triglicéridos

almacenados,procesoconocido como lipolisis, da lugar a la liberación de ácidos grasosy

glicerol desdelos adipocitoshaciael torrentecirculatorio.Los ácidosgrasoslibresconstituyen

el principal combustiblemetabólicoempleadopor los diferentesmúsculosestudiadosdurante

el ejercicio físico prolongado, y el glicerol se emplea por el hígado como precursor

gluconeogénico<Amere!aL, 1990y Richelsen,1991).

Aunque los niveles de catecolaminasliberados al plasmapor la médula adrenal

aumentandurantela realizacióndel ejercicio,parecequemayoritariamentees la liberaciónde
noradrenalinapor los terminalesnerviosossimpáticos,cuya actividadtambiénaumentacon el
esfuerzofísico, el procesoqueestimulala lipolisis y por tanto la liberaciónde ácidos grasos

(Shepherdy Bah, 1988; Wahrenberge! aL, 1992). Si bien la lipolisis pareceserla función más

importanteque regulan las catecolaminasen tejido adiposo,éstastambiéncontrolanotros

procesosmetabólicos,comoson la síntesisde lípidosy el transportey metabolismode glucosa
(Ama, 1992y Lafontanet aL, 1992).
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Los receptores13-adrenérgicos(¡3,, l3~ y ¡33) estimulany los a, inhiben la lipolisis vía
adenilatociclasa.Mientrasquelos receptoresa, adrenérgicosno ejercenningúncontrolsobre
la lipolisis, medianteestudios in situ” empleandola técnicade la microdiálisis Amer e! aL,

(1990) han demostradoquelos receptoresa,-adrenérgicosmodulanla lipolisis en humanosen
reposomientrasquelos receptores13-adrenérgicosla regulanduranteel ejercicio físico. Existen

diferenciasconsiderablesen la expresiónde los distintos subtiposde receptoresadrenérgicos

en tejido adiposoblancoentreespecies.En cuantoa los receptoresJA-adrenérgicos,13, parece
que estápresenteen todaslas especies,~ está presenteen humanos(Ameret aL, 1982) pero

no en ratas (Bahouth y Malbon, ¡988) y por contra 13, apareceen tejido adiposode ratas

(HollengayZaagsma,1989) perono en elde humanos(Ames1992);sin embargo,en adipocitos
dehamstersaparecenlos tressubtiposde receptores13 (ZaagsmayNahorsk41990). El receptor

13,-adrenérgicode rataha sidodonadoy expresadorecientementeporGrannemane! aL, <1992).

Por lo queserefierea los receptoresa,-adrenérgicos,éstosparecentenerun papelmuchomás

importantesobrela lipolisis en humanosqueen otrasespeciescomo la ratadondesus niveles

son muchomásbajos.

Conrelacióna la densidaddelos receptoresadrenérgicosde tejido adiposoparececlara
la existenciade“sparereceptors”puestoquetansólo esnecesariala ocupaciónporagonistadel

50% de los sitios paraproducirla respuestamáxima(Ames1992).

En tejidoadiposode rata,ademásdelos receptoresadrenérgicos,existenotrossistemas
receptoresestimuladorestambiénacopladosa adenilatociclasay susceptiblesde estimularla

lipolisis como son los receptoresdeACTH, TSH y glucagón;sin embargopareceque su papel
esmenosimportanteque el de las catecolaminasen el control de la lipolisis (Richelsen,1991).

En cuantoa los receptoresinhibidores,en tejido adiposode rata,sehademostradoque

tanto los A, de adenosina(Kather et aL, 1985 y Creen y Johnson, 1991) como los de
prostaglandinaE2 (RiMe/sen, 1987 y 1988), acopladosnegativamentea ciclasa, son los

atenuadoresmás importantesde la lipolisis, mientrasque en adipocitosde humanos,como se

hamencionadoantes,son los receptoresa,-adrenérgicoslos máximosresponsablesdel control
negativodeestaruta metabólica.

Desdeun punto de vista fisiológico la insulina pareceser,en todos los casos,el agente

antilipolítico más importante(Richelsen,1991) a pesardequesuefectomáximo esmenorque

el de otros, como análogosde adenosinao prostaglandinaE, <Richelseny Pedersen,1985).

Aunqueno seha establecidoclaramenteel mecanismoporelquela insulinaejercesusefectos,
haydiferentesestudiosqueindicanla existenciadeprocesosdependientese independientesde

cAMP implicados<Haring, 1991).Entrelos mecanismosdependientesseencuentrala activación

por insulina de fosfodiesterasasde cAMP en tejido adiposo(Makino e! aL, 1992).
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En cuantoa las proteínasO, en tejido adiposode rataseha descritola existenciade la

forma grandey pequeñade a, que son las dos especiesmayoritariasque migranen gelesde
políacrilamila-SDS(Mi/ligan ySaggerson,1990), asimismoseha descritola existenciade las tres

isoformasconocidasde a (CreenetaL, 1990).

La PKA catalizala fosforiiaciónde la lipasasensiblea hormonaquedeestemodopasa
a su forma activa e inicia la hidrólisis de los triglicéridos almacenadosen el tejido adiposo

(Figura21).
El determinantede la actividad lipolítica es,por tanto, el nivel intracelularde cAMP,

y éste se regula por el balanceentre la síntesis (por la actividad adenilatociclasa) y la
degradación(porlas fosfodiesterasasde cAMP). Sin embargo,en adipocitosaisladosla relación

entrenivelesintracelularesde cAMP y lipolisis no sonlineales(StralforsyBeifrage,1984) puesto

que los niveles máximos de lipolisis se consiguen con un aumento de dos veces en la

concentraciónde cAMP y un incrementoposteriorde cien vecesen la misma no produce

efectosapreciablessobrela lipolisis. No obstante,Honnor e! aL, (1985) han demostradoque

existe una correlaciónlineal entre los niveles de actividad lipolítica y los de cAMP unido a

proteínaquinasaA. Además,estosmismosautoreshan observadoque el efectode todos los

agenteslípolíticosy antilipolíticosconvencionales,exceptola insulina, sepuedeexplicarpor su
acciónsobrela PICA.

1.8.3.2 Estadoactualde conocimientosobrela adaptacióndelsistema13-adrenér2ico-adenilato
ciclasade teiido adiposoal ciercicio físico

Está claramenteestablecidoque el ejercicio físico intensoy regular incrementala

respuestalipolítica a catecolaminasde los adipocitos en animalesde laboratorio(Askewy

Heckes1976;Bukowieckie! aL, 1980; WilliamsyBishop,1982; Sheperdetal., 1986 e IzawaetaL,

1991) y enhumanosentrenados(Crampese!aL, 1986;RiviereetaL, 1989;Wahrenberge! aL, 1991
y Lñnnqvfrte! aL, 1992).

Estosresultadosparecenindicar que los mecanismosadaptativosquesegenerancomo

consecuenciadela prácticadeportivaregular,puedenafectaral sistemaB-adrenérgico-adenilato
ciclasay/o a etapasposterioresdel procesodeestimulaciónde la lipolisis, como sonla proteína

quinasaA, las fosfodiesterasaso la lipasasensiblea hormona.

Hasta el momentono seha observadovariaciónen la actividaddela proteínaquinasa

A (Shepherdy Bah, 1988y Ramírezy Shepher41989) ni de la lipasa sensiblea hormona
(ShepherdyBah, 1988) en adipocitosdeanimalesentrenados,con respectoa suscontroles.Por

otraparte,seha demostradoquecon el ejerciciofísico seproduceun aumentode la actividad

de las fosfodiesterasasde cAMP de alta y bajaKm <Kenno e! aL, 1986y Sheperdy Bah, 1988),

queprovocaríanun descensoen los nivelesdel nucleótidocíclico dificilmente correlacionable

con elaumentode la actividadlipolítica (Izawa etaL, 1991).
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A la vistade estosresultadosy apesardelos estudiosde Sheperde! aL, (¡986) y Riviere

e! al., (1989) quieneshan observadoque el dibutiril cAMP estimula la lipolisis en mayor

proporciónen animalesy humanosentrenados,respectivamente,que en suscontroles,parece

bastanteplausible la posibilidadde que los procesosadaptativosconducentesa aumentarla

lipolisis en adipocitos,como consecuenciadel ejerciciofísico, operenmayoritariamenteanivel

del sistema 13-adrenérgico-adenilatociclasa. Con relación a este sistema, existen escasos

antecedentesen la bibliografía sobresu adaptaciónal ejercicio físico intensoy regular,y el

gradodeconocimientoalcanzadoal respecto,tal y comoserelataa continuación,pareceescaso.

En cuantoa los receptoresL3-adrenérgicos,la mayoríade los estudiosparecencoincidir

en queno seproducevariaciónen los niveleso densidadde estosreceptoresni en animalesde

experimentación(Bukowieckiet aL, 1980; Wllhiamsy Bishop,1982y Shepherde! al., 1986) ni en

humanos(Crampese! aL, 1986y Wahrenbergeta!., ¡99!). Sin embargo,en un trabajopublicado

recientementeLónnqvistet aL, (1992> han observadoun aumentoen los nivelesde receptores

¡3-adrenérgicosen adipocitosde hombresentrenados.Ademásexistendatoscontradictoriosen

cuantoa la proporciónde estosreceptoresque seencuentranen el estadode alta afinidad y

que dan cuentadel acopiamientoentreel receptory 05, puessi bien WilliamsyBis/top, (1982)

atribuyenel aumentoen la lipolisis, observadaen animalesdeexperimentación,al incremento
en la proporciónde receptoresqueseencuentranen el estadode alta afinidad,Wahrenberget

aL, (1991)no han encontradodiferenciasa estenivel entrehombresy mujeresentrenadosy sus

respectivoscontroles.

Tampocosehanobservadovariacionessignificativasni en la actividadbasaldeadenilato
ciclasa,ni en la actividaddela subunidadreguladoraestimuladora0, en los estudiospublicados

por Yakovlev, (1974) y Williams y Bis/top, (1982). PeroIzawa et aL, (1986) han descritoun
aumentoen la actividad de adenilatociclasaestimuladapor concentracionessaturantesde

GppNHp, sin que varíe la constantede activación de la enzima por este moduladoro la

actividadbasalen ratasentrenadas.Yakovlev,(1974>; Williams y Bis/top, (1982) e Izawa, (1988

y 1991) hanobservadoun aumentosignificativo de la actividadde adenilatociclasaestimulada
porcatecolaminasen animalesentrenadospor diferentesprocedimientos.

En la bibliografíaexistendiferentespublicacionesen las queseha estudiadola posible
adaptaciónal ejerciciofísico de las víasdecontrolnegativode la actividaddeadenilatociclasa

(Wiltiainsy Bis/top,1982; IzawaetaL, 1988y WahrenbergetaL, 1991),y todos elloscoincidenen
que seproduceun descensoen la actividadantiadrenérgicay antilipolítica de las mismascon
el esfuerzo físico intenso y regular.

El conocimientoquesetienende la posiblevariaciónde los nivelesde Las proteínasG.

y 0~ en membranasde tejido adiposocon el ejerciciofísico esmuy escaso.Tan sólo existeun
trabajo,publicadoporIzawae! aL, <1988) en el que medianteADP-ribosilaciónhanobservado

un descensoen los niveles de sustratoADP-ribosilablepor toxina pertussis,sin que varíen
significativamentelos nivelesdeADP-ribosilacióncatalizadapor toxina colérica.
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Luego en su conjunto, los trabajospublicadosapuntanhacia una adaptacióndel tejido
adiposoen el sentidodedisminucióndela eficaciade susvíasantiipolíticas,quepuedeir o no

acompañadode un aumentoen la actividadde lasvíasestimuladorasdelsistemalA-adrenérgico-

adenilatociclasa,paraproducir en todo casoun aumentoen los nivelesde cAMP y porende

de los niveles de lipolisis.

1.9 OBJETIVOS

El objetivo de la presentetesis ha sido el estudiode las posiblesmodificacionesen el
sistemadeadenilatociclasacon el ejerciciofísico de resistencia,intensoy regular,en diferentes
tejidosde rata, modeloanimalexperimentalelegido.Sepretendecompararel funcionamiento

deestesistemadetransducciónen corazón,hígadoy tejido adiposodeanimalesentrenadoscon

susrespectivoscontrolessedentarios,incidiendoa diferentesniveles:

* Receptor.

Determinaciónde la densidady afinidad de receptores13-adrenérgicos.

Subunidadcatalítica. Determinaciónde la actividad enzimáticaatribuible a

posiblesvariacionesen los nivelesy/o funcionalidadde la subunidadcatalítica

de adenilato ciclasa (actividad enzimática en presenciade Mg2~, Mn2~ y

Mg2~/forscolina).

- ProteínasG. - Funcionalidadde la proteínaO,. Evaluaciónde la respuestade

la subunidad catalitica de adenilato ciclasa a proteínas O
(actividadenzimáticaen presenciade fluoruro y nucleátidosde

guanina).

- Niveles de proteínasO. Determinaciónde niveles de ADP-

ribosilacióny de las diferentesisoformasde las subunidadesa,,

a,y nivelesde subunidad13 deproteínasO.

* Efector

* Receptor/efector

- Regulaciónde la actividaddeadenilatociciasavía receptor.Determinaciónde

la actividad enzímáticaen presenciade agonistasespecíficosde receptores
estimuladorese inhibidores.
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2.1 OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO

2.1.1 Descripciónde los animalesy suestabulación

En esteestudioseutilizan ratasWistarmacho(Ratiusnorvegicusvar.albina)con un peso
inicial de 110-120gr. alimentadas“ad libitum” con una dieta sólida estándar(PANLAB). Las

rataspermanecenestabuladasduranteel períodode entrenamientoen el animalariode la

Facultadde CienciasBiológicasde estaUniversidaden una habitacióncon una temperatura

constantede 21 + 10C en condicionesde humedadcontroladay con un ciclo de luz-oscuridad

de 12 horas,invertidocon respectoal natural.

2.1.2 Programade entrenamientofísico de los animales

El ejerciciofísico consisteen la realizacióndeuna sesiónde carrerapordía, 6 díaspor
semanadurante10 semanassobreun tapiz rodanteColumbusInstrumentsmodelo0145-004L

(ColumbusInstruments,Ohio) (Figura22).

Se utilizan 40 rataspor bloquede estudio,20 controlesy 20 animalesentrenados.La

distribución en estos dos grupos se realizacuidadosamenteen los cinco primeros días de

adaptaciónal ejercicio físico segúnel programadiseñado.
El programadeentrenamientoque sesigueesel siguiente: en la primeray segunda

semanase familiariza a los animales con el funcionamientodel aparatoy se aumenta

progresivamentela velocidadde 15 m/min a 30 m/min y la duracióndel entrenamientode 10

a 60 minutos.Desdela tercerasemanahastala décima,en quesesacrifican,las ratascorren

continuamentedurante60 minutos a una velocidadde 30 m/min. En todo momento, las

sesionesdecarreraseefectuansin inclinar el tapiz.Aunqueel sistemadedescargaeléctricadel
aparatose emplea durantelos primerosdías para conseguiruna adaptaciónrápida de los

animalesal tapiz, posteriormentese desconectapara evitar la posible influencia del estrés

provocadopor la descargasobreel procesoadaptativoque seestudia.El protocolodetallado

serecogeen la Tabla 1.

TABLA 1.

SEMANA

CONDICIONESDE

VELOCIDAD

ENTRENAMIENTO

DURACION FRECUENCIA
(m/min) (mm) (días/semana) (n~sesiones/día)

1 15-20 10-30 6 1
2 20-30 30-60 6 1

3-10 30 60 6 1





MATERIALES Y METODOS 54

2±3 Obtenciónde las muestrasbiológicas

Tras el períodode entrenamientoy transcurridas24 horasdesdela última sesiónde

ejercicio físico, los animalessepesany sesacrificanpordecapitación,y trasrecogerla sangre

paraobtenersuero,seprocedea abrir rápidamenteel tóraxy el abdomen.La grasaepididimal

y perirrenalseextraecuidadosamente,se lava con soluciónsalina (Na Cl al 0.9%), secongela

enaire líquido y seconservaa

El hígadoseperfunderápidamentecon soluciónsalinapor la venaporta, cortándose
la arteriaaortaabdominalparadarsalidaa la sangrey a la soluciónsalina.Unavezperfundido

seextraeel órgano,se lava en soluciónsalina,sepesa,secongelaenaire líquido y sealmacena

a -800C.

El corazón,tras serextraído,se lava con soluciónsalina,se pesay la paredlateraldel

ventrículoizquierdosesecciona,congelándoseen airelíquido estaúltima y en otro paqueteel

ventrículo derechojunto al septum.Posteriormentesealmacenanlas muestrasa -800C.

El tiempo total empleadoenel procesode obtenciónde los órganosdel animalfue de

aproximadamente10 minutos,y todaslas operacionesefectuadasdesdela extracciónde los

mismoshastasu congelaciónse realizana 0-40C.

2.2 OBTENCION DE LOS PREPARADOSDE MEMBRANAS

2.2.1 Obtencióndel preparadode membranasde ventrículo izquierdo

Para la obtención del preparadode membranasse descongelaun fragmento de

ventrículoizquierdode cadaratay se elimina a continuaciónel endocardio,pericardio,tejido

grasoy arteriasprincipales,segúndescribeiones, (1988),Figura 23. Posteriormentese secael

material biológicoy sepesaantesde trocearlocon tijeras. Las muestrasse homogeneizanen

un tampón Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 (250C), conteniendoEDTA 3 mM, PMSF 0.1 mM y

5 p.tg/ml de inhibidor de tripsina de soja (tampón de muestra), con un Polytron PT-20
(BrinkmanInstruments)durante15 segundosa la mitad de su velocidadmáxima.

El homogeneizadosefiltra a travésde 4 capasde gasay secentrifugaa 14000g durante

20 min. El sobrenadantesedesechay el sedimentoresuspendidosecentrifugade nuevoen las

mismas condiciones. El sedimento obtenido finalmente se pesa y se resuspende,por

homogeneizaciónen Potter-Elvehjem,en el mismo tampón,en unarelaciónde 80 mg/ml. La

preparacióndemembranasasíobtenidasedistribuye en alícuotasy se almacenaa -800Chasta

su utilización.
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Todas las operacionesserealizana unatemperaturade 0-40C. Las centrifugaciones
se llevan a cabo en una centrífugarefrigeradaSorvall RC-5 equipadacon un rotor angular

55-34. En todos los casosse obtienensimultáneamentepreparadosde membranasde los

bloquescontrol y ejercicio.

Figura 23. Obtencióndel preparadode membranasde ventrículo izquierdo

22.2 Obtencióndel preparadode membranasde hígado

Los preparadosde membranasde hígado se obtienen siguiendo el procedimiento

descritoporKelly e! aL, (1984), ligeramentemodificadoen nuestrolaboratorio,Figura24. Se

partede un fragmentode 0.1 gr depesodel hígadodecadaanimal.La muestrasedescongela

sumergidaen tampónde muestra.Unavez descongeladaseseca,sepesa,setritura con unas
tijerasy sehomogeneizaen 20 ml de tampóndemuestra.La homogeneizaciónse lleva acabo

con un Potter-Elvehjemprovistode un émbolode teflónmediante15 emboladasa 2000 rpm.

HOMOGENEIZACIÓN
(Tampóndemuestra)

Centrifugación20 mm.
a 14000 g

SBDTE. SOTO.

Centrifugación20 mm
a 14000 g

SOTO. SBDTE.

ResuspensiónenTampónde

1 muestra
PREPARADODE

MEMBRANAS
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El homogeneizadose filtra a través de doscapasde gasahidrófila y se centrifugaa

1500 g durante10 minutos.El sedimentoseelimina y el sobrenadantesecentrifugaa 20000g
durante20 minutos.El sedimentode la segundacentrifugaciónse resuspendeen 15 ml de

tampónde muestray seaplica a un gradientediscontinuode sacarosaformadocon 15 ml de

sacarosa1.06 M y 15 mIdesacarosa2.02 M (preparadasen tampóndemuestra),y secentrifuga

a 25000 £ durante45 minutos.La bandaqueapareceen la interfase0-1.06 M de sacarosase

extrae con una pipeta Pasteury se lava dos veces con 45 ml de tampón de muestrapor
centrifugacióna 27000 g durante20 minutos.El sedimentoobtenidosepesay seresuspende,

por homogeneizaciónen Potter-Elvehjem,en una relaciónde 5 pl de tampónde muestrapor
cadamg de membranas.El preparadodemembranasasíobtenidose distribuyeen alicuotasy

se almacenaa -800Chastasu utilización.

Todaslas operacionesse realizana una temperaturade 0-40C. Las centrifugacionesse

llevan a caboen una centrífugarefrigeradaSorvaIl RC-5 equipadacon un rotor angular55-34
exceptoen la centrifugaciónen gradiente,en la que seempleaun rotor flotanteHB-4.

2.2.3 Obtencióndel preparadode membranasde tejido adiposo

Se emplea el método descritopor Belshamet aL, (1980) ligeramentemodificadoen

nuestrolaboratorio.La grasaepididimaly perirrenalde3 ratasselimpia en unaplacapetricon
NaCí al 0.9%, eliminándosela vasculatura,se seca,sepesay se tritura con tijeras antesde

homogeneizarel tejido. La homogeneizaciónserealizaen 8 ml de tampónde muestra,con un

Polytron PT-20 (Brinkman lnstruments)en posición 3 con un pulso de 15 segundos.El

homogeneizadose centrifuga a 1000 g durante3 minutos. El sedimentose elimina y el

sobrenadanteserecogeconunapipetaPasteurdespreciandola capade grasay célulasmuertas

quequedaflotando sobreél. El sobrenadantese centrifuga a 30000g durante30 minutos.El

sedimentoobtenidose pesay se resuspendeen el mismo tampón en una relación de 125

mg/ml. El preparadode membranasobtenido se conservaa -800C hasta su utilización,

(Figura25).

Todaslas operacionessellevan a caboa una temperaturade0-40C.Las centrifugaciones

serealizanen una centrífugarefrigeradaBeckmanL2-21 provista de un rotor angularJA-17.

En todos los casosse obtienensimultáneamentelas membranasde los bloquescontrol y

ejercicio.

Estospreparadossehancomparadocon suspensionesdemembranasobtenidasa partir

de adipocitos previamenteaislados,puesto que éste método se emplea con mucha más

frecuencia.Los resultadosdeéstacomparaciónsepresentanen el capítulocorrespondientede

éstamemoria.
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HOMOGENEIZACIÓN
(Tampónde muestra)

Centrifugación20 mm.
a 14000 g

4 -~

SOTO.

4
SI3DTE.

SBDTE.

Resuspensiónen Tampónde
muestra

Centrifugaciónen gradiente
45 mm. a 25400 g

INTERFASE 0-1.06 M
DE SACAROSA

Lavadocon Tampóndemuestra
Centrifugación20 mm. a 27000g

SBLtTE.

ResuspensiónenTampónde muestra
Centrifugación20 mm a27000g

1
SDTO.

1 Resuspensiónen Tampónde
muestra

PREPARADO DE
MEMBRANAS

SOTO.

Centrifugación20 mm
a 13000 g

4
SDTO.

SEOTE.

Figura 24. Obtencióndel preparadode membranasde hígado
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Los adipocitosseaislana partir de una mezclade grasaepididimaly perirrenalporel

método descritoporRodbetl,(1964) ligeramentemodificado. La grasaserecogeen unaplaca
petri quecontienetampónKrebs-Ringer-HepespH 7.4 (250C),conteniendoNaCí 1 18.4 mM,

KCI 4.74 mM, MgSO, 1.19 mM, CaCt2.54 mM, KH
2PO4 1.19 mM y Hepes20 mM, se limpia,

se secay se pesa.A continuación,se tritura con una tijera en tampón Krebs-Ringer-Hepes

suplementadocon albúminade suerobovinoal 2% (p/v). La digestióndel tejido paraseparar

los adipocitosserealizamedianteadición,sobrela mezclaanterior,de 10 mg decolagenasapor

cada 10 gr de tejido e incubandodespuésen un bañoa 37
0C con agitación intensa.El tejido

digerido se fibra a travésde una malla de nylon, se lava dos vecescon 5-10 volúmenesde

tampón Krebs-Ringer-Hepesy secentrifugaa 400 g durantedosminutosparaeliminarbienla

colagenasade> medio. En eJ sobrenadanteasí obtenido se encuentranen suspensiónlos

adipocitosaislados.

HOMOGENEIZACIÓN
(Tampóndemuestra)

Centrifugación20 mm.
a 14000g

1~~~~~~—4
SBDTE. SOTO.

Centrifugación20 mm
a 14000g

~ —4
SOTO. SBDTE.

Resuspensiónen Tampónde
muestra

PREPARADO DE
MEMBRANAS

Figura 25. Obtencióndei preparadodemembranasde tejido adiposo
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Al preparadodeadipocitosseleadicionan5-10volúmenesde tampónTris-HCI50 mM,

pH 7.4 (250C),conteniendoMgCI
2 10 mM, IlOTA 5 mM, 5 pg/ml de leupeptina,5 pg/ml de

inhibidor de tripsinasesojay PMSF0.1 mM (Tampóndehomogeneización)y sehomogeneiza

en un Potter-Elvehjem.El homogeneizadose centrifuga a 1500 g durante10 minutos.El

sedimentoresultantesedespreciay el sobrenadantesecentrifugaa 19500g durante30 minutos.
El sedimentoobtenidosepesay seresuspendeen un tampónTris-HCI 50 mM, pH 7.4 (25

0C),

quecontieneMg Cl, 10 mM y EDTA 1 mM, en una relaciónde 8pl de tampónpor cadamg
depesohúmedodel sedimento.El preparadodemembranasobtenidosedistribuyeenalícuotas

y sealmacenahastasu utilización a -800C.

Todaslasoperacionessellevan a caboa unatemperaturade0-40C. Lascentrifugaciones

serealizanen una centrífugarefrigeradaBeckmanL2-21 provista de un rotor angularJA-17.

2.3 ENSAYOS DE UNIÓN DE LIGANDOS

223.1 Ensayosde saturación

Paralos ensayosdeunión deligandosseemplea(-) [‘9] iodocianopindolol(ICYP) (act.
esp.2200 pCi/mmo¡),un antagonistano selectivode receptores¡3-adrenérgicos,como ligando

marcado.Alicuotasde 100 pl (75 ¡±gde proteína),de los preparadosde membranasde los

diferentestejidosestudiados,seincubanen un volumenfinal de 250 pl detampónTris-HCl 20

mM, pH 7.4 (370C), conteniendoNaCí 150 mM, MgCI, 5mM y ácido ascórbico0.1 mM
(tampónde “binding”) conconcentracionescrecientesde ICYP comprendidasentre5-250 pM.

En experimentospreviosseha comprobadoque en el intervalode concentracionesempleado
en el presenteestudio,la unión específicadel ligando a los preparadosde membranases

saturabley establedespuésde 50 minutosde incubacióna 370C. Los tubos semantienenen

bañode hielo hastael inicio de la reacción.Esta comienzapor la adición del preparadode

membranasy sedesarrolladurante60 minutosen un bañoa 370C con agitación.La reacción
finaliza por dilución con 5 ml de tampónTris-UCI 20 mM, pH 7.4 (250C) conteniendoNaCí

150 mM (tampónde lavado)a 40C, seguidainmediatamentede una filtración a vacíoa través

de un filtro de fibra devidrio WhatmanCF/A, previamentehumedecidoen tampóndelavado.

El filtro se java 3 vecescon 5 ml del mismo tampóna 40Cy sedisponeen un vial y secuenta

la radioactividadincorporadaal filtro.

Paradeterminarla unión inespecífica,inferior al 25% de la unión total, se incubaen

presenciadel antagonistafrío (no marcado)D,L-propranolol IIY5M. Los experimentosse

realizanpor triplicado,presentandounadesviaciónmáximadel20%,y serepitenal menosdos

veces,con diferentespreparacionesdemembranas;los datosquefiguranen lasgráficasy tablas

correspondena un experimentorepresentativo.
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La densidad(Bmax) y la constantede afinidad (Kd) de los receptoresse determina

medianteel tratamientode los datosde la unión específicaporel métodode Scatcha¿’4(¡949)

y Rosenthal, (1967), empleandopara ello el programainformático “SigmaPLOT Scientific
GraphingSystem” (versión 4.10).

2.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ADENILATO CICLASA

2.4.1 Ensayocroniatográfico

El ensayode actividadde adenilatociclasaserealiza conformeal método descritopor

SalomonetaL, (1974), modificadoporGarcíayHaro, (1981).La mezclade incubacióncontiene

el preparadode membranas(50 pg de proteínaen preparadosventrículoizquierdo,75 pg en

hígado y 40 ¡ig en tejido adiposo),ATP 0.05 mM, 0.5 pCi de La-~P]ATP (act. esp.400

Ci/mmol), MgCI2 10 mM, cAMP 0.75 mM, creatinafosfato 20 mM, 12.5 unidadesdecreatina
quinasa,teofilina 5 mM, y el restode los cofactores,en un volumen final de 0,2 ml de tampón

Tris-MCI 50 mM, pH 7.5 (37
0C) que contiene2-mercaptoetanol5 mM, EDTA 1.5 mM, 2.5

pg/ml de inhibidorde tripsina de sojay PMSF0.05 mM. En los experimentosde inhibición de

la actividad enzimáticala concentraciónde proteínaañadida al ensayoes de 0.5 mg/ml en

preparadosde membranade ventrículoizquierdo,de 0.3 mg/ml en hígadoy de 0.4 mg/ml en

los preparadosde membranasde tejido adiposo, la de MgCI
2 3 mM, sin que se varíe la

concentracióndel restodecompuestosañadidosa la mezclade incubacióny seadicionaNaCí
100 mM. El restodelos reactivospresentesen los ensayos,asícomo susconcentracionesfinales,

sonlos queseindican en las figuras y tablas.

La reacciónse inicia por la adicióndel sustrato.La incubaciónselleva a cabodurante

10 minutosa 37
0C con agitacióny sedetienemediantela adición de 0.5 ml de ZnSO

4y 0.5 ml

de Na2CO3,ambosa una concentración0.12 M. A continuaciónlas muestrasseintroducenen

bañode hielo y se añaden0.5 ml de agua destiladay 0.06 pCi de [8-
3H]cAMP (act.esp.27.5

Ci/mmol) como marcadordel rendimientodel procesode purificaciónposterior.La mezclase

centrifuga a 4500 g durante 15 minutos en una centrífuga de mesa Wifug-Labor, y el
sobrenadantese aplica por decantaciónen una columnaDowex AG 50 Wx4 (H9 (200-400

mallas) de 0.8x8 cm. Se ¡aya con 4 ml de aguadestiladay sedeja eluir sobreuna columnade
alúminaneutra(70-230mallas) de 0.8x3 cm. El eluido se descartay a continuaciónseañaden
3 ml deTampónTris-MCI 100 mM, pH7.2 (250C),recogiéndoseel eluido deestaÚltima etapa

en un vial al que seadicionan15 ml de líquido de centelleoy secuentala radioactividad.

Los ensayos,realizadosportriplicado,presentanunadesviacióninferior al 15%delvalor

medio. La actividadespecíficadeadenflatociclasaseexpresaen pmo]de cAMP producidopor

minuto y mg deproteína.
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2.4.2 Cálculo de la actividadenzimática

La actividadenzimáticasecalcula,a partir de los datosobtenidosde la medidade la

radiactividadde las muestras,de la siguienteforma:

(A -flxDxG
nmolesdeAMPc E

[B-(—xÁ)]xC
C

A = cpm 32P recuperadas

B = cpm 3H recuperadas

C = cpm 32P totalesañadidas

D = cpmMl totalesañadidas
13 = cpm de C que seintroducenen el canalde Ml

E = cpm deD queseintroducenen el canalde 32P (fondo delcontador)
O = nmolesdeATP en el ensayo

2.4.3 Preparaciónde los soportescromatográficos

La preparacióndel Dowex AO 50 Wx4 (H~) requiereúnicamenteun lavadocon 15

volúmenesde aguadestilada,quedandola resmadispuestaparasercargadaen las columnas.

La regeneraciónde las columnasserealizamediantelavadocon 2 ml de MCL It N, seguidode

un lavadocon 30 ml de aguadestilada.
Paraprepararla alúminaseefectúaun lavadocon tampónTris-HCL 100 mM, pH 7.2

(250C)y secargaen las columnas.

2.5 ADP-RIBOSILACION CATALIZADA PORTOXINA PERTUSSIS

2.5.1 Incubaciónde las muestrasy posteriortratamientoelectroforético

La preparaciónde membranas(125 pg deproteína)secentrifugaa 27000g durante20
minutosen unamicrofuga Hettich a O-40C. El sobrenadanteseelimina por aspiraciónavacio

y el sedimentosesuspendeen 10 uil de tampónTris-MCI 20 mM, pH 8.0 (250C),conteniendo

Dli? 1 mM, EDTA lmM y lubrol PX al 0.05%,y seañadeal medio de incubación.La mezcla
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de incubacióncontiene,ademásdel preparadode membranas,0.3 pg de toxina de Bordetella

pertussis,NAO 0.5 1iM, 0.5 pCi de [a-
32P]NAD(act. esp.800 Ci/mmol), MgCI

2 0.1 mM, GTP

0.1 mM, ATP 1 mM, EDTA 1 mM, timidina 10 mM, nicotinamida10 mM, OIT 25 mM, en un

volumenfinal de 60 pl de tampónTris-MCI 70 mM, pH 8.0 (25
0C). La toxina de B. pertussisse

activapreviamentepor incubacióncon DTT 25mM durante30 mm a 370Cy posteriordilución
con tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7.4 (250C),quecontienelmg/ml deESA y urea2M.

La reacción,queseinicia porla adicióndel NAD, selleva acabodurante90 mm a
y sedetienepor adiciónde 20 pl de una disolución0.1 mg/ml de BSA en SOS al 2% y 70 pl

de TCA al 30% frio. Las muestrasse dejanprecipitandotoda la nochea una temperaturade
0-40C. Transcurridoestetiempo se preparanpara sersometidasa electroforesisen gelesde

poliacrilamidaen presenciadeSDSsiguiendoel métododescritoporGuillén etaL, (1990),para

lo quesecentrifugana 27000g durante15 minutosen unamicrofuga1-lettich. El sobrenadante

se elimina por aspiracióna vacioy el sedimentose lava 2 vecescon 0.5 ml de eterfrio por
centrifugación a 27000 g durante5 minutos, para eliminar perfectamenteel medio de

incubación.El sedimentofinal seresuspendecon unamicropipetaen20 pl deun tampónTris-
MCI 62.5 mM, pH 6.8 (250C),quecontieneOIT 50 mM y SOS al 5% (p/v) y se incubaen un

baño a 900C durante5 minutos. Una vez enfriada, se añadea la mezcla 1 volumen de
N-etilmaleimida lOOmM, se incuba 15 minutos a temperaturaambientey se adicionan 2

volúmenesde tampónTris-UCí 0.125 M, pH 6.8 (250C),conteniendoSOS al 4%, glicerol al

20%, 2-mercaptoetanolal 10%y azul de bromofenolcomo indicador.La mezclaresultantese

introduce en un bañoa ebullición durante5 minutos,sedeja enfriary se almacenaa -200C

hastasu utilización.

La electroforesisde las muestrasse realizaconformeal procedimientodescritopor

BraberaaL, (1988) en gelesdepoliacrilamidade 1.5 mm deespesorquecontienenacrilamida
al 10%,Bis-acrilamidaal 0.13%y SOSal 0.1% en tampónTris-MCI 0.375M, pH 8.8 (250C). Se

mantienea 40C primerodurante90 minutosa un voltajeconstantede 100 V y seguidamente5

horasa 35 mA de intensidadde corrientey una vez finalizada, los gelesse tiñen con azul de
coomassie,sesecany serealizauna autorradiografiautilizando placasfotográficasKodak-X

Omat AR.5. Para la autorradiografía,que se desrrolla a -800C, se utilizan pantallas
intensificadorasde imagenDupont Cronex.

Los experimentosserepiten al menostresvecesutilizandopreparadosde membranas

diferentes.Los datosquesepresentanen las tablasy figurasson la mediadeun experimento
realizadopor duplicado,siendo la desviacióninferior al 10%.

25.2 Cuantificacióndel sustratoADP-ribosilado

Para la cuantificación del sustrato ADP-ribosilado se cortan las porcionesde gel

correspondientesa lasbandasimpresionadassobrela placafotográfica,seintroducenen un vial
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decentelleo,seañaden5 ml de líquido decentelleodioxano-naftalenoy semidela radiactividad

incorporada.Tambiénsecortaun fragmentode gel de idénticasuperficiey pertenecientea la
mismapistacomofondodelensayo.Porotraparte,y comoíndicedelrendiminientodelproceso
depreparaciónde las muestrasparala electroforesis,secuantificala bandade BSA mediante

densitometradodel gel.

2.6 ADP-RIBOSILACIÓN CATALIZADA PORTOXINA COLÉRICA

2.6.1 Incubaciónde las ¡nuestrasy posteriortratamientoelectroforético

El preparadode membranas(200-250pg de proteína)secentrifugaa 27000 g durante

20 minutosen unamicrofugaHettich a 0-40C.El sobrenadanteseelimina poraspiracióna vacío

y el sedimentoseresuspendeen 40 jil del medio de incubación.Estecontiene3 pg de toxina

colérica,NAD 0.1 pM, 2 pCi de L.«-32P]NAD (act. esp.800 Ci/mmol), MgCI
2 10 mM, GppNHp

1 mM, ATP 1 mM, timidina 10 mM, arginina 10 mM y tampón fosfatopotásico100 mM, pH

6.8. La toxina coléricaseactiva previamentemedianteincubacióncon Dli? 20 mM durante15

mm a 30
0C.

La incubaciónserealizaa 370Cdurante2 horasen un bañosin agitacióny la reacción

se detienepor adición de 13.5 Jil de una disolución de BSA (0.1 mg/mí) en SDS al 2 % y

53.5 j.~l de TCA al 30%frío.
Despuésdepararla reacción,las muestrassedejanprecipitandotoda la nochea0-40C.

El restode lasoperacionesencaminadasala preparacióndelas muestrasparala electroforesis

y posteriorseparaciónelectroforéticade las proteínasde membranase lleva a cabopor el

mismoprotocolodescritoparala ADP-ribosilacióncatalizadapor toxina deBordetellapertussis

(ver apartado2.5.1.).

Los experimentosse repitentresvecescon diferentespreparadosde membranas.Los

valores que se presentan,correspondena un experimentorepresentativorealizado por

duplicado.La desviaciónesinferior al 10 % del valor medio.

2.6.2 Cuantificacióndel sustratoADP-rihosilado

Parala cuantificacióndel sustratoADP.ribosilado-seprocedede igual maneraque en

el apartado2.5.2.
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2.7 IMMUNODETECCION DE PROTEíNASDESPUESDE ELECTROTRANSFERENCL4

(“IMMUNOBLOT’)

El ‘immunoblot” esuna técnicaparticularde inmunodeteccióndeproteínasdespuésde

su electrotransferenciaa un soportede nitrocelulosa.En la presentememoriase utilizará el

término inmunodetecciónpara hacer referenciaal “immunoblot”, a no ser que se haga

referenciaexpresaa otra modalidadde inmunodetección.

2.7.1 Preparacionde las muestrasy posteriorelectroforesis

El tratamientode las preparacionesde membranaspara electroforesisen gelesde

poliacrilamidaen presenciade SDSserealizasegúnel protocolo descritopreviamenteGuillén

et aL, (1990), ligeramentemodificado. Las muestras(150-250 pg de proteína,en función del

tejido y el anticuerpocon el queseincuba)secentrifugana 27000g durante20 minutosen una

microfugaHettich a 0-40C.El sobrenadanteseelimina poraspiracióna vacioy el sedimentose

suspendecon una micropipetaen 30 pl de tampón Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8 (250C) que

contieneSDS al 5% (p/v) y Dli? 50 mM, y posteriormentese incuba en un baño a 900C
durante5 minutosparasolubilizarlas proteínasdemembrana.A continuaciónlas muestrasse

sometena una reacciónde alquilación,mediantela incubacióncon 10 pl deN-etilmaleimida

200 mM durante15 minutosa temperaturaambiente,antesde tratarlasdurante5 minutos a

1000Ccon 40 pl de tampónTris-HCí 125 mM, pH 6.8 (250C) quecontieneSDS al4%, glicerol
al 20%y 13-mercaptoetanolal 10%.

Las muestrasasípreparadasseaplicana un gel depoliacrilamidaal 10% en presencia
de SDS al 0.1% y se procedea la separaciónelectroforéticade las proteínasde membrana

siguiendoel procedimientode BrabetetaL, (1988), descritoen el apartado2.5.1.

2.1.2 Electrotransferenc¡aa un soportede nitrocelulosa

Despuésde la electroforesislas proteínas se transfieren sobre un soporte de

nitrocelulosa(0.45 pm; Schleicher& Schuell)a unacorrienteconstantede 20 V en un tampón

Tris-HCI 25mM, pH 8.3 (250C), que contiene glicocola 200 mM y metanol al 20%. La
electrotransferenciaseefectúadurante14 horasa temperaturaambiente.Las membranasde

nitrocelulosase secan y se tillen con rojo PonceauS para comprobarla calidad de la

transferencia.
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2.7.3 Incubación con los anticuerpos

El tratamientoposteriorde las membranasdenitrocelulosaselleva acabosiguiendoel

protocolodescritoporGuillén etaL, (1990) ligeramentemodificado.La nitrocelulosaselava dos

vecescon un tampónTris-HCI 10 mM, pH 7.5 (250C),conteniendoNaCí 500 mM (tampónA).

Con el fin deevitarla unión inespecíficadelos anticuerposseefectúandoslavadoscon tampón

A, conteniendogelatinaal 3% (p/v) y otrosdoslavadoscon tampónA conteniendoTween20

al 0.05% (y/y) (tampón8). La incubaciónde la nitrocelulosacon los anticuerposse realiza

durantetodala nochea temperaturaambienteen tampónA que contienegelatinaal 1% y el
antipéptidocorrespondiente.A continuaciónla nitrocelulosaselava en tampónE y seincuba

2 horasa temperaturaambienteen tampón A, conteniendogelatinaal 0.5% y 400000-600000

cpm/ml de [‘~I] proteínaA (act. esp.2-lO ~iCi/pg). Los “blots’ se lavansucesivamentecon
tamponE y tampon A, sesecany seexponen,a -800C, a una película fotográficaKodak-X

OmatAR-5 utilizando pantallasintensificadorasde imagenDupontCronex.

En esteestudioseutilizan anticuerpospoliclonalesanti G,« y Gil.2« (cedidosporel Dr.
y. Momburger, C.C.I.P.E., Montpellier, Francia) obtenidos respectivamentefrente a los

decapéptidosRMHLRQYELL y KNNLKDCGLF del extremo COOH-terminal de estas

proteínas.Los anticuerposanti G
0, anti G,,« y anti Q~, son suministradospor Calbiochem;los

dos primeros reconocende forma específicadecapéptidosde un segmentointerno de las

proteínas13 y a,, (127-139y 159-168respectivamente)mientrasque el antipéptido anti G~

reconoceun decapéptidodel extremoCOOH-terminal.

2.7.4 Cuantificaciónde las proteínasinmunodetectadas

Las porcionesde nitrocelulosacorrespondientesa las bandasimpresionadassobrela
placa fotográfica se cortany se mide la radiactividad.También se corta un fragmentode
nitrocelulosade idénticasuperficiey pertenecientea la misma pistacomofondo del ensayo.

Los experimentosserepetenal menostresvecescon lotesdiferentesdemembranas.Los

datosde las figuras correspondena un experimentorepresentativorealizadopor duplicado,
siendola desviacióninferior al 15 % del valor medio.

2.8 MEDIDAS DE LAS MUESTRASRADIOACTIVAS

El contajede radioactividadde las muestrasque contienen
32P y/o 3H selleva a cabo

en un contadorde centelleolíquido BeckmanLS 3801. Paraello se utiliza un liquido de
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centelleopreparadocon 150 g denaftaleno,10.5 g de2.5-difeniloxazol(PPO),0.45 g de 1.4-bis-
2-(5-fenioxazolil)-benceno(POPOP)y dioxanohasta1.5 1.

Las muestrasque contienen‘9 secuentanen un contadorBeckman5500, siendo la

eficaciadel contajedel 74%.

2.9 VALORACIÓN DE PROTEÍNAS

La concentraciónde proteínassedeterminade acuerdocon el métodode Lowtyel al.,

(¡95/), utilizando BSA como patrón.

2.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultadosmostradosrepresentanla media ±la desviaciónestándar.El análisis
estadísticose ha realizadomedianteel testde Student,y seconsideransignificativas,bastante

significativaso muysignificativaslas diferenciasentredosgruposcuandoP<c0.05 (*), P’t 0.01

<**) o P<0.005 (***) respectivamente.

2.11 PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productosisotópicamentemarcados[a-32P]ATP(act. esp.400 Ci/mmol) y [8-3H]

AMPc (act. osp. 27.5 Ci/mmol) son de AmershamInternational(Amersham,Bucks, Reino

Unido). New England Nuclear (Boston, Massachussets,EstadosUnidos) suministra [‘9]

Iodocianopindoloj(act. esp. 2200 Ci/mmol), [a-32P]NAD (act. esp. 800 Ci/nnnol) y [‘9]

proteínaA (act. esp.2-10Ci/mg).
De Sigma ChemicalCo. (St. Louis, Missouri, EstadosUnidos)procedenalbúminade

suerobovino (fraccióny), creatinafosquinasa(163u/mg),fosfocreatina,nucleotidos,adrenalina,

isoproterenol,propranolol,glucagón,ciclohexiladenosina,adenosinadesaminasa(1.2 u/mg),
toxina de Vibrio cholerae, timidina, OIT, N-etilmaleimida, nicotinamida, SOS, TCA, rojo
Ponceau5, azuldebromofenol,azuldecoomassie,glicocola,placasfotográficasKodak-X Omat

AR-5 y la alúminaneutra.

El reactivo de Folin-Ciocalteu, 2-mercaptoetanol,teofiina, eter, alcoholesy sales

inorgánicasson de Merck(Darmstadt,Alemania).
La colagenasaprocedede Worthington Biochemical Corp. (Freehold,New Jersey,

EstadosUnidos). Forseolina,toxina de BordetellapertussL~y anticuerposantí Q«, G~ y G~son
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de Calbiochem(La Jolla, California,EstadosUnidos).Los anticuerposantiO.. y Gíl2’ sonuna

cesióndel Dr. y. Homburger, C.C.I.P.E.,Montpellier, Francia.Dowex AO-50 Wx4 (Hl),

acrilamida,bis-acrilamida,TEMED y persulfatoamónicaprocedende Bio-Rad (Richmond,
California, EstadosUnidos).

El restode los productosy reactivosutilizadossondegradoanalítico.
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3.1 EFECTO DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL PESO CORPORAL Y DE LOS

ÓRGANOS

El protocolodeentrenamientoseguidoen esteestudiointentasimular un ejercicio de

resistenciaen elque,basándonosen lasrelacionesentrecosteenergéticoy velocidaddecarrera

(Shepherdy GoUnick /976), ]os animalesse encuentranaproximadamentea un 75% de su

capacidadaeróbicamáxima.

En la TABLA II serecogeel efectoque elprogramadeentrenamientoha tenidosobre

el pesocorporalde las ratas.Al comienzodel experimento,el pesode las ratasera similar, y
amedidaquetranscurríael tiempode entrenamientoseobservóqueprogresivamentelas ratas

ejercitadaspesabanmenosquelascontroles(datosno mostrados).En elmomentodel sacrificio

el pesocorporalde los animalessedentariosera significativamentemayor (p<O.005)queel de
los animalesentrenados.

Tambiénse ha estudiadoel pesomedio del corazón,hígadoy el tejido adiposo(grasa

perirrenaly epididimal).Estosdatosseencuentranreflejadosen la TABLA II.

En elcasodel corazón,si bienno existendiferenciasen cuantoal pesodel órgano,entre
los dosbloques,si seobservaunadiferenciaestadísticamentesignificativaenel índicecardíaco

(definido como peso del órgano/pesocorporal) entre los animalesque han llevado a cabo
ejercicioy los sedentarios,si bien esto esdebidoal menorpesocorporal quepresentanestos

animales.El ejerciciorealizadono provocahipertrofiacardíaca,definidainicialmenteporMuller,

(1882) como el incrementoen el pesoneto del miocardiodepacientescon enfermedadesdel

corazón(PateletaL, ¡989). Si bienhayautoresqueutilizan el indicecardíacocomocriteriopara

cuantificarel gradode hipertrofiaalcanzadoen diferentesmodelosanimalesexperimentales

(Ratela aL, 1989y KnufmnanaaL, 1987),en el presentetrabajono sehaempleadoestecriterio

puestoqueel descensoobservadoenelpesocorporalde los animalesentrenadosdaríacuenta

de un falso índicedehipertrofiatal y como discutenBugaiskyy Zak (1986).

En cuantoal hígado,no seobservótampocovariaciónen el pesodel órganoentre los
dosgruposderatasen estudio.Mientrasqueen los animalesentrenadosseobservaun descenso

del 50% en masade tejido adiposoconrespectoa los animalessedentarios.

3.2 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-

ADENILATO CICLASA EN MIOCARDIO DE RATA

3.2.1 Receptoresfi-adrenérgicos

Se ha medido la constantede disociación(Kd) y la densidad(Bmax) de los receptores

13-adrenérgicosmedianteensayosde uniónde ICYP a membranasdeventrículoizquierdode
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ratasquehan llevado a caboejercicioy sus respectivoscontroles.La unión del radioligandoa
los preparadosdemembranadeambosbloquesessaturabley altamenteespecífica,puestoque

la unión inespecíficasuponeun 15-20%de la unión total (datosno mostrados).
Cuando se procedeal análisis de los datos de unión específicapor el método de

Scatcluzrdj, (1949) y Rosent.’zal (1967) (Figura 26), se obtiene una recta que nos indica la

existenciade un único tipo de sitios de unión. De los puntosdecortede las representaciones

obtenidascon el eje de abcisassedeterminael valor de la densidadde receptoresque, como
se puedeobservaren la TABLA III, essignificativamentemenor(un 30%) en el grupo de

animalesque han sido entrenados.
Por otra parte,en la Figura 26 seobservaque la pendientede ambasrectasno varía,

lo que nos indica que no existendiferenciasentre la constantede disociaciónaparentepor

antagonistade los receptores13-adrenérgicoscardíacosde las ratascontrolesy de las que han
llevado a caboejercicio, como semuestraen la TABLA III.

3.2.2 Regulacióndel sistemade adenilatociclasa

El sistemadeadenilatociclasa,tal y comosedescribeen la introducción,constade tres
componentesdiferentes:los receptores,la subunidadcatalíticay unaampliafamiliadeproteínas

reguladorasligantes de nucleátidos de guanina (proteínasO) que transducenseñales
estimuladorase inhibidoras.En esteestudiosehananalizadolas característicasreguladorasde

los diferentescomponentesdel sistemadeadenilatociclasa.

3.2.2.1 CaracterísticasreguladorasQeneralesde la vía estimuladoradel sistemade adenilato

ciclasa

Con el fin de determinarlas posiblesmodificacionesque seproducencon el ejercicio

fisico intensoy regularen las víasestimuladorasdel sistemaadenilatociclasade miocardio,se

ha medido la actividad enzimáticaen presenciade moduladoresque actúan a travésde

mecanismosdependientese independientesde receptor.

Se han empleadocationesdivalentes,Mg2t y Mn2, así como el diterpenoforseolina

como indicadoresde la funcionalidadde la subunidadcatalítica del sistema.Los resultados
obtenidosse reflejan en la TABLA IV y como se puedeobservar,no se han detectado

diferenciassignificativasen la actividadbasaldela enzimadeambosgruposenpresenciadeuna
concentraciónsaturantede Mg2t (10 mM), si bienpareceserligeramentemenoren los animales

que han sido entrenados.Cuandose ensayala actividad de adenilatociclasaen presenciade
Mn2t y Mk*/forscolina, que son estimuladoresmás potentesde la enzima,se observaque

la actividadespecíficay la activaciónpor el diterpenosonsignificativamentemenoresen las

ratasque han realizadoejercicio físico.
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RepresentacióndeScatchardparala uniónespecíficadeICYP amembranasdeventrículo izquierdo
de animalescontroles(@—@) y entrenados ( y— y)

TABLA ID. Densidady afinidadpor ICYP de los
ventrículo izquierdode rata.

CONTROL

receptores8-adrenérgicosen membranasde

EJERCiCiO

Bmax (fmol/mg)

Kd (pM)

47.23±5.9

(100%)

117.35±0.65

32.9±3.06~

(69.7±6.5%)

115.95 ±0.05

Los resultadosse apresancomo la mediaaritméticade los experimentosrealizados± la desviaciónestándar.Los
valoresquesepresentanentreparéntesiscorrespondena los porcentajesde variación con respectoa los controles.
Diferenciassignificativasrespectoa los correspondientescontrolescon: P<O.O5, P<O.O1 y P<O.OO5.

o 5 10

Figura 26.
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Tambiénsehanempleadoguanililimidodifosfato(GppNl-{p) y fluoruro, quedancuenta

de la funcionalidaddel componentereguladoractivador(Birnhaumera aL, 1985). Cuandose

ensayanlas membranasde ventrículo izquierdo de los dos bloques de ratas con estos

moduladoresseobservaun descensosignificativo tanto en la actividadespecíficacomo en los

nivelesde activación de la enzimaestimuladapor una concentraciónsaturantede OppNHp
(10~M) y fluoruro (lOmM) (TAELA IV).

Por último, se ha ensayadola actividad de la enzima estimulada por la vía
13-adrenérgica.Concretamentese ha empleadoel agonista13-adrenérgicoisoproterenolcomo

indicadorde la funcionalidaddel receptorestimulador.En la TABLA IV seobservaque en las

ratasentrenadasse produceun descensode la actividady activaciónde la enzimaparauna

concentraciónsubsaturantedel agonista(1W’ M) sin queseafectela activaciónen presenciade
una concentraciónsaturantede isoproterenol(5x105 M).

80
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Figura 27.

Mn (mM)

Actividad dc la adenilatociclasaen presenciade Mn2 + en preparadosde membranasdeventrículo
izquierdode ratascontroles<O—@) y entrenadas (V 9). Lasdiferenciasquese observanen
el intervalode concentraciones2-4.5 mM entretosdos bloquesde animalesson significativaspara
p<O.OOS-
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3.2.2.2 Característicasre2uladorasde la subunidadcatalítica

Para intentarverificar si los resultadosque sereflejan en la TABLA IV, cuandose

estimula la adenilatociclasacon Mn2~ y Mg2~/forscolina,se correspondencon una posible

alteraciónde la funcionalidadde la proteínaefectoraencuantoa suVmax y/o a la constante

de activación,seprocedióa ensayar¡a actividaddeadenilatociclasaen presenciadediferentes

concentracionesde estosmoduladores.

En la Figura 27 se observaque en el intervalo de concentracionessaturantes(2.5-
4.5 mM) de Mn2~ la actividadde la subunidadcatalítica es significativamentemenor en el

miocardio de los animalesque han llevado a cabo ejercicio. Asimismo, en la Figura 28 se

observa un descensosignificativo en la actividadde la enzima de ¡os animalesentrenados

cuandolos preparadosdemembranadeambosgruposseensayana concentracionessaturantes,

15-35 pM, de forscolinaen presenciade Mg2t 10 mM.
Estosresultadosparecenindicar quecomo consecuenciade la adaptacióndel sistema

al ejercicio físico seproduceun descensoconsiderableen los nivelesy/o funcionalidadde la
subunidadcatalíticadel sistemaadenilatociclasa.
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Figura 28. Actividad de la adenilato ciclasaen presencia de Mg2+ (lOmM) y forscolina (FK) en preparados de
membranas de ventrículo izquierdo de animales controles (•—•> y entrenadas (v- y). Las
diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones10-35aM entre los dos bloques de
animalesson significativasparap<0.005.

o
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6 5 4 30— 10-o io~ 10— 10—
OppNHp

FLUORURO

12

(mM)

Activación por GppNHp(A) y fluoruro (B) dela adenilatociclasade ventriculo izquierdoderatas

controles (•—@) y entrenadas (V- y). La actividad basal de la enzima, expresadaen
pmol cA.MP/min/mgprot,fue:16.6±0.72en el bloquecontrolyl5.28±1.92enel bJoqutentrenado.
Lasdiferenciasqueseobservanenel intervalodeconcentracionesio~-io~M deGppNHp y 5-9mM
de fluoruro entre los das grupos de animalesson significativas para p <0.005.
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3.2.2.3Regulacióna travésde la proteínaG. independientede receptor

En la Figura 29 se muestra la activación de la adenilato ciclasa por diferentes

concentracionesde GppNl-lp (A) y fluoruro (B) en ventrículoizquierdo de los dos bloquesde
animales.Enellas sepuedeobservarcómo con el ejerciciofísico seproduceun descensode la

activaciónmáximaporestosdosmoduladoresquedacuentade un descensoen la Vmax de la

enzima,sin que semodifiquela constantede activaciónde la adenilatociclasa.

Aunquelas diferenciasobservadasen los niveles de activación promovidospor estos
moduladoressecorrespondencon diferencias,igualmentesignificativas,enla actividadespecífica

dela enzima(véaseTABLA IV) seha optadoporla representaciónde los nivelesdeactivación
para anular la posible influencia que pudiera tener la alteración de la propia subunidad

catalíticasobrelasvariacionesobservadasen la actividadespecíficaenpresenciadel modulador.

Los resultados que se presentanindican que los niveles y/o funcionalidad del
componentereguladoractivador, O~, del sistema de adeniiato ciclasa de miocardio están

deprimidoscomoconsecuenciade la adaptacióndeestetejido al ejercicio físico.
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Activación por isoproterenol de la adenilato ciclasa en membranas de corazón. La actividad
enzimáticase determina en presenciade OTP 10’5M. La actividad basal de la enzima, apresadaen
pinol cAMP/minfing prot fue: 11.01±1.5para los animales controles(•—•) y 13.89±1.8para los

entrenados (y— y) . Las diferenciasque seobservan en el intervalo de concentraciones 5x10~-
7~10~M entre los dos bloquesde ratas son significativas para pc 0.005.

Figura 30.
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3.2.2.4 Regulaciónpor la vía estimuladoraB-adrenérgica

En laFigura 30 semuestrala activaciónde adenilatociclasade miocardiopordiferentes
concentracionesdel agonistaB-adrenérgicoisoproterenol(ISO) en preparadosde membrana

de los dos bloquesde animales.En ella seobservaque en las ratasque han llevado a cabo

ejercicio físico se produceun desplazamientode la curva hacia la derechade forma que la

constantede activación para las ratasentrenadasfue de 5x104M y de l.5x104M para los
animales controles, sin que se detecten diferencias a concentracionessaturantesde

isoproterenol.

3.2.2.5 Regulaciónpor la vía inhibidora muscarínica

Los receptoresmuscarínicoscolinérgicosson los encargadosde mediarel control que
el sistemanerviosoparasimpáticoejercesobrela funcionalidadcardíaca.En la Figura 31 se

muestrael descensoen la inhibición de adenilatociclasaestimuladapor isoproterenolen

función de la concentracióndel agonistamuscarínicocarbacolen animalesentrenados.

La disminución de la inhibición máxima, sin que aparentementese modifique la
constantede inhibición por el carbacol,seríaresponsablede las diferenciasen el nivel de

inhibición observadoen el miocardiode los animalesentrenados(aproximadamenteun 15%)

frentea sus respectivoscontroles(25%) (TABLA y).

3.2.2.6Otrasvíasdecontrolnegativodel sistema

Existen otrosreceptoresquetambiénejercenun control negativode la actividadde la

adenilatociclasade miocardio,entreellos los receptoresA
1 de adenosina(Liang, 1992) y los

receptoresde prostaglandinaE2 (Lopaschuket aL, 1989 y Lemer et aL, 1992). Con el fin de

estudiarsi estasvías inhibidoras tienen un comportamientosimilar al observadopara los
receptoresmuscarínicos,seha ensayadola actividadde la enzimaestimuladapor isoproterenol

en presenciade concentracionessaturantesde ciclohexiladenosina,un agonistaanálogode

adenosina,y deprostaglandinaE2. Comosereflejaen la TABLA V, hemosmedido unosniveles

de inhibición de la adenilato ciclasa, por estas dos vías inhibidoras, que son también

significativamenteinferioresen los animalesentrenadosque en susrespectivoscontroles.
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Figura 31.
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Efecto delcarbacol(CH) sobrela actividaddeadenilatociclasadeventrículoizquierdo.La actividad
enziniáticase ensayaen presenciade isoproterenoly Gil> LgM. La actividadbasalde la enzima,
expresadaen pmol cAMP/min/mg prol fue: 17.22±1.08para las ratas controles (•—@) y

14.04±0.168para las entrenadas (y— y). Las diferenciasque se observanen el intervalo dc
concentracionesUYS~lOA M entrelos dos bloquesde animalesson significativasparap<O.OO5.

3.223 ProteínasG

Se ha procedidoa la cuantificación de las diferentesproteínasc presentesen el

miocardio de los dos bloques de animales,control y ejercicio; para ello se han empleado

diferentestécnicasexperimentales.

3.2.3.1ADP-ribosilaciónpor toxinapertussis

Cuando se incubanlas preparacionesde fracción particulada de corazónde ratas

.1~.

6 7 6 5 4

entrenadas,y sus respectivoscontroles,con (a-32P)NAD enpresenciade toxina deBordetella
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3.2.3.2ADP-ribosi]aciónpor toxina colérica

Una de las aproximacionesquepuedeserutilizada en la cuantificaciónde la proteína

O, esel estudiode la ADP-ribosiiaciónde las subunidadesu,, por toxina de l4brio cholerac.

Los estudiosde ADP-ribosilacióncon toxina colérica,en preparadosde membranade

corazón,permitendetectarla existenciadedossustratosmayoritariosdeentrelos múltiplesque

son modificadoscovalentemente.Estosdossustratospresentanunasmasasmolecularesde 42

KDa y 53 KOa.Enla TABLA VI serecogela variaciónen los nivelesdeADP-ribosilaciónde
estasdos formas de a,. Estos niveles disminuyen considerablementeen miocardio de ratas
entrenadas,siendoel descensomedido de aproximadamenteun 14% paracadauna de las dos

formas de a~.

TABLA VI. Nivelesde AOP-ribosilacióncatalizadapor toxina coléricaenmembranasde

ventrículo izquierdo

CONTROL EJERCICIO

Banda (cpms~ (%) (cpm) (%)

53 KDa 193.0±4.70 100 166.9±1.04 *** 86.5±0.5

42 KDa 199.6±1.04 100 173.2±16.74~ 86.8±8.3

Los resultadosse expresancomo la media arúméticade los experimentosrealizados ± la desviaciónestándar.
Diferenciassignificativasrespectoa los correspondientescontrolescon: * PczO.OS, P<O.O1y ~ P<O.OO5.

3.2.3.3Nivelesde a

.

Paradeterminarlosnivelesdela proteínaa, enmiocardioseha empleadoun anticuerpo

obtenidocontrael decapéptidocarboxioterminal. Esteanticuerpoescapazde reconoceren
“inmunoblots”dosproteínasdiferentes,con masasmolecularesde 42 lOa y53 KJ)a(Figura33),

con lo queseconfirma quelos dossustratosADP-ribosiladosen presenciade toxina colérica

en estospreparadosde membranacorrespondena las dosformasde a, quesedescribenen la

bibliografía(Neery Claphain, 1992).
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3.3 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA ft-ADRENÉRGICO-

ADENILATO CICLASA EN HíGADO DE RATA

3.3.1 Receptoresil-adrenérgicos

Se han realizadoensayosde unión de ligandos(empleandoJCYP) a membranasde
hígadode los dosbloquesde ratas,y a partir de los resultadosobtenidosseha determinadoel

valor de la constantede disociación (Kd) y de la densidad(Bmax) de los receptores13-

adrenérgicos.La unión del ligando a los preparadosdemembranaessaturabley muy específica

(20-25%de unión inespecífica,datosno mostrados).
En la Figura 36 semuestranlas representacionesde Scatchardqueseobtienencon los

datosdeunión específica.Comoseobservaen la figura, lasnubesde puntosobtenidasparalos
dosbloquesde animalesse superponenen todos los experimentosque se han realizado,de

modo queal ajustarlasa unarecta,no seobservandiferenciasnt en la densidadde receptores

ni en la constante de disociación por el antagonistade los receptores13-adrenérgicosde

membranasdehígadode las ratasentrenadasy susrespectivoscontroles,datosque sereflejan
en la TABLA VII.

3.3.2 Regulacióndel sistemade adenilatociclasade hígado

3.3.2.1 Característicasrcauladorasgeneralesde la vía estimuladoradel sistema

Al igual queseha hechoen miocardiode rata,seha ensayadola actividaddeadenilato

ciclasaen presenciademoduladoresespecíficosde los diferentescomponentesdel sistema.
Cuando se mide la actividadbasalde la enzima, en presenciade Mg2t 10 mM, no

aparecendiferenciassignificativasentre los dos bloquesde animales,como serefleja en la

TABLA Viii. En ella se observatambiéncomo la actividadespecíficade adenilatociclasa

estimuladapor una concentraciónsaturantede Mn2t, así como la actividad y la activación

promovida por una concentración3.5x105 M de forscolina, son mayoresen los animales

entrenados.

En la TABLA VIII semuestranlos resultadosobtenidoscuandoseensayala actividad
de la enzimaen presenciade GppNHp(10’5M) y fluoruro (IOmM); en ella sepuedeobservar

que la actividadespecíficade la enzimaestimuladapor estosmoduladoresy los nivelesde

activaciónpromovidospor ellosson significativamentemayoresen las ratasentrenadas.
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4

Representaciónde Scatchardparala unión específicade ICYP a membranasde hígadode ratas

controles(6—e)y entrenadas (y—y)

TABLA VII. Densidady afinidad por ICYP de los receptores13-adrenérgicosen membranas
de hígadode rata.

Bmax (fmo]/mg)

Kd (pM)

CONTROL

12.13±2.07

76.2±1.76

EJERCICIO

11.12±0.06

76.35±2.35

RESULTADOS

o 2

3 (pM)

Figura 36.

Los resultadosse expresancomola mediaaritméticade los experimentosrealizados±la desviación estándar.
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También se ha ensayadola actividad de la enzimaen presenciade isoproterenoly
glucagóncomoindicadoresdela estimulaciónvíareceptor.Los resultadosobtenidossereflejan

en la TABLA VIII, y como se puedeobservarse produceun aumentosignificativo de la

actividady activaciónde la enzimatantoparaunaconcentraciónsubsaturantecomosaturante

de estosdosagonistas.

3.3.2.2 Característicasreeuladorasde la subunidadcatalítica

Cuandoseensayala actividadde la enzimaen presenciadeconcentracionescrecientes
de Mn2*, catión divalenteestimuladormáspotentede la subunidadcatalítica,se obtienenlas

curvas que se representanen la Figura 37. Como se puedeobservar,en el intervalo de
concentraciones2.5 mM - 5 mM de Mn>~ la actividadenzimáticaessignificativamentesuperior

en los preparadosde membranasde hígadode los animalesque hanllevado a caboejercicio.

Comoserefleja en la Figura38, un resultadosimilar seobtienecuandosemidela actividadde

la enzimaenpresenciadediferentesconcentracionesde forscolina,puestoqueparael intervalo
15-35 MM, la actividadespecíficade ¡a enzimaes significativamentemayor (p’.tO.0O5) en el
hígadode las ratasentrenadasqueen sus respectivoscontroles.Luego,con el ejerciciofísico,

parecenaumentarlos nivelesy/o funcionalidadde la subunidadcatalíticade adenilatociclasa

en tejido hepático.
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Figura 37. Actividad de la adenilato ciclasa en presenciade Mn2~ enpreparadosde membranas de hígado de

ratascontroles(6—6) y entrenadas (y— y> . Las diferenciasquese observanenel intervalode
concentraciones2.SmM - SmM entrelos dosbloquesde animalessonsignificativasparap<0.005.
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Figura 38. Actividadde la adenilatociclasa enpresenciade Mt~ (lOmM) y forscolina(FK) en preparadosde

membranasde hígadode animalescontroles(@—@)y entrenadas (y— y). Las diferenciasque
se observanen el intervalo de concentraciones15-35 gM entre los dos bloquesde animalesson
significativasparapcO.OOS.

3.3.2.3 Re2ulacióna travésde la proteínaO. independientede receptor

También se ha medido la actividad de la adenilato ciclasa en presencia de

concentracionescrecientesde OppN?Hpy fluoruro, que son los activadoresmás potentesdel

componentereguladorestimulador;los resultadosobtenidosse muestranen la Figura 39 A y

39 B respectivamente.El perfil de activaciónde la enzimaporambosmoduladoresessimilar;

con el ejerciciofísico seproduceun aumentosignificativo de la activaciónmáximadela enzima

sin que se observendiferenciasen la afinidad por estosmoduladores,lo que podría estar
relacionadocon un incrementoen los nivelesde a,,

10 20 30
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(6—6) y entrenadas (y— y). La actividad basal de la enzima, expresada en
pinol cAMP/min/mg prot,fue:5.34±0.226en el bloquecontrol y 5.49±0.44en el bloque entrenado.
Lasdiferenciasqueseobservanenel intervalodeconcentraciones5~1(t-104MdeGppNHpy 5-10
mM defluoruro entelos dasgruposde animalesson significativaspara p<0.005.
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3.3.2.4 Re~laciónpor la vía estimuladora13-adrenérifica

Cuandose mide la actividadde la enzimaen preparadosde membranasde hígadoen
presenciade concentracionescrecientesde isoproterenolse obtienenlos resultadosque se

reflejanen la Figura 40. En ella sc observaun desplazamientode la curva de activaciónporel

agonistahaciala izquierdaa la par queseproduceun aumentomuy significativoen los niveles

de activaciónmáximade la enzima.A partirdeestosperfilesseha determinadoel valor de la
constantede activaciónde la enzimaporel isoproterenolquecaedeaproximadamente2x10’M
parael bloquedeanimalescontrolesa 7xl04M paralos animalesentrenados.
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Activación por isoproterenol (ISO) de la adenilato ciclasa en membranas de higado. La actividad
cnz¡mAtica sedetermina en presenciade OiT 1O’5M. La actividad basal de la enzima, expresadaen
pinol cAMP/inin/mg prot fue: 4.79±5.15para los animales controles(6—6) y 4.65±0.25para los

entrenados(y—y) . Lasdiferenciasqueseobservanenel intervalodeconcentracionesl0~-l0~ M
entre los dos bloquesde ratasson significativasparap<0.O0S.
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3.3.2.5 Re~ulacíónpor ~luca~ón

El glucagón,al igual que los agonistasB-adrené?gicos,estimula la glucogenolisisy

gluconeogénesishepáticaal elevar los nivelesde cAMP intracelularproducidopor el sistema
deadeniiatociclasa;pero,comoya seha desarrolladoen la introducción,su papelen el control
del metabolismohepáticoesmuchomásimportantequeel de los agonistasB-adrenérgicos.Por

estemotivo seha estudiadola funcionalidaddel sistemade adenilatociclasaestimuladopor

glucagón,y los resultadosobtenidosserecogenen la Figura 41. En ella se observacómose
produceun ligero desplazamientode la curva de estimulaciónporglucagóncorrespondientea
los animalesentrenadoshacia la izquierda,asícomo un aumentode la activaciónmáximade

la enzima. Cuandose determinael valor de la constantede activación se compruebaque

efectivamenteseproduce un ligero descensode la misma (l.3x10’7M frentea lxlO7M) en el

grupo de ratasentrenadas.
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Figura 41. Activación por glucagón de la adenilato ciclasa en membranas de hígado. La actividad enzimática
se determina en presencia dc GTP 10~M. La actividad basal de la enzima, expresada en pmol
cAMP/rnin/mg pan fue: 5.04±0.32para los animales controles (—•) y 4.86±0.50para los

entrenados (y—y). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
5~10’8-1O~M entre los dos bloques de ratas son significativas para p <0.005.
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3.3.2.6 Regulaciónflor la vía inhibidora «,-adrenérgica

Estádescritoquelos agonistasadrenérgicos,vía receptoresa2-adrenérgicos,soncapaces

de inhibir la actividadde la adenilatociclasa~Jardet aL, 1981).

Se ha estudiadola posibleexistenciade diferenciasentrelos dos bloquesde animales

en este sistemade control negativode la actividadde la adenilatociclasa,y para ello se ha

determinadola actividad enzimáticaen presenciade concentracionescrecientesdeadrenalina

y deunaconcentración30 vM del 13-bloqueantepropranolol.El resultadoobtenidosemuestra

en laFigura 42 y comosepuedeobservar,a concentracioneselevadasdeagonista(10
4-5x104M)

apareceunaligeradiferencia,estadísticamentesignificativa,en losnivelesde inhibición medidos

en los animalesentrenados(20%) respectoa suscontroles(15%), datosimilar al reflejadoen

la TABLA IX. No se apreciaunamodificación de la constantede inhibición de Ja enzimapor

adrenalina.
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Efecto de la adrenalina sobre la actividad de adenilato ciclasade hígado.La actividad enzimáticase
ensayaen presenciade isoproterenol y (iTP lgM. La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP/min/mg prot fue: 15.85±0.653para las ratas controles(@—•) y 18.58±0.4para las

entrenadas (y—y). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
ioks~to~M entre los dos bloquesde animalesson significativas para p <0.005.
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3.3.3.5 Nivelesde la subunidadfi

En preparadosde membranade tejido hepáticode ratase detectandosproteínas,de

35 ¡<Da y 36 KDa de masamolecular,medianteel empleode un anticuerpoespecíficoanti

subunidad13. Estasdosformasquesereconocendela subunidad13 sonlas queestádescritoque

existenen hígado(Begin-Heicky Mc Farlane-Anderson,1992).

Mediantela cuantificacióndela radiactividadincorporada,en las bandasquereconoce

el anticuerpo,seha determinadolos nivelesde las dosformasde la subunidad13 enmembranas

de hígadode ratasquehan llevado acaboejercicio y de animalescontrol. La variaciónde los

mismosse recoge en la Figura 47, en ella sepuedeobservarcómo se produceun incremento

notable de Jos nive]esde la forma de 35 KDa y de la de 36 KDa en el hígadode las ratas
entrenadas,siendoesteaumentode un 25% para la bandademenorpesomolecular.

3.4 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FÍSICO SOBRE EL SISTEMA Il-ADRENÉRGICO-

ADENILATO CICLASA EN TEJIDO ADIPOSO DE RATA

3.4.1 Seleccióndel preparadodemembranas

En el apartado2.2.3. de los Materialesy Métodosse describendosprocedimientos

diferentesparala obtencióndelpreparadode fracciónparticuladade tejido adiposo,elmétodo
descritoporBelshametaL, (1980) quesuponela preparaciónde las membranasdirectamente

a partir del tejido (sin aislarpreviamentelos adipocitos),y el métodode RodbeU, (1964) que

implica el aislamientode las célulasgrasasy suposteriorroturaparaobtenerla suspensiónde

las membranas.

Medianteel empleo de técnicasdeelectroforesisen geles de poliacrilamida con fines

analíticos,BelshametaL, (1980) han comprobadoquelos preparadosdemembranasobtenidos

porsu métodopresentanun patrónde bandasdeproteínacualitativamentesimilar al obtenido

en suspensionesde membranaspreparadasa partir de adipocitosaisladospor el métodode

Rodbell (1964). No obstante,en nuestrolaboratoriohemosmedido y comparadoen los dos

preparadoslos nivelesde actividady activaciónde la adenilatociclasaen presenciade Mg*

(actividadbasal),deGTP+isoproterenolcomo un índice de la funcionalidaddel componente

receptor estimulador, y de GppNHp como indicador de la del componenteregulador

estimuladordel sistema.Los resultadosde estacomparaciónsemuestranen la TABLA X y
como sepuedeobservar,no existendiferenciasni enla actividad,ni enla activacióndel sistema
enzimáticoa nivel de susdiferentescomponentes(catalítico,reguladory receptor)entrelos dos

preparadosdemembranas.
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Porotra parte,el rendimientoobtenidoen el procesodepreparacióndemembranases
mucho mayor cuandose sigue el método de Belsham que cuandose obtiene la fracción

particuladaa partir de adipocitospreviamenteaislados.

Además,Mazancourt et aL, (1991) han descritoque en adipocitosaisladospuedeestar

alteradala interacciónentrela subunidada~ de O, y la subunidadcatalíticade la adenilato

ciclasacomo consecuenciade la digestióndel tejido con la colagenasa.

La consideraciónconjunta de todos estos resultadosnos hizo decidirnospor la
utilizacióndel métodode BelshametaL, (1980) en todoslos experimentosquesepresentanen

esta memoria.

3.4.2 Receptores li-adrenérg¡cos

Se ha determinadola densidady constantede disociación de los receptores13-

adrenérgicosde tejido adiposo medianteensayosde unión de ICYP a preparadosde
membranasde los dosbloquesde animales.E igual quesucedeencorazóne h(gado,la unión

del antagonistamarcadoessaturabley específica(unión inespecíficainferior al 15%).

Los resultadosobtenidosen estos experimentos,despuésde ser sometidosa una

transformaciónlineal serepresentanen la Figura48. Comosepuedeobservar,el puntodecorte

con elejede abcisasestádesplazadohacialaderechaen los preparadosdemembranasde ratas
entrenadas.Este resultadoindica que seproduceun aumentosignificativo, del 26%, en el

númerode sitios deunión como consecuenciade la adaptacióndel tejido adiposoal ejercicio
físico, tal y comoserefleja en la TABLA XI.

En cuantoa la ¡Cd de los receptores13-adrenérgicos,de la observaciónde la Figura 48
sepuedeafirmar que, puestoque no variala pendientede las representacionesde Scatchard

de los dosbloquesde estudio,éstano sufremodificación en los animalesque han llevado a
caboejercicio como semuestraen la TABLA XI.

3.4.3 Regulacióndelsistemade adenilatociclasa

3.4.3.1 CaracterísticasreEuladoras2eneralesde la vía estimuladoradel sistema

Se ha ensayadola actividadde la adenilatociclasa,al igual queya seha descritoen

corazóne hígado, en presenciade ~ (actividad basal), Mn2~ y Mg2~/forscolina, para

determinarsi la actividaddel componentecatalíticodel sistemavaria como respuestade los

procesosadaptativosdel tejido adiposoal ejercicio.

Cuandosemide la actividadenzimáticaen presenciadeconcentracionessaturantesde
o Mn2~ los resultadosobtenidos,como serefleja en la TABLA XII, son similares.Con
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Representaciónde Scatchardparala unión específicade ICYP a membranasde tejido adiposode
ratascontroles(•—@) y entrenadas ( y— y)

TAPIA Xl. Densidady afinidadpor ICYP de los receptores8-adrenérgicosenmembranasde
tejido adiposode rata.

CONTROL EJERCICIO

Bmaix (fmol/mg)

Kd (pM)

117.66±5.76

17.02±3.45

147.85±1.15 ***

(125.66±0.97%)

18.47±3.73

Los resultadosse expresancomo la mediaaritméticade los experimentosrealizados±la desviaciónestándar.Los
valoresquese presentanentreparéntesiscorrespondena los porcentajesde variacióncon respectoa los controles.
Diferenciassignificativasrespectoa los correspondientescontrolescon: P<O.05, P<O.01y PcO.OO5.

10 20 30 40

Figura 48.
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amboscationesdivalentesla actividadenzimáticaessignificativamentemayoren lasmembranas

de los animalesentrenadosque en susrespectivoscontroles(un28%mayorcon Mg2~ y un 26%
mayorcon Mn24). En la TABLA XII también se muestranlos resultadosobtenidosal
ensayarla actividadde adenilatociclasaen presenciade concentracionessaturantes(35 ¡tM)

y subsaturantes(10 pM) de forscolina. Como sepuedeobservar, la actividad específicaes

significativamentemayor,con ambasconcentracionesde forscolina,en los animalesque han
llevado a caboejercicio físico, aunquela estimulaciónde la actividadbasal(Mg2~) promovida

porel diterpenoessimilar (deunasochoveces)paralos dosbloquesde ratas.Resultados,que
en su conjunto apuntanhacia una posibleelevaciónde los niveles y/o funcionalidadde la

subunidadcatalíticacon el ejercicio.

Los resultadosobtenidosal ensayarla actividadenzimáticaen presenciade GppNl-Ip
y fluoruro, moduladoresde la subunidadreguladoraestimuladora,sepresentanen la TABLA

XII y como sepuedeobservar,tanto para concentracionessaturantescomo subsaturantesde
ellos la actividadespecíficamedidaessignificativamentemayoren los animalesentrenadosque

en suscontroles,mientrasquelos nivelesde activacióndeterminadosson similaresen ambos

gruposde animales.Por tanto, Las diferenciasobservadasen la actividad enzimáticade la
enzimaestimuladaporestostres moduladoresson debidas,posiblementede modo exclusivo,

a la diferentefuncionalidadde la subunidadcatalítica y no a una modificación de la del
componentereguladorestimuladorcon el ejercicio físico.

En la TABLA XII se muestranlos resultadosobtenidosal ensayarla actividadde la
enzímaen presenciade una concentraciónsubsaturante(3xíff’M) y otrasaturante(10’M) de

isoproterenol;y si bien no existendiferenciasen los nivelesde activaciónsobreMg2~ + GTP,

entrelos dosgruposde animales,parala concentraciónmásalta de agonista,parala menorse

observaun nivel de activaciónsignificativamentemayor(161±4.76%frentea 150.8±1.62%)en
las ratasentrenadas.Este resultado,parecedar cuenta de una posible modificación en la

constantede activaciónde la enzimaporel isoproterenol.

3.4.3.2 Regulaciónpor la vía estimuladoraB-adrenérgica

Para intentarverificar si los resultadosque sereflejan en la TABLA XII, cuandose

estimulala adenilatociclasacon dosconcentracionesdeisoproterenol,sedeterminóla actividad

enzimática en presencia de concentracionescrecientesdel agonista 13-adrenérgico.Los

resultadosobtenidossepresentanen la Figura 49 y comosepuedeobservar,en las ratas

entrenadasseproduceun desplazamientosignificativo delacurva hacia la izquierda,sin que

semodifiquela activaciónmáxima.

Estosdatosindicanque, efectivamente,con el ejerciciofísico disminuyela constantede
activaciónde la enzimaporel isoproterenolde 5x1O7M a 2.5x10~7M.
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Figura 49. Activaciónpor isoproterenolde la adenilatociclasa en membranasde tejido adiposo.La actividad
enzimáticase determinaenpresenciade GTP 105M. La actividadbasaldela enzima,apresadaen
pmol cAMP/min/mg prot fue:8.45±0.325paratosanimalescontroles(@—@)y 9.65±0.65paralos

entrenados ( V <1 . Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones

3~10~-l05Nf entrelos dosbloquesde animalesson significativasparap<0.005.

3.4.3.3 Reeulaciónpor la vía inhibidora A, de adenosina

Está claramentedemostradoel importantepapel que la adenosinaejerce en la

regulaciónde la lipolisis en tejido adiposode ratasy humanos(Kathera aL, 1985y Oreeny

Johnson,1991). Este efecto reguladorlo ejerceel nucleosido,vía receptoresespecíficosA
1,

inhibiendo la actividadde adenilatociclasa.

Cuandose ensayala actividad de adenilatociclasaestimuladapor isoproterenolen
presenciade concentracionescrecientesdel análogode adenosinaciclohexiladenosina,y de

5 U/ml deadenosinadesaminasa,seobtienenlos perfilesde inhibición que serepresentanen

la Figura 50 en los que no se apreciandiferenciassignificativasentre los dos bloquesde
animales,como seseñalaen la TABLA XIII.

Estos resultadosparecenindicar que como consecuenciade la adaptaciónal ejercicio

físicono seve significativamenteafectadaestavía decontrol negativode la adenilatociclasa.

2

1

1
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Figura 50. Efecto de la ciclohexiladenosina(CHA) sobrela actividadde adenilatociclasadetejido adiposo.La
actividad enzimáticase ensayaenpresenciade isoproterenoly GTP lgM. ta actividadbasalde la
enzimaexpresadaen pmol cAMP/min/mg prot fue: 8.23±0214paralas ratascontroles(e--e)y
9.014±0-49para lasentrenadas ( v y)

3.4.4 Proteínas G

3.4.4.1 ADP-ribosilaciónpor toxina nertussis

En los experimentosde ADP-ribosilacióncatalizadapor toxina pertussisque se han

realizadoenmembranasde tejido adiposode los dosgruposde animales,sehandetectadoen

los autorradiogramasdos sustratosde modificación covalentemarcadosradiactivamente,

correspondientesal menosa dosproteínasde masasmoleculares40 KDa y 41 KDa.
Los resultadosobtenidosserepresentanen la Figura 51. En ellas seobservaque se

produceun descensodel 16-18%,estadísticamentemuy significativo (pc0.005),en los niveles

deADP-ribosilaciónparalas dos bandasen los animalesentrenados.

—B 7 6
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3.4.4.4 Niveles de a

Seha descritola existenciaenmembranaplasmáticadetejido adiposode lastresformas

de a, (a~, a~ y «~) (CreenetaL, 1990).

Al igual queen los otrosdostejidosobjetodeesteestudiosehan empleadoanticuerpos

anti «,~, a,12 y «a, que hanpermitidodetectary cuantificar los nivelesde las diferentesformas
de a, en preparadosde fracción particuladade tejido adiposode los dos bloquesde animales.

Los resultadosobtenidosserepresentanen la Figura54. En la parteA de la figura sepuede

observarcomo el anticuerpoanti a~, escapazde reconocerunasólabandadeproteína,en las
membranasde nitrocelulosa,de 41 KDade masamolecular,quecorrespondea la formaa,,.En

los animales que han llevado a cabo ejercicio físico los niveles de esta proteína son

significativamentemayores(67%) que en susrespectivoscontroles.

Cuandolas membranasde nitrocelulosase incubancon el anticuerpoantí «i1.2~ se

detectandosbandasde40 KOa y 41 ¡(Dade masamolecular,quecorresponderíana lasformas
a~y a,,. En la parteE de la Figura 54 seobservacomolos nivelesdeestasdosproteínasvarían

en sentidoinversoen los animalesentrenados.Así, parala bandade 40 ¡(Da,correspondiente
a a,~, sehanmedido un descensodel 30%con respectoa los controles,mientrasqueparala de
41 ¡(Da (a1) sedetectaun incrementosignificativo (un 30%) respectoa los controles,aunque

inferior al determinadocon el anticuerpoanti a,~.
Por último, en la parteC de la Figura54 sepresentanlos resultadosobtenidoscuando

seempleaelanticuerpoanti a~.Esteescapazde reconocerunasólabandade 41 ¡(Dade masa

molecular(aa).Mediantela cuantificaciónde la radiactividadincorporadaen la bandaseha

detectadoun aumentodel 30% delos nivelesdeestaproteínaen los preparadosdemembrana

obtenidosa partir de los animalesque han corrido sobreel tapiz.

3.4.4.5 Nivelesde la subunidad8

En la Figura 55 sepuedeobservarcómo el anticuerpoempleadoen esteestudioes
capazde reconocerlas dosformasde la subunidad¡3 de 35 ¡(Day 36 KDa de masamolecular
que poseeel tejido adiposo,segúnestádescritoen la bibliografía (Begin-Heicky Mc Farlane-

Anderson,1992).

Los nivelesdeterminadosparaestasdosformasde la subunidad¡3 serepresentanen la

Figura 55 y comosepuedeobservar,tantoparala formade 35 KDa comoparala de 36 ¡(Da
se produce,con el ejercicio, un incrementoestadísticamentesignificativo (p<O.OOS) en sus

niveles,siendoesteincrementodemayorintensidadparala formadealtamasamolecular(33%

respectoal control) queparala de 35 KDa (14% respectoal control).
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4.1 MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

4.1.1 Programade entrenamientofísico

El objetivo generaldeestetrabajoeraestudiarlos procesosadaptativosquetienenlugar
en el sistema B-adrenérgico-adenilatociclasa de corazón, hígado y tejido adiposocomo

consecuenciade la prácticadeportivaregular,en concretoseha elegidoel entrenamientode

resistenciaporcarrerasobretapizrodantecomoejemploclarode ejerciciodinámicoy aeróbico.
El programadeentrenamientoseha diseñadodeacuerdocon los datospreviosdescritosen la

bibliografía y los animalesse adaptana él con facilidad. El protocolo utilizado se puede

considerarcomo típico de un entrenamientode resistenciaequivalenteal que realizaríaun

atleta humanode carrerasde resistencia,por ejemplo un maratonianoque en situaciónde
carreraestáaproximadamentea un 80% de su capacidadaeróbicamáxima.

Otrosautoreshan empleadocomomodelo deentrenamientode resistenciala natación

(Dawsony Hon’aíh, 1970), sin embargose ha desechadoestetipo de ejercicio puesto que
presentauna seriede inconvenientes;resultadifícil controlarel gradode ejercicio querealiza

cadaanimal,puedendarseproblemasde hipotermiaspor lo quehay que secara los animales
despuésdecadasesión,y el tiempoempleadoen estosprogramasde ejerciciofísico esmucho

máselevadoqueel empleadoen entrenamientosrealizadossobreun tapiz rodante(Wllhiams

el aL, 1984; HansenyRupp,1991y Russellel aL, 1987).

Por otraparte,otrosautoreshan empleadocomo modelo de entrenamientola carrera
espontáneasobreruedasmóviles (Suzukiel aL, 1979y Russellel aL, 1987); sin embargo,con

estetipo deentrenamientotambiénresultadifícil decontrolarel gradode ejercicioquerealiza
cadaanimal,puestoque las ratasno correncontinuamentesino querealizanseriesde ‘tsprint”

quealternancon períodosde descanso.

4.1.2 Efectodel ejerciciofísico sobreel pesodel animal y de los diferentesárganosobjetode

estudio

En esteestudioseha observadoqueen el momentodel sacrificioelpesocorporalmedio

de los animalesentrenadoseramenor que el de los controlessedentarios.Se han descrito

resultadossimilaresen ratasentrenadaspor carrerasobretapiz rodantepor l+Tlliams el aL,

(1984ay 1984/4;Sy/vestre-Gewais,(1982)yFlotar/e etaL, (199/, /992y 1993).

En humanostambiénse ha demostradoque el ejercicio físico aeróbico,dependiendo

de la intensidady duración,provocauna disminuciónen la masacorporal,y estedescenso

generalmentesedebea unareducciónen la masade grasadel individuo (Ballory Keesey1991).
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En el modelo animal experimentalempleadoen el presenteestudio se observaun
descensosignificativo de la masade tejido adiposocon respectoa los controlessedentarios.

Bukowieckiel aL, <1980) y Lavoje el aL, (1993) han obtenido resultadossimilares en ratas

entrenadaspornatacióny han observadoque la pérdidademasagrasaesfundamentalmente
debidaa un descensoen el contenidode triglicéridos de los adipocitosque disminuyen de

diámetroy no a unapérdidaen el númerode adipocitos.CrampeselaL, (1986) han observado

tambiénqueel tamañodelos adipocitosessignificativamentemenoren corredoresdemaratón

que en individuos sedentarios.
En deportistasseha observadoen atletasun moderadocrecimientoen el tamañodel

corazónen respuestaal ejerciciofísico intensoy regular,dandolugaral denominado‘corazón

de atleta”.Seconsidera,en general,que estahipertrofiacardíacade origen fisiológico supone

un mecanismoadaptativofundamentaldel músculocardíacoa la sobrecarga.a que se ve
sometidocon la prácticadeportiva(BugaiskyyZak 1986;BlomqvislySallin, 1983). El volumen

del ventrículo izquierdo es aproximadamenteun 33% mayor en atletasque en individuos

sedentariossegúnhan determinadoPeronneletaL, <1981) medianteecocardiografías.El grado
de hipertrofiaalcanzadoestádirectamentecorrelacionadocon la intensidad,duración,tipo de

ejercicio y sexode los individuos (BlomqvlsíySa/rin, 1983). En la mayorpartede los estudios

publicadossobreadaptaciónal ejercicio físico sehan empleadolas ratascomo modeloanimal,
y en todos aquellosestudiosen los que estosanimalesseentrenanpor carrerasobretapiz

rodanteno seobservaunahipertrofiacardíacasignificativa(GleesonelaL,1983;Sylveslre-Gervais

etat, 1982;PlourdeeraL, 1991; Baldwinel aL, J977~Fullery Nulte~ 1981y Schaibleetat, 1981),

aunque en general en estos estudios, al igual que en el presente,la relación peso del
corazón/pesocorporal(índicecardíaco)aumentadebidoa quedisminuyeelpesocorporal.Sin

embargo,sí seha observadoun aumentoneto en la masacardíacay un incremento,por tanto,

del índicecardíacoen ratas<Schaibley Scheuer,1981y W21&nuel al, 1984b) y gatos(Wyatter

aL, 1978) entrenadospor natación,asícomo enperros(Carewy Covel4 1978y Bamardel al,

1980) y caballos<Steel elaL, 1977) entrenadosporcarrera.

4.2 ADAPTACIÓN DEL SISTEMA B-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASA DE

MIOCARDIO DE RATA AL EJERCICIOFÍSICO

El ejercicio físico de resistencia realizado regularmenteconileva una serie de

adaptacionescardiovasculares.Así sehaobservadabradicardiaen la situaciónde reposoen la

mayoríade las especiesestudiadas(T¡~ton, 1965en ratas;Frick a al, 1967y Hustonelal, 1985

en atletasy Ordwayel al, 1982enperros),y un descensodelritmo cardiacoparaunasituación

de ejercicio físico de una intensidaddeterminada(Frick el aL, 1967; Sigvardsonel aL, 1976y
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Cousineau el aL, 1977). Por otra parte, también se ha observadoque los niveles de

catecolaminasen plasmaen humanosquepracticandeportesde resistencia(como esel casode

nuestromodelo animal) disminuyenligeramenteo no varíancuandolos individuos estánen
reposo(Ma/cfel aL, 1990) y el incrementoen los nivelesdecatecolaminasplasmáticasdurante

el ejercicio parecedependeren mayormedida de la intensidadrelativa (% yO, max.) que de

la intensidadabsolutadel ejercicio (Svedenhag,1985). Dadoque la bradicardiaobservadaen
atletas en reposo no se puedeexplicar en términos de una variación en Los niveles de

catecolaminasplasmáticasen estosindividuos, una explicaciónalternativapodría implicar una

desensibilizacióno “down-regulation” de los receptoresB-adrenérgicoscardíacosen respuesta

al aumentoen el tono nerviososimpáticoque acompañaa la prácticadeportiva.Aunqueen
esteestudiono seha medidoel ritmo cardíaco,dadoqueno era uno delos objetivosmarcados,

los datos de la bibliografía sugierenque nuestroprotocolo de entrenamientosería de una
intensidady duraciónsuficientecomoparaproducirunabradicardia,puestoquecomodescribe

T¡~ron, <1965) un programaen el quelas ratasseentrenangradualmentehastaquecorrande

4 a 6 vecespor semana,de 60 a 90 minutos a una velocidad de 27 a 40 m/min, produce

bradicardiaaproximadamente40 díasdespuésde comenzarel entrenamiento.

4.2.1 Receptoresft-adrenérgicos

En el modelo animalobjeto de estudioseobserva,como seha descritoen el capítulo

de resultados,un descensosignificativo en la densidadde receptores¡3-adrenérgicosen

miocardio de ratas entrenadassin que la constantede disociacióndel receptor por el
antagonistaICYP seveaafectada.El descensoobservadoenel presenteestudioen ladensidad

de receptores8-adrenérgicosde miocardio de ratasentrenadas,podría dar cuenta de las

adaptacionescardiovascularesal ejercicio físico descritasen atletasy animalesexperimentales

y quesehan relacionadoanteriormente.

Los resultadosobtenidosporotrosautoresen cuantoal efectodelejerciciofísico sobre

ladensidaddereceptores13-adrenérgicosdeventrículoizquierdosoncontradictorios.En algunos

estudiosno se han observadovariacionessignificativas en el númerode receptoresentre

animalessedentariosy entrenadosHammondel aL, (1987) en ventrículode minicerdosde la
variedadYucatán,Moore el aL, (¡982), Sca¡paceel aL, (1992)y Bdhm el aL, (¡993) en ratas

sometidasa un programadeentrenamientofísico porcarrerao Williams (1980)y Wllliams el

aL, (1984b)en ratasque siguenun protocolodeentrenamientode resistenciapor natación.

En otrosestudiosseha observadoun descensosignificativo enel númerodereceptores

13-adrenérgicosde miocardiodeanimalesentrenados;así, empleandocomo ligando marcado

el ICYP, WerleelaL, <1989) handemostradoqueen ratasquesiguenun programadenatación

tanto el ejercicio crónicocomo el agudoproducenuna “down-regulation”de los receptores13-
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adrenérgicos,Hammondel aL, (1987)han descritoquecomoconsecuenciade la adaptacióna
un ejercicio dinámico,por carrera,seproduceun descensoen el númerode estosreceptores

en la aurículaderechade minicerdos,y Sylvestre-Gervaisel aL, (1982) asícomoPlourdeel aL,

(1991) han observadoun descenso,del 21 y el 13% respectivamente,en la densidadde

receptores13-adrenérgicosdemiocardiode ratassometidasa programasdeentrenamientopor

carrerasobretapiz rodante.
Una posible explicación a la divergenciaexistenteentre los resultadosdel presente

estudioy los obtenidospor Mooreel aL, (1982), WWiams,(1980)y Williamsel aL, (1984b) se

centra en el tipo de ligando empleado; en nuestro trabajo se ha empleado el

[‘~I] iodocianopindolol mientras que en estos otros estudios se ha empleado

CHI dihidroalprenololcomo ligando marcado;éstetiene una afinidad cuarentavecesmenory
una actividadespecíficacincuentavecesmenorqueel ICYP (EngelelaL, 1981). Otrasposibles
explicacionesa las diferenciasobservadasentrenuestrosdatosy los de otrosautorespodrían

radicaren el tipo de animal,por ejemploHammondel aL, (1987) utilizaron minicerdosde la
variedadYucatánen vezderatas,en el tipo de programadeentrenamientoempleado,natación

frentea carrera(Wiltiams, 1980y Williams el aL, 1984b),y en la intensidaddel ejercicio físico

desarrollado,puesto que tanto en el protocoloseguidopor Bóhmel aL, (1993) como en el
seguidoporScarpaceel aL, (¡992) la intensidaddel ejercicio eraconsiderablementemenor.

Con independenciade la existenciao no devariacionesen la densidadde receptores¡3-

adrenérgicoscomoconsecuenciadela prácticadeportiva,enningúnestudio,al igual quesucede

en elpresente,sehan descritodiferenciasen la constantededisociaciónde estosreceptorespor
los diferentesantagonistasempleadosen miocardiode animalesentrenadoscon respectoa sus

controlessedentarios.
En humanosno existen datos sobre la densidadde receptoresB-adrenérgicosde

miocardioen atletas,puestoquepor razonesobviasno sedisponedemuestrasbiológicaspara
efectuarla medida.No obstante,sehaempleadocomo índicedevariaciónen miocardiola que

experimentanlos receptoresIl-adrenérgicosenlinfocitos (BrodtleelaL, 1986yAaronsyMollnoff

¡982) lo que resulta muy controvertido.Los datos obtenidospor diferentesautoresson

contradictorios;asíBuller el aL, (1983)observaronun aumentoen la densidadde receptores¡3-
adrenérgicosde linfocitos humanosen muestrasde sangretomadasinmediatamentedespués

de un pulsode ejercicio y estosmismosautorespreviamente(Buller elaL, 1982) describenun

descensoen ladensidadtrasun programadedosmesesde ejercicio. Los resultadosde ambos

estudiosles permitió sugerirque la densidadde receptoresB-adrenérgicosen linfocitos está

inversamentecorrelacionadacon el gradode forma física de los atletas.Ohmanel aL, (1987)

tambiénhan medido en linfocitos un descensosignificativo en el númerode receptorescon el
ejercicio y han sugeridoque la variación en la densidadde receptores¡3-adrenérgicosesun

componenteimportanteen la adaptaciónal ejercicio físico. Sin embargoestosresultados
contrastancon los de *711/oms el aL, (1981) que no observaronvariación algunay con el
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incrementoobservadopor Lehinan el aL, (1984), Ma/cf et aL, (1987)y MaI4 (1989) en la
densidadde receptores¡3-adrenérgicosde linfocitosdeatletasconentrenamientode resistencia.

También existe una gran cantidadde bibliografía que describela existenciade un

descensoen la densidadde receptoresB-adrenérgicosde miocardiode humanosy animales

experimentalesen diferentesprocesospatológicos,como fallo cardíaco(Valner et aL, 1984;

Chevaliery Swynghedauw,1990; Brodde, 1991; Feldnw.n, 1991 y Homcy 1991), hipertrofia

cardíacasecundariaa unasobrecargade volumen(Hammonda aL, 1992)o depresión(Scholz

etaL, 1990; Bouania aL, 1991y Nietoel aL, 1993)y diabetes(SavareseetaL, 1979y Aíkinset

aL, 1985). Porotraparte Vainerel aL, (1984) hanencontradoun incrementoen la densidadde

estos receptoresen miocardio de ventrículo izquierdo de perroscon hipertrofia cardíaca

secundariaa una sobrecargade presión, aunqueno estáclaro si las diferenciasentre los
diversosestudiossondebidasal empleode distintasespecies,modelo animalexperimentalo al

gradode hipertrofiaalcanzado.

4.2.2 Regulacióndel sistemade adenilatodetasa

4.2.2.1 Característicasreeuladorasde la subunidadcatalítica

En el presenteestudiono seha observadounavariaciónsignificativa en la actividad

basal de adenilatociclasa, medida en presenciade Mg2t 10 mM, en miocardio de ratas

entrenadas,perosí un descensocuandoseensayala actividadenzimáticaenpresenciade Mn2t

o Mg2t/forscolina.El Mn2t esun conocidodesacoplantede la interacciónentrela subunidad

catalíticay las proteínasO, y por tanto en estascondicionesde ensayosemide la actividadde

la subunidadcatalítica(Limbird elaL, 1979y CzechelaL, 1980). La forscolina,un diterpenocon

propiedadesinotrópicasy antihipertensivas(Lindnerel aL, 1978), aisladode Coleusforskohlii,

activa la adenilatociclasaen diferentestejidos (Seamony Da/y, 1981) interaccionandocon el

complejo formado por la subunidadcatalítica y la proteínaa. para estimularal máximo la
producciónde cAMP aunqueescapazde actuardirectamentesobrela subunidadcatalítica

aislada(J-Jubbardel aL, 1991).

Los resultadosobtenidosen esteestudio,consideradosconjuntamente,parecenindicar

que comoconsecuenciade la adaptacióndel sistemadeadenilatociclasaal ejercicio físico de
resistencia,intensoy regular,seproduceun descensoconsiderableen la eficaciacatalíticade

la enzima,quepuededebersea una modificaciónaparentede los nivelesy/o funcionalidadde

la subunidad catalítica de adenilato ciclasa en estas condiciones. En este proceso de

desensibilizaciónpuedetenerun papelimportantela fosforilacióndela subunidadcatalíticapor
proteínaquinasaA (Premoníel al, 1992b).Por otraparte,una modificaciónen la composición

de fosfolípidos de la membranaplasmáticapodríadar cuentade la variaciónobservadaen la
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actividadde la subunidadcatalítica,a esterespectoexisteun estudioen el queseha observado

una modificacióntanto del porcentajecomo de la composiciónen fosfolípidos en membranas

de miocardiode ratasentrenadassobreun tapiz rodante(Tibbits el aL, 1981). Otrarazónque

porsi sóla, o junto a las anteriores,podríaexplicarel descensoen la actividadde la subunidad

catalíticaobservadoen presenciade forscolinaesel incrementoen los niveles de a,~ de los
animalesentrenadostal y como seha propuestopor otros autoresen diferentesmodelosde

patologíascardíacascomo Haminonó el aL, (1992) en minicerdos con hipertrofia cardíaca

secundariaa una sobrecargade volumen,oAnand-Srivaslava(1992) en ratasespontáneamente

hipertensas.
Existen otros estudios, en la bibliografía, en los que tampocose han observado

variacionessignificativasen la actividadbasalde la enzimaen miocardiode animalesquehan

seguidodiferentesprotocolosde entrenamiento,comolos realizadosenratascon ejerciciopor

carrera por Plourde el aL, (1991) y Moore el aL, (1982) o en gatos con entrenamientode

resistenciapornataciónporWyatl elaL, (1978), y tan solo Dóhmel aL, (1976) han encontrado
un descensosignificativo en la actividaddeadenilatociclasaen presenciadeMg2~ 10 mM. Por

otra parte,no existe ningún estudio en el que se haya medido la posible variación en la

actividadde la subunidadcatalítica en presenciade Mn2 o forseolina,estimuladoresmás

potentesquepuedenamplificar pequeñasdiferenciasno significativasdebidoa los bajosniveles

de actividadobtenidoscuandoseensayala enzimaúnicamenteen presenciade Mg2~.

4.2.2.2 Característicasreí!uladorasde la proteínaO

En este estudio también hemosobservadoun descensoen la Vniax de la enzima
estimuladapor moduladores(GppNHp y fluoruro) que actúan a través del componente

reguladorestimuladoren el miocardiodelos animalesentrenados,sin queseafectelaconstante
de activaciónde la adenilatociclasa.Hayque señalarquesi bien tanto el fluoruro como los

nucleótidosde guaninaactivanla adenilatociclasay sonconsideradosmoduladorestípicos de

O,, la forma en que lo hacenes diferentepuestoque el fluoruro pareceque no provoca la

disociacióndel heterotrímeroO. y permiteenmascararla contribuciónde la vía inhibidora a

la actividad enzimática(LevitzI4 1987). Por el contrario, cuandoensayamosla actividadde

adenilatociclasaen presenciade nucleótidosdeguanina,éstosestánactivandotantoO, como

o, y estamosmididendoun balancede las actividadesdeestasdosproteínasO. Estebalance

varíacon la concentraciónde nucleótidosdeguaninapresentesen el ensayo,y en el intervalo
de concentracionesempleadoen el presenteestudiosepuedeconsiderarque la contribución

de O~ a la actividadenzimáticamedidaesmínima.

Los resultadosobtenidosparecenindicar que la proteínaO, podría alterarsecomo

consecuenciade la adaptacióndel miocardio al ejerciciofísico bienporquevaríensus niveles

y/o porquevaríesu funcionalidad.En estesentido,nosotroshemosmedidoun descensoen los
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niveles de ADP-ribosilación por toxina colérica y en los niveles de a~ detectadospor

“inmunoblotting” en miocardiode ratasquehanrealizadoejerciciofísico y estedescensoen los

niveles de ct, bien podría dar cuentadel descensoobservadoen la actividadde la adenilato

ciclasa.

En ningunode los tres estudios(00km el aL, 1976; l’Ij’aa el aL, 1978y Plourd.e el aL,

1991) en los que se ha medido la actividadde adenilatociclasaen presenciade una sola

concentración,saturante,de fluoruro se ha descritoun resultadosimilar al nuestro,puesno

observanvariaciónalgunaen la estimulaciónde la enzimaen los animalesentrenados.Estas

diferenciasentrenuestrosresultadosy los de otros autores,en principio, sólo son atribuibles
al empleode diferentesespecies(por ejempio, Wyan’ el aL, <1978) realizaronsu estudiocon

gatos)o en elprotocolodeentrenamientoseguido(por ejemplo,05kmelaL, (1976)y Plourde

el aL, (199)) siguieron,en ratas,un protocolomenosintensoy duraderoen el tiempo al

empleadoen el presenteestudio).

4.2.2.3 Regulaciónpor la vía estimuladora13-adrenérgica

A diferencia de lo que ocurre para los moduladoresdel sistema adenilatociclasa

discutidos hasta ahora, cuando estudiamos la respuesta de la enzima a diferentes
concentracionesdeisoproterenol(agonista8-adrenérgico)observamosun desplazamientohacia
la derechadela curvadedosis-respuestadelos animalesentrenados.Esteresultadoindicaque

la funcionalidaddel componentereceptorno seve afectadasignificativamenteen su respuesta

máxima,a pesardel descensomedidoen la densidadde receptores¡3-adrenérgicos,perosí que

seproduceun aumentoen la constantede activaciónde] componentereceptorporel agonista.
Resultadoscomo éstehan sido obtenidospor otros autorescuandose ensayala activación

enzimáticapor un agonistaen presenciade un antagonistacompetitivo o despuésde una

pérdidade receptoressi el tejido posee“sparereceptors”(Brislow el aL, 1985). Esta última

explicaciónparecela másprobableporvariosmotivos;enprimer lugarporquesegúndescribe
Brodele,(¡991) existeun númeroimportantede receptores¡3-adrenérgicos~spare»en miocardio

de rata,y en segundolugar porque,segúnnuestrosdatosde unión de ligando, disminuyela

densidadde los receptores¡3-adrenérgicosen el tejido cardíacode los animalesentrenados.
Otra posible interpretaciónde los resultadosobtenidospodría implicar que con el

ejerciciofísico disminuyesela afinidadde los receptores¡3-adrenérgicosporel agonista(Michel

et aL, 1985), a pesarde la ausenciadevariacionesen la constantede disociacióndel receptor
porel antagonistaICYP. Así,PlaurdeelaL, (1991) handescritoen ratasentrenadasporcarrera

un descensodel 16% en el númerode receptoresen el estadode alta afinidad (querefleja el

acoplamientoreceptor-O.)sin queseafecteelde receptoresen el estadode bajaafinidad,y a
ello atribuyenel descensoque observanen la respuestade adenilatociclasaa isoproterenol.

Además,postulanque un descensoen los nivelesde O~ pádríadarcuenta del descensoenel
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númerode receptoresen el estadode alta afinidad, aunqueno han determinadolos nivelesde
O, enmiocardiode su modelo animal.En elpresenteestudiosí hemosobservadoun descenso

en los nivelesde O, medidospor ADP-ribosilacióny por inmunodetección,lo que también
podríadarcuentade lasvariacionesmencionadasen la estimulación¡3-adrenérgicadeadenilato

ciclasa.

En otrosestudios,los resultadosobtenidosen cuantoa la activacióndeadenilatociclasa

poragonistas¡3-adrenérgicosson controvertidos.Moore a aL, (1982) no observaronvariación

alguna,DóhmetaL, (1976) detectaronun descensoenla estimulaciónmáximade la enzimapor

adrenalinay WyaltelaL, (¡978)yBOhmelaL, (1993)encontraronun incrementoen la respuesta
de adenilatociclasa.Esta disparidadde resultadossólo sepuedeexplicar, una vez más,por

diferenciasen las especies,sexodelos animalesempleadoso pordiferenciasen el protocolode

entrenamientoseguido(PloardeelaL, 1991).Además,en todoslos estudioscon los quehemos

comparadonuestrosdatosseha medido la actividadde ciclasaa una sóla concentraciónde

agonistay por lo tanto no aportaninformaciónsobrela posiblevariaciónen la constantede

activacióndel receptorpor el agonista.

4.2.2.4 Regulaciónne2ativadel sistema

Tambiénhemosobservadoun descensoen los nivelesde inhibición de la actividadde
adenilato ciclasa promovidos por concentracionessaturantesde agonistasde diferentes

receptoresacopladosnegativamentealsistema(receptoresmuscarínicoscolinérgicos,receptores

A1 de adenosinay receptoresde prostaglandinaE2). Estosresultadospermitenaseverarque

probablementetodas las vías de control negativo de la actividad de adenilato ciclasa de

miocardiosufranun procesoadaptativosimilarconla prácticadel ejerciciofísico deresistencia,

aunquedebido al efecto antiadrenérgicode estasvías cabríaesperar,en principio, que se

produjeseuna sensibilizaciónde las mismasparaprotegeral corazónde la snbreestimulación

simpáticaque acompañaal ejerciciofísico.

Una posible explicacióna los resultadosobtenidospodría serque con este proceso
adaptativoseproduceuna desensibilizaciónheterólogadelas víasantiadrenérgicasdelsistema

de adenilatociclasa.Si bien esteprocesode desensibilizaciónpodríaproducir un descensoen

la densidadde los receptoresinhibidores,parecepoco probableque la densidadde todosellos

varíeenel mismosentidocon el ejerciciofísico, HammondelaL, (1987,> y RO/mi elaL, (1993)

no han encontradovariacionesen la densidadde receptoresmuscarínicosde miocardio de

minicerdosy ratasentrenadasrespectivamente,si bienno hanmedidola inhibicióndeadenilato

ciclasamediadapor estosreceptores.
Esteprocesode desensibilizaciónde las vías de control negativodel sistemapodría

afectar a otros componentesdel mismo de forma que se produjeseun descensoen el

acoplamientodelos receptoresinhibidorescon la proteínaG~ (debidoaunadisminuciónen los
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nivelesy/o funcionalidaddela proteínaO,; sin embargo,porinmunodetecciónhemosobservado

un aumentoen los nivelesde a~. Esteresultadosólo sepuedecompatibilizarcon el descenso

en la inhibición deadenilatociclasasi el incrementoen los nivelesde aa va acompañadodeun
descensoparalelo en la funcionalidad de la proteína O,. En apoyo de esta posibilidad se

encontraríael descenso,observadoen el presenteestudio,en los nivelesdeADP-ribosilación

catalizadaportoxina pertussisen membranasde miocardiodeanimalesentrenadospuestoque,
segúnFleminget aL, <1992), sólo la fracción de proteínasO que se modifica covalentemente

por estatoxina, del total de proteínasO ADP-ribosilablespor ella y presentesen la célula,se

correspondercon las proteínasO funcionales.No obstante,pareceque sólo una pequeña
porcióndeO, podríasersuficienteparaacoplarlos receptoresinhibidoresa adenilatociclasa,

y quevariacionesen los nivelesde O, no condicionaríanel gradode inhibición de la enzima.

Así,BOhmelaL, (1990) encontraronen miocardiodehumanoscon fallo cardíacoun incremento

en los nivelesdeO medidospor inmunodetecciónsin quevariasela densidadde los receptores
muscarínicosy deadenosina,ni la inhibición de ciclasapromovidaporellos, y explicaronestos

resultadosen función de unos niveles de O, mucho mayores(0.1% de las proteínasde

membrana)quelos de receptoresdeadenosinay muscarínicos(0.00001%de las proteínasde

membrana).

4.2.3 ProteínasG

4.2.3.1 Niveles de O

.

En esteestudiosehan empleadodosaproximacionesdiferentesparacuantificar los

nivelesde O,, la ADP-ribosilacióncatalizadaportoxina de Vibrio choleraey la inmunodetección
empleandoun anticuerpoobtenidoespecíficamentecontrael decapéptidocarboxio-terminal

de a,. Medianteestasdostécnicashemosdetectadoqueseproduceun descensoen susniveles
queafectacon igual intensidada la formadealta y bajamasamolecular.

Estos datos apoyan,como se ha discutido anteriormente,los resultadosque hemos

obtenidoal estudiarla vía estimuladoradel sistemade adenilatociclasay explicaríantambién

el descensoobservadoporPlourdeetaL, (1991)en el porcentajede receptoresI3-adrenérgicos
queseencuentranen elestadodealta afinidad.Sin embargo,el único estudioprevioenelque

se han medido, medianteELISA, los niveles de a, en miocardio de minicerdosentrenados

refleja unos resultadoscontrariosa los nuestros(Hammondet aL, 1988), que sejustifican
proponiendoque el aumentoen los nivelesde O. seríaun mecanismode compensacióndel

descensoque detectanen la densidadde receptoresB-adrenérgicosdemiocardiode animales

entrenados.En nuestromodelo, sin embargo,el descensoen los nivelesdeO, formapartedel
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procesode desensibilizaciónque afectaa todos los componentesde la vía estimuladoradel

sistemadeadenilatociclasa.
La divergenciaentrenuestrosresultadosy los deHammondel aL, (1988) parecepoco

probableque puedadeberseal empleode técnicasdiferentesde detecciónde «~ (dadala

elevadasensibilidaddel ELISA y del “inmunoblotting”) o al empleodeanticuerposanti «~ con

diferenteprocedencia,y en todocasopodríadeberseal empleodediferentesmodelosanimales

y diferentesprotocolosde entrenamiento.Por otra parte,HammondetaL, (1988) emplearon
un númeromuy limitado deanimales(sólo tresmachosy doshembras)y las muestrascontrol

fueronobtenidasa partir de biopsiasde los mismosanimalesantesde iniciar el programade

ejerciciofísico; estehechoimplica que,parala extracciónde las muestras,los animalesfueron

sometidosa una traqueotomíay un postoperatorioen el que fueron tratadoscon diferentes
fármacoslo que podríahaberafectadoa los nivelesde O. cuantificadosen su estudio.

4.2.3.2ProteínasO

,

Al igual quecon las proteínasQ, hemosempleadodosaproximacionesdiferentespara
cuantificar los niveles de proteínas G~ en miocardio de los dos bloques de animales

experimentalesempleadosen este estudio, la ADP-ribosilación catalizadapor toxina de

Bat-deleitapertussisy la inmunodetecciónempleandoanticuemosespecíficosobtenidosfrentea

las tresformasde a,.

Medianteinmunodetecciónhemoscuantificadolos nivelesde «12 puesen las membranas

de nitrocelulosaincubadascon anticuemosanti «,~ y anti a~no hemosdetectadoseñalalguna.
Estoesposiblementedebidoa quelos nivelesdea~en corazónsonmuchomayoresquelos de

a~’ y a~, (Fosíer el aL, 1990); de hechoEschenhagenel aL, (¡991) no han detectadoRNA
mensajerode~ y nivelesmuybajosdeRNA mensajerode a,~en miocardiode rataempleando
técnicasde hibridación.

No hemospodido acometerla cuantificaciónde los nivelesde Q, proteínaque tiene
unosnivelesde expresiónen corazónmuchomásbajosque en cerebroy cuya concentración

esmayoren la aurículaqueen elventrículo(HoimeryHomcy,1991),debidoa queel anticuerpo

anti a~, del que disponíamosdabareaccióncruzadacon las proteínasa,, cuyo decapéptido

carboxilo terminal tiene un alto gradode analogíacon el de a0.
Los resultadosobtenidospor las dostécnicasempleadassoncontradictorios,puesdelos

datosde la ADP-ribosilaciónsepodríaextraerla conclusiónquedisminuyenlos nivelesde a~,

mientrasque los de inmunodetecciónindican que aumentanenel miocardiode los animales
entrenados.Resultadosdivergentesentreestasdos técnicashan sido obtenidostambiénpor

FeidmanelaL, (1988y 1991)y KesslerelaL, (1989). Si bienla ADP-ribosilacióncatalizadapor

toxinapertussistieneunamenorsensibilidadparacuantificar«1 pues,porejemplo,ensarcolema

de perro, Fiemingel aL, (1992) han medido aproximadamente20 pmol de a,/a.,/mgproteína
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medianteADP-ribosilacióny 150 pmol/mg proteína medianteinmunodetección.Por estas
razonesBohmelaL, (1992a)cuestionanelquelos nivelesdela ADP-ribosilacióncatalizadapor

toxina pertussisreflejen los verdaderosnivelesde O y recomiendanel empleo de técnicasde
inmunodetecciónparacuantificarlos.No obstante,pareceinteresanteel estudiode los niveles

de ADP-ribosilacióncatalizadapor toxina pertussispuestoque como ya se ha mencionado,

éstossepodríancorrelacionarcon los deproteínasci funcionales.
La divergenciaentrelos resultadosobtenidospor estasdos técnicaspodríaexplicarse

poralgunasde las limitacionesqueposeela ADP-ribosilaciónpuestoqueexistenvariosfactores

quepuedenafectara la capacidadde la toxina pertussisparamodificarcovalentementesus
sustratos:la cantidadde subunidades13y (Neer el aL, 1984), la presenciade nucleótidosde

guaninaunidosa las proteínasO y las propiedadesbiofísicasdel microentornolipídico de O~
(Ribeiro-NetoelaL, 1987).Además,la modificacióncovalentedel residuode Cysqueocupala

cuartaposicióndesdeel extremocarboxiloterminal,queesel aceptordel grupoADP-ribosilo
(Milligan, 1988) puedebloqueara la ADP-ribosilaciónpor la toxina. Así, se ha aisladouna

ADP-ribosiltransferasaque es capazde ADP-ribosilar proteínasO. in vitro (Tanuma el aL,

1988) y ademásde estosprocesosde modificación covalenteendógenase han encontrado

tambiéninhibidoresendógenosde la ADP-ribosilacióncatalizadapor toxina pertussis(Ram-

Yokohama y Furuyama, ¡988 y Tanumay Endo, 1990). Por otra parte existe evidencia

experimentaldequeCys en una secuenciacarboxioterminal-CAAX (dondeC esCys,A esun

aminoácidoalifático y X esun aminoácidocualquiera),como las subunidadesa, y el oncogen

ras, puedenser isopreniladas(Glomselel aL, 1990). Ademásel grado de fosforilación de &

puedemodulartambiénel nivel deADP-ribosilacióndetectado(Walanabeel aL, 1988).

Se ha demostradoque la respuestaque media la proteína O, sobre la actividadde
adenilatociclasasepuedeinhibir poractivaciónde proteínaquinasaC y queéstainactivación

de O se debea su fosforilación por éstaproteínaquinasa(Murphy el aL, 1989y Pyneel aL,

1989). Un aumentoen los niveles de fosforilación de O,, debido a una mayor actividad de

proteínaquinasaen miocardiode animalesentrenados,permitiríaexplicarquea pesardeque

los nivelesde 0,, medidospor inmunodetección,sonmayoresen los animalesentrenados,la

inhibición de la actividadde adenilatociclasa es inferior en estasratascon relación a sus
controles.Sin embargo,en contrade estaexplicaciónestáel hechoya comentadodequesólo

una pequeñaporción de 01«podríasersuficientepara acoplar los receptoresinhibidores a
adenilatociclasay quevariacionesen los nivelesde O,no condicionaríanel gradode inhibición

de la enzima.
Sólo existeenla bibliografíaun estudio,publicadoporBóhm elaL, (1993),en el quese

estudiael efectoque tiene el ejercicio sobrelos nivelesde a en ratasenvejecidas(28 meses)
y en el que seobservaquecon el ejerciciofísico disminuyenlos nivelesde a de miocardio.

Seha descritoun aumentoen los nivelesde0, en cultivos decardiomiocitossometidos

a un tratamientocrónicocon noradrenalina(Reiíhmann el aL, 1989). En gran cantidadde
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patologíascardíacas,en las quetienenlugardiferentesprocesosde desensibilizaciónheteróloga

del sistema13-adrenérgico-adenilatociclasa,seha descritotambiénun aumentoen los niveles
deQ enmembranasdemiocardio.Porejemplo,en ratasespontáneamentehipertensas,Anand-

Srivaslava,(1992) ha detectadoun aumentoen los niveles de O, por inmunodetección,ADP-

ribosilaciónpor toxina pertussisy en los nivelesde susRNA mensajeros;Bñhm el aL, (1992a

y1992b) hanencontradoresultadossimilaresen ratasconhipertensiónespontáneao adquirida;

encorazóndehumanoscon fallo cardíacoo cardiomiopatíadilatadaBóhmelaL, (1990y 1992c)

y Eschenhagen,(1992ay1992b)hanencontradotambiénresultadossimilares.Porello BOhmel

aL, (1992a) han propuestoque cii podría tenerun papel importanteen variasenfermedades

cardíacasejerciendoun control negativo de la actividadde adenilatociclasaparaprotegerel

corazónde la sobreestimulaciónsimpática.En este sentidohay que resaltar que en estos
estudiosel aumentoen los nivelesde cii va acompañadode un incrementoparaleloen los

nivelesde inhibición de adenilatociclasavía receptoresinhibidores;sin embargo,en nuestro

modelo animal no se da esteparalelismo,lo que nos permite diferenciar los procesosde

desensibilizaciónheterólogadescritospara diferentespatologíascardíacas,de humanosy de
modelosanimales,del procesoadaptativode desensibilizaciónheterólogaque tiene lugar en

miocardiodeanimalesentrenados.

4.2.4 Resumen

Los resultadosdel presenteestudioaportannuevosdatosacercade los mecanismos

adaptativosdel miocardioal ejerciciofísico de resistenciaa nivel molecular,y cómoéstosson

diferentesa los queacontecenen algunaspatologíascardíacas.Generalmenteseconsideraque

el ejerciciofísicotieneun efectobeneficiosoparael sistemacardiovascular,puesincrementala

capacidadfuncionalde estesistemay disminuyela demandade oxígenoporel miocardio(Mc

Heniy elaL, 1989).La desensibilizaciónheterólogaqueseobservaenel sistemaB-adrenérgico-

adenilatociclasaafectaa los diferentescomponentesdel sistema:a la densidadde receptores

B-adrenérgicos,a los nivelesy funcionalidadde las proteínasO, y O,, y a la actividadcatalítica
de la enzima.Estosresultadospermitenexplicar la bradicardiaque segeneraen los animales

de laboratorioy enhumanosbienentrenados,y porotraparteindica quecon el ejerciciofísico

el sistema objeto de estudio se adapta en el sentido de proporcionaruna respuesta
cardioprotectorafrenteala sobreestimulaciónsimpáticaqueacompañaala prácticadeportiva.
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4.3 ADAPTACIÓN DEL SISTEMA Il-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASA DE

HÍGADO DE RATA AL EJERCICIO FÍSICO

Como consecuenciadel crecimiento en la demanda energética de los músculos

esqueléticoy cardíacodurantela realizaciónde un ejerciciofísico seproducenenelhígadouna

seriese procesosadaptativosconducentesa acelerarlas rutasmetabólicasque proporcionan

el combustiblemuscular(glucogenolisisy gluconeogénesis).En estesentido,como ya seha

expuestoen la introducción,el papeldel cAMP, y porendedel sistemade adenilatociclasa,
como responsabledel control deestasrutas,esimportantísimo.

Sólo existendos trabajospreviosen la bibliografía,publicadosporDóhm el aL, (1976)

y porYakovlev,(1974) en los quesehayaestudiadoparcialmentela adaptaciónal ejerciciofísico

delsistemaadenilatociclasaen hígado.Por tanto, el presenteesel primertrabajoenelquese

estudiade forma sistemática esta adaptación,incorporandotécnicasy conceptosque no se

conocíanen el momentoen queestosautorespublicaronsusestudios.

4.3.1 Receptoresfi-adrenérgicos

Segúnlos datosobtenidosni la densidad,ni la constantede disociaciónpor el ¡CV?,

de los receptores¡3-adrenérgicoshepáticosse ve afectadacomo consecuenciadel proceso
adaptativo.Este resultadoparece bastantelógico si consideramosque las catecolaminas

plasmáticassólo parecenser importantesen la regulación de la liberación de glucosaen
ejerciciosmuy prolongadosen el tiempo (Mc Keh’ie el aL, ¡991). AdemássegúnWassemiany

Cheninglon, (1991) no existeevidenciaexperimentalde quela noradrenalinaliberadapor los

terminalesnerviosossimpáticoshepáticosseaesencialparaaumentarla producciónde glucosa

duranteel ejercicio.Sin embargo,segúnGardemannelaL, (1992) el sistemanerviososimpático
controla la liberación de glucosa directamentea través de sus terminalesen el hígado e

indirectamenteal estimularla liberaciónde glucagónporel páncreasy decatecolaminasde la

médulaadrenal.
Por otra parte,estáclaramenteestablecidopor estudiosen los que se han empleado

diferentesbloqueantesadrenérgicosquela estimulaciónde las rutasmetabólicasde liberación

de glucosapor los terminalessimpáticosestámediadafúndamentalmentepor receptores«~

adrenérgicos,no acopladosa adenilatociclasaen ratasy conejos(HarímanelaL, 19.82y H~mde,

1988).
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4.3.2 Regulacióndel sistemade adenilatociclasa

4.3.2.1 Característicasrei~uladorasde la subunidadcatalítica

Los resultadosobtenidosen cuantoa la funcionaildadde la subunidadcatalíticada la
adenilatociclasa parecenindicar que se produce,en contraposicióna lo que ocurríaen
miocardio,un aumentode la actividadenziináticaen el hígadode los animalesentrenados.En

su estudio,al igual que en éste,Dóhm elaL, (1976) no observaronvariacionesen la actividad

basalde la enzima (medidaen presenciade Mg~ 10 mM); pero no ensayaronla actividad
enzimática en presencia de Mn2 o Mg2~/forscolina, lo que no permite estableceruna

comparaciónmáscompleta.

Las posiblesexplicacionesalaumentode la eficaciacatalíticason similaresa las quese
dabanparala enzimademiocardiode estasratasy suponenuna elevaciónde los nivelesy/o

funcionalidadde la subunidadcatalíticaen los animalesentrenados.Otraposibleexplicación

supondríauna variación en estosanimalesde la composicióndel microentornolipídico de la

enzima; de hecho se ha observadoque la composiciónde fosfolípidos de la membrana
plasmáticade hígadovaríaen procesosdediabetes(Pierceel aL, 1983) afectandoa la activación

de la enzimapor forscolina(Pierceel aL, 1 983y Srivaslava,1985).

4.3.2.2 Característicasreeuladorasde la proteínaO

.

Como se deducedel aumentoobservadoen los nivelesde activaciónmáxima de la

enzimaporGppNHpy por fluoruro,la proteínaOestimuladoradel sistemaparecesufriralguna

modificacióndurantela adaptaciónhepáticaal ejercicio físicode resistencia.Estamodificación

podríaexplicarseen términosde una elevaciónen los nivelesy/o funcionalidadde la proteína

O, en hígadodeanimalesentrenados(medidostantoporADP-ribosilacióncatalizadapor toxina
coléricacomo por inmunodetecciónempleandoun anticuerpoespecífico).

En su estudioDohin el aL, <¡976) midieronla actividadespecíficade adenilatociclasa
en presenciade una única y elevadaconcentración(10 mM) de fluoruro y no observaron

diferenciasentre los animalesentrenadosy sus correspondientescontrolessedentarios.La
diferenciaentrelos resultadosde estosautoresy los quesepresentanenestamemoriapueden

deberseal empleo de protocolosde entrenamientodiferentesen cuantoa su duracióne

intensidad.AdemásDóhm etaL, (1976)emplearonratasSprague-DawleyquesegúnShyuetaL,

(1984) presentanuna peor disposiciónpara la carrera que las ratasWistar empleadasen
nuestroestudio.
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4.3.2.3 Regulaciónpor receDtoresaconladospositivamenteal sistema.13-adrenér~icosy de

e1uca~ón

En este estudio se observa un desplazamientohacia la izquierda de las curvas de
activacióndeadenilatociclasaporconcentracionescrecientesde isoproterenoly glucagón,y al

determinarlas constantesde activación de la enzimaparaéstosdosmensajerosquímicosse

obtieneun valor ligeramenteinferior en los animalesentrenados.Junto a estedescensoen la

constantede activaciónseproduceun aumentoen la activaciónmáximade la enzimade hígado

en respuestaal ejercicio físico.

Estos resultadosse puedenexplicar de diferentesformas. La primera implicaría un

aumentoen la densidadde receptoresparaestosdosmensajerosquímicosen el hígadode los
animalesentrenados.Si bienestaexplicaciónpodríaserválidaparalos receptoresde glucagón,
no lo espara los B-adrenérgicoscomo atestiguanlos ensayosdeunión deICYP a membranas

de hígado.Otra posibilidad,no excluyentede la anterior,seríaquela eficaciadel acoplamiento

entreestosreceptoresy la proteínaO, fuesemayor,de forma que en hígadode los animales
entrenadoshabríaun númeromayordereceptoresestimuladoresen el estadodealta afinidad;

el aumento que se observaen este estudio en los niveles de Q sería un apoyo a este

razonamiento.Además, en apoyo de esta última posibilidad también está el trabajo de

HammondelaL, (1988),quienesproponenquela regulaciónno coordinadaentrelos nivelesde

(3, y el númerode receptores¡3-adrenérgicospermiteexplicar algunassituacionesfisiológicas
o patológicasen los que la respuestafisiológica y el númerode receptoresno varían en el

mismo sentido.
Nuestros resultadosdifieren de los obtenidos por Dóhm et aL, (1976) para una

concentración0.1 mM de adrenalina,quienesno observaronvariación en los niveles de

activaciónpromovidosporla catecolaminaen los dosbloquesdeanimalesexperimentales,pero

sonequivalentesa los obtenidospor Yakovlev, (1974) parael hígadode ratasentrenadaspor
natación.

4.3.2.4 Reaulaciónne2ativadel sistema

Nuestrotrabajoesel primeroenestudiarla adaptacióndeestasvíasdecontrolnegativo
del sistemaal ejerciciofísico intensoy regular.

En el hígadode animalesentrenadoshemosobservadoun aumentosignificativo en los

niveles de inhibición de la actividad de adenilatociclasapromovidospor concentraciones

saturantesde adrenalinay angiotensinaII. Si bien los niveles de inhibición de la actividad
enzimáticaobtenidosen este trabajopuedenparecerpoco elevados,hay que decir que en

membranasde hígado, Jard el aL, (1981) detectaron inhibiciones equivalentespara
concentracionessaturantesdeadrenalinay angiotensinaII, datoqueconfirmala validezdelos
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resultadosquesepresentanen estamemoria.Además,recientementeLigge#yRaymon4(1993)

hanobservadoquelos receptores«gadrenérgicospuedenacoplarsecon O,, ademásde con oh

lo que tambiénpermiteexplicarlos bajosnivelesde inhibición obtenidosparaconcentraciones

elevadasdeadrenalina.

Al igual quesucedíaen miocardiode animalesentrenados,parecequelas diferentesvías
decontrolnegativodel sistema,en hígado,siguenun procesoadaptativocomúncon la práctica

delejercicio físico intensoy regularde resistencia.Estosresultadospodríaninterpretarsecomo

quelos nivelesde estosreceptoresinhibidoressonmayoreso presentanuna afinidadmayorpor

sus ligandos,moduladapor la interacciónreceptor-O1,en los animalesentrenadosque en sus
controlessedentarios.Con respectoa la primeraposibilidad,con los datosdisponiblesno se

puedeconcluir si eso no cierta,puesseríanecesariorealizarestudiosdeuniónde ligandos;y

si bienno seríadescartableen principio, parecepoco probablequeseproduzcaunavariación

de la densidadde los receptoresinhibidores que afectasede modo similar, al menosa los

estudiados,en respuestaal estímuloadaptativoqueprovocael ejerciciofísico. Con relación a

la segundaexplicación,éstasepuedeapoyarcon el aumentoen los nivelesde G~ y O~ quese
ha detectadopor inmunodetecciónen estetrabajo,y quepermitiríala formaciónde un mayor

númerodecomplejosdealta afinidadreceptor-proteína(3,quefuesenresponsablesdelaumento

en los niveles de inhibición de la actividadenzimáticaque se observaen el hígadode los

animalesentrenados.ci,,~ parecemediarla inhibición de la actividadenzimáticapor receptores
«2-adrenérgicosen plaquetas (Sñnondsel al., 1989) y ci,~ parece acoplar los receptoresde

angiotensinaa adenilatociclasaen hepatocitos(PobinerelaL, 1992).

4.3.3 ProteínasG

4.3.3.1 Nivelesde O

.

Los resultadosobtenidostantoporADP-ribosilacióncatalizadaportoxinacoléricacomo
por inmunodetecciónllevan ala conclusiónde quecon el ejerciciofísico aumentanlos niveles

de las dosformasdea, en hígado. Estosresultadossonlos primerosen describirel efectodel

ejerciciofísico intensoy regularderesistenciasobrelos nivelesde«, en estetejidoy corroboran

los datosobtenidosparala vía estimuladoradel sistemade adenilatociclasacomo ya seha
discutidoen el apartado4.3.2.de estamemoria.

Mediantelas dostécnicasempleadassellega a la conclusiónde que los nivelesde la

forma dea, demenormasamolecular,42 KDa, aumentanen mayorproporciónque los de46
KDa. Estaadaptacióndiferencialal ejerciciofísico de resistenciapuedeserimportanteno sólo

parala regulaciónde la actividadde adenilatociclasa,efectoral que activa máseficazmente

la forma grandede a,, sino tambiénparala regulaciónde la funcionalídaddeotros efectores
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a los que estáacopladaQ, como son los canalesiónicos de Ca24 y los de & (Mc Farlane-

Anderson, 1992). Además,dadoquetanto la forma de 42 KDa como la de 46 KDa proceden

de ladiferentemodificaciónpost-transcripcionalde un mismo RNA mensajero,éstoindicaque

estosmecanismosoperande forma diferenteen el hígadode los animalesentrenadosqueen

sus controlessedentarioscomo una respuestaadaptativamásal ejercicio físico..

4.3.3.2ProteínasO

,

En los experimentospor inmunodetecciónrealizadossehan empleadoanticuemosanti
a,, «2 y a~,y los resultadosobtenidosparecenindicar queen membranaplasmáticade hígado

sólo aparecendosformasde a, a
2 y a~. Estosresultadosconcuerdancon los datospreviosde

la bibliografía puesMumbyelaL, (1988) observaronla presenciadeestasdosformasde «~ en

membranade hígadode conejo,y PobínerelaL, (1992) handemostradoquelos hepatocitosde
rata sólo contienenRNA mensajeroparalas subunidadesa de las proteínas~a y 0j3.

El aumentoen los nivelesde aa, a~junto con el de la subunidad¡3 parecenindicar que
seproduceun incrementoen los nivelesde las diferentesformasde O, quepodríadarcuenta

del aumentoen los nivelesde inhibición de adenilatociclasadetectadosen esteestudio.

Los resultadosobtenidosporestasdostécnicas,al igual quehemosvisto en miocardio,

son aparentementecontradictorias dado que por ADP-ribosilación parecen disminuir

ligeramentelos niveles de a, mientrasque por inmunodetecciónaumentande forma muy

significativa.Palmery Housla% (1991) han obtenidoresultadosigualmentediscordantesentre

estasdos técnicasen membranaplasmáticade hígadode ratonesgenéticamentediabéticos
(db/db), y las explicacionesa estosresultadosdivergentes,asícomolas razonesquejustifican

el empleode estasdos técnicasexperimentales,son las mismasqueseaportanen el apartado

4.2.3.2de estamemoria.
En diferentesprocesospatológicoshepáticosseproducentambiénvariacionesen los

nivelesde ci, determinadospor inmunodetección,asíPalmeryHouslay (1991> y Mc Farlane-

Anderson el aL, (1992) han medido un descensode los mismosen membranaplasmáticade

ratonesgenéticamentediabéticos(db/db) y genéticamenteobesos(ob/ob), respectivamente.

4.3.4 Resumen

Los resultadosque sepresentanen estamemoriaparecenindicar que seproduceuna
sensibilizaciónqueafecta,al menos,al efectordel sistema(proteínasG y subunidadcatalítica)

y noa los receptoresB-adrenérgicos.Luegoel sistema¡3-adrenérgico-adenilatociclasadehígado
pareceadaptarseal ejercicio físico enel sentidode respondera los requerimientosenergéticos

del músculocardíacoy esqueléticocon más rapidezy eficacia movilizando el metabolismo
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hepáticoen su papel de suministrode glucosa.Por otra parte,el aumentoen los nivelesde
inhibición observadosen animales entrenadospodría suponerun mecanismo adaptativo

protector de desconexiónrápidadel sistemadespuésde un ejercicio prolongadoparacortar

el aportede glucosaal plasma.

4.4 ADAPTACIÓN DELSISTEMA Il-ADRENÉRGICO-ADENILATO CICLASADETEJIDO

ADIPOSO DE RATA AL EJERCICIO FÍSICO

Como ya se ha señaladoen la Introducción de esta memoria, las reservasde
triglicéridos almacenadasen el tejido adiposo constituyenla mayor fuentede combustible

metabólico empleadopor el músculocardíacoy esqueléticodurantela realizaciónde un

ejerciciofísico sostenidoencondicionesaeróbicas.La activacióndelsistemade adenilatociclasa

a travésde los receptores¡3-adrenérgicosacoplados,esla principal responsablede la liberación

de ácidosgrasoslibresal torrentecirculatoriograciasala estimulacióndela respuestalipolítica

de los adipocitos.Porestemotivo, y ademásporquelos datosexistentesen la bibliografíasobre
la funcionalidaddelsistema¡3-adrenérgico-adenilatociclasaen animalesy humanosentrenados

sonescasose incompletos,hemosacometidoelestudiode la posibleadaptacióndeestesistema

al ejercicio físico de resistenciaen tejido adiposode ratas.

4.4.1 Receptoresil-adrenérgicos

Los resultadosobtenidosen los ensayosde unión de ligandosindican, como seseñala

en el capítulode Resultados,que en nuestromodelo animaldeentrenamientoporcarrerase

produceun aumentoen la densidadde receptoresB-adrenérgicosde tejido adipososin que
varíe la afinidad de los receptorespor el antagonista.Este resultado,en principio, podríadar

cuentadel aumentoen la respuestalipolitica a catecolaminasque han observadodiferentes

autoresen animalesde laboratorio(Askewy Heckes1976;Bukowieckiel aL, 1 9807 W7lliamsy

Bis/top, 1982; Shepherdel aL, 1986 e Izawa el aL, 1991) y en hombresentrenados(Crampeset

aL, 1986;Riviere el aL, 1989; Waiwenbergel aL, 1991 y Lónnqvistel aL, 1992).

En tejido adiposo de rata se ha demostradola existenciade un tercer receptor13-

adrenérgicofuncional, en tanto en cuantoestimulala lipolisis vía adenilatociclasa,que se
correspondecon los denominadosreceptores13-adrenérgicos“atípicos” (Hollengay Zaagsma,

1989).Estetercertipo dereceptoreslA-adrenérgicosde rata,querecientementeha sidodonado

y expresadoporGrannemanelaL, (1992),no esreconocidoen los ensayosdeunióndeligandos

con los radioligandos que se emplean clásicamente (rH] Dihidroalprenolol,

[‘9] iodocianopindololy ~H] C0P12177).Es por ello que Langin el al., (1991), que han
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intentado infructuosamente identificar los receptores 83-adrenérgicos empleando
concentracionesmásaltasquelas utilizadasnormalmente,han propuestoque uno de los retos

más importantesque tiene planteadala farmacologíaes la consecuciónde un antagonista
marcadoqueposeauna elevadaafinidadporestosreceptores.Dadoquehastala actualidadel

reto planteadopor Langin el aL, (1991) no seha conseguidosuperar,nuestrosresultadostan

sólo reflejanla variaciónen la densidadde los receptores“típicos” (fi, y B2-adrenérgicos).
Sonpocoslos trabajosexistentesen la bibliografíaen los queseestudiala variaciónen

la densidado afinidadde los receptores13-adrenérgicosde tejido adiposocon el ejerciciofísico

en animaleso humanos,puessi bien la mayoría secentra en el estudiodel aumentoen los

nivelesde lipolisis estimuladavía receptor¡3-adrenérgicono cuantificanla densidado afinidad

deéste.
Bukowiecki el aL, (1980) y W¡lllamsy Bis/top, (/982), en ratasentrenadaspor natación,

no observaronvariaciónalgunaen ladensidado afinidaddelos receptores¡3-adrenérgicosentre

los animalesentrenadosy susrespectivoscontroles.La discrepanciaencuantoadensidadentre

estosresultadosy los nuestrospuededeberseal empleo de protocolosde entrenamiento

diferenteso al empleodedihidroalprenololporestosautores,en vez de [‘9] iodocianopindolol
(como en el presenteestudio) que posee una afinidad y especificidad mayor que el

~H] dihidroalprenolol(Engeletat,1981).ShepherdetaL,(1986) tampocoobservarondiferencias
en la densidado afinidad de estos receptoresen tejido adiposode ratasespontáneamente
hipertensasentrenadas;pero debidoal empleodeesteparticularmodeloanimalexperimental

es posible que sus resultadosdifieran de los presentadosen esta memoria. Asimismo, en

humanosentrenados,CrampeselaL, (1986)y WahrenbergelaL, (1991) tampocohanencontrado

variacionesen la densidado afinidadde receptores¡3-adrenérgicosde adipocitoscon respecto

a suscontroles,mientrasqueLtnnqvist etaL, (1992) sí que han observadoun aumentoen los

niveles de receptoresJA-adrenérgicosen adipocitosde hombresentrenadosen una bicicleta

ergométrica.

4.4.2 Regulacióndel sistemade adenilatociclasa

4.4.2.1 Característicasre2uladorasde la subunidadcatalítica

Los resultadosobtenidoscuandosemide la actividaddeadenilatociclasaen presencia

de concentracionessaturantesde Mg’~, Mn
2~ y M&~/forscoIina, así como subsaturantesdel

diterpenopareceque indicanque con la adaptaciónal ejerciciofísico seproduceun aumento
de la actividadenzimáticaen tejido adiposo,que puedeatribuirsea unaelevaciónen los niveles

y/o funcionalidadde la subunidadcatalíticacon el entrenamiento.Y esteaumentopodría
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contribuir al incrementoen los nivelesdelipolisis quehanobservadootrosautoresen animales
experimentales.

En tejido adiposo,a diferenciade lo que ocurríaencorazóne hígado,seobservaun
aumentosignificativo en la actividadde la enzimacon el ejercicio físico, en presenciade una

concentraciónsaturantede Mg24.Estehechopodríaexplicarel queen tejido adiposolos niveles

de activaciónde la enzimapromovidospor el diterpenoseansimilaresen los dosbloquesde

animalesempleados,apesardequehemosobservadoun aumentoenla actividadespecíficade

la enzimaestimuladapor diferentesconcentracionesde forscolina en ratasentrenadas.Sin

embargoencorazóne hígadovaríasignificativamentela activaciónpromovidaporel diterpeno
en presenciade Mg24, lo que podría debersea pequeñasdiferenciasen la actividadbasalno
detectadasdebidoa sus bajosniveles. Por tanto, el procesoadaptativoque sufrela subunidad

catalíticade la enzimaen tejidoadiposono tieneporquédiferir del queacontece,porejemplo,

en el hígadodelos animalesentrenadosy seproduce,como cabríaesperar,en el mismosentido.

No obstante,no sepuededescartarquela ausenciadediferenciasen los nivelesde activación

de la adenilatociclasapor forscolinareflejen una modificaciónen la capacidaddel sistema¡3-
adrenérgico-adenilatociclasaparaformar el complejosubunidadcatalítica-a

5,puestoque el

diterpenoestimula en mayor grado la actividad enzimáticacuando interaccionacon este

complejo (HubbardelaL, 1991).

Enla bibliografíasólo existencuatropublicacionesenlasqueseha ensayadola actividad
de la subunidadcatalítica,peroúnicamentela actividadbasalenpresenciadeunaconcentración

de Mg
24 saturante,y en ningunodeellosseobservandiferenciassignificativasentrelos animales

entrenadosy suscontrolessedentarios(Yakovlev,1974; Williamsy Bis/top, 1982 e Imwa elaL,

1986y 1988). Luego,el presentesepuedeconsiderarquees,hastael momento,el estudiomás

completode la posible adaptaciónal ejercicio físico de la subunidadcatalíticadel sistema

adenilatociclasa.

4.4.2.2 Característicasremiladorasde la proteínaO

.

En esteestudioseha cuantificadola actividadde adenilatociclasaen presenciade
diferentesconcentracionesdeOppNHpy fluoruro que resultasignificativamentemayor en las

ratasentrenadas.Sin embargo,cuandosedeterminanlos nivelesde activaciónparaeliminarla

contribuciónde las diferenciasobservadasen la actividadbasalde la enzima,no sedetectan

diferenciasentrelos dosbloquesdeanimalesexperimentales.Estosresultadosparecenindicar

quela funcionalidaddelcomponentereguladoractivadorno semodificacomoconsecuenciade
la adaptaciónal ejercicio físico intenso y regular en nuestro modelo, y que las diferencias
observadasen la actividadson debidasa la diferentefuncionalidadde la subunidadcatalítica.

Por otra parte, estos resultadoscontrastancon el aumento en los niveles de O,

determinadostanto por ADP-ribosilación en presencia de toxina colérica como por
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inmunodetección.Un descensoen la capacidadde a~ para interaccionarcon la subunidad

catalítica,como se ha planteadoen el apartado4.4.2.1. de esta Discusión, podría ser una

explicacióna estosresultados.O alternativamente,podríasucederqueel aumentoenlos niveles
del componentereguladorestimulador,que no afectapor igual a la forma grandey pequeña

de O,, sería un mecanismoadaptativoencaminadoa elevar la funcionalidadde efectores
distintos a la adenilatociclasa,como los canalesiónicos (Mc Farlane-Anderson,1992). La

estimulaciónde estosefectorespodría redundaren una estimulaciónde la actividad de
adenilatociclasa,graciasa procesosde regulacióncruzadavía proteínaquinasaC quefosforila

diferentescomponentesdel sistema, tal y como se ha descrito por Gorin el aL, (1990) y

Mazancourtel aL, (1991).

Yakovlev,(1974) y Williams y Bis/top, (1982) tampocohan observadodiferenciasentre
ratasentrenadasy sus controlescuandohan ensayadola actividadenzimáticaen presenciade

una concentraciónsaturantede fluoruro. Por otra parte, y en contra de los dos estudios

anterioresy del nuestro, Izawa el aL, (1986) han descrito un aumentoen Ja actividad de
adenilatociclasaestimuladapor concentracionessaturantesde cippNHp, sin que varíe la

constantede activaciónde la enzimapor el modulador,en ratasentrenadas.

4.4.2.3 Re2ulaciónpor la vía estimuladoral3-adrenér2ica

La curva obtenidaal ensayarla actividadenzimáticaen presenciade concentraciones

crecientesde isoproterenol,sedesplazahaciala izquierdaen los animalesentrenados,lo que

indica una disminución de la constantede activación por el agonista,sin que se afecte la

respuestamáxima.

En estudiosrealizadosen adipocitos humanosCrampes el aL, (1989) tambiénhan

comprobadoquela mínima concentracióndeadrenalinanecesariaparaestimularla lipolisis es

menorendeportistas(lO~ M) queen personassedentarias(10’ M), lo queestaríade acuerdo
con los resultadosobtenidosen el presentetrabajo.Sin embargo,Yakovtev,(1974), Williamsy

Bis/top, (1982), IzawaelaL, (1986, 1988y 1991)y ShepherdyBali, (1988) describenun aumento

significativoenla activacióndeadenilatociclasa,a concentracionessaturantesdecatecolaminas,

en animalesentrenados,mientrasqueennuestroestudiono seapreciandiferenciassignificativas
en los nivelesde activaciónpor isoproterenol5~105M entrelas ratasentrenadasy suscontroles

sedentarios.
Dadoqueseha observadoun aumentoen ladensidadde receptores13-adrenérgicosde

tejido adiposodeanimalesentrenados,nuestrosresultadossepodríanexplicarsobrela basede
un incrementoen elnúmerode “spare-receptors”en tejido adiposode rata(LacasaelaL, 1984),

cuyo nivel ha sido estimadoen un 50%del total de receptoresporAme, (1992). En cualquier

caso,hay que tenerpresentelas limitacionesque tienenlos ensayosde unión de ligandosen
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tejido adiposode rataparacuantificar la densidad“real” de receptores¡3-adrenérgicosdebido
a la existenciade receptores83, receptoresatípicos no reconociblespor los radioligandos

clásicos(véaseel apartado4.4.2 de estamemoria).
Los resultadosobtenidostambiénsepodríaninterpretarsobrela basede un aumento

enla afinidaddel receptorporel agonistacon el ejerciciofísico, quepodríareflejarun aumento

en el númerode complejosreceptor-O,de alta afinidad,de formaopuestaa lo quesucedíaen

corazón.Así, Williams y Bis/top, (¡982) han descritoun aumentoen el númerode receptores

que se encuentranen el estadode alta afinidad en tejido adiposode ratasentrenadaspor

natación,a pesar de que en su estudiono observaronvariación algunaen la densidadde

receptores8-adrenérgicos.Izawa el aL, (1986) también han observadoque los niveles de

liberaciónde CHI ODP promovidosporcatecolaminasson mayoresen membranasde tejido

adiposode ratasentrenadas,resultadoqueindicaque el ejercicio físico podríaincrementarla

capacidadde los receptores13-adrenérgicospara interaccionarcon ci. o un aumentoen los
nivelesde O, (Jzawael aL, 1986y S/tep/terdyBali, 1988).

4.4.2.4 Regulaciónneeativadel sistema

Se ha estudiadoúnicamentela vía de adenosina,una de las más importantesen tejido

adiposo,y no se han observadovariacionessignificativasen la inhibición de la actividadde
adenilatociclasapromovidaporelagonistaciclohexiladenosinaen ratasentrenadascon respecto

a sus controles. Williatns y Bis/top, (1982), sin embargo, sí han observadoun descenso

significativo en los niveles de inhibición promovidos por adenosinaen ratas entrenadas.

Tambiénen ratasIzawaetaL, (1988) han determinadounosmenoresnivelesde inhibición por

cii? de la actividad enzimáticaestimuladapor forscolina y Wahrenbergel aL, (1991) han

observadoen mujeresdeportistasun menorefectoantilipolítico decatecolaminas,a pesarde
no variar la densidady afinidad de receptoresa2-adrenérgicoscon respectoa sus controles

sedentarios.Estos tres trabajoscoincidenen atribuir los resultadosobtenidosa una posible

alteraciónen la funcionalidado nivelesde O~.
En nuestrocaso,hemosmedidopor inmunodetecciónun descensosignificativo en los

nivelesde aa, forma mayoritariamenteimplicadaen la inhibición de adenilatociclasa,queno
sería relevantesi se consideraque tan sólo una pequeñapartedel total de: O, podría ser

suficienteparaacoplarlos receptoresinhibidoresa adenilatociclasatanto en adiposocomoen
otros tejidos. Así, Begin-Heick,(1992) han llegadoa hablarde la existenciade “spareO,” en

membranasdetejidoadiposoderatonesparaexplicarunasdiscrepanciassimilaresa lasnuestras
entrelos nivelesde O, inmunodetectadosy los de inhibición de adenilatociclasa.Unaposible

interpretaciónde los resultadosobtenidospodría implicar un aumentoen la eficacia del
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acoplamientoentre012 y el receptorde adenosinaque compensaseel descensoen los niveles

de la isoforma «~.

4.4.3 ProteínasG

4.4.3.1Nivelesde 6

.

Los resultadosobtenidosal cuantificarlos nivelesde O. porADP-ribosilacióncatalizada

por toxina coléricae inmunodetección,son coincidentestanto en el reconocimientode dos
sustratos(de 42 KDa y 46-47KDa) como en sus niveles,queaumentancomo consecuenciade

la adaptaciónal ejercicio físico. Las dosproteínasreconocidascorrespondena Las dosformas

de a~, grandey pequeña,queseha descritoposeeel tejido adiposo(Mllhigany Saggerson,¡990).

Estosresultadospermitenexplicar los datosobtenidosal estudiarla funcionalidaddel

componenteregulador,y del receptor¡3-adrenérgicode la vía estimuladoradel sistema,tal y

como seha discutidoanteriormenteen el apartado4.4.2.
Izawa elaL, (1988) hanpublicadoel único trabajoexistenteen la bibliografíaen el que

sehancuantificadolos nivelesdeO, medianteADP-ribosilaciónen presenciade toxinacolérica
en membranasde tejido adiposode ratascontrolesy entrenadas.Susresultadosno coinciden

con los quesepresentanenestamemoria,tantoporqueno observanvariacionesen los niveles

de AOP-ribosilaciónentre los dasbloquesde animalesexperimentales,como porqueen su

estudio sólo reconocenun sustrato ADP-ribosilado de 45 KDa de masa molecular. Las

diferenciasentre sus resultadosy los del presenteestudiose puedendeberal empleode

protocolosdeADP-ribosilaciónquedifierensustancialmenteenel medio,tiempoy temperatura

de incubación,y tambiénen las condicionesde electroforesisempleadas.Por otra parte,los

datosque sehanobtenidopor inmunodeteccióncorroboranla existenciade las dosformasde
a, descritasen la bibliografía.

Comoen hígado,en tejidoadiposodeanimalesentrenadosel procesodeadaptaciónal
ejerciciofísico pareceafectarde mododiferenciala las dosformasde «r puestoquelos niveles

de la forma pequeñaaumentanenmayorproporciónque los de la grande.Estehechopuede

tener importantesconsecuenciasen la regulacióntanto de adenilatociclasacomo de otros
efectoresque se ha descritoestánacopladosa O. (como los canalesiónicos).Begin-Heick,

(1992) hadescritoun procesoadaptativoqueafectatambiéndemaneradiferentea las formas

grandey pequeñade a, en membranasde tejido adiposode ratonesgenéticamentediabéticos

(db/db).
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4.4.3.2 Proteínasci

,

El presentetrabajosepuedeconsiderarque esel primero, al igual que hemosvisto
sucedeen hígado,en estudiarla posiblemodificacióndelos nivelesde las diferentesformasde

ci, que se expresanen tejido adiposo,con la adaptaciónal ejercicio físico dinámico de

resistencia.

En los experimentosde inmunodetecciónsehan empleadoanticuemosespecíficospara
cadauna de las formas de a (a,~, «~, a,~) de vertebrados,y los resultadosobtenidos,en

coincidenciacon los deotrosautores(GreenelaL, 1990), indicanla existenciaen tejido adiposo

de rata de todasellas.

Les resultadosobtenidos por ADP-ribosilación catalizadapor toxina pertussise

mmunodetecciónsonaparentementecontradictorios,puessi bienporla primeratécnicaparece
quedisminuyenlos niveles de a ,por inmunodetecciónsólo lo hace«u mientrasque a, y ~

pareceque aumentanen la membranaplasmáticade tejido adiposode ratasentrenadas.Las

razonesquepermitenexplicarlosresultadosaparentementedivergentesobtenidosporestasdos
técnicas,asícomo aquellasquejustificanel empleode la ADP-ribosilación,sonlas mismasque

sehan relacionadoen el apartado4.2.3.2 de estamemoria.Begin-Heic/~ (/992) ha obtenido

también resultadosdiscordantesentre estas dos técnicas en tejido adiposo de ratones

genéticamentediabéticos(dh/db).Porotra parte,Slrassheimetat, (1991) tambiénhandescrito

un proceso de adaptación diferente para las diferentes formas de a medidas por

mnmunodetecciónen membranasde tejido adiposo de ratones genéticamentediabéticos

(db/db).

Izawa el aL, (1988) son los únicos quehanestudiadola variaciónen los niveles de a~

medianteADP-ribosilación en presencia de toxina pertussis en tejido adiposo de ratas

entrenadas.Los resultadosque describensondiferentesa los de estamemoriaen cuantoal

númerodesustratosADP-ribosiladosquese detectanen los autorradiogramasperocoinciden

en el sentidode las variacionesobservadas.Las diferenciasentresu estudioy el nuestro,en

cuantoa los sustratosde modificacióncovalentereconocidos,posiblementesedebenal empleo

de procedimientosde ensayoy separaciónelectroforéticade las muestrasdiferentes.En

cualquiercasoel trabajodeIzawaelal., (1988),por todaslas razonesaportadasen el apartado

4.2.3.2 de estamemoria,en cuantoa las limitacionesque tienela ADP-ribosilación,podríano

reflejar lavariaciónrealde las proteínasa, en tejido adiposode animalesentrenados.

Las posiblesinterpretacionesfisiológicasquesepuedenhacersobrelasvariacionesde
a, observadasson escasas,puesno seconocencon exactitudtodos los efectoresque están

acopladosa cadaunade susformas;en estesentidoy si bienparececlaroque«u esla proteína

principalmenteresponsablede la inhibición deadenilatociclasa(SimondselaL, .1989), todaslas

formasde a parecenimplicadasen la regulaciónde canalesiónicos (Spiegelel aL, 1992). En

cualquiercaso,«~, y a,~ noparecenestaracopladasa la inhibición deadenilatociclasaen tejido
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adiposo, y en cuanto al papelque desempeñala variaciónobservadaen los nivelesde «2 en el
control negativode la enzima,ya seha discutido en el apartado4.4.2.4 deestamemoria.

4.4.4 Resumen

Los resultadosdel presenteestudio en su conjunto constituyen una aportación

importanteal conocimientode los procesosadaptativosque seproducenen el tejido adiposo

con la prácticade un deporteintensoy regularderesistencia,comoesla carrera.En el sistema
13-adrenérgico-adenilatociclasaestosprocesosestánencaminadosal aumentoen los nivelesde

produccióndecAMP dadoqueseobservaunasensibilizacióndela vía estimuladoradelsistema

sin queaparentementesemodifiquenlas vías de control negativo delmismo.Estaadaptación
conilevaun aumentoen los nivelesde lipolisis quepermiteaestetejido satisfacerla demanda

energéticade los músculoscardíacoy esqueléticodurantela realizacióndel ejercicio físico.

Además,nuestrosdatosno sonexcluyentescon la posibilidadde que esteprocesoadaptativo

provoquetambiénmodificacionesen etapasde la cadenade estimulaciónde la lipasasensible

a hormona, posterioresa la del sistema que hemos estudiado,tal y como han descrito

Bukowieckiel aL, (1980); S/tepherdy Bali, (1988); fzawa el aL, (1991)y Wahrenberg,(1991).

4.5 DISCUSIÓN INTEGRADA DE LA ADAPTACION DEL SISTEMA il-ADRENÉRGICO-

ADENILATO CICLASA EN CORAZÓN, HÍGADO Y TEJIDO ADIPOSO AL

EJERCICIO FÍSICO

El esfuerzofísico intensoy regularpromueveunaseriedemodificacionesmáso menos

permanentesen el sistemaneuroendocrino,y la movilizacióndelsistemasimpato-adrenalesuna

de las principalescomponentesde esta respuestaadaptativa.Ademásde las conclusiones

particularesquesehan expuestoen los sumariosde la discusiónefectuadaparacadauno de
los órganosy tejidosestudiados,sepuedeextraeruna conclusiónfinal acercade cómo operan

de forma integradaen el organismolos mecanismosadaptativosa esteestímulofisiológico.

Estos mecanismosson específicospara cada tejido y en su conjunto permitenuna

respuestacoordinadadel organismoal esfuerzofísico. Así, el corazónseadaptaen el sentido

de aumentarla eficacia y disminuir la frecuenciade su contracciónpara aumentarel flujo

sanguíneohaciael restodel organismo,y estaadaptacióncardiovascularademáspermiteun
transportemás eficaz de los diferentes combustibles metabólicosdesde sus centros de

produccióny exportación(hígadoy tejido adiposo)hastalos centrosdedemanday consumo
que son los músculoscardíacoy esquelético.Además,el hígadoy el tejido adipososeadaptan
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en el sentidode satisfacer esta demandaenergéticamuscularduranteel ejercicio con mayor

rapidez y eficacia. De este modo la unidad de interrelaciónmetabólicaque constituyenel

músculocardíaco, hígadoy tejido adiposo ofrece una respuestaintegraday más eficaz al
ejercicio físico.

El sistema¡3-adrenérgico-adenilatociclasa,responsabledelcontroldegranpartedeestos
procesosfisiológicos,se adaptatambiénde forma diferenteperocoordinada.En estesentido,

se han descrito respuestasadaptativasdiferenciadasen función del tejido, en el sistema

13-adrenérgico-adenilatociclasaen diversassituacionesfisiopatológicas(Malbone:aL, 1988).Así

en un modelo de hipotiroidismo se produce en corazón un descensoen la densidadde
receptores13-adrenérgicosy en la respuestamediadapor ellos, resultadosquecontrastancon

el aumentoobservadoen hígadoparala densidadde los receptoresy la respuestamediadao

con la ausenciadevariacionesen la densidadde receptoresy el descensoen la respuestaen

tejido adiposo.Con hipertiroidismo,paraestosmismosórganos,los resultadossonexactamente

opuestos;y en animales adrenalectomizadostambién se originan respuestasadaptativas

diferentesen corazón,hígadoy adiposo,en cuantoa la densidadde receptores¡3-adrenérgicos
y la respuestamediadapor ellos. AsimismoBuckenmeyerel aL, (1990)y Ptourdeel aL, (1993)

handescritoprocesosadaptativosal ejerciciofísicoderesistenciaqueafectande formadiferente

al sistema8-adrenérgico-adenilatociclasade distintostiposde músculoesquelético.
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5 CONCLUSIONES

La conclusióngeneral de este estudio es que el sistema adenilatociclasa sí que

experimentaimportantesmodificacionesadaptativascomo consecuenciadel ejerciciofísico de

resistenciaintensoy regular,y que estasmodificacionesson distintas en función del tejido
(corazón,hígadoy adiposo)y coherentescon el papel reguladorejercidopor estesistemade

transducciónen cadauno de ellos, lo que garantizauna respuestacoordinadaal estimulo
fisiológico. Los resultadosqueseresumenen la Tabla XIV arrojanlas siguientesconclusiones

acercade las adaptacionesobservadasen el sistemacon el ejerciciofísico:

* Receptor

- Si bien no existenvariacionesen la afinidadde los receptores¡3-adrenérgicospor
antagonistasen ningunodelos trestejidos, la densidadde receptoresdisminuye

en corazóny aumentaen tejido adiposo,mientrasqueen hígadono varía.

* Efector
- La actividadenzimáticaatribuiblea variacionesen los nivelesy/o funcionalidad

de la subunidadcatalíticadeadenilatociclasadisminuyesignificativamenteen

miocardio,mientrasque en tejido hepáticoy adiposoaumenta.
- La funcionalidadde la proteínaO,, evaluadaporsucapacidadde activaciónde

la subunidadcatalíticadeadenilatociclasa,disminuyeen corazón,aumentaen

hígadoy en tejido adiposono varía.

- Los nivelesdeproteínaa, y de ADP-ribosilaciónpor toxina coléricadisminuyen

en el miocardiode los animalesentrenados,mientrasque en tejido hepáticoy

adiposoaumentan. Les niveles de las diferentesformasde a~ presentesen estos
tres tejidos aumentanen los animalesentrenados,excepto los de a~ que

disminuyen en tejido adiposo,mientrasque los niveles de ADP-ribosilación

catalizadaportoxinapertussissonmenoresen los animalesentrenadosen todos

los tejidos estudiados.

* Receptor/efector
- La actividadde adenilatociclasaestimuladapor agonistas13-adrenérgicoses

menoren corazón,mientrasqueaumentaen hígadoy tejido adiposo.La acción

del glucagónen estesentidoessimilar a la de los receptores¡3-adrenérgicos.
- La actividadde la adenilatociclasadeterminadaen presenciacíe agonistasde

diferentesreceptoresinhibidoresdisminuyeencorazón,aumentaen hígadoy no
varíade modo significativo en tejido adiposo.

Por tanto, seconcluyeque el sistemade adenilatociclasadecorazónse desensibiliza

comoconsecuenciadel ejercicio físico intensoy regularde resistencia,mientrasqueen tejido
hepático y adiposo se hipersensibiiza.Sin embargo,las variacionesadaptativaspara los

diferentescomponentesdel sistemade adenilatociclasadehígadoy adiposono cursanen un
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sentidoestrictamenteopuesto.Además,las modificacionesadaptativasqueseobservanen este

sistemaen tejido hepáticoson diferentesa las detectadasen adiposo,a pesarde que los dos
tienenun papeldesuministroenergéticoal tejido musculardurantela realizacióndel ejercicio

físico.

TABLA XIV. Resumende las adaptacionesque

ciclasaen corazón,hígadoy tejido

afectanal sistema¡3-adrenérgico-adenilato
adiposode los animalesentrenados

CORAZON

Rc-13

Bmax

Kd

AC

C (Mn2~ y FK)

O, (P y OppNHp)

ISO

Inhib. de AC

1.
O

1

1

.1.

HíGADO

O

O

1

1
1

TEJ. ADIPOSO

1

O

1
O

1
1 o

Prot. O

1

1
1

1
O

1
1

¡3

CTX

PTX

1
1

1

1

1

1

1

1
1

1

1

1

1

1

lic-li, receptoresB-adrenérgicos;Bmax, densidadde receptores;Kd, constantede disociación;AC, adenilatociclasa;

C, subunidadcatalítica;FK, forscolina;F, fluoruro;OppNHp, guanhlilimidodifosfato;ISO, isoproterenol; Inhib. de AC,

inhibición de adenilatociclasa;a y B, nivelesde las diferentessubunidades a y 8 de proteínasG determinadospor

innntnodetección;CTX, nivelesde ADP-nbosilacióncatalizadaportoxina colérica;PTX, nivelesde ADP-ribosilación

catalizada por toxinapertussis.Las flechasindican la existenciade variacionessignificativasy el sentidoen el quese

producen; O, indica ausenciade diferencias.

«5

«ti

«12
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