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ABREVIATURAS

AC: Adenilato ciclasa

ADP: Adenosina 5-difosfato

ADR: Adrenalina

Al Angiotensina I1
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1.1 PREAMBULO

La regulacién de las funciones celulares y su integracién en el seno de un organismo
pluricelular depende de la transmision de informacién, desde células emisoras a receptoras, en
forma de mensajeros quimicos de muy diversa naturaleza (Hardie, 1991).

La especificidad en la transmisién radica en la existencia de receptores, generalmente
proteinas localizadas en membrana plasmética o intracelularmente, que median la respuesta
biolégica promovida por el mensajero al que se unen con elevada afinidad y especificidad, de
forma saturable y reversible.

En una gran cantidad de situaciones fisiol6gicas y patoldgicas se producen
modificaciones adaptativas o alteraciones del funcionamiento de estos sistemas de comunicacién
biol6gicos que pueden afectar a los niveles y/o funcionalidad de los mensajeros quimicos y
sistemas receptores implicados.

El esfuerzo fisico promueve una serie de modificaciones transitorias en el sistema
neuroendocrino que en el caso de una préctica deportiva regular y de cierta intensidad pueden
dar paso a mecanismos adaptativos de caricter mas o menos permanente. .a movilizacién del
sistema simpato-adrenal es una de los principales componentes de esta respuesta adaptativa y
las catecolaminas liberadas (adrenalina y noradrenalina), actian a través de diferentes sistemas
receptores, siendo uno de los mas importantes el B-adrenérgico-adenilato ciclasa, ubicuamente
distribuido en los tejidos de mamiferos, y a través del cual se regulan una enorme variedad de
procesos fisiolégicos y metabdlicos.

La investigacion cuyos resultados se presentan en esta memoria, se inscribe dentro del
estudio de los mecanismos bioquimicos de adaptacién al ejercicio fisico de resistencia intenso
y regular en los sistemas de transduccién de informacién a través de membrana plasmaética y
mas concretamente en el sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa. Utilizando un modelo animal
experimental fiable y contrastado se ha elegido la unidad de interrelacién metabdlica que
forman miusculo cardiaco, higado y tejido adiposo para estudiar la regulacién de adenilato

ciclasa, fundamentalmente por la via B-adrenérgica, en el marco de la respuesta integrada al
ejercicio fisico.

12 MENSAJEROS QUIMICOS Y SISTEMAS DE TRANSDUCCION
12.1 Tipos de mensajeros quimicos

La naturaleza quimica de los mensajeros utilizados en la comunicacién intercelular es
muy variada: péptidos o proteinas (glucag6n), aminodcidos (glutamato), derivados de

aminoicidos (catecolaminas), esteroides o derivados (testosterona, calcitriol), derivados de
4cidos grasos (prostaglandinas), nucleésidos (adenosina), nucleétidos (ATP), fosfolipidos (factor
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activador de plaquetas, PAF), u otros no incluidos en estos grupos como acetilcolina u 6xido
nitrico (NO). Ademas de estos mensajeros quimicos que pueden actuar como hormonas,
neurotransmisores, neuromoduladores, factores de crecimiento o mediadores locales; otros muy
diversos como feromonas, lipoproteinas plasmaticas, toxinas bacterianas, virus, multitud de
agentes farmacolégicos, compuestos desencadenantes de estimulos olfativos o gustativos e
incluso estimulos fisicos (luz, presién), ejercen su accién a través de receptores (Shepherd, 1991
y Hardie, 1991).

En los sistemas receptores se pueden diferenciar dos componentes funcionales: receptor,
al que se une el ligando, y efector, que induce la respuesta. Ambos componentes se pueden
encontrar formando parte de la misma cadena polipeptidica, o bien ser dos entidades distintas
que requieren para su funcionamiento un acoplamiento previo. Los agonistas (totales o
parciales) se unen al receptor promoviendo una respuesta, mientras que los antagonistas
{competitivos 0 no competitivos) no desencadenan respuesta biologica alguna aunque se unen
al receptor con elevada afinidad y especificidad (Rang y Dale, 1992).

12.2 Clasificacion de los sistemas de transduccion de informacion a través de membrana

Por lo que respecta al mecanismo de transduccién a través de membrana plasmdtica

(Figura 1), los sistemas receptores se pueden clasificar en dos grandes grupos:

I) Dependientes de proteinas G para el acoplamiento del receptor con el efector, que son
entidades distintas (Taylor, 1990). Los efectores, que pueden ser activados o inhibidos,
son canales i6nicos (K*, Ca*, Na') o enzimas (adenilato ciclasa, fosfolipasas o
fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos). El acoplamiento funcional por interaccién
proteina-proteina especifica entre los componentes del sistema dependerd de su
movilidad en el seno de la bicapa lipidica y por tanto, de la fluidez de ésta (Jans, 1992).
La modificacién de la permeabilidad de la membrana plasmética por la activacion o
desactivacién de canales i6nicos provoca cambios en el potencial de membrana y
algunos de estos iones, pueden actuar como mensajeros intracelulares (Ca*'). La
regulacién de enzimas incide sobre la génesis (adenilato ciclasa, fosfolipasa) o
degradacion (fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos) de mensajeros intracelulares. El
mensajero intracefular producido, en la mayoria de los casos, actiia a través de proteinas
quinasas especificas que fosforilan en Ser o Thr diferentes sustratos promoviendo una
respuesta fisiologica (Cohen, 1992). Eventualmente, el mensajero puede actuar
directamente, independientemente de la fosforilacién (por ejemplo, regulando canales
i6nicos) (Barnard, 1992}. Se ha propuesto que el antiporte Na*/H* y la Ca**-ATPasa de
membrana plasmatica pueden actuar como efectores regulados a través de proteinas G

por receptores {B-adrenérgicos y glucagén, respectivamente) (Barber y Ganz, 1992 y
Jouneaux et al., 1993).
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Figura 1. Mecanismos de transduccion de informacién a través de membrana piasmdtica. MF, membrana plasmatica; Ext, exterior; Int., interior; @, sefal extracelular, -

respuestas mediadas por fosforilacién/desfosforilacidn; - = respuestas no mediadas por fosforilacion; R, receptor; E,, efector con actividad enzimitica; E_, efector
canal iénico; R/E, receptor y efector formando parte de la misma cadena polipeptidica o estructura oligomérica.
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II)  Independientes de proteinas G.

ILA) Receptor y efector, que es una actividad enzimética, estdn formando parte de
la misma cadena polipeptidica que presenta un sélo fragmento
transmembranar. La unién del mensajero a su sitio especifico en €l lado
extracelular promueve un cambio conformacional que se traduce en la
activaci6on enzimitica, previa dimerizacién/oligomerizacién que también
depende de la fluidez de la membrana. En funcién de la actividad del receptor
se pueden distinguir los siguientes subtipos:

ILA.1) Receptores con actividad de guanilato ciclasa para péptidos
natriuréticos (GCA y GCB) y enterotoxinas (GCC) (Garbers, 1992).

IT.A.2) Receptores con actividad de proteina tirosina quinasa para insulina
y una gran variedad de factores de crecimiento (IGF-], EGF, PDGF,
NGF, etc.) (Cadena y Gill, 1992 y Panayotou y Waterfield, 1993). El
receptor de insulina constituye una excepcion estructural al tener
escindida la cadena polipeptidica (¢ y B) y encontrarse ya
"dimerizado" (puentes disulfuro) antes de unirse la hormona, y una
excepeidn funcional por su capacidad de promover una diversidad de
mecanismos de transduccion distintos (Héring, 1991).

I1.A.3) Receptores con actividad de proteina Ser/Thr quinasa. Es el tltimo
receptor descrito (tipo II de TGF-8) (Massagué, 1992).

11LA4) Receptores con actividad de proteina tirosina fosfatasa (proteina
CD45) (Fischer et al., 1991).

IL.B) Receptores que son canales i6nicos (Barnard, 1992). Tienen estructura
pentamérica. L.a unién del mensajero a dos sitios localizados extracelularmente
promueve un cambio conformacional que se traduce en la activacién de un
canal i6nico especifico que forma la propia estructura oligomérica (receptores
nicotinicos de acetilcolina, receptores GABA ,, receptores NMDA de Glu, etc.).

La afinidad por el ligando que presentan todos estos receptores es muy distinta y
mientras el receptor nicotinico de acetilcolina (I1.B) trabaja frente a concentraciones de agonista
de aproximadamente 300 pM en la hendidura sindptica, los receptores con actividad tirosina
quinasa (11.A.2) deben detectar muy bajos niveles plasmaticos de hormona (60-600 pM).

El tiempo de generacién de respuesta en estos sistemas de transduccién es también muy
variable desde milisegundos (despolarizacién postsindptica promovida por acetilcolina, tipo
IL.B), hasta horas o dias (crecimiento y diferenciacion celular regulados por factores de
crecimiento, tipo IL.A.2).

Las respuestas mediadas a través de proteinas G presentan un perfil intermedio entre
ambos extremos, con receptores de afinidad relativamente baja (1-100 nM) pero en exceso
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("spare receptors") de tal forma que s6lo se necesita la ocupacién de un minimo porcentaje para
desencadenar la respuesta en un tiempo de segundos.

Los sistemas de transduccion no actdan independientemente como simplificadamente
se representa en la Figura 1, sino que se encuentran inmersos en una regulacion cruzada
("cross-talk"), de forma que unos modulan la accién de otros, fundamentalmente via
fosforilacion (Nishizuka, 1992). Asi, por ejemplo, la proteina quinasa C (PKC), una Ser/Thr
proteina quinasa asociada a la via de los fosfoinositidos, fosforila receptores, proteinas G y
efectores ajenos a esa via (receptores «, y B-adrenérgicos, proteina G, adenilato ciclasa y
receptores con actividad de tirosina quinasa). Por otra parte, algunos receptores con actividad
de tirosina quinasa (por ejemplo de EGF) pueden conectar con la via de generacion de
mensajeros intracelulares (ciclo de fosfoinositidos) a través de la activacion por fosforilacién
en Tyr de fosfolipasa Cy (dominios SH2). En otros casos (por ejemplo insulina) la sefal inicial
de fosforilacion en Tyr se puede transformar en fosforilacién o desfosforilacién en Ser/Thr
mediante la activacién de quinasas y fosfatasas. Ademds, la mayoria de los canales i6nicos de

membrana plasmatica se regulan por fosforilacién en Ser/Thr y/o Tyr por accién de diferentes
proteina quinasas.

13 PROTEINAS G

Las proteinas G unen nucle6tidos de guanina (GDP o GTP) y tienen actividad
GTPisica (Conklin y Bourne, 1993; Hepler y Gilman, 1992; Birnmbaumer, 1992 y 1993; Bourne et
al,, 1990 y Spiegel, 1992). Presentan un ciclo de activacién-desactivacioén (Figura 2) en el que el
GDP unido a la forma inactiva es desplazado por el GTP, origindndose una forma activa de la
proteina G que retorna a su estado inactivo merced a su propia accion GTP4sica.

La irreversibilidad de la hidrélisis del GTP concede unidireccionalidad al ciclo,
susceptible de ser regulado por proteinas de intercambio o liberacién de nucleétidos de guanina

{GNRPs o GRFs) y por proteinas activantes (GAPs) o inhibidoras (GIP, fosducina} de la
actividad GTP4sica.

13.1 Clasificacion

Existen dos tipos principales de proteinas G:
L Heterotriméricas (80-95 KDa) implicadas principalmente en procesos de transduccién

de informacién a través de membrana plasmatica y probablemente también en
transporte intracelular de vesiculas.
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GTP GDP

GDP - . GTP

INACTIVA ACTIVA

Figura 2. Ciclo de activacidn-desactivacién de proteinas G.

II.  Monoméricas, de pequefio tamafio (21-25 KDa), "small G proteins", con multitud de
funciones y procedencias: regulacién de sintesis de proteinas (factor de elongacién EF-
TU de bacterias), del transporte intracelular de vesiculas (ARF), productos de
oncogenes (familia ras) etc.
Hay ademds un tercer tipo, minoritario, de proteinas GG heterodiméricas (100 KDa),
como tubulina y el receptor de SRP implicado en biosintesis de proteinas de membrana y
secrecion.

13.2 Proteinas G heterotriméricas

En 1971, Rodbell y colaboradores pusieron de manifiesto el requerimiento de
nucleétidos de guanina en la regulacién de la transduccién de sefiales mediadas por receptor
(Rodbell et al., 197]), lo que condujo posteriormente al descubrimiento de las proteinas G que
participan en este proceso. Las proteinas G heterotriméricas, que acoplan receptores de
membrana a sus correspondientes efectores, constan de tres subunidades distintas: a (39-46
KDa), B (35-37 KDa) y vy (8-10 KDa). En mamiferos, existe una gran variedad de subunidades
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a (mas de 20 producto de, al menos, 16 genes) que por comparacién de su secuencia de
aminoécidos (50-90% de identidad) se han agrupado en cuatro familias: a,, «, a, y @, que
algunos autores reducen a tres al considerar a,, una subfamilia de &, («, II). En la Figura 3 se
representa las relaciones filogenéticas entre todas ellas y los efectores que regulan
(recientemente, aunque no se indica en la figura, se ha demostrado que «, inhibe Ca®**-ATPasa
de membrana plasmdtica, que seria un nuevo efector de esta proteina G) (Jouneaux et al,, 1993).
Enla familia «, se incluyen las distintas isoformas de «, y «,, (en neuronas olfativas). La familia
a, la forman ademds de la propia «,, las subunidades a,,, a,,, &, «,, ¥ a,,. En la familia «; se
incluyen «,, gusductina (papilas gustativas) y las distintas isoformas de transducina («,), ¢,y «.
Este criterio de clasificacién, que se ha podido utilizar gracias a la clonacién y determinacién
de secuencias, ha sustituido al inicialmente establecido sobre la base del efector regulado (G,
y G, activacién e inhibiciéon de adenilato ciclasa; G, regulacién de fosfolipasa C; G,
modulacién de canales de K*, etc.). No obstante, ambos criterios coexisten en algunos casos y
existen proteinas G funcionalmente identificadas (G,,, regulacion de fosfolipasa A,) que

requieren todavia una ubicacién filogenética, y subunidades « clonadas («,,) que necesitan su
identificacién funcional.

Funciones
as | s S AC S] Ca, K
Farnilia D — oi{]T ? L' ca
q q
11 "
i 14 14| 1 PLCB
aq 16 (15} 16
Familia ] - i2 2
o L 3 "

ol* 1€ . D
—1_ oz :::z]‘rA PLC? :2]'1' Cain

5“5‘. gust' cA*
ai _—FODBOG‘ conos' cG ? P D E
Familia cG

bastoncillos bastoncillos.
i1 i1t i1t
__El_:iB‘ i3 i34 Ky Kayp
ot 2|4 AC i2"
S | z
Figura 3. Arbol filogenético de las subunidades a de [as proteinas G y sus funciones. El asterisco indica que

la subunidad e es sustrato de ADP-ribosilacién por toxina pertussis, y el doble asterisco indica que
la funcién asignada es posible. AC, adenilato ciclasa; Ca, canal de Ca?* tipo L; Cay, canal de calcio
tipo N; K-, canal de potasio activado por calcio; Ky, canal rectificador de costientes de potasio hacia
el interior; Kop, canal de potasio inhibido por ATP; PLC, fosfolipasa C; PDE, fosfodiesterasa; cA,
AMP ciclico; ¢G, GMP ciclico; Gust, gusductina. Tomado de Bimbaumer, (1993).
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La variedad de subunidades B8 y y en mamiferos, aunque en constante crecimiento, es
todavia bastante menor. Cuatro isoformas de 8 (B,-8,; 80% de identidad) y ocho de y (y,-v,),
y siempre se presentan, en condiciones no desnaturalizantes, en forma de dimeros estables By,
intercambiables entre al menos algunas de las proteinas G. Recientemente se ha demostrado
que el tipo de subunidades B y y del heterotrimero puede condicionar la interaccién de la
proteina G con receptor y efector (Kleuss et al, 1992 y 1993). Ademds, los dimeros By pueden
regular directamente diferentes efectores (adenilato ciclasa, fosfolipasas). De todas las
teéricamente posibles, atin queda por determinar el niimero de combinaciones entre a, By y
que ocurren in vivo en mamiferos

La subunidad « contiene el sitio de unién del nucledtido y la actividad GTPésica. A la
formacion del sitio de unién contribuyen 5 secuencias conservadas en todas las proteinas G que
se distribuyen a lo largo de la cadena polipeptidica (regiones G, Figura 4) (Conklin y Bourne,
1993). En presencia de Mg, y con GDP unido al heterotrimero, fluoruro y aluminio activan
las proteinas G formando complejos AlF, que mimetizan el fosfato y del GTP, al interaccionar
con el sitio de union del nucleétido. Se han diferenciado también dominios de interaccién con
el receptor, efector y By (Figura 4). Al menos tres regiones de & interaccionan con el receptor,
una en el extremo amino terminal, sobre ia que se tienen mayores evidencias, y otras dos en el
extremo carboxilo terminal y préximo a la regién GS. Existen otros tres fragmentos implicados
en el reconocimiento de By y del efector (Figura 4). En una imagen tridimensional de la
subunidad «, orientados hacia la membrana plasmaética se dispondrian los dominios implicados
en la interaccidén con el receptor, efector y dimero By mientras que el sitio de unién del
nucledtido se encontraria hacia el citoplasma.

Namero de residuo

0 200 ‘ 100
i 1 T T T
Gu  N[J 1
G1 G2G3 G4 G5
R By E E E R
Sa ~Sa ¥ ¥ N A
Sitios de contacto rz ///A q [ &
1 1 1 | i
[} 200 400

Niumero de residuo

Figura 4. Modelo lineal de G,. Gy, G,...Gs, secuencias conservadas de las proteinas G que contribuyen ala
formaci6n del sitio de uni6n del nucleétido; R, receptor; E, efector. Tomado de Conklin y Bourne,
(1993},
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133 Modificacion covalente de proteinas G

La subunidad & se puede encontrar modificada covalentemente por fosforilacién, ADP-
ribosilaci6én, miristoilaci6n y palmitoilacion (Yamane y Fung, 1993). A través de fosforilacién,
la modificacién covalente mas frecuente de proteinas, se puede regular la funcionalidad de
algunas proteinas G (por ejemplo, fosforilacion de a, por PKC). La ADP-ribosilacién por
toxinas bacterianas ha constituido un importante elemento en el estudio y clasificacion de las
proteinas G. La toxina colérica, de Vibrio cholerae, ADP-ribosila restos de Arg (Figura 5) de
algunas subunidades « disociadas lo que se traduce en la inhibicién de su actividad GTP4sica
y por tanto, en su activacién permanente (Figura 2 y 7A). La toxina pertussis, de Bordetella
pertussis, ADP-ribosila en Cys (Figura 5) algunas subunidades « cuando se encuentran formando
parte del heterotrimero que permanece inactivado al encontrarse impedido el acoplamiento de
la proteina G modificada con el receptor que es lo que promueve el intercambio de nucleStidos
de guanina (Figura 2 y 7A). En la Figura 3 se indican las subunidades a susceptibles de ADP-
ribosilacién por una u otra toxina. Este tipo de modificacion covalente podria tener
implicaciones reguladoras y no sélo patoldgicas, puesto que se ha descrito la existencia de

procesos de ADP-ribosilacién endégenos llevados a cabo por enzimas presentes en diversos
tejidos de mamiferos.

Enlace $-glicosidico

Toxina
periussis

Cys-CH,-SH P Cys-CH,-§ meRibOsE Adenosina
L —por—]

NAD* Nicotidamida + ¥+

NEPA

P Arg-(CH,);-NH-C=NH wsRibosa Adenosina
[ — P-OvP-—-—I

Arg(CH,);-NH-C=NH,*
| Toxina
NH, Colérica NH,

Enlace N-glicosidico

Figura 5. Mecanismo de reacciéon de la ADP-ribosilacién catalizada por toxina colérica y pertussis.

Clasicamente se ha atribuido al dimero 8y el anclaje de las proteinas G
heterotriméricas a la cara citoplasmética de la membrana plasmética, Las subunidades y se
encuentran poliisopreniladas (geranil-geranilo) en la Cys C-terminal que estd carboximetilada



INTRODUCCION 11

(Figura 6). La prenilacién de y es indispensable, ademds, para la interaccion de alta afinidad
de By con la subunidad « o con los efectores que regula. Hasta la fecha no se ha descrito
modificacién lipidica de la subunidad B. Algunas subunidades a (por ejemplo, «; y &, pero no
a,) se encuentran miristoiladas (unién covalente de miristato mediante enlace amida a Gly N-
terminal) lo que aparentemente permitiria que continuaran ancladas a la membrana una vez
disociadas (Figura 6) (Spiegel et al., 1991). Recientemente se ha demostrado la palmitoilacién
{unién de palmitato mediante enlace tioester) de «,, @, «,/a, y «,y se ha sugerido que esta
modificacién covalente reversible puede regular la localizacién y funcién de & (Linder et al,
1993 y Parenti et al, 1993). Transducina (e,) también se puede encontrar acilada por 4cidos
grasos distintos del miristico (Neubert et al., 1992). Por tanto, la asociaciéon de las proteinas G
a la cara citoplasmdtica de la membrana plasmética se efecta a través de la modificacion

lipidica de By en todos los casos y al menos también en algunos por la acilacion de «.

ys—OMe

Receptor

~
\\\\\\\\\\\

XAARNTLNNRNAL

Proteina G

Figura 6. Sistema receptor dependiente de proteinas G. Las subunidades ¢ de las proteinas G se pueden
encontrar miristoiladas o paimitoiladas, mientras que las y estdn isopreniladas. Algunos receptorcs
acoplados a proteinas G {(por ejemplo B-adrenérgicos) también se encuentran acilados. El efector
es frecuentemente una proteina integral de membrana (E,) pero puede ser también una proteina
periférica (por ejemplo fosfolipasas) (E,).
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A

(a) R E1 R E1 (b)
—Ja:' Ea e |

(e)

Figura 7. Ciclo de activacidn-desactivacién de proteinas G en la transduccién de seiiales:
A) Representando los tres estados conformacionales que atraviesa la subunidad a. R, receptor; B,
y E,, efectores distintos regulados por a y By, respectivamente; CT, accién de toxina colérica; PT,
accién de toxina pertussis; modificado de Conklin y Bourre, (1993). B} En membrana plasmdtica:
(a), estado basal; (b), activacién del receptor; (c), disociacién de la proteina G; (d), activacién de

ios efectores y (e) actividad GTPésica para retornar al estado basal; tomado de Hepler y Gilman,
(1992).
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1.3.4 Ciclo de activacién-desactivacién de proteinas G en la transduccion de seiales

En el ciclo de activacién-desactivacién de proteinas G heterotriméricas, la subunidad
« atraviesa, al menos, tres estados conformacionales (Figura 7A); un estado inactivo con GDP
unido, un estado en el cual el sitio de unién del nucleétido de guanina se encuentra vacio y un
estado activo, disociado, con GTP unido. « GDP tiene elevada afinidad por By y la unién de
este dimero incrementa su afinidad por GDP. El complejo ligando-receptor (R en la figura) se
une exclusivamente a la forma heterotrimérica « GDP -8y, promoviendo la liberacién de GDP.
La entrada de GTP en el sitio vacio ocasiona la rapida disociacion de a GTP, de baja afinidad
por By y alta afinidad por el efector E1 que regula. La hidrélisis del GTP unido {que se acelera
por la interaccién de «-GTP con el efector que actiia como una proteina estimuladora de la
actividad GTP4sica), pone fin a la regulacién retornando « a su estado heterotrimérico inactivo
con GTP unido. En la Figura 7 se indica que el dimero By puede también regular directamente
efectores (E2). En la Figura 7B se representa este ciclo de activacion-desactivacion de proteinas
G en membrana plasmatica y la regulacion de dos efectores distintos E1 y E2 por « y By. A
pesar de que este modelo de activacién de proteinas G est4 plenamente aceptado, existen datos
acerca de la asociacion permanente del heterotrimero G, con adenilato ciclasa, lo que sugiere
que By no se disocia (Marbach et al, 1990), y otros que indican que «, puede interaccionar
simultdneamente con el receptor y el efector fosfolipasa C (Berstein et al., 1992).

1.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G. RECEPTORES ADRENERGICOS

1.4.1 Caracteristicas generales

Los receptores acoplados a proteinas G tienen caracteristicas estructurales comunes
(Figura 8) son mondémeros (450-600 aminodcidos) y la cadena polipeptidica se pliega
atravesando siete veces la membrana mediante fragmentos transmembranares, TM1-TM7, ricos
en amino4cidos hidrofébicos, que se conectan por lazos extracelulares (E1-E3) e intracelulares
(1-13) (Strosberg, 1991 y Dohlman et al, 1991). En las zonas E1 se establecen puentes disulfuro
que estabilizan la estructura. El extremo N-terminal que se localiza extracelularmente y
habitualmente N-glicosilado, tiene un tamafio variable en funcién del tipo de ligando. Si los
ligandos son grandes (hormonas glicoprotéicas), el fragmento N-terminal también lo es y
participa en la interaccion especifica ligando-receptor (por ejemplo, receptor de TSH), mientras
que si los ligandos son pequefios (catecolaminas), el fragmento N-terminal también lo es y no
participa en la recepcién del ligando cuyo sitio de unién se encuentra en una oquedad que
forman los fragmentos transmembranares (Figura 8 y 9). Utilizando receptores quiméricos,
delecciones, mutaciones puntuales y péptidos que mimetizan
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Figura 8. Caracteristicas estructurales de los receptores acoplados a proteinas G. (A), representacién expandida
en la que se reflejan los siete dominios transmembranares y ias modificaciones de la cadena
polipeptidica. (B), en representacién tridimensional. (C) vista superior de los siete segmentos
transmembranares que forman un bolsillo donde se introduce el ligando para unirse al receptor.
Tomado de Lefkowitz, (1991} y Collins et al., (1991).



INTRODUCCION i5

o inhiben fa interaccién de los receptores con G, se han identificado cuatro regiones de los
receptores responsables de la especificidad de interaccién con proteinas G y que se localizan
intracelularmente. Estas son el fragmento C-terminal de 12, los fragmentos N y C-terminales de
13 y un fragmento de [a regién C-terminal. Los fragmentos de 12 e 13 implicados estdn en forma
de a« hélices anfipiticas con aminodcidos hidrofilicos (principalmente bdsicos) a un lado e
hidrofébicos a otro. El mastopardn (Sukuman y Higashijima, 1992), un péptido de catorce
amino4cidos del veneno de avispa, con capacidad de formar hélices anfipéticas, activa proteinas
G de la familia G, (G, G, () interaccionando con la subunidad « correspondiente,
comportdndose como un andlogo de receptor activado. La regién C-terminal se encuentra
frecuentemente acilada (palmitoilada) (Figura 6 y 8) y el cambio conformacional que de esta
modificacién covalente se deriva es generalmente requerido, aunque no siempre, para la
interaccion especifica del receptor con la proteina G.

Figura 9. Regiones caracteristicas de los receptores acoplados a proteinas G. Se resaltan las regiones implicadas
en la interaccién con el ligando y con la subunidad « de las proteinas G. Tomado de Taylor, (1990).
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1.42 Modelo del complejo ternario

El Modelo del Complejo Ternario, propuesto por Lefkowitz es €l mas ampliamente
aceptado para describir el mecanismo de activacién a través de receptores acoplados a
proteinas G. Se denomina asi por la formacién, durante ese proceso, de un complejo ternario
entre el mensajero extracelular (habitualmente denominado hormona), el receptor y la proteina
G (Figura 10A). El propio Letkowitz ha modificado recientemente el modelo en el sentido que
se indica en la figura 10B, con el receptor en equilibrio entre dos conformaciones Ry R’, de las
que s6lo la forma R’ es capaz de interaccionar con la proteina G (Samana et al, 1993). Asi, R’
se puede considerar el "estado activo”, Gnico que puede originar el complejo ternario HR'G,
cuya formacién viene determinada por dos constantes, J y B, adicionales. J, adimensional,
describe la isomerizacion espontdnea R = R’, de forma que cuando su valor es elevado, todos
los receptores se encontrarian en el estado R’, siguiendo el modelo del complejo ternario cldsico
(Figura 10 A,B). B, también una constante adimensional, relacionada con el ligando, describe
la extension en la que la unién de éste (H) afecta al equilibrio conformacional del receptor, en
el sentido de dirigir al receptor a su estado activo R’ capaz de interaccionar con la proteina G.
En este modelo, la formacién del complejo ternario por el ligando depende de dos factores: su
capacidad de facilitar la transicién de R al estado activo R’, medido por la constante B, y su
capacidad de estabilizar el complejo ternario HR'G, medido por la constante a (Figura 10).
Mientras que B s6lo depende del ligando y el receptor, a también depende de la proteina G.

b K
H+R+G L _™"HR4 G
K ¢

I

'y '

K ) . -

H+-R+G 77" HR+G H+ R+G 7. HR +G
; i [ Y i

M aM M aM
Y a X ' s apK '
H+RG <. " HRG H+«RG T OHR'G
_ R
)= "]
_ (AR o - tHRGI [R] g (MR o - [HRG} [R*]
- [H1IR] " {4R] (RG] “ MY IR) THR*] [R*G]
M - RE] Mo RG] _ [HR7) [R]

[R}[G] {R*] {'G']_LTFTRTFR'*T

Figura 10. Modelo de Complejo Ternario propuesto por Lefkowitz para describir el mecanismo de activacibn
a través de receptores acoplados a proteinas G. A) en su propuesta original y B) en la moderna
version modificada por el mismo autor. H, hormona; R, receptor; G, protcina G. Tomado de
Lefkowitz et al., (1993).
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Los receptores cuando se encuentran acoplados con las proteinas G (forma RG) exhiben
una mayor afinidad por el agonista (estado de alta afinidad, Ry, con una constante de
disociacién K,,) que cuando se encuentran libres, en forma R (R, de baja afinidad, K). Los
procesos que regulan la fraccién de receptores en estado de alta afinidad no se conocen, aunque
pueden reflejar el estado de fosforilacién del receptor, y la estequiometria del receptor y la
proteina G. Una importante caracteristica de la transduccién mediada por proteinas G es la
amplificacion de la sefial extracelular primaria. En 1a mayoria de los sistemas esta amplificacién
tiene lugar en dos etapas. En la primera se activan de diez a varios cientos de proteinas G por
cada receptor con ligando unido y en la segunda se ve afectado el recambio de miles de
moléculas que actiian de mensajeros intracelulares por cada enzima efectora que se regula. Asi,
se pueden producir amplificaciones de la senal inicial que pueden superar el millén de veces.

Por otra parte, un mismo receptor puede activar diferentes proteinas G y receptores
distintos pueden utilizar ia misma proteina G. Este hecho, unido a la gran diversidad de

H » R » G » E

H—PR, E,
l ) G—E H—PR—PG <:
H,—PR; E,
/'Gl—bE, H—R—>Gn
G,—E, H,—®R,—¥G;
G,—PE,
H—»R—>»G <:
Gy—PE,
Figura 11. Diferentes posibilidades de transmisién de informacién a través de proteinas G que dan idea de

la versatilidad del sistema. H, hormona; R, receptor; G, proteina G; E, efector. Modificado a partir
de Bimbaumer et al., (1990).
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efectores que pueden regular una misma proteina G (a través de a y de By) y a que un mismo
efector puede resultar regulado por proteinas G distintas, como se ha visto anteriormente,
confiere al mecanismo de transduccion dependiente de proteinas GG una gran versatilidad y
complejidad, con posibilidad de regulacién cruzada entre vias (Figura 11) (Milligan, 1993 y
Bimbaumer et al., 1990) Alteraciones en los niveles y/o funcionalidad de proteinas G se asocian
con una gran cantidad de situaciones fisiopatoldgicas (Spiegel et al, 1992).

143 Clasificacion de los receptores adrenérgicos

De los receptores acoplados a proteinas G, uno de los mas estudiados han sido los
adrenérgicos, para las catecolaminas adrenalina y noradrenalina, distribuidos ubicuamente en
el organismo y que median una gran cantidad de funciones fisiolégicas (Rang y Dale, 1992).
Fueron los primeros receptores en ser clasificados en tipos distintos (e y 8) sobre la base de la
respuesta fisiolégica producida por agonistas, en un estudio cldsico y pionero de Ahiquist,
(1948). El desarrollo de las técnicas de unién de ligandos utilizando antagonistas selectivos
permiti6é avanzar en la clasificacién de tipos y subtipos, Esta clasificacion se ha completado con
estudios de la comparacién de la secuencia de aminodcidos de la cadena polipeptidica y mas
concretamente de los fragmentos transmembranares donde se localiza el sitio de unién
(aminoécidos de TM3, TMS5 y TM7 participan en el reconocimiento de la catecolamina).

Para las dos catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, existen, al menos, diez receptores
distintos (Summers y Mc Martin, 1993), acoplados a una gran diversidad de efectores, como se
indica en la Figura 12. Adenilato ciclasa se activa por los de tipo B y se inhibe por los de «,,
mientras que los «, no tienen ningin efecto sobre ella. El significado funcional de esta
diversidad de tipos y subtipos no esté del todo claro. Presumiblemente, ello permite un exquisito
grado de especificidad en el control de los procesos bioquimicos y fisiolégicos en el organismo.
Asi, los diferentes efectos de una tnica hormona en distintos tejidos pueden ser debidos en
parte a la variable expresion de subtipos en esos tejidos.

144 Mecanismos de desensibilizacién de receptores acoplados a proteinas G

El estudio de los receptores adrenérgicos, fundamentalmente B, ha permitido conocer
los mecanismos de desensibilizacién de receptores acoplados a proteinas G (Kobilka, 1992). Se
conoce como desensibilizaci6n, la disminucién de la respuesta a una sefal extracelular como
consecuencia de la exposicién prolongada a elevadas concentraciones de agonista. Es, en
definitiva, una respuesta adaptativa a un exceso de informacién extracelular que se puede
producir en determinadas situaciones fisiol6gicas o patolégicas, 0 como consecuencia de
tratamientos farmacol6gicos. La desensibilizacién es hom6loga, o especifica, cuando afecta
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Receptores adrenérgicos
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Familias de receptores adrenérgicos y efectores que regulan a través de proteinas 9 Gy, f.ammas
de proteinas G; AC, adenilaio ciclasa; Ca?*, canales de Ca?*; K*, canales de K*; IP;, inositol

trisfosfato; DAG, diacilglicerol.

Figura 12.

exclusivamente al receptor a través del cual se promueve el efecto, y heteréloga o inespecifica
cuando se ven implicados m4s receptores o los efectores a través de los cuales actdan diversos
receptores. Se puede producir también la hipersensibilizacién de sistemas receptores de
membranas como consecuencia de la disminucion de la concentracién de agonista o de la
presencia de antagonistas. La base molecular de la hipersensibilizacion, en la que
aparentemente se incrementa el nimero de receptores, se conoce peor que la de la
desensibilizacién, que han sido particularmente bien estudiados en receptores $3-adrenérgicos.
En estos receptores, se produce de forma rédpida (segundos) un desacoplamiento de G, por
fosforilacién y el secuestro del receptor fosforilado a localizaciones intracelulares donde sélo
es accesible a ligandos lipofilicos (Figura 13A). El secuestro es un mecanismo imprescindible
para la reactivacion (desfosforilacion) y reciclaje a la membrana de los receptores rdpidamente
desensibilizados, que no debe confundirse con la "down-regulation®, en la que se produce una
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Figura 13. Desensibilizacidén de receptores B—adrénérgicos. A) Mecanismos implicados en la desensibilizacion.
B) Comparacién de la desensibilizacién mediada por PKA y BARK. PKA, proteina quinasa A,
BARK, quinasa de receptores B-adrenérgicos. Tomado de Kobilka, (1992}
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disminucién en el nimero total de receptores y que es sélo perceptible después de una
exposicién prolongada del receptor (mayor de una hora) al agonista (Yu er al, 1993). Estos
mecanismos lentos de desensibilizacién , que pueden alcanzar dias de duracién, implican
alteraciones en la sintesis y probablemente también en la degradacién del receptor.

La fosforilacién del receptor corre a cargo de dos proteina quinasas distintas, la quinasa
de receptores B-adrenérgicos (BARK) y la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA)
(Palczewski y Benovic, 1991) (Figuras 8B y 13B). BARK fosforila restos de Ser préximos al
extremo C-terminal, sélo cuando el receptor estd ocupado por un agonista (desensibilizacion
homologa), mientras que la fosforilacién por PKA, que se da tanto en el fragmento C-terminal
como en la region 13, no requiere la ocupacion por agonista y puede ser promovida desde otros
receptores distintos (desensibilizacién heter6loga). PKA desacopla el receptor de G
directamente, mientras que BARK requiere la actuacién posterior a la fosforilacién de otra
proteina, B-arrestina, denominada asi por su similitud estructural y funcional con la arrestina,
implicada en la transduccién visval. La disminucién de la capacidad de originar formas RG de
alta afinidad por agonista, por fosforilacién del receptor y desacoplamiento de G, es una
caracteristica secundaria a determinados procesos de desensibilizacién. BARK. a pesar de su
denominacion, no es especifica de receptores B-adrenérgicos, habiéndose demostrado que
puede actuar sobre una gran variedad de receptores acoplados a proteinas G, con el tnico
requerimiento de ocupacion por el agonista. BARK forma parte de una familia de quinasas en
la que se incluyen ademds ia rodopsina quinasa, BARK2 bovina y las GPRK1 y GPRK2 de
Drosophila (Chen et al, 1993). Recientemente se ha demostrado que BARK se ancla a la
membrana plasmatica a través de By (Koch et al, 1993). Por ltimo, se ha demostrado la
fosforilacién en Tyr de receptores B-adrenérgicos inducida por insulina, que se traduce en una
marcada atenuacién (desensibilizacién) de su capacidad de activacién de adenilato ciclasa
(Hadcock et al., 1992), lo que constituye junto con la fosforilacion por PKA del receptor de
insulina (Hdring, 1991), un interesante ejemplo de regulacién cruzada entre diferentes vias de
transduccién.

1.5 ADENILATQ CICLASA

La adenilato ciclasa [ ATP pirofosfato-liasa (ciclante), EC 4.6.1.1] forma parte junto con
una gran variedad de receptores y las proteinas G que los acoplan, de un sistema de
transducciéon de sehales extracelulares, de distribucién ubicua y enorme importancia en la
regulacién de las funciones celulares (Tang y Gilman, 1992).

La enzima, presente tanto en procariotas como en eucariotas sintetiza adenosina 3°,5-
monofosfato ciclico, AMP ciclico (cAMP) a partir de ATP, en presencia de un catién divalente,
Mg** o Mn*".
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La adenilato ciclasa, también denominada adenilil ciclasa, puede utilizar como sustrato
dATP. La concentracién de ATP (5-10 mM), que se encuentra en exceso (Km ATP 50-100 pM),
no ejerce ningtin efecto regulador. La degradacién del cAMP a 5-AMP corre a cargo de las
fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos de las que existe una gran variedad con diferente grado
de especificidad.

1.5.1 El cAMP como mensajero intracelular

El cAMP fue el primer mensajero intracelular descrito. E. Sutherland en 1957 encontré
que el nexo de unién entre la estimulacién hormonal y la activacion de la glucégeno fosforilasa
era un factor termoestable, que se generaba después de la exposicién de un homogeneizado de
higado a adrenalina, y que era capaz de mimetizar los efectos de la hormona, siendo
identificado un afio después como adenosina 3’,5-monofosfato ciclico y denominada adenil
ciclasa la enzima responsable de su biosintesis (Rall y Sutherland, 1958). Este descubrimiento
promovi6 un cambio de paradigma de la Endocrinologia y originé de hecho, el nacimiento de
la rama de la Endocrinologia Molecular. Otros nucleétidos ciclicos posteriormente descritos son
el cGMP (guanosina 3’,5-monofosfato ciclico y ¢CMP (citosina 3’,5-monofosfato ciclico)
sintetizadas respectivamente por guanilato ciclasa (Garbers, 1992) y citidilato ciclasa (Mori et al.,
1990). El conocimiento de las vias de sintesis, degradacién y mecanismos de accién del cCMP
es todavia muy limitado.

El cAMP ejerce fundamentalmente su accién a través de la proteina quinasa
dependiente de cAMP, PKA (Taylor et al., 1990). Cuatro moléculas del nucleétido ciclico se
unen a las subunidades reguladoras, R, de la holoenzima (R,C,), promoviendo la disociacién de
dos subunidades cataliticas activas. Existen tres isoformas de C y cuatro de R que se combinan
para formar las holoenzimas I y II de PKA, pudiendo encontrarse la segunda asociada a
fraccion particulada. La fosforilacion promovida por PKA regula multitud de procesos entre los
que se cuenta la expresién génica por traslocacion de C al nicleo donde regula factores de
transcripcién como CREB (Figura 14). El cAMP puede también regular directamente canales
de Na*, independientemente de la fosforilacién (Barnard, 1992).

I.a via de cAMP (Figura 14) presenta caracteristicas de amplificacién, especificidad y
diversidad. Amplificacién, puesto que una tnica molécula de ligando al interaccionar con el
receptor activa muchas proteinas G, cada una de las cuales regula una molécula de adenilato
ciclasa que tiene capacidad de generar muchas moléculas de cAMP. La proteina quinasa
activada fosforila muchas moléculas de proteinas especificas y diversos sistemas receptores de
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membrana, canales iGnicos y proteinas transportadoras, proteinas estructurales y contractiles y

factores de transcripcion.

Figura 14. Respuestas fisiolégicas reguladas por el cAMP. -@», respuestas dependientes y —»-, respuestas
independientes de fosforilacién. SUST, sustrato regulado, RESP, respuesta promovida.

1.52 Clasificacién de adenilato ciclasas

Existen tres clases bien definidas de adenilato ciclasas, con diferentes caracteristicas
estructurales y reguladoras (Danchin, 1993 y Tang y Gilman, 1992):
- Clase I: Adeanilato ciclasa de enterobacterias.
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- Clase II: Adenilato ciclasa téxica, activada por calmodulina, producida por
bacterias patogenas (Bacillus anthracis, Bordetella pertussis).

- Clase lII:  Adenilato ciclasa "universal", la clase mayoritaria que comprende enzimas
de procariotas y eucariotas, y en la que se incluyen los ocho tipos de
adenilato ciclasa de mamiferos hasta ahora descritos.

Algunas de estas adenilato ciclasas se encuentran en fraccién soluble (por ejemplo,
ciertas enzimas bacterianas y quizds una forma de esperma de mamiferos). La inmensa mayoria
se encuentra asociada a membrana, bien periféricamente (Saccharomyces cerevisae, Escherichia
coli) o son proteinas integrales de membrana con un sélo fragmento transmembranar (forma
ACG de Dictyostelium) o con 12 fragmentos transmembranares, como la forma ACA de
Dictyostelium, una de Drosophila (gen rutabaga) o los ocho tipos de adenilato ciclasa de
mamiferos clonados hasta el momento (Figura 15). El descubrimiento de esta tltima estructura
que se corresponde con la de una proteina transportadora resulté sorprendente. De hecho en
Paramecium, la sintesis de cAMP estd acoplada a transporte de K*, lo que constituiria un nuevo
tipo de receptor. La enzima de mamiferos carece aparentemente de esta capacidad que
recientemente se ha descrito también en Drosophila.

Los ocho tipos de adenilato ciclasas de mamiferos presentan secuencias de amino4cidos,
caracteristicas reguladoras y distribucién en tejidos diferentes (Krupinski et al, 1992). La
secuencia de aminodcidos de las ocho isoformas difiere significativamente en las regiones
transmembranares mientras que los dominijos citoplasméticos son muy similares. Sobre la base
de la homologia en la secuencia de aminodcidos se han establecido cinco subfamilias de
adenilato ciclasa de mamiferos I, Ul, VII, U/IV/VIL vy V/VI que conservan algunas
caracteristicas reguladoras comunes (Figura 15A). Las subfamilias I, IIT y VIII son
especificamente neurales, con la isoforma I muy abundante en cerebro y la Iil exclusiva de
neuronas olfativas, mientras que las subfamilias I1/IV/VIly V/VI se localizan tanto en cerebro
como en tejidos periféricos. Los tipos V1 y VII parecen abundantes en corazén e higado.

La masa molecular de todas las isoformas es de aproximadamente 120 KDa (unos 1100
aminodcidos), siendo su tamafio estimado a partir de sus propiedades hidrodindmicas de
aproximadamente 200-250 KDa, por lo que probablemente se encuentran en forma de dimero,
estando ademds glicosiladas en el extremo N-terminal. La disposicién de la cadena polipeptidica
en la membrana plasmdtica presenta una estructura que se repite una vez y que la forman seis
fragmentos transmembranares seguidos de un dominio citoplasmatico grande (aproximadamente
40 KDa). A la formacién del sitio catalitico contribuyen los dos dominios citoplasmaticos que
exhiben una elevada homologia entre si y con dominios de guanilato ciclasa de funci6n similar.
Formas truncadas de adenilato ciclasa con seis regiones transmembranares y un sélo dominio
citoplasmdtico carecen de actividad catalitica.
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A CARACTERISTICAS REGULADORAS DIFERENCIADORAS DE LAS DISTINTAS
FAMILIAS DE ADENILATO CICILLASA

REGULACION
FAMILIA Ca’' CM Ca® By

[ + 0 -
11 + e} O
[/1V/VII O . +
V/VI1 0O - O

EXT a P

MP
INT
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Fosforilacién Ser/Thr
(PKA, PKC)

"Sitio metdlico” (P) Adenosina, 3-AMP -
(Me*")

ATP
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Figura 15. A} Regulacién de las diferentes familias de adenilato ciclasa. Ca* CM, regulacién por Ca** a
través de calmodulina; +, activacién; -, inhibicién; O, sin efecto. La regulaci6n de la isoforma V1,
no determinada, se asimila a la de los otros componentes de la familia. No se incluye la familia VIIJ,
cuya regulacién no ha sido todavia establecida. B) Representacion expandida de la cadena

polipeptidica de adenilato ciclasa de mamiferos. C) Representacion del centro catalitico y los
dominios reguladores de adenilato ciclasa.
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1.53 Regulaci6n de la adenilato ciclasa

Las adenilato ciclasas se han dividido cldsicamente, en cuanto a su regulacién, en dos
categorias, dependientes e independientes de Ca®* -calmodulina. Los tipos 1y I11 son activables
por bajas concentraciones de Ca®* a través de calmodulina, mientras que las isoformas 11, IV,
V y VI se inhiben por concentraciones similares de Ca** independientemente de calmodulina,
sin excluir la participacién de factores celulares end6genos analogos a la recoverina de retina
(Stryer, 1991}, que confiere a guanilato ciclasa la capacidad de ser inhibida por Ca*’ o la
posibilidad mds inmediata de existencia de un sitio de alta afinidad para el Ca®'. La activacién
o inhibicién de adenilato ciclasa por concentraciones submicromolares de Ca** no se debe
confundir con la inhibicién que experimentan todos los tipos de adenilato ciclasa a
concentraciones submilimolares de Ca®* por competencia con el sitio alostérico ("metdlico")
para el Mg?* o Mn*, sin repercusi6n fisiolégica aparente. La actividad de adenilato ciclasa en
cerebro, higado y corazén puede asi resultar estimulada, no afectada o inhibida por
concentraciones submicromolares de Ca®*. La inhibicién por calcio podria ser importante en
tejidos como el corazén en el que uno de los efectos de la estimulacién B-adrenérgica, ademas
de activar la adenilato ciclasa, es incrementar la entrada de Ca®' en la célula, que puede ejercer
un papel desensibilizador sobre la enzima, o de regulacién "feed-back” negativa. La adenilato
ciclasa proporcionarfa asi una Unica respuesta integrada a miiltiples estimulos, merced a la
complejidad de su regulacién.

La adenilato ciclasa presenta diferentes sitios para su modificacién covalente: N-
glicosilacién y fosforilacién por PKC y PKA. Todas las formas estdn glicosiladas y todas a
excepcion de la IV (para la VII y Ia VIII no se ha determinado) son potencialmente fosforiladas
por PKA (Premont et al., 1992a), cuyo efecto es la desensibilizacién heterbloga por la menor
capacidad de adenilato ciclasa fosforilada de responder a G,, (efecto “feed-back"™) (Premont et
al, 1992b). La fosforilacion por PKC activa, sin embargo, adenilato ciclasa, aunque la
selectividad de su accién sobre las diferentes isoformas es contradictoria en la bibliografia
(Premont et al., 1992a). La accién de PKC es importante en el 4mbito de la regulacién cruzada,
"cross-talk" de sistemas de transduccién (Houslay, 1991).

En adenilato ciclasa ademds del centro catalitico, existen sitios/dominios reguladores
para activacion por «-GTP, inhibicién por «-GTP, activacién por cationes divalentes (Mg,
Mn*'; "sitio metalico") el diterpeno forscolina, inhibicién por adenosina (Sitio "P") y
eventualmente, en determinadas isoformas, dominios para activacién por Ca**-calmodulina y
modulacion por By (Figura 15).

Los cationes divalentes Mg** o Mn**, ademds de actuar como cosustratos (MeATP?),
son activadores de la enzima, resultando mas potente Mn** que Mg**. El Mn?* tiene un efecto
desacoplante y en su presencia la enzima, no se regula a través de proteinas G (Limbird et al.,
1979). El diterpeno forscolina es €l activador mas potente de la enzima y su efecto se encuentra
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favorecido por G, (Hubbard et al, 1991). Se ha postulado la existencia de un modulador
endégeno "forskolin-like", de forma similar al "ouabain-like" para Na* K'-ATPasas, cuyo sitio
de uni6n podria encontrarse préximo o formando parte del dominio transmembranar de la
enzima, habida cuenta de la naturaleza marcadamente hidrofébica del diterpeno (Laurenza et
al, 1989). L.a adenosina, ademds de actuar a través de receptores especificos A, y A, acoplados
a adenilato ciclasa, inhibe la propia subunidad catalitica a través de un sitio P intracelular, de
baja afinidad, cuya significacién fisioldgica es controvertida (Bushfield y Johnson, 1990).

Por lo que respecta a la regulaciéon de adenilato ciclasa por proteinas G, el patrén
cldsicamente admitido ha sufrido recientemente importantes modificaciones. As{, a la activacién
de adenilato ciclasa por G,, y su inhibicion por G, y G,, en respuesta a receptores
estimuladores Rs e inhibidores Ri respectivamente (Figura 16A), hay que afiadir la modulacién
ejercida por el dimero By a concentraciones fisiolégicamente relevantes (5-10 nM) (Tang y
Gilman, 1991). El dimero By procede fundamentalmente de G, G,y G,. Las isoformas 1 y IV
se estimulan por By mientras que la isoforma I se inhibe (Figura 15A) resultando este efecto
potenciado cuando Ja enzima se encuentra activada por G,, o en su caso por Ca?’-calmodulina,
aunque la accion moduladora de By es también perceptible sobre la actividad basal en ausencia
de G,,. De hecho, con adenilato ciclasa, se ha demostrado por vez primera, la modulacién
directa por By de un efector purificado (Taussig et al, 1993a), aunque se tienen evidencias
indirectas de regulacién de fosfolipasas y canales idnicos por By. Recientemente se han
demostrado diferencias en la afinidad de By por adenilato ciclasa que parecen venir dictadas
por la identidad de y, que presenta una mayor heterogeneidad (8 tipos) que B (4 tipos).

Asi, la regulacidn de adenilato ciclasa a través de proteinas GG exhibe un perfil bastante
complejo que se esquematiza en la Figura 16B. La interaccién directa de «, con adenilato
ciclasa activa la enzima, mientras que «; 0 «, la inhiben directamente o compitiendo con «,. Por
otra parte, el dimero By, intercambiable en principio entre diferentes proteinas G, y procedente
de G,, G, 0 G,, podria desactivar «, formando el complejo inactivo « By. Adem4s, By, como ya
se¢ ha mencionado, puede modular directamente determinadas isoformas de adenilato ciclasa.
Asi, por ejemplo, a través de G, se puede activar o inhibir adenilato ciclasa (Federman et al,
1992), y receptores que mediante acoplamiento con G; inhiben adenilato ciclasa en muchos
tejidos, en otros, como células piramidales de sistema nervioso, con abundancia de adenilato
ciclasa tipo II, activan la enzima y canales de K* a través de By (Bourne y Nicoll, 1993).
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Figura 16. Regulacién de adenilato ciclasa por proteinas G.
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1.5.4 Proteinas G acopladas a adenilato ciclasa

G, tiene una distribucién ubicua. Existen cuatro isoformas de G,, codificadas por un
Gnico gen y generadas por "splicing" alternativo del RNA. Estas 4 proteinas migran en geles de
poliacrilamida-SDS como dos especies mayoritarias que difieren en 15 aminodcidos y que
presentan masas moleculares aparentes de 42-45 KDa y 46-52 KDa, respectivamente. Las
especies grande y pequena se designan como G, y G, Cada una de estas dos bandas
mayoritarias comprende dos isoformas que se diferencian en tan s6lo un residuo. Aunque las
cuatro isoformas se expresan de forma diferente en distintos tejidos y etapas del desarrollo, el
significado funcional de esta diversidad no ha sido claramente establecido. No obstante, se ha
sugerido que la actividad de adenilato ciclasa depende no sélo de la cantidad de G,, presente
en la membrana sino también de Ia isoforma que se expresa predominantemente. Asi, G,
activa adenilato ciclasa mas eficazmente que G,,s (Bimbaumer, 1993). A través de G,, se
activan también canales de Ca® y de Na' y se ha propuesto también que G,, media la
inhibicién hormonal de Ca®*-ATPasa en la membrana plasmatica de hepatocitos (Jouneaux et
al., 1993). Por lo que respecta a las proteinas G reguladoras inhibidoras, se han identificado tres
isoformas distintas de G, G, ,,, con una masa molecular de 40000 Da, que se pueden separar
en electroforesis en SDS por su movilidad ligeramente distinta una vez ADP-ribosiladas por
toxina pertussis. Aunque no existe una clara distincion funcional entre estas formas, también
se expresan de forma distinta segin el tejido y la etapa del desarrolio. Mientras que G,,, parece
expresarse ubicuamente en células de mamiferos, G;, y G,, lo hacen de forma selectiva. Todas
las isoformas activan canales de K* ademdis de inhibir adenilato ciclasa, resultando ser G, el
principal mediador de la inhibicion de la enzima (Mc Kenzie y Milligan, 1990 y Remaury et al.,
1993). Existe un exceso de G, sobre G, (por ejemplo, de 10 veces en sarcolema). G,,,
proteina de la familia G,, menos estudiada e insensible a PTX, también inhibe adenilato ciclasa

otra

(Wong et al, 1992) mientras que otro importante componente de esta familia, G,,, no ejerce
ningin efecto (Taussig et al, 1993b).

1.5.5 Desensibilizacion de adenilato ciclasa

Tanto la estimulacién como la inhibicién de adenilato ciclasa, cuando es persistente, se
traduce en una desensibilizacién o pérdida de respuesta a la sefial extracelular. Adem4s de los
procesos de desensibilizacién homéloga y heteréloga, ya descritos, que afectan al propio
receptor (fosforilacién por BARK y PKA), Ia desensibilizacién heteréloga promovida a través
de receptores estimuladores (B-adrenérgicos, glucagén, hCG) se ve acompaiiado en muchos
casos de una elevacién ("up-regulation”) de los niveles de G, no concomitantes con los de By
y en algunos casos de disminucién de los de G,, (Reithmann et al., 1991). La elevacién de los
niveles de G, se produce por un incremento en la transcripcién de los genes de G,,, en un
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proceso mediado por PKA que actuaria sobre factores reguladores de la transcripcién (AP-2).
En la desensibilizacién heter6loga a través de receptores inhibidores (A, de adenosina, a,-
adrenérgicos y PGE,), se puede producir asimismo, una disminucién en los niveles de G,, por
un mecanismo adn no aclarado (Milligan y Green, 1991). Por ultimo, la propia subunidad
catalitica del sistema adenilato ciclasa puede ser desensibilizada mediante fosforilacion directa
por PKA, que inhibe su respuesta a G,,, como se ha demostrado en hepatocitos por accién de
glucagbn (Premont et al., 1992b). En la Figura 17 se representan los posibles mecanismos de
desensibilizacién del sistema adenilato ciclasa.

Desensibilizacién
v | v
Homéloga Heterdloga
Desacoplamiento  Down-regulation ~ Multihormonal Postreceptor

s | 4 4 S ! ,
Fosforilacién receptor Cambios en  Disminucién
proteinas G respuesta

adenilato
ciclasa

!

Fosfortiacién
subunidad
catalitica

Figura 17. Mecanismos de desensibilizacién del sistema adenilato ciclasa. Tomado de Premont et al., (1992b).
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1.6 TIPOS DE EJERCICIO FiSICO

El término ejercicio se puede definir como el movimiento corporal repetitivo,
estructurado y planeado que se realiza para mantener o mejorar uno o mis componentes de
la forma fisica {Braden y Strong, 1990).

En funcién de la diferente actividad muscular que ellos implican, Virmani y Robinowitz,
(1987) consideran la existencia de dos tipos de ejercicio, el estitico y el dinamico. El ejercicio
dindmico aerdbico se define, segin Braden y Strong, (1990), como aquel que implica un gran
nimero de misculos, provoca un ciclo de estiramiento-acortamiento de las fibras musculares
y produce una carga predecible y reproducible sobre el sistema de transporte de oxigeno al
aumentar su demanda por los tejidos periféricos. Mientras que el ejercicio estético
normalmente implica un menor nimero de misculos y no produce una mejora de la condicién
cardiovascular del deportista. 1.a natacién, la carrera o el ciclismo son ejemplos claros de
ejercicio dindmico mientras que el levantamiento de pesoé lo es de ejercicio estético.

Los efectos hemodindmicos de estos dos tipos de ejercicio son diferentes. Durante el
ejercicio dindmico se produce un descenso de la resistencia periférica al flujo circulatorio y un
aumento tanto en el volumen cardiaco como en la presién sistélica. Durante el ejercicio
estético, sin embargo, se produce un aumento de la resistencia periférica, en la presién sistélica
y diastélica y también un crecimiento pequefio en el volumen cardiaco (Virmani et al., 1985).
La mayoria de las actividades musculares que se realizan a diario implican una mezcla de
esfuerzo dindmico y estdtico; si bien, una actividad ritmica como la carrera es
predominantemente dindmica y el soportar grandes pesos es mayoritariamente un esfuerzo
estatico.

La intensidad del ejercicio, variable de unos programas de entrenamiento a otros, es un
factor que se puede medir por el nivel de oxigeno consumido. Se expresa la intensidad del
ejercicio fisico en funcién del porcentaje de la capacidad aerébica méxima del individuo (VO,
max) y se considera que cuando este pardmetro estd por debajo del 25% el ejercicio es ligero,
cuando tiene un valor entre el 25% y el 50% es un ejercicio de intensidad media, entre el 51%
y el 75% es un ejercicio intenso y entre el 90% y el 100% es un ejercicio exhaustivo (Scheuer
y Tipton, 1977).

Otro pardmetro que también varia de unos protocolos de entrenamiento a otros es la
duracién de cada sesi6n de entrenamiento. La conjuncién de la duracién y la intensidad
permite establecer una subclasificacién del ejercicio dindmico. De esta menera, Pate y Branch,
(1992) establecen tres grandes grupos en los que se pueden encuadrar la totalidad de los
programas de entrenamiento por carrera:

- Ejercicio de larga duracién y moderadamente intenso. En estas sesiones la intensidad
oscila entre el 60-70% de la VO, max, lo que se corresponde, en deportistas entrenados,
con un ritmo mdés lento que el de la carrera, y la duracién de cada sesién oscila entre
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los 30 minutos y las 2 horas. En este grupo se incluyen las formas mds populares de

entrenamiento de resistencia.

- Ejercicio intenso de duracién moderada. En los que el deportista se encuentra entre un
70 y un 100% de su capacidad aerébica mdxima. En este tipo de entrenamiento se
incluyen ejercicios de resistencia que se realizan a ritmo normal de carrera durante
periodos de tiempo prolongados, asi como ejercicios cortos (4-5 min.) e intensos pero
aerdbicos, a los que los especialistas denominan "aerobic interval training".

- Ejercicio de corta duracién y de intensidad supraméxima. Estos gjercicios son de una
intensidad superior al 100% de la VO, max, y en ellos se observa un aumento rdpido
en la produccion de lactato que da cuenta de una contribucién elevada del metabolismo
anaerdbico para producir la energia necesaria (Vollestad et al., 1992).

Desde un punto de vista fisiolégico, todo tipo de ejercicio supone un cierto nivel de
estrés para el organismo. La extensién de la respuesta adaptativa a este estimulo de estrés es
variable con la intensidad y duracién del ejercicio, asi como con el estado de forma fisica del
individuo y las condiciones ambientales durante la competicion (Mazzeo, 1991). Una posible
limitacion de los estudios de adaptacion al esfuerzo fisico en animales de laboratorio, como el
presente, es la contribucién al proceso adaptativo estudiado de otros factores de estrés distintos
al propio ejercicio, pues son dificilmente cuantificables; por ello, en e} disefio de los programas
de entrenamiento hay que prestar especial atencién a la presencia de los mismos y hay que
intentar minimizarlos.

1.7 METABOLISMO ENERGETICO DURANTE EL EJERCICIO. RELACION
METABOLICA ENTRE TEJIDO ADIPOSO, HIGADO Y CORAZON

Todas las células del organismo consumen energia para mantener su actividad vital en
un situacién de reposo. Con el ejercicio fisico se produce un aumento importante en sus
necesidades energéticas, especialmente en las células de los misculos cardiaco y esquelético.
Para satisfacer este crecimiento en la demanda energética se va a producir la movilizacién de
los combustibles metabdélicos almacenados en diferentes 6rganos, proceso que estd bajo el
control entre otros del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa.

1.7.1 Reservas energéticas

En el cuerpo de los mamiferos aparecen dos grandes reservas energéticas de diferente
naturaleza, el glucégeno y los triglicéridos.

La mayor parte de las reservas de glucégeno en el organismo se localizan en el misculo.
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Aunque los niveles de gluc6geno almacenado varian con la cantidad de masa muscular, la dieta
y el estado de ejercicio previo, suponen aproximadamente entre 350-500 gramos de peso
corporal. La otra reserva importante de carbohidratos del organismo es el glucégeno hepético,
que en peso puede llegar a ser de hasta 100-150 gramos, si bien la cantidad de glucégeno
hepético varia mucho con el estado nutricional y de ejercicio del individuo. En conjunto el
glucégeno hepdtico y muscular suponen un 2% del total de reservas energéticas del organismo
(Hultman y Harris, 1988).

Los triglicéridos, almacenados fundamentalmente en el tejido adiposo, constituyen la
reserva energética mas importante de los mamiferos. Comparada con el glucégeno, la cantidad
de triglicéridos que almacena un individuo es mucho mayor, pues se ha estimado que en
hombres de unos 70 kilos de peso aproximadamente 8 son de triglicéridos. Esta fuente de
energia representa ¢l 80% del total de reservas energéticas del individuo (Johnson et al., 1969).

Los sustratos energéticos circulantes en sangre, glucosa y 4cidos grasos libres, suponen
aproximadamente un 1% de la energia total almacenada.

Las proteinas no se almacenan a pesar de que pueden ser empleadas como sustrato
energético en ejercicios prolongados, cuando las reservas de carbohidratos se han agotado. En
cualquier caso, la utilidad de las proteinas como sustrato energético es limitada pues su
consumo conlleva la pérdida de las funciones biolégicas que desempeiian (Felig y Wahren, 1971
y Meredith et al., 1989).

A parte de estos combustibles metabdlicos, en el misculo se encuentra creatina fosfato,
encargada de refosforilar el ADP que se genera durante la contraccién muscular y que permite
al miisculo mantener su actividad contractil durante un corto periodo de tiempo (segundos),
necesario para movilizar las reservas energéticas. El aporte energético que proporciona la
creatina fosfato es muy importante en algunas especialidades de competicién como son las
carreras de 100 o 200 metros.

1.7.2 Integracién del metabolismo energético de tejido adiposo, higado y misculo cardiaco
durante el ejercicio

La movilizacion de las diferentes reservas energéticas, para satisfacer la demanda de
los muisculos cardiaco y esquelético durante el ejercicio, varia con la intensidad, duracién y
estado de forma del individuo. Esta aseveracion est4 plenamente aceptada y demostrada, y
como ejemplos cldsicos de ella se va a describir a continuacién la relacion metabélica existente

entre el tejido adiposo, higado y corazén (objetos del presente estudio) en dos tipos de ejercicio
perfectamente diferenciados.
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1.7.2.1 Ejercicio de intensidad supraméxima y de corta duracién

En este tipo de ejercicio la principal fuente de energia, para que el corazén pueda
realizar su funcién contractil, procede de la movilizacién de las reservas de carbohidratos. El
misculo cardiaco, al igual que el esquelético, emplea la glucosa, procedente de la degradacion
del glucégeno que tienen almacenado y de la captacién de la misma desde el plasma, para
obtener energia via glucolisis. Hecho que tiene su ratificacién experimental en el aumento en
la actividad de hexoquinasa cardiaca ante la estimulacién B-adrenérgica (Ji et al, 1987), en el
mayor contenido de gluc6geno encontrado en el corazén de animales entrenados (Scheuer et
al, 1974) y en el aumento en la captacién de glucosa plasmitica como consecuencia de la
adaptacién de sus transportadores especificos (Kainulainen, 1985), manteniéndose el nivel de
glucosa del plasma gracias al incremento de su produccién en higado, fundamentalmente via
glucogenolisis.

Por otra parte, el lactato formado por la glucolisis que tiene lugar en los misculos
cardiaco y esquelético, y que mayoritariamente va a ser retirado del torrente sanguineo por el
higado que lo emplea como sustrato gluconeogénico, también puede ser empleado por el
corazdén como fuente de energia en ejercicios mas prolongados en el tiempo.

La movilizacién de los 4cidos grasos almacenados en el tejido adiposo es un proceso
relativamente lento; por lo que en este tipo de ejercicio apenas si van a ser empleados por el
corazén como fuente de energia para mantener su funcién contractil. Ademads, en este tipo de
ejercicio la captacién de 4cidos grasos por el higado y la cetogénesis van a tener escasa
importancia desde el punto de vista cualitativo.

1.7.2.2 Ejercicio de resistencia

La energia necesaria para mantener un ejercicio de este tipo la obtiene el misculo
cardiaco, fundamentalmente, gracias al aporte continuo de glucosa y 4cidos grasos libres por el
torrente sanguineo (Figura 18) (Hagerman, 1992). Si bien, el corazén también va a emplear
como nutrientes el glucégeno y triglicéridos que almacena.

Se ha estimado que un atleta de resistencia que esté corriendo al 70% de su VO, max
obtiene, en las etapas iniciales de la carrera, aproximadamente el 50-60% de la energia que
necesita a partir de los carbohidratos, y el 40-50% restante a partir de los lipidos. El aporte
lipidico serd progresivamente mds importante a medida que se prolongue la duracién del
ejercicio fisico (Coyle et al., 1986). Por otra parte, se sabe que en individuos bien entrenados la
contribucién lipidica a los requerimientos energéticos es considerablemente mayor (hasta un
70%), lo que permite al organismo ralentizar el consumo de glucégeno (Costill et al., 1977).
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En esta situacién de ejercicio, por tanto, se estimula la lipolisis del tejido adiposo, y en
consecuencia aumenta la concentracion de cidos grasos libres circulantes en plasma (Ahlborg
et al, 1974 y Winder et al,, 1979) y la velocidad de captacién por los cardiomiocitos.

El higado retira parte de los 4cidos grasos liberados por el tejido adiposo al torrente
sanguineo y los va a emplear, ademds de para su reesterificacién en triglicéridos, como
sustratos de B-oxidacion. Este drgano también desvia parte del acetil-CoA que se forma durante
la oxidaci6n de los 4cidos grasos para formar los cuerpos ceténicos, que aunque pueden ser
empleados como combustible por el misculo cardiaco, su contribucién cuantitativa al
metabolismo oxidativo es poco relevante (Wahren et al., 1975y 1984).

La concentracién plasmética de glicerol, generado junto a los 4cidos grasos en la
lipolisis del tejido adiposo, aumenta durante el ejercicio. El glicerol es captado por el higado,
que lo empleard como sustrato para la produccién de glucosa via gluconeogénesis. La otra
fuente de glucosa hepdtica, para el metabolismo oxidativo muscular, es la liberada mediante
glucogenolisis. Dado que el ejercicio prolongado agota pricticamente todo el glucigeno
hepatico, la gluconeogénesis cobra cada vez mds importancia en el aporte del glucosa al
musculo cardiaco (Winder, 1988 y Wasserman y Cherrington, 1991).

1.8 RESPUESTAS ADAPTATIVAS DEL SISTEMA B-ADRENERGICO-ADENILATO
CICLASA AL EJERCICIO FiSICO

La adaptacion biol6gica es un proceso muy general por €l que una célula, un érgano,
un organismo o un grupo de individuos se adaptan a un cambio en las condiciones ambientales.
A grandes rasgos se puede considerar que existen tres tipos diferentes de adaptacién biolégica
(Swynghedaw, 1992): los cambios biol6gicos que no afectan a la expresién o estructura del
genoma, los que afectan a la expresiébn genética, o los cambios en el propio genoma
(mutaciones). Un buen ejemplo de adaptacion biolégica serian los cambios que se producen en
los niveles y funcionalidad de diferentes proteinas en respuesta a la practica deportiva.

El ejercicio fisico de resistencia intenso y regular, como se ha visto en el apartado
anterior, afecta a una gran diversidad de procesos metabdlicos como glucogenolisis, lipolisis,
gluconeogénesis y sintesis de proteinas, y el sistema 8-adrenérgico-adenilato ciclasa se encuentra
implicado en la regulacién de todos ellos. El miisculo cardiaco, higado y tejido adiposo forman
una unidad de interrelacién del metabolismo energético en cuya integracién, para proporcionar
una respuesta adaptativa coordinada al ejercicio fisico, desempefia un papel destacado el cAMP.
Sin embargo, hasta el momento, el estudio de los mecanismos adaptativos al esfuerzo fisico se
ha centrado fundamentalmente en los aspectos metabdlicos y fisiol6gicos prestando menos
atencion a los mecanismos de transduccién de sefiales a través de membrana, que en dltima
instancia constituyen la base de su regulacién.
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1.8.1 Corazén

1.8.1.1 Componentes de] sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa_cardiaco y funciones que
regulan

El sistema nervioso y diferentes hormonas ejercen un répido y efectivo control tanto de
la frecuencia como de la intensidad de la contraccion cardiaca en mamiferos. Este control, que
se ejerce mayoritariamente a través del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa (Evans, 1986),
permite al organismo regular el flujo circulatorio en diferentes situaciones fisiolgicas, ya sea
en reposo o durante el ejercicio fisico, y en situaciones patolGgicas.

Desde hace varias décadas se sabe que uno de los factores mas importantes que
determina la capacidad fisica es el consumo méximo de oxigeno (VO, max). Este pardmetro
estd limitado, asimismo, por la capacidad del sistema cardiovascular para transportar €l oxigeno
desde los pulmones hasta los musculos cardiaco y esquelético (Blomgvist y Saltin, 1963).Con la
adaptacién al ejercicio fisico se produce un aumento en la capacidad de este sistema debido a
que aumenta el volumen de eyecci6n a la vez que disminuye ligeramente el ritmo cardiaco, lo
que se traduce en que los individuos entrenados tienen un mayor volumen cardiaco que los
individuos sedentarios (Svedenhag, 1985).Y en estos mecanismos adaptativos observados a nivel
fisiol6gico en humanos (Huston et al, 1985) y en animales de experimentacién (Ordway et al.,
1982) parece tener un papel muy importante el sistema de adenilato ciclasa objeto de estudio
en el presente trabajo.

Durante el ejercicio fisico, la noradrenalina liberada por los terminales nerviosos
cardiacos, como consecuencia del aumento en la actividad del sistema nervioso simpético,
provoca un incremento en la respuesta cronotropica e inotrépica del corazén (Homcy et al,
1991). Por otra parte, aunque durante el ejercicio fisico aumentan los niveles de catecolaminas
liberados por la médula adrenal al plasma, su papel en el control de la funcionalidad cardiaca
parece ser menos importante que el de las catecolaminas del sistema nervioso simpético.

Las catecolaminas ejercen estos efectos a través de los receptores adrenérgicos. En
corazén de rata aparecen los dos tipos principales de receptores B-adrenérgicos (8, y 8,), que
son los encargados de mediar los efectos cronotrépicos e inotrépicos, principalmente a través
de los B, (Brodde y Michel, 1992 y Arnold et al., 1993). Si bien parece que el coraz6n humano
sélamente contiene una pequefia fraccion de "spare receptors” de tipo B-adrenérgico (Brodde
et al., 1992) en otras especies, como ocurre en rata o gato, el mimero de estos "spare receptors”
es mucho mayor (Brodde, 1991).

En miocardio también existen receptores a-adrenérgicos y de entre los distintos tipos
los «, son los mayoritarios, si no los dnicos, en todas las especies de mamiferos estudiadas
(Fleming et al, 1992). Los receptores «,-adrenérgicos estdn implicados en la respuesta
inotrépica cardiaca (Brodde y Michel, 1992 y Fleming et al., 1992), y estos efectos, en coraz6n
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de ratas adultas, parecen mediados fundamentalmente por los del subtipo «,, (Endoh et al,
1992) que estdn acoplados a través de la proteina G, a la via de los fosfoinositidos.

Junto a los receptores adrenérgicos, en corazén de rata también aparecen otros sistemas
receptores, positivamente acoplados a adenilato ciclasa, que producen un aumento en los niveles
de cAMP cardiacos y por tanto en la respuesta cronotrépica e inotrépica cardiaca; no obstante,
su papel parece ser secundario con respecto al de los receptores adrenérgicos. Entre ellos se
encuentran los receptores de glucagén y los de histamina (Brodde et al., 1992).

En el miocardio de mamiferos los terminales nerviosos parasirpdticos provocan, sobre
la respuesta contractil cardiaca, un efecto contrario al que se ha descrito para el sistema
nervioso simpético (Stadel y Lefkowitz, 1991 y Harden, 1989). Estos efectos son mediados por
receptores muscarinicos colinérgicos, que estdn negativamente acoplados a adenilato ciclasa y
que estimulan la funcionalidad de fosfodiesterasas de cAMP. De este modo }a acetilcolina,
neurotransmisor del sistema nervioso parasimpatico, ejerce un efecto protector sobre el corazén
frente a la estimulacién excesiva del sistema nervioso simpético (Nieto et al., 1993). Junto a los
receptores muscarinicos existen otros que también ejercen un control negativo de la actividad
de adenilato ciclasa de miocardio, entre ellos los receptoreé A, de adenosina (Hershberger et al.,
1991 y Liang, 1992) y los receptares de prostaglandina E, (Lopaschuck et al., 1959 y Lerner et al.,
1992).

En cuanto a las proteinas G, y G, encargadas de mediar los efectos estimuladores e
inhibidores respectivamente de la actividad de adenilato ciclasa, promovidos por la unién de los
agonistas a los receptores especificos enumerados anteriormente, en corazén de rata se ha
descrito la existencia de dos formas mayoritarias de «, que migran en geles de poliacrilamida-
SDS con masas moleculares de 41-42 KDa y 53-54 KDa (Neer y Clapham, 1992). También se
ha descrito la presencia en miocardio de mamiferos de las tres formas conocidas de «;, si bien
la forma «, es la mayoritaria pues sus niveles son aproximadamente iguales a la suma de los
niveles de a;, y a, (Foster et al, 1990).

De los ocho tipos de adenilato ciclasa, descritos hasta el momento, en corazén de rata
los mayoritarios son el V1y el VIl (Krupinski et al., 1992).

El cAMP, producto de la actividad enzimética de la adenilato ciclasa, activa la PKA,
y ésta fosforila diferentes proteinas en el miocardio para desencadenar la respuesta fisiol6gica
(Figura 19). Entre otras, las acciones que produce esta enzima son las que a continuacion se
mencionan. Fosforila canales de Ca*" dependientes de voltaje en el sarcolema estimulando el
flujo de entrada de Ca®' al citoplasma (Yatani y Brown, 1989); efecto que se refuerza por el
hecho de que la proteina G, estimulada via receptor puede activar directamente los canales de
Ca®’ y la entrada de este i6n desde el medio extracelular al citoplasma (Yatani y Brown, 1989).
PKA también fosforila el fosfolambano, que regula la ATPasa dependiente de Ca* en la
membrana de reticulo sarcopldsmico, lo que permite una ripida recaptura de Ca’" por parte
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de este orgdnulo subcelular (Lindermann et al, 1983). La fosforilacién de la Troponina I, un
componente de las proteinas contractiles, disminuye la afinidad de la troponina C por Ca®
(Schaub y Kunz, 1986) lo que aumenta el nivel de relajacion (Evans, 1986). Por otra parte, la
fosforilacién de las enzimas fosforilasa quinasa y glucogeno sintasa provoca su activacién e
inactivacién, respectivamente, y permite la movilizacién de las reservas de gluc6geno cardiaco
(Fleming et al, 1992). Ademds, PKA también fosforila la piruvato quinasa y la
fosfofructoquinasa-2 ejerciendo un control negativo de la glucolisis y positivo de la

gluconeogénesis, respectivamente.

1.8.1.2. Estado actual de conocimiento sobre la adaptacién del sistema B-adrenérgico-adenilato
ciclasa cardiaco al ejercicio fisico

El sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa, como se ha descrito en el apartado anterior,
esta directamente implicado en el control de la funcién contractil y del metabolismo cardiaco.
Por otra parte, también se han expuesto someramente las respuestas adaptativas que genera la
préctica deportiva intensa y regular en el corazén a nivel fisiol6gico y que afectan, entre otras,
a la respuesta inotrépica y cronotrépica del corazén. Todo ello parece indicar que el sistema
B-adrenérgico-adenilato ciclasa de corazén puede estar afectado como consecuencia del proceso
adaptativo al ejercicio fisico en el sentido que permitiese explicar los resultados de los estudios
fisiol6gicos.

A pesar de que existen en la bibliografia varias publicaciones en las que se ha estudiado
la adaptacién del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa cardiaco al ejercicio fisico de
resistencia intenso y regular, los resultados obtenidos por distintos autores son en muchos casos
contradictorios. Ademds, en ninguno de ellos se ha acometido un estudio sistemdtico de la
funcionalidad y niveles de los componentes del sistema como se ha abordado en €l trabajo cuyos
resultados se presentan en esta memoria.

En cuanto a la densidad de receptores B-adrenérgicos, son varios los autores que no han
encontrado diferencias entre los animales entrenados y sedentarios (Williams, 1980; Moore et
al., 1982; Williams et al., 1984b; Hammond et al., 1987; Scarpace et al., 1992 y Béhm et al., 1993),
mientras que otros han observado un descenso significativo en el nimero de receptores B-
adrenérgicos de miocardio de animales que han seguido un protocolo de entrenamiento de
resistencia (Sylvestre-Gervais et al, 1982; Hammond et al., 1987; Werle et al., 1989 y Plourde et
al, 1991). Todos ellos coinciden, sin embargo, en describir la ausencia de variaciones em la
constante de disociacién de estos receptores por antagonistas.

En la mayoria de los estudios publicados no se han observado variaciones significativas
en la actividad basal de adenilato ciclasa, determinada en presencia de una concentracién
saturante de Mg** (Wyatt et al, 1978; Moore et al, 1982 y Plourde et al, 1991), mientras que
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Déhm et al, (1976) si han encontrado un descenso significativo en la actividad basal de la
enzima. Ademds, Dohm et al, (1976); Wyatt et al., (1978) y Plourde et al, (1991) no se han
detectado diferencias significativas en la actividad de adenilato ciclasa estimulada por fluoruro,
que actiia sobre el componente regulador estimulador del sistema.

Los resultados obtenidos en diferentes trabajos en cuanto a la activacién de adenilato
ciclasa por agonistas B-adrenérgicos son controvertidos, pues Moore et al, (1982) no han
observado variacién alguna en los animales entrenados, Dohm et al., (1976) han encontrado un
descenso en la activacién maxima de la enzima y Wyatt et al., (1978) y Bohm et al,, (1993) han
detectado un incremento en la actividad enzimética. En ningtin trabajo se ha estudiado si los
mecanismos adaptativos al ejercicio fisico afectan también a las vias de control negativo de
adenilato ciclasa, si bien Hammond et al, (1987) y Bohm et al, (1993) no han encontrado
variaciones en la densidad de receptores muscarinicos en miocardio de animales entrenados.

Hay s6lamente dos estudios publicados en los que se ha determinado la posible
variacién de los niveles de las proteinas G, y G, en membranas de miocardio de animales
entrenados. Hammond et al., (1988) han determinado por ELISA un aumento en los niveles de
a, medidos, mientras que Bohm et al, (1993) han descrito un descenso en los niveles de «; en
ventriculo de ratas envejecidas entrenadas.

1.82 Higado

1.8.2.1 Componentes del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa hepdtico y funciones que
resulan '

El higado ocupa una posicién central en el metabolismo energético del organismo.
Durante la fase de absorcion, posterior a la ingesta de una comida rica en carbohidratos, se
encarga de retirar del torrente circulatorio el exceso de glucosa, y durante el periodo
postabsortivo proporciona la glucosa que demandan el resto de los 6rganos. La glucosa retirada
del torrente circulatorio se puede incorporar en la glucogenogénesis, glucolisis y lipogénesis y
la glucosa liberada procede de la glucogenolisis y/o gluconeogénesis. Son las células del
parenquima hepético las encargadas de catalizar todas estas rutas metabélicas que
fundamentalmente estdn sujetas al control de diferentes hormonas y de la inervacién hepitica,
aunque también parece que pueden intervenir en su regulacién las interacciones con células
hepéticas no parenquimdticas y la matriz extracelular (Gardemann et al, 1992). A parte de
esta funci6n, de reservorio de glucosa del organismo, el higado también tiene un papel central
como centro de defensa del organismo (por ejemplo, metabolismo de xenobi6ticos), centro de
control del sistema hormonal (sintesis y degradacién de hormonas) y reservorio de sangre
(Gardemann et al., 1992).
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Si bien durante las etapas iniciales del ejercicio, el glucogeno muscular es la principal
fuente de energia que emplean éstos para su contraccién, a medida que aumenta la duracién
del esfuerzo fisico el higado es el encargado de satisfacer la creciente demanda de glucosa por
parte de los mudsculos. El aumento de la liberaciéon de glucosa por el higado se debe a la
estimulacién, con el ejercicio, de la glucogenolisis y gluconeogénesis. La contribuci6n relativa
de estas dos rutas al mantenimiento de la euglicemia plasmética estd determinada por la
duracion e intensidad del ejercicio, y mientras que la primera es mds importante a tiempos
cortos de ejercicio, el papel de la gluconeogénesis serd progresivamente mayor a medida que
el ejercicio fisico se prolongue y las reservas de glucégeno hepético se vayan consumiendo
(Winder, 1988 y Wassenman y Cherrington, 1991). El AMP ciclico, y por tanto el sistema de
adenilato ciclasa es el principal responsable del control de estas rutas metabolicas, en respuesta
al aumento de los niveles de catecolaminas y glucagén circulantes en plasma y de actividad
simpética hepdatica que se produce durante el ejercicio fisico.

El aumento en los niveles de glucagén que se produce durante el ejercicio fisico es el
principal responsable de la estimulacién de la glucogenolisis y gluconeogénesis, mientras que
las catecolaminas plasmdticas sélo parece que sean importantes en la regulacién de la
liberacién de glucosa en ejercicios muy prolongados en el tiempo, cuando los niveles que
alcanzan son sensiblemente mds altos (Mc Kelvie et al., 1991). Por otra parte, el sistema nervioso
simpatico controlaria las rutas metabdlicas que conducen a la liberacién de glucosa hepitica
directamente a través de sus terminales en el higado, e indirectamente al estimuiar la liberacién
de glucagén por el pédncreas y de catecolaminas por la médula adrenal (Gardemann et al,
1992). Pero segin Wasserman y Cherrington, (1991) no existe ninguna evidencia experimental
de que la noradrenalina liberada por los terminales nerviosos simp4ticos hepdticos sea esencial
para aumentar la produccién de glucosa durante el ejercicio, a pesar de que se ha demostrado
que aumenta la actividad de estos terminales en el higado de ratas entrenadas (Winder et al,,
1983a). El higado también estd inervado por el sistema nervioso parasimpético, sin embargo
no se ha estudiado el papel que tienen sus terminales nerviosos sobre el metabolismo hepitico
durante la realizacién de un esfuerzo fisico (Wasserman y Cherrington, 1991).

El glucagdn ejerce sus efectos a través de un receptor especifico, que est4 positivamente
acoplado a adenilato ciclasa. El receptor de glucagén de higado de rata, que ha sido clonado
y expresado recientemente por Jelinek et al, (1993), también estd acoplado a la via de los
fosfoinositidos estimulando la degradacion del glucégeno hepatico (Jelinek et al., 1993), por lo
tanto es un receptor que a través de protefnas G diferentes ejerce el mismo efecto sobre el
metabolismo hepdtico. Las catecolaminas actiian en higado a través de receptores 8, 8,, a, y
a,-adrenérgicos (Mc Kelvie et al, 1991). Mientras que los receptores B-adrenérgicos y los «,-
adrenérgicos estdn acoplados a ciclasa, los receptores a,-adrenérgicos estdn acoplados a la via
de los fosfoinositidos, como se seiiala en la Figura 12.
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Ademds de los receptores a,-adrenérgicos, en membrana plasmatica de hepatocitos
también existen receptores de angiotensina II acoplados negativamente a adenilato ciclasa (Jard
et al., 1981 y Pobiner et al., 1992).

La unién de agonistas especificos a estos receptores estimuladores (B-adrenérgicos y de
glucagén) e inhibidores («,-adrenérgicos y de angiotensina II) provoca el aumento o
disminuci6n, respectivamente, en los niveles de cAMP que produce la subunidad catalitica de
adenilato ciclasa, efecto que estd mediado por las proteinas G, y G,. En higadc de rata se ha
descrito la existencia de las formas grande y pequeia de G, (Begin-Heick y Mc Farlane Anderson,
1992), y de dos de las tres isoformas de a; «, ¥ @, ambas implicadas en la inhibicion de
adenilato ciclasa, al acoplar a ella los receptores «,-adrenérgicos (Simonds et al, 1989) y de
angiotensina 1l (Pobiner et al, 1992) respectivamente.

Los tipos VI y VII de adenilato ciclasa, de los ocho. existentes, son los que aparecen en
mayor proporcién en higado de rata, al igual que sucede en el corazén de estos animales
(Krupinski et al., 1992).

En la Figura 20 se refleja como la PKA estimula la secuencia glucogenolitica al
modificar covalentemente la fosforilasa quinasa y la glucégeno sintasa. Por otra parte, la
proteina quinasa A fosforila la piruvato quinasa, inactivdndola e inhibiéndo asi la glucolisis
(Hers y Hue, 1983) y fosforila la fosfofructoquinasa-2 dando lugar a la actividad de fructosa 2,6
bisfosfatasa, que permite canalizar el flujo metabdlico hacia la gluconeogénesis (Winder, 1988).
También fosforila la acetil-CoA carboxilasa ejerciendo un control negativo de las rutas de
sintesis de los dcidos grasos.

En higado de ratas entrenadas a diferentes velocidades y durante distintos periodos de
tiempo Winder et al, (1983b) han encontrado una relacién lineal entre la concentracidn de
cAMP y los niveles de glucogenolisis hepética. Ademds, en ejercicios prolongados, cuando caen
los niveles de glucégeno hepatico, Winder , (1988) ha observado un incremento adn mayor en
la concentracion intracelular de cAMP que parece que es necesario para inhibir la glucolisis y
estimular la gluconeogénesis. Datos que son consistentes con la idea de que durante el ejercicio

es la actividad de adenilato ciclasa la que fundamentalmente controla el metabolismo hepético
de hidratos de carbono.

1.8.2.2 Estado actual de conocimiento sobre la adaptacién del sisterna $-adrenérgico-adenilato
ciclasa de higado al ejercicio fisico

En el apartado anterior ya se ha ilustrado ampliamente el papel tan importante que
desempeiia el sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa en el control del metabolismo hepético
durante el ejercicio fisico, lo que permite pensar que este sistema podria estar sujeto a algin
mecanismo adaptativo como consecuencia de la practica deportiva intensa y regular. A pesar
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de ello, el grado de conocimiento que se tienen sobre el funcionamiento y regulacién del mismo,
es pricticamente nulo pues sélo hay dos estudios previos en la bibliografia, publicados por
Dohm et al., (1976) y Yakoviev, (1974).

En estos dos trabajos se ha estudiado la funcionalidad de la via estimuladora del sistema
en ratas entrenadas, sin embargo, las conclusiones a las que llegan sus autores no son totalmente
coincidentes. Dohm et al, (1976) no observan variaciones ni en la actividad basal de adenilato
ciclasa ni en la estimulada por fluoruro o adrenalina, mientras que Yakovlev, (1974) describe un
aumento en la actividad de la enzima estimulada por catecolaminas sin que se modifique la
actividad basal o en presencia de fluoruro.

No hay publicado ningtin trabajo en el que se haya estudiado la posible variacién en los
niveles de proteinas G, y G, en la densidad y/o afinidad de los receptores acoplados o en la
funcionalidad de las vias de control negativo del sistema como consecuencia de la adaptacién

al ejercicio fisico de resistencia intenso y regular.

1.83 Tejido adiposo

1.8.3.1 Componentes del sistema $3-adrenérgico-adenilato ciclasa de tejido adiposo y funciongs
ue regulan

El tejido adiposo blanco , como ya se ha sefialado en el apartado 1.7.1, constituye el
mayor almacén de energia metabdlica, en forma de triglicéridos, tanto en humanos como en
el resto de los animales superiores. La movilizacién de estas reservas lipidicas tiene un papel
muy importante en la regulacién del balance energético de los seres vivos tanto en una
sitvacién de reposo como durante el ejercicio fisico, y estd sujeta a un preciso control por
diferentes factores, tanto hormonales como nerviosos. La hidrélisis de los triglicéridos
almacenados, proceso conocido como lipolisis, da lugar a la liberacién de dcidos grasos y
glicero!l desde los adipocitos hacia el torrente circulatorio. lLos 4cidos grasos libres constituyen
el principal combustible metabdlico empleado por los diferentes musculos estudiados durante
el ejercicio fisico prolongado, y el glicerol se emplea por el higado como precursor
gluconeogénico (Amer et al., 1990 y Richelsen, 1991).

Aunque los niveles de catecolaminas liberados al plasma por la médula adrenal
aumentan durante la realizacién del ejercicio, parece que mayoritariamente es la liberacién de
noradrenalina por los terminales nerviosos simpdticos, cuya actividad también aumenta con el
esfuerzo fisico, el proceso que estimula la lipolisis y por tanto la liberacién de dcidos grasos
(Shepherd y Bah, 1988; Wahrenberg et al, 1992). Si bien la lipolisis parece ser la funcién més
importante que regulan las catecolaminas en tejido adiposo, éstas también controlan otros

procesos metabdlicos, como son la sintesis de lipidos y el transporte y metabolismo de glucosa
(Amer, 1992 y Lafontan et al., 1992).
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Los receptores B-adrenérgicos (8,, 8, y B,) estimulan y los «, inhiben la lipolisis via
adenilato ciclasa. Mientras que los receptores «, adrenérgicos no ejercen ningin control sobre
la lipolisis, mediante estudios "in situ” empleando la técnica de la microdidlisis Amer et al,
(1990) han demostrado que los receptores «,-adrenérgicos modulan la lipolisis en humanos en
reposo mientras que los receptores B-adrenérgicos la regulan durante el ejercicio fisico. Existen
diferencias considerables en la expresién de los distintos subtipos de receptores adrenérgicos
en tejido adiposo blanco entre especies. En cuanto a los receptores B-adrenérgicos, B, parece
que estd presente en todas las especies, B, estd presente en humanos (Arner et al., 1982) pero
no en ratas (Bahouth y Malbon, 1988) y por contra B, aparece en tejido adiposo de ratas
(Hollenga y Zaagsma, 1989} pero no en el de humanos (Arner, 1992}; sin embargo, en adipocitos
de hamsters aparecen los tres subtipos de receptores 8§ (Zaagsma y Nahorski, 1990). El receptor
B,-adrenérgico de rata ha sido clonado y expresado recientemente por Granneman et al., (1992).
Por lo que se refiere a los receptores «,-adrenérgicos, éstos parecen tener un papel mucho més
importante sobre la lipolisis en humanos que en otras especies como la rata donde sus niveles
son mucho mas bajos.

Con relacion a la densidad de los receptores adrenérgicos de tejido adiposo parece clara
la existencia de "spare receptors” puesto que tan sélo es necesaria la ocupacién por agonista del
509% de los sitios para producir la respuesta maxima (Arner, 1992).

En tejido adiposo de rata, ademas de los receptores adrenérgicos, existen otros sistemas
receptores estimuladores también acoplados a adenilato ciclasa y susceptibles de estimular la
lipolisis como son los receptores de ACTH, TSH y glucagdn; sin embargo parece que su papel
es menos importante que el de las catecolaminas en el control de la lipolisis (Richelsen, 1991).

En cuanto a los receptores inhibidores, en tejido adiposo de rata, se ha demostrado que
tanto los A, de adenosina (Kather et al, 1985 y Green y Johnson, 1991; como los de
prostaglandina E, (Richelsen, 1987 y 1988), acoplados negativamente a ciclasa, son los
atenuadores més importantes de la lipolisis, mientras que en adipocitos de humanos, como se
ha mencionado antes, son los receptores a,~adrenérgicos los maximos responsables del control
negativo de esta ruta metabdlica.

Desde un punto de vista fisiolégico la insulina parece ser, en todos los casos, el agente
antilipolitico m4s importante (Richelsen, 1991) a pesar de que su efecto méximo es menor que
el de otros, como andlogos de adenosina o prostaglandina E, (Richelsen y Pedersen, 1985).
Aunque no se ha establecido claramente el mecanismo por el que la insulina ejerce sus efectos,
hay diferentes estudios que indican la existencia de procesos dependientes e independientes de
cAMP implicados (Hdring, 1991). Entre los mecanismos dependientes se encuentra la activacién
por insulina de fosfodiesterasas de cAMP en tejido adiposo (Makino et al., 1992).
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En cuanto a las proteinas G, en tejido adiposo de rata se ha descrito la existencia de la
forma grande y pequeiia de a, que son las dos especies mayoritarias que migran en geles de
poliacrilamila-SDS (Milligan y Saggerson, 1990), asimismo se ha descrito Ia existencia de [as tres
isoformas conocidas de a;, (Green et al., 1990).

La PKA cataliza la fosforilacion de la lipasa sensible a hormona que de este modo pasa
a su forma activa e inicia la hidrélisis de los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo
(Figura 21).

El determinante de la actividad lipolitica es, por tanto, el nivel intracelular de cAMP,
y éste se regula por el balance entre la sintesis (por la actividad adenilato ciclasa) y la
degradaci6n (por las fosfodiesterasas de cAMP). Sin embargo, en adipocitos aislados la relacién
entre niveles intracelulares de cAMP y lipolisis no son lineales (Stralfors y Belfrage, 1984) puesto
que los niveles méaximos de lipolisis se consiguen con un aumento de dos veces en la
concentracién de cAMP y un incremento posterior de cien veces en la misma no produce
efectos apreciables sobre la lipolisis. No obstante, Honnor et al., (1985} han demostrado que
existe una correlacién lineal entre los niveles de actividad lipolitica y los de ¢cAMP unido a
proteina quinasa A. Ademis, estos mismos autores han observado que el efecto de todos los

agentes lipoliticos y antilipoliticos convencionales, excepto la insulina, se puede explicar por su
accién sobre la PKA.

1.8.3.2 Estado actual de conocimiento sobre la adaptacién del sistema B-adrenérgico-adenilato
ciclasa de tejido adiposo al ejercicio fisico

Est4é claramente establecido que el ejercicio fisico intenso y regular incrementa la
respuesta lipolitica a catecolaminas de los adipocitos en animales de laboratorio (Askew y
Hecker, 1976; Bukowiecki et al., 1980; Williams y Bishop, 1982; Sheperd et al., 1986 e Izawa et al,
1991) y en humanos entrenados (Crampes et al., 1986, Riviefe et al.,, 1989; Wahrenberg et al., 1991
y Lonngvist et al, 1992).

Estos resultados parecen indicar que los mecanismos adaptativos que se generan como
consecuencia de la préctica deportiva regular, pueden afectar al sistema B-adrenérgico-adenilato
ciclasa y/o a etapas posteriores del proceso de estimulacion de la lipolisis, como son la proteina
quinasa A, las fosfodiesterasas o la lipasa sensible a hormona.

Hasta el momento no se ha observado variacion en la actividad de la proteina quinasa
A (Shepherd y Bah, 1988 y Ramfrez y Shepherd, 1989) ni de la lipasa sensible a hormona
(Shepherd y Bah, 1988) en adipocitos de animales entrenados, con respecto a sus controles. Por
otra parte, se¢ ha demostrado que con el ejercicio fisico se produce un aumento de la actividad
de las fosfodiesterasas de cAMP de alta y baja Km (Kenno et al, 1986 y Sheperd y Bah, 1988),
que provocarian un descenso en los niveles del nucleétido ciclico dificilmente correlacionable
con ¢l aumento de la actividad lipolitica (lzawa et al, 1991).
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A la vista de estos resultados y a pesar de los estudios de Sheperd et al., (1986) y Riviere
et al, (1989) quienes han observado que el dibutiril cAMP estimula la lipolisis en mayor
proporcién en animales y humanos entrenados, respectivamente, que en sus controles, parece
bastante plausible la posibilidad de que los procesos adaptativos conducentes a aumentar la
lipolisis en adipocitos, como consecuencia del ejercicio fisico, operen mayoritariamente a nivel
del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa. Con relacién a este sistema, existen escasos
antecedentes en la bibliografia sobre su adaptacion al ejercicio fisico intenso y regular, y el
grado de conocimiento alcanzado al respecto, tal y como se relata a continuacion, parece escaso.

En cuanto a los receptores B-adrenérgicos, la mayoria de los estudios parecen coincidir
en que no se produce variacién en los niveles o densidad de estos receptores ni en animales de
experimentacion (Bukowiecki et al., 1980; Williams y Bishop, 1982 y Shepherd et al., 1986) ni en
humanos (Crampes et al., 1986 y Wahrenberg et al., 1991). Sin embargo, en un trabajo publicado
recientemente Lonngvist et al., (1992) han observado un aumento en los niveles de receptores
B-adrenérgicos en adipocitos de hombres entrenados. Ademas existen datos contradictorios en
cuanto a la proporcién de estos receptores que se encuentran en el estado de alta afinidad y
que dan cuenta del acoplamiento entre el receptor y G,, pues si bien Williams y Bishop, (1982)
atribuyen el aumento en la lipolisis, observada en animales de experimentacion, al incremento
en la proporcién de receptores que se encuentran en el estado de alta afinidad, Wahrenberg et
al, (1991) no han encontrado diferencias a este nivel entre hombres y mujeres entrenados y sus
respectivos controles.

Tampoco se han observado variaciones significativas ni en la actividad basal de adenilato
ciclasa, ni en )a actividad de la subunidad reguladora estimuladora G, en los estudios publicados
por Yakoviev, (1974) y Williams y Bishop, (1982). Pero Izawa et al, (1986) han descrito un
aumento en la actividad de adenilato ciclasa estimulada por concentraciones saturantes de
GppNHp, sin que varie la constante de activacién de la enzima por este modulador o la
actividad basal en ratas entrenadas. Yakovlev, (1974); Williams y Bishop, (1982) e Izawa, (1988
y 1991) han observado un aumento significativo de la actividad de adenilato ciclasa estimulada
por catecolaminas en animales entrenados por diferentes procedimientos.

En la bibliografia existen diferentes publicaciones en las que se ha estudiado la posible
adaptacién al ejercicio fisico de las vias de control negativo de la actividad de adenilato ciclasa
(Williams y Bishop, 1982; [zawa et al., 1988 y Wahrenberg et al., 1991}, y todos elios coinciden en
que se produce un descenso en la actividad antiadrenérgica y antilipolitica de las mismas con
el esfuerzo fisico intenso y regular.

El conocimiento que se tienen de la posible variacién de los niveles de las proteinas G,
y G, en membranas de tejido adiposo con el ejercicio fisico es muy escaso. Tan s6lo existe un
trabajo, publicado por Izawa et al, (1988) en el que mediante ADP-ribosilacién han observado
un descenso en los niveles de sustrato ADP-ribosilable por toxina pertussis, sin que varien
significativamente los niveles de ADP-ribosilacitn catalizada por toxina colérica.
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Luego en su conjunto, los trabajos publicados apuntan hacia una adaptacién del tejido
adiposo en el sentido de disminucién de la eficacia de sus vias antilipoliticas, que puede ir 0 no
acompaiado de un aumento en la actividad de las vias estimuladoras del sistema B-adrenérgico-
adenilato ciclasa, para producir en todo caso un aumento en los niveles de cAMP y por ende
de los niveles de lipolisis.

19 OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesis ha sido el estudio de las posibles modificaciones en el
sistema de adenilato ciclasa con el ejercicio fisico de resistencia, intenso y regular, en diferentes
tejidos de rata, modelo animal experimental elegido. Se pretende comparar el funcionamiento
de este sistema de transduccion en corazén, higado y tejido adiposo de animales entrenados con
sus respectivos controles sedentarios, incidiendo a diferentes niveles:

Receptor.

- Determinacién de la densidad y afinidad de receptores B-adrenérgicos.
* Efector
- Subunidad catalitica. Determinacién de la actividad enzimdtica atribuible a
posibles variaciones en los niveles y/o funcionalidad de la subunidad catalitica
de adenilato ciclasa (actividad enzimdtica en presencia de Mg, Mn*' y
Mg /forscolina).
- Proteinas G. - Funcionalidad de la proteina G,. Evaluacién de la respuesta de
la subunidad catalitica de adenilato ciclasa a proteinas G
(actividad enzimética en presencia de fluoruro y nucleétidos de
guanina).
- Niveles de proteinas G. Determinacién de niveles de ADP-
ribosilacién y de las diferentes isoformas de las subunidades «,,
a, y niveles de subunidad B de proteinas G.
Receptor/efector
- Regulacién de la actividad de adenilato ciclasa via receptor. Determinacién de

la actividad enzimética en presencia de agonistas especificos de receptores
estimuladores e inhibidores.
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2.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1 Descripciéon de los animales y su estabulacion

En este estudio se utilizan ratas Wistar macho (Ratfus norvegicus var. albina) con un peso
inicial de 110-120 gr, alimentadas "ad libitum" con una dieta sélida estdndar (PANLAB). Las
ratas permanecen estabuladas durante el periodo de entrenamiento en el animalario de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas de esta Universidad en una habitacién con una temperatura
constante de 21+ 1°C, en condiciones de humedad controlada y con un ciclo de luz-oscuridad

de 12 horas, invertido con respecto al natural.
2.1.2 Programa de entrenamiento fisico de los animales

El ejercicio fisico consiste en la realizacién de una sesién de carrera por dia, 6 dias por
semana durante 10 semanas sobre un tapiz rodante Columbus Instruments modelo 0145-0041.
(Columbus Instruments, Ohio) (Figura 22).

Se utilizan 40 ratas por bloque de estudio, 20 controles y 20 animales entrenados. La
distribucién en estos dos grupos se realiza cuidadosamente en los cinco primeros dias de
adaptacién al ejercicio fisico segin el programa disefiado.

El programa de entrenamiento que se sigue es ¢l siguiente: en la primera y segunda
semana se familiariza a los animales con el funcionamiento del aparato y se aumenta
progresivamente la velocidad de 15 m/min a 30 m/min y la duracién del entrenamiento de 10
a 60 minutos. Desde la tercera semana hasta la décima, en que se sacrifican, las ratas corren
continuamente durante 60 minutos a una velocidad de 30 m/min. En todo momento, las
sesiones de carrera se efectuan sin inclinar el tapiz. Aunque el sistema de descarga eléctrica del
aparato se emplea durante los primeros dias para conseguir una adaptacién répida de los
animales al tapiz, posteriormente se desconecta para evitar la posible influencia del estrés
provocado por la descarga sobre el proceso adaptativo que se estudia. El protocolo detallado
se recoge en la Tabla I.

TABLA 1. CONDICIONES DE ENTRENAMIENTO

VELOCIDAD DURACION FRECUENCIA

SEMANA

(m/min) (min) (dias/semana) (n¢ sesiones/dia)
1 15-20 10-30 6 1
2 20-30 30-60 6

3-10 30 60 6 1
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Figura 22. Imagen de los tapices rodantes y de los animales durante una sesién de entrenamiento
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2.13 Obtenciéon de las muestras bioldgicas

Tras el periodo de entrenamiento y transcurridas 24 horas desde la dltima sesion de
ejercicio fisico, los animales se pesan y se sacrifican por decapitacién, y tras recoger la sangre
para obtener suero, se procede a abrir rdpidamente el t6rax y el abdomen. La grasa epididimal
y perirrenal se extrae cuidadosamente, se lava con solucién salina (Na Cl al 0.9%), se congela
en aire liquido y se conserva a -80°C.

El higado se perfunde rdpidamente con solucién salina por la vena porta, cortdndose
la arteria aorta abdominal para dar salida a la sangre y a la soluci6n salina. Una vez perfundido
se extrae el 6rgano, se lava en solucién salina, se pesa, se congela en aire liquido y se almacena
a -80°C,

El corazén, tras ser extraido, se lava con solucién salina, se pesa y la pared lateral del
ventriculo izquierdo se secciona, congeldndose en aire liquido esta dltima y en otro paquete el
ventriculo derecho junto al septum. Posteriormente se almacenan las muestras a -80°C.

El tiempo total empleado en el proceso de obtencién de los 6érganos del animal fue de

aproximadamente 10 minutos, y todas las operaciones efectuadas desde la extraccién de los
mismos hasta su congelacion se realizan a 0-4°C.

22  OBTENCION DE LOS PREPARADOS DE MEMBRANAS
22.1  Obtencion del preparado de membranas de ventriculo izquierdo

Para la obtencién del preparado de membranas se descongela un fragmento de
ventriculo izquierdo de cada rata y se elimina a continuacién el endocardio, pericardio, tejido
graso y arlerias principales, segin describe Jones, (1988), Figura 23. Posteriormente se seca el
material biolégico y se pesa antes de trocearlo con tijeras. Las muestras se homogeneizan en
un tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (25°C), conteniendo EDTA 3 mM, PMSF 0.1 mM y
5 ug/ml de inhibidor de tripsina de soja (tamp6n de muestra), con un Polytron PT-20
(Brinkman Instruments) durante 15 segundos a la mitad de su velocidad méxima.

El homogeneizado se filtra a través de 4 capas de gasa y se centrifuga a 14000 g durante
20 min. El sobrenadante se desecha y el sedimento resuspendido se centrifuga de nuevo en las
mismas condiciones. El sedimento obtenido finalmente se pesa y se resuspende, por
homogeneizacién en Potter-Elvehjem, en el mismo tamp6n, en una relaciéon de 80 mg/ml. La

preparacién de membranas asi obtenida se distribuye en alicuotas y se almacena a -80°C hasta
su utilizacion.
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Todas las operaciones se realizan a una temperatura de 0-4°C. Las centrifugaciones
se llevan a cabo en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5 equipada con un rotor angular
$S-34. En todos los casos se obtienen simultineamente preparados de membranas de los
bloques control y ejercicio.

HOMOGENEIZACION
(Tamp6n de muestra)

Centrifugacién 20 min.
a 14000 g

' {
SBDTE. SDTO.

Centrifugacién 20 min
a 14000 g

g
SDTO. SBDTE.

Resuspensién en Tamp6n de
muestra

PREPARADO DE
MEMBRANAS

Figura 23. Obtenci6n del preparado de membranas de ventriculo izquierdo

22.2 Obtencion del preparado de membranas de higado

Los preparados de membranas de higado se cbtienen siguiendo el procedimiento
descrito por Kelly et al, (1984), ligeramente modificado en nuestro laboratorio, Figura 24. Se
parte de un fragmento de 0.1 gr de peso del higado de cada animal. La muestra se descongela
sumergida en tamp6n de muestra. Una vez descongelada se seca, se pesa, se tritura con unas
tijeras y se homogeneiza en 20 ml de tamp6n de muestra. I.a homogeneizacién se lleva a cabo
con un Potter-Elvehjem provisto de un émbolo de teflén mediante 15 emboladas a 2000 rpm.
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El homogeneizado se filtra a través de dos capas de gasa hidréfila y se centrifuga a
1500 g durante 10 minutos. El sedimento se elimina y el sobrenadante se centrifuga a 20000 g
durante 20 minutos. El sedimento de la segunda centrifugacion se resuspende en 15 mi de
tamp6n de muestra y se aplica a un gradiente discontinuo de sacarosa formado con 15 ml de
sacarosa 1.06 M y 15 ml de sacarosa 2.02 M (preparadas en tampén de muestra), y se centrifuga
a 25000 g durante 45 minutos. La banda que aparece en la interfase 0-1.06 M de sacarosa se
extrae con una pipeta Pasteur y se lava dos veces con 45 ml de tampén de muestra por
centrifugacién a 27000 g durante 20 minutos. El sedimento obtenido se pesa y se resuspende,
por homogeneizacion en Potter-Elvehjem, en una relacion de 5 pl de tamp6n de muestra por
cada mg de membranas. El preparado de membranas asi obtenido se distribuye en alicuotas y
se almacena a -80°C hasta su utilizacién.

Todas las operaciones se realizan a una temperatura de 0-4°C. Las centrifugaciones se
llevan a cabo en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5 equipada con un rotor angular S5-34

excepto en la centrifugacion en gradiente, en la que se emplea un rotor flotante HB-4.

223 Obtencion del preparado de membranas de tejido adiposo

Se emplea el método descrito por Belsham et al, (1980) ligeramente modificado en
nuestro laboratorio. La grasa epididimal y perirrenal de 3 ratas se limpia en una placa petri con
NaCl al 0.9%, elimindndose la vasculatura, se seca, se pesa y se tritura con tijeras antes de
homogeneizar el tejido. La homogeneizacién se realiza en 8 ml de tampén de muestra, con un
Polytron PT-20 (Brinkman Instruments) en posicién 3 con un pulso de 15 segundos. El
homogeneizado se centrifuga a 1000 g durante 3 minutos. El sedimento se elimina y el
sobrenadante se recoge con una pipeta Pasteur despreciando la capa de grasa y células muertas
que queda flotando sobre él. El sobrenadante se centrifuga a 30000 g durante 30 minutos. El
sedimento obtenido se pesa y se resuspende en el mismo tampén en una relacién de 125
mg/ml. El preparado de membranas obtenido se conserva a -80°C hasta su utilizacion,
(Figura 25).

Todas las operaciones se llevan a cabo a una temperatura de (-4°C. Las centrifugaciones
se realizan en una centrifuga refrigerada Beckman L2-21 provista de un rotor angular JA-17.
En todos los casos se obtienen simultdneamente las membranas de los bloques control y
ejercicio.

Estos preparados se han comparado con suspensiones de membranas obtenidas a partir
de adipocitos previamente aislados, puesto que éste método se emplea con mucha més

frecuencia. Los resultados de ésta comparacién se presentan en el capitulo correspondiente de
ésta memoria.
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HOMOGENEIZACION
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Figura 24. Obtencién del preparado de membranas de higado




MATERIALES Y METODOS 58

Los adipocitos se aislan a partir de una mezcla de grasa epididimal y perirrenal por el
método descrito por Rodbell, (1964) ligeramente modificado. 1.a grasa se recoge en una placa
petri que contiene tamp6n Krebs-Ringer-Hepes pH 7.4 (25°C), conteniendo NaCl 118.4 mM,
KCl 4.74 mM, MgSO, 1.19 mM, Ca(l, 2.54 mM, KH,PO, 1.19 mM y Hepes 20 mM, se limpia,
se seca Yy se pesa. A continuacién, se tritura con una tijera en tampén Krebs-Ringer-Hepes
suplementado con albimina de suero bovino al 2% (p/v). La digestién del tejido para separar
los adipocitos se realiza mediante adicién, sobre la mezcla anterior, de 10 mg de colagenasa por
cada 10 gr de tejido e incubando después en un bafo a 37°C con agitacién intensa. El tejido
digerido se filtra a través de una malla de nylon, se lava dos veces con 5-10 volimenes de
tampo6n Krebs-Ringer-Hepes y se centrifuga a 400 g durante dos minutos para eliminar bien la

colagenasa del medio. En el sobrenadante asi obtenido se encuentran en suspensién los
adipocitos aislados.

HOMOGENEIZACION
(Tampén de muestra)

Centrifugacién 20 min.
a 14000 g

R
SBDTE. SDTO.

Centrifugacién 20 min
a 14000 g

v
SDTO. SBDTE.

Resuspension en Tamp6n de
muestra

PREPARADO DE
MEMBRANAS

Figura 25. Obtencién del preparado de membranas de tejido adiposo
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Al preparado de adipocitos se le adicionan 5-10 voldmenes de tamp6n Tris-HCI 50 mM,
pH 7.4 (25°C), conteniendo MgCl, 10 mM, EDTA 5 mM, 5 pg/ml de leupeptina, 5 pg/mi de
inhibidor de tripsina se soja y PMSF 0.1 mM (Tampén de homogeneizacién} y s¢ homogeneiza
en un Potter-Elvehjem. El homogeneizado se centrifuga a 1500 g durante 10 minutos. El
sedimento resultante se desprecia y el sobrenadante se centrifuga a 19500 g durante 30 minutos.
El sedimento obtenido se pesa y se resuspende en un tamp6n Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 (25°C),
que contiene Mg Cl, 10 mM y EDTA 1 mM, en una relacién de 8ul de tamp6n por cada mg
de peso himedo del sedimento. El preparado de membranas obtenido se distribuye en alicuotas
y se almacena hasta su utilizacion a -80°C.

Todas las operaciones se llevan a cabo a una temperatura de 0-4°C. Las centrifugaciones
se realizan en una centrifuga refrigerada Beckman 1.2-21 provista de un rotor angular JA-17.

23 ENSAYOS DE UNION DE LIGANDOS

2.3.1 Ensayos de saturacién

Para los ensayos de uni6n de ligandos se emplea (-) ['*I] iodocianopindolol (ICYP) (act.
esp. 2200 ¢ Ci/mmol), un antagonista no selectivo de receptores B-adrenérgicos, como ligando
marcado. Alicuotas de 100 pl (75 pg de proteina), de los preparados de membranas de los
diferentes tejidos estudiados, se incuban en un volumen final de 250 pl de tamp6n Tris-HCI 20
mM, pH 7.4 (37°C), conteniendo NaCl 150 mM, MgCl, 5SmM y é4cido ascérbico 0.1 mM
(tampdn de "binding”) con concentraciones crecientes de ICYP comprendidas entre 5-250 pM.
En experimentos previos se ha comprobado que en el intervalo de concentraciones empleado
en el presente estudio, la unién especifica del ligando a los preparados de membranas es
saturable y estable después de 50 minutos de incubacién a 37°C. Los tubos se mantienen en
baio de hielo hasta el inicio de la reaccion. Esta comienza por la adicién del preparado de
membranas y se desarrolla durante 60 minutos en un bafio a 37°C con agitacién. La reaccién
finaliza por dilucién con 5 ml de tamp6n Tris-HCI 20 mM, pH 7.4 (25°C) conteniendo NaCl
150 mM (tamp6n de lavado) a 4°C, seguida inmediatamente de una filtracién a vacio a través
de un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/A, previamente humedecido en tampén de lavado.
El filtro se lava 3 veces con 5 ml del mismo tampén a 4°C y se dispone en un vial y se cuenta
la radioactividad incorporada al filtro.

Para determinar la unién inespecifica, inferior al 25% de la unién total, se incuba en
presencia del antagonista frio (no marcado) D,L-propranolol 10°M. Los experimentos se
realizan por triplicado, presentando una desviacién méxima del 20%, y se repiten al menos dos

veces, con diferentes preparaciones de membranas; los datos que figuran en las graficas y tablas
corresponden a un experimento representativo.
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La densidad (Bmax) y la constante de afinidad (Kd) de los receptores se determina
mediante el tratamiento de los datos de la unién especifica por el método de Scatchard, (1949}
y Rosenthal, (1967), empleando para ello el programa informdtico "SigmaPLOT Scientific
Graphing System" (versién 4.10).

24 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ADENILATO CICLASA

24.1 Ensayo cromatografico

El ensayo de actividad de adenilato ciclasa se realiza conforme al método descrito por
Salomon et al., (1974), modificado por Garcia y Haro, (1981). La mezcla de incubacién contiene
el preparado de membranas (50 pg de proteina en preparados ventriculo izquierdo, 75 ug en
higado y 40 pg en tejido adiposo), ATP 0.05 mM, 0.5 pCi de [a-"P]JATP (act. esp. 400
Ci/mmol), MgCl, 10 mM, cAMP 0.75 mM, creatina fosfato 20 mM, 12.5 unidades de creatina
quinasa, teofilina 5 mM, y el resto de los cofactores, en un volumen final de 0,2 ml de tampén
Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 (37°C) que contiene 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA 1.5 mM, 2.5
pg/ml de inhibidor de tripsina de soja y PMSF 0.05 mM. En los experimentos de inhibicién de
fa actividad enzimaitica la concentracién de proteina anadida al ensayo es de 0.5 mg/ml en
preparados de membrana de ventriculo izquierdo, de 0.3 mg/ml en higado y de 0.4 mg/ml en
los preparados de membranas de tejido adiposo, la de MgCl, 3 mM, sin que se varie la
concentracion del resto de compuestos anadidos a la mezcla de incubacién y se adiciona NaCl
100 mM. El resto de los reactivos presentes en los ensayos, asi como sus concentraciones finales,
son los que se indican en las figuras y tablas.

La reaccién se inicia por la adicién del sustrato. La incubacién se lleva a cabo durante
10 minutos a 37°C con agitacién y se detiene mediante la adicién de 0.5 ml de ZnSO, y 0.5 ml
de Na,CO;, ambos a una concentracién (.12 M. A continuacién las muestras se introducen en
baio de hielo y se afiaden 0.5 m! de agua destilada y 0.06 pCi de [8-’H] cAMP (act. esp. 27.5
Ci/mmol) como marcador del rendimiento del proceso de purificacién posterior. La mezcla se
centrifuga a 4500 g durante 15 minutos en una centrifuga de mesa Wifug-Labor, y el
sobrenadante se aplica por decantacién en una columna Dowex AG 50 Wx4 (H*) (200-400
mallas) de 0.8x8 cm. Se lava con 4 ml de agua destilada y se deja eluir sobre una columna de
alimina neutra (70-230 mallas) de 0.8x3 c¢m. El eluido se descarta y a continuacién se afiaden
3 ml de Tampén Tris-HCl 100 mM, pH 7.2 (25°C), recogiéndose el eluido de esta dltima etapa
en un vial al que se adicionan 15 ml de liquido de centelleo y se cuenta la radioactividad.

Los ensayos, realizados por triplicado, presentan una desviaci6n inferior al 15% del valor
medio. La actividad especifica de adenilato ciclasa se expresa en pmol de cAMP producido por
minuto y mg de proteina.
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242 Calculo de la actividad enzimdtica

La actividad enzimética se calcula, a partir de los datos obtenidos de la medida de la
radiactividad de las muestras, de la siguiente forma:

(A-F)xDxG
E
[B—( EM)}xC

nmoles de AMPc =

]

cpm *P recuperadas

il

cpm *H recuperadas
= cpm *P totales afiadidas
cpm *H totales anadidas

cpm de C que se introducen en el canal de *H

cpm de D que se introducen en el canal de *P (fondo del contador)
nmoles de ATP en el ensayo

I
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243 Preparacién de los soportes cromatograficos

La preparacion del Dowex AG 50 Wx4 (H*) requiere unicamente un lavado con 15
volumenes de agua destilada, quedando la resina dispuesta para ser cargada en las columnas.
La regeneracion de las columnas se realiza mediante lavado con 2 ml de HCL 1 N, seguido de
un lavado con 30 m! de agua destilada.

Para preparar la alimina se efectia un lavado con tampén Tris-HCL 100 mM, pH 7.2
(25°C) y se carga en las columnas.

P ADP-RIBOSILACION CATALIZADA POR TOXINA PERTUSSIS
2.5.1 Incubacién de las muestras y posterior tratamiento electroforético

La preparacién de membranas (125 pg de proteina) se centrifuga a 27000 g durante 20
minutos en una microfuga Hettich a 0-4°C. El sobrenadante se elimina por aspiracién a vacio
y el sedimento se suspende en 10 ul de tampén Tris-HCl 20 mM, pH 8.0 (25°C), conteniendo
DTT 1 mM, EDTA 1mM y lubrol PX al 0.05%, y se afiade al medio de incubacién. La mezcla
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de incubacién contiene, ademés del preparado de membranas, 0.3 pg de toxina de Bordetella
pertussis, NAD 0.5 uM, 0.5 pCi de [a-"P]NAD (act. esp. 800 Ci/mmol), MgCl, 0.1 mM, GTP
0.1 mM, ATP 1 mM, EDTA 1 mM, timidina 10 mM, nicotinamida 10 mM, DTT 25 mM, en un
volumen final de 60 pl de tampén Tris-HCl 70 mM, pH 8.0 (25°C). La toxina de B. pertussis se
activa previamente por incubacién con DTT 25mM durante 30 min a 37°C y posterior dilucién
con tampén fosfato sédico 100 mM, pH 7.4 (25°C), que contiene 1mg/ml de BSA y urea 2M.

La reaccion, que se inicia por la adicién del NAD, se lleva a cabo durante %0 min a 30°C
y se detiene por adicién de 20 pl de una disolucién 0.1 mg/ml de BSA en SDS al 2% y 70 pl
de TCA al 30% frio. Las muestras se dejan precipitando toda la noche a una temperatura de
0-4°C. Transcurrido este tiempo se preparan para ser sometidas a electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS siguiendo el método descrito por Guillén et al., (1990), para
lo que se centrifugan a 27000 g durante 15 minutos en una microfuga Hettich. El sobrenadante
se elimina por aspiracion a vacio y el sedimento se lava 2 veces con 0.5 ml de eter frio por
centrifugaciéon a 27000 g durante 5 minutos, para eliminar perfectamente el medio de
incubacién. El sedimento final se resuspende con una micropipeta en 20 pl de un tamp6n Tris-
HCI 62.5 mM, pH 6.8 (25°C), que contiene DTT 50 mM y SDS al 5% (p/v) y se incuba en un
bafio a 90°C durante 5 minutos. Una vez enfriada, se afiade a la mezcla 1 volumen de
N-etilmaleimida 100mM, se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se adicionan 2
voltmenes de tamp6n Tris-HCI 0.125 M, pH 6.8 (25°C), conteniendo SDS al 4%, glicerol al
20%, 2-mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol como indicador. La mezcla resultante se
introduce en un bafio a ebullicién durante 5 minutos, se deja enfriar y se almacena a -20°C
hasta su utilizacion.

La electroforesis de las muestras se realiza conforme al procedimiento descrito por
Brabet et al., (1988) en geles de poliacrilamida de 1.5 mm de espesor que contienen acrilamida
al 10%, Bis-acrilamida al 0.13% y SDS al 0.1% en tamp6n Tris-HCI 0.375 M, pH 8.8 (25°C). Se
mantiene a 4°C primero durante 90 minutos a un voltaje constante de 100 V y seguidamente 5
horas a 35 mA de intensidad de corriente y una vez finalizada, los geles se tifien con azul de
coomassie, se secan y se realiza una autorradiografia utilizando placas fotogrificas Kodak-X
Omat AR-5. Para la autorradiografia, que se desrrolla a -80°C, se utilizan pantallas
intensificadoras de imagen Dupont Cronex.

Los experimentos se repiten al menos tres veces utilizando preparados de membranas
diferentes. Los datos que se presentan en las tablas y figuras son la media de un experimento
realizado por duplicado, siendo la desviacion inferior al 10%.

2.5.2 Cuantificacion del sustrato ADP-ribasilado

Para la cuantificacion del sustrato ADP-ribosilado se cortan las porciones de gel
correspondientes a las bandas impresionadas sobre la placa fotogriéfica, se introducen en un vial
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de centelleo, se anaden 5 ml de liquido de centelleo dioxano-naftaleno y se mide la radiactividad
incorporada. También se corta un fragmento de gel de idéntica superficie y perteneciente a la
misma pista como fondo del ensayo. Por otra parte, y como indice del rendiminiento del proceso
de preparacion de las muestras para la electroforesis, se cuantifica la banda de BSA mediante
densitometrado del gel.

2.6  ADP-RIBOSILACION CATALIZADA POR TOXINA COLERICA
2.6.1 Incubacién de las muestras y posterior tratamiento electroforético

El preparado de membranas (200-250 yg de proteina) se centrifuga a 27000 g durante
20 minutos en una microfuga Hettich a 0-4°C. El sobrenadante se elimina por aspiracién a vacio
y el sedimento se resuspende en 40 pl del medio de incubacién. Este contiene 3 pg de toxina
colérica, NAD 0.1 pM, 2 pCi de [¢-*P]NAD (act. esp. 800 Ci/mmol), MgCl, 10 mM, GppNHp
1 mM, ATP 1 mM, timidina 10 mM, arginina 10 mM y tamp6n fosfato potasico 100 mM, pH
6.8. La toxina colérica se activa previamente mediante incubacién con DTT 20 mM durante 15
min a 30°C.

La incubacién se realiza a 37°C durante 2 horas en un bafo sin agitacion y la reaccién
se detiene por adicién de 13.5 pl de una disolucién de BSA (0.1 mg/ml) en SDS al 2 % y
53.5 ul de TCA al 30% frio.

Después de parar la reaccién, las muestras se dejan precipitando toda la noche a 0-4°C.
El resto de las operaciones encaminadas a la preparacién de las muestras para la electroforesis
y posterior separacién electroforética de las proteinas de membrana se lleva a cabo por el
mismo protocolo descrito para la ADP-ribosilacién catalizada por toxina de Bordetella pertussis
(ver apartado 2.5.1.).

Los experimentos se repiten tres veces con diferentes preparados de membranas. Los
valores que se presentan, corresponden a un experimento representativo realizado por
duplicado. La desviacién es inferior al 10 % del valor medio.

2.6.2 Cuantificacion del sustrato ADP-ribosilado

Para la cuantificacién del sustrato ADP-ribosilado se procede de igual manera que en
el apartado 2.5.2.
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2.7 IMMUNODETECCION DE PROTEINAS DESPUES DE ELECTROTRANSFERENCIA
("IMMUNOBLOT")

El "immunoblot" es una técnica particular de inmunodeteccién de proteinas después de
su electrotransferencia a un soporte de nitrocelulosa. En la presente memoria se utilizars el
término inmunodeteccién para hacer referencia al "immunoblot", a no ser que se haga
referencia expresa a otra modalidad de inmunodeteccion.

2.7.1 Preparacion de las muestras y posterior electroforesis

El tratamiento de las preparaciones de membranas para electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS se realiza segin el protocolo descrito previamente Guillén
et al, (1990), ligeramente modificado. Las muestras (150-250 pg de proteina, en funcién del
tejido y el anticuerpo con el que se incuba) se centrifugan a 27000 g durante 20 minutos en una
microfuga Hettich a 0-4°C. El sobrenadante se elimina por aspiracién a vacio y el sedimento se
suspende con una micropipeta en 30 pl de tampén Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8 (25°C) que
contiene SPDS al 5% (p/v) y DTT 50 mM, y posteriormente se incuba en un bafio a 90°C
durante 5 minutos para solubilizar las proteinas de membrana. A continuacién las muestras se
someten a una reaccién de alquilacién, mediante la incubacién con 10 pl de N-etilmaleimida
200 mM durante 15 minutos a temperatura ambiente, antes de tratarlas durante 5 minutos a
100°C con 40 pl de tampo6n Tris-HCI 125 mM, pH 6.8 (25°C) que contiene SDS al 4%, glicerol
al 20% vy B-mercaptoetanol al 10%.

Las muestras asi preparadas se aplican a un gel de poliacrilamida al 10% en presencia
de SDS al 0.1% y se procede a la separacién electroforética de las proteinas de membrana
siguiendo el procedimiento de Brabet et al., (1988), descrito en el apartado 2.5.1.

2.72 Electrotransferencia a un soporte de nitrocelulosa

Después de la electroforesis las proteinas se transfieren sobre un soporte de
nitrocelulosa (0.45 wm; Schleicher & Schuell) a una corriente constante de 20 V en un tamp6n
Tris-HCl 25mM, pH 8.3 (25°C), que contiene glicocola 200 mM y metanol al 20%. La
electrotransferencia se efectda durante 14 horas a temperatura ambiente. Las membranas de

nitrocelulosa se secan y se tifien con rojo Ponceau S para comprobar la calidad de la
transferencia.
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2.73 Incubacion con los anticuerpos

El tratamiento posterior de las membranas de nitrocelulosa se lleva a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Guillén et al., (1990) ligei‘amente modificado. La nitrocelulosa se lava dos
veces con un tampon Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 (25°C), conteniendo NaCl 500 mM (tampén A).
Con el fin de evitar la unién inespecifica de los anticuerpos se efectiian dos lavados con tampén
A, conteniendo gelatina al 3% (p/v) y otros dos lavados con tampén A conteniendo Tween 20
al 0.05% (v/v) (tamp6n B). La incubacién de la nitrocelulosa con los anticuerpos se realiza
durante toda la noche a temperatura ambiente en tamp6n A que contiene gelatina al 1% y el
antipéptido correspondiente. A continuacion la nitrocelulosa se lava en tampén B y se incuba
2 horas a temperatura ambiente en tampén A, conteniendo gelatina al 0.5% y 400000-600000
cpm/ml de ["’I] proteina A (act. esp. 2-10 uCi/pg). Los "blots" se lavan sucesivamente con
tampon B y tampon A, se secan y se exponen, a -80°C, a una pelicula fotogrdfica Kodak-X
Omat AR-5 utilizando pantallas intensificadoras de imagen Dupont Cronex.

En este estudio se utilizan anticuerpos policlonales anti G,a y G, ,a (cedidos por el Dr.
V. Homburger, C.C.L.LP.E., Montpeltier, Francia) obtenidos respectivamente frente a los
decapéptidos RMHLRQYELL y KNNLKDCGLF del extremo COOH-terminal de estas
proteinas. Los anticuerpos anti G, anti G, y anti G, son suministrados por Calbiochem,; los
dos primeros reconocen de forma especifica decapéptidos de un segmento interno de las
proteinas B y a;,; (127-139 y 159-168 respectivamente) mientras que el antipéptido anti G,
reconoce un decapéptido del extremo COOH-terminal.

2.7.4 Cuantificacion de las proteinas inmunodetectadas

Las porciones de nitrocelulosa correspondientes a las bandas impresionadas sobre la
placa fotografica se cortan y se mide la radiactividad. También se corta un fragmento de
nitrocelulosa de idéntica superficie y perteneciente a la misma pista como fondo del ensayo.

Los experimentos se repeten al menos tres veces con lotes diferentes de membranas. Los

datos de las figuras corresponden a un experimento representativo realizado por duplicado,
siendo la desviacién infecior al 15 % del valor medio.

28 MEDIDAS DE LAS MUESTRAS RADIOACTIVAS

El contaje de radioactividad de las muestras que contienen *P y/o °H se lleva a cabo
en un contador de centelleo liquido Beckman LS 3801. Para ello se utiliza un liquido de
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centelleo preparado con 150 g de naftaleno, 10.5 g de 2.5-difeniloxazol (PPO), 0.45 g de 1.4-bis-
2-(5-feniloxazolil)-benceno (POPOP) y dioxano hasta 1.5 1

Las muestras que contienen 'Zl se cuentan en un contador Beckman 5500, siendo la
eficacia del contaje del 74%.

29  VALORACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas se determina de acuerdo con el método de Lowry et al,
(1951}, utilizando BSA como patrén.

2.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados mostrados representan la media * la desviacién estdndar. El anélisis
estadistico se ha realizado mediante el test de Student, y se consideran significativas, bastante
significativas o muy significativas las diferencias entre dos grupos cuando P<0.05 (*), P<0.01
{(**} o P<0.005 (#**%*) respectivamente.

211 PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos isotépicamente marcados [a-?P]JATP (act. esp. 400 Ci/mmol) y [8-°H]
AMPc (act. esp. 27.5 Ci/mmol) son de Amersham International (Amersham, Bucks, Reino
Unido). New England Nuclear (Boston, Massachussets, Estados Unidos) suministra ['*I}
Iodocianopindolol (act. esp. 2200 Ci/mmol), [¢-*P] NAD {act. esp. 800 Ci/mmol) y [**I]
proteina A (act. esp. 2-10 Ci/mg).

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos) proceden albimina de
suero bovino (fraccién V), creatina fosquinasa (163u/mg), fosfocreatina, nucleotidos, adrenalina,
isoproterenol, propranolol, glucagén, ciclohexiladenosina, adenosina desaminasa (1.2 u/mg),
toxina de Vibric cholerae, timidina, DTT, N-etilmaleimida, nicotinamida, SDS, TCA, rojo
Ponceau S, azul de bromofenol, azul de coomassie, glicocola, placas fotogrificas Kodak-X Omat
AR-5 y la aldmina neutra.

El reactivo de Folin-Ciocalteu, 2-mercaptoetanol, teofilina, eter, alcoholes y sales
inorgénicas son de Merck {Darmstadt, Alemania).

La colagenasa procede de Worthington Biochemical Corp. (Freehold, New Jersey,
Estados Unidos). Forscolina, toxina de Bordetella pertussis y anticuerpos anti G;,,, Ga, ¥ G; son
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de Calbiochem (La Jolla, California, Estados Unidos). Los anticuerpos anti G,, y G, ,, son una
cesién del Dr. V. Homburger, C.CI1.P.E., Montpellier, Francia. Dowex AG-50 Wx4 (H'),
acrilamida, bis-acrilamida, TEMED y persulfato aménico proceden de Bio-Rad (Richmond,
California, Estados Unidos).

El resto de los productos y reactivos utilizados son de grado analitico.
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31 EFECTO DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE EL PESO CORPORAL Y DE LOS
ORGANOS

El protocolo de entrenamiento seguido en este estudio intenta simular un ejercicio de
resistencia en el que, basindonos en las relaciones entre coste energético y velocidad de carrera
(Shepherd y Gollnick, 1976), los animales se encuentran aproximadamente a un 75% de su
capacidad aerébica méaxima.

En la TABLA II se recoge el efecto que el programa de entrenamiento ha tenido sobre
el peso corporal de las ratas. Al comienzo del experimento, el peso de las ratas era similar, y
a medida que transcurria el tiempo de entrenamiento se observé que progresivamente las ratas
ejercitadas pesaban menos que las controles (datos no mostrados). En el momento del sacrificio
el peso corporal de los animales sedentarios era significativamente mayor (p <0.005) que el de
los animales entrenados.

También se ha estudiado el peso medio del corazén, higado y el tejido adiposo (grasa
perirrenal y epididimal). Estos datos se encuentran reflejados en la TABLA 11

En el caso del corazén, si bien no existen diferencias en cuanto al peso del érgano, entre
los dos bloques, si se observa una diferencia estadisticamente significativa en el indice cardiaco
{definido como peso del 6rgano/peso corporal) entre los animales que han lievado a cabo
gjercicio y los sedentarios, si bien esto es debido al menor peso corporal que presentan estos
animales. El ejercicio realizado no provoca hipertrofia cardiaca, definida inicialmente por Muller,
(1882) como el incremento en el peso neto del miocardio de pacientes con enfermedades del
corazdn (Patel et al., 1989). Si bien hay autores que utilizan el indice cardiaco como criterio para
cuantificar el grado de hipertrofia alcanzado en diferentes modelos animales experimentales
(Patel et al,, 1989 y Knufman et al., 1987), en el presente trabajo no se ha empleado este criterio
puesto que el descenso observado en el peso corporal de los animales entrenados daria cuenta
de un falso indice de hipertrofia tal y como discuten Bugaisky y Zak, (1986).

En cuanto al higado, no se observé tampoco variacién en el peso del 6rgano entre los
dos grupos de ratas en estudio. Mientras que en los animales entrenados se observa un descenso
del 50% en masa de tejido adiposo con respecto a los animales sedentarios.

32 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE EL SISTEMA 8-ADRENERGICO-
ADENILATO CICLASA EN MIOCARDIO DE RATA

32.1 Receptores B-adrenérgicos

Se ha medido ia constante de disociacién (Kd) y la densidad (Bmax) de los receptores
B-adrenérgicos mediante ensayos de unién de ICYP a membranas de ventriculo izquierdo de



TABLA II. Efecto del ejercicio fisico sobre el peso corporal y de distintos 6rganos de las ratas

GRUPO Peso corporal Corazén Higado Tej. adiposo
CONTROL 450.58+22.7 1.032+0.085 (2.319+0.09) 14.07+1.552 18.4+23
EJERCICIO 38394255 *** 0.969+0.1 (2.544£0.1 *) 11.94%1.72 03612 ***

Los resultados se expresan como la media aritmética de los animales de cada grupo * la desviaci6n estindar. Se relacionan los pesos absolutos en gramos de los diferentes 6rganos,
indicando entre paréntesis el indice cardfaco (en mg/gr) definido como la relaci6n entre el peso del 6rgano y el peso corporal. Diferencias significativas respecto a los correspondientes
controles con; * P<0.05 ** P<0.01y*** P<0.005
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ratas que han llevado a cabo ejercicio y sus respectivos controles. La uni6n del radioligando a
los preparados de membrana de ambos bloques es saturable y altamente especifica, puesto que
la unién inespecifica supone un 15-20% de la uni6n total (datos no mostrados).

Cuando se procede al andlisis de los datos de unién especifica por el método de
Scatchard, (1949) y Rosenthal (1967) (Figura 20), se obtiene una recta que nos indica la
existencia de un tnico tipo de sitios de union. De los puntos de corte de las representaciones
obtenidas con €l eje de abcisas se determina el valor de la densidad de receptores que, como
se puede observar en la TABLA III, es significativamente menor (un 30%) en el grupo de
animales que han sido entrenados.

Por otra parte, en la Figura 26 se observa que la pendiente de ambas rectas no varia,
lo que nos indica que no existen diferencias entre la constante de disociacion aparente por
antagonista de los receptores 3-adrenérgicos cardiacos de las ratas controles y de las que han
llevado a cabo ejercicio, como se muestra en la TABLA TI1.

3.22 Regulacién del sistema de adenilato ciclasa

El sistema de adenilato ciclasa, tal y como se describe en la introduccién, consta de tres
componentes diferentes: los receptores, la subunidad catalitica y una amplia familia de proteinas
reguladoras ligantes de nucle6tidos de guanina (proteinas G) que transducen sefiales
estimuladoras e inhibidoras. En este estudio se han analizado las caracteristicas reguladoras de
los diferentes componentes del sistema de adenilato ciclasa.

3.2.2.1 Caracteristicas reguladoras generales de la via estimuladora del sistema de adenilato
ciclasa

Con el fin de determinar las posibles modificaciones que se producen con el ejercicio
fisico intenso y regular en las vias estimuladoras del sistema adenilato ciclasa de miocardio, se
ha medido la actividad enzimdtica en presencia de moduladores que actdan a través de
mecanismos dependientes e independientes de receptor.

Se han empleado cationes divalentes, Mg’* y Mn*, asi como el diterpeno forscolina
como indicadores de la funcionalidad de la subunidad catalitica del sistema. Los resultados
obtenidos se reflejan en la TABLA IV y como se puede cbservar, no se han detectado
diferencias significativas en la actividad basal de la enzima de ambos grupos en presencia de una
concentracién saturante de Mg** (10 mM), si bien parece ser ligeramente menor en los animales
que han sido entrenados. Cuando se ensaya la actividad de adenilato ciclasa en presencia de
Mn*" y Mg* /forscolina, que son estimuladores més potentes de la enzima, se observa que
la actividad especifica y la activacién por el diterpeno son significativamente menores en las
ratas que han realizado ejercicio fisico.
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Figura 26, Representacion de Scatchard para la unién especifica de ICYP a membranas de ventriculo izquierdo

de animales controles (@—@) y entrenados  { v~ ).

TABLA II1. Densidad y afinidad por ICYP de los receptores B-adrenérgicos en membranas de
ventriculo izquierdo de rata.

CONTROL EJERCICIO
Bmax (fmol/mg) 472359 32.9+3.06 ***
(100%) (69.7+6.5%)
Kd (pM) 117.35+0.65 115.95+0.05

Los resultados se expresan como la media aritmética de los experimentos realizados * la desviacién estdndar. Los
valores que sc presentan entre paréntesis corresponden a los porcentajes de variacién con respecto a los controies.
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.005.



TABLA IV. Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de ventriculo izquierdo de rata en presencia de diversos moduladores

MODULADORES CONTROL EJERCICIO

(pmol/min/mg prot) (%) (pmol/min/mg prot) (%)

Mg** 10mM 0.85+0.25 100 0.14+0.49 100

Mn* 3mM 67.22+0.44 48.73 £8.18 ***

Mg 10mM + FK 3.5x10°M 83.53x1.41 848.1+14.37 71.19x2,10 *** 778.9£23.1 ***

Mg* 10mM + GTP 10°M 11.49+1.00 116.6+10.24 970048 * 106.0+5.3

Mg** 10mM + F 10mM 75.30+1.90 764.0+19.70 59.02+0.07 *** 645.0+0.7 ***

Mg* 10mM + GppNHp 10°M 54.18+0.49 550.1x4.97 44.41+0.81 *** 485.9£8.9 ***

Mg* 10mM + GTP 10°M + ISO 10°M 19.21£0.99 195.1+10.1 14.85+0.55 *** 162.5+£6.0 ***

Mg* 10mM + GTP 10°M + ISO 5x10°M 22.03+0.16 223.0+1.60 19.95+£0.40 ** 218.0+44

FK, forscolina; GTP, guanosina 5-trifosfato; ¥, fluoruro; GppNHp, guaninilimidodifosfato; [SO, isoproterenol. Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con:

* P<005, ** P<00]ly*** P<0.005
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También se han empleado guanililimidodifosfato (GppNHp) y fluoruro, que dan cuenta
de la funcionalidad del componente regulador activador (Birnbaumer et al., 1985). Cuando se
ensayan las membranas de ventriculo izquierdo de los dos bloques de ratas con estos
moduladores se observa un descenso significativo tanto en la actividad especifica como en los
niveles de activacién de la enzima estimulada por una concentracién saturante de GppNHp
(10°M) y fluoruro (10mM) (TABLA 1V). ,

Por 1ltimo, se ha ensayado la actividad de la enzima estimulada por la via
B-adrenérgica. Concretamente se ha empleado el agonista 8-adrenérgico isoproterenol como
indicador de la funcionalidad del receptor estimulador. En la TABLA IV se observa que en las
ratas entrenadas se produce un descenso de la actividad y activacién de la enzima para una
concentracién subsaturante del agonista (107 M) sin que se afecte la activacién en presencia de
una concentracién saturante de isoproterenol (5x10° M).
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Figura 27. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mn?* en preparados de membranas de ventriculo

izquierdo de ratas controles (@—®) y entrenadas  { v— V). Las diferencias que s¢ observan en
el intervalo de concentraciones 2-4.5 mM entre los dos bloques de animales son significativas para
p<0.005.



RESULTADOS 75

3.2.2.2 Caracteristicas reguladoras de la subunidad catalitica

Para intentar verificar si los resultados que se reflejan en la TABLA IV, cuando se
estimula la adenilato ciclasa con Mn** y Mg’ fforscolina, se corresponden con una posible
alteracién de la funcionalidad de la proteina efectora en cuanto a su Vmax y/o a la constante
de activacion, se procedid a ensayar la actividad de adenilato ciclasa en presencia de diferentes
concentraciones de estos moduladores.

En la Figura 27 se observa que en el intervalo de concentraciones saturantes (2.5-
4.5 mM) de Mn** la actividad de la subunidad catalitica es significativamente menor en el
miocardio de los animales que han llevado a cabo ejercicio. Asimismo, en la Figura 28 se
observa un descenso significativo en la actividad de la enzima de los animales entrenados
cuando los preparados de membrana de ambos grupos se ensayan a concentraciones saturantes,
15-35 uM, de forscolina en presencia de Mg>* 10 mM.

Estos resultados parecen indicar que como consecuencia de la adaptacién del sistema

al ejercicio fisico se produce un descenso considerable en los niveles y/o funcionalidad de la
subunidad catalitica del sistema adenilato ciclasa.
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Figura 28. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mg?* (10mM) y forscolina (FK) en preparados de

membranas de ventriculo izquierdo de animales controles (@—@) y entrenadas ( v~V). Las

diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 10-35 ¢M entre los dos bloques de
animales son significativas para p<0.005.
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Figura 29.
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Activacién por GppNHp (A} y fluoruro (B) de la adenilato ciclasa de ventriculo izquierdo de ratas
controles (@--®) y entrenadas ( v—v). La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP/min/mg prot, fue: 16.6+0.72 en el bloque control y 15.28+1.92 en el bloqué entrenado.
Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 10-°-10 M de GppNHp y 5-9 mM
de fluoruro entre los dos grupos de animales son significativas para p<(0.005.
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3.2.2.3 Regulacién a través de la proteina G, independiente de receptor

En la Figura 29 se muestra la activacion de la adenilato ciclasa por diferentes
concentraciones de GppNHp (A) y fluoruro (B) en ventriculo izquierdo de los dos bloques de
animales. En ellas se puede observar como con el ejercicio fisico se produce un descenso de la
activaciéon mdxima por estos dos moduladores que da cuenta de un descenso en la Vmax de la
enzima, sin que se modifique la constante de activacién de la adenilato ciclasa.

Aunque las diferencias observadas en los niveles de activacién promovidos por estos
moduladores se corresponden con diferencias, igualmente significativas, en la actividad especifica
de la enzima (véase TABLA 1V) se ha optado por la representacion de los niveles de activacién
para anular la posible influencia que pudiera tener la alteracién de la propia subunidad
catalitica sobre las variaciones observadas en la actividad especifica en presencia del modulador.

Los resultados que se presentan indican que los niveles y/o funcionalidad del
componente regulador activador, G,, del sistema de adenilato ciclasa de miocardio estdn
deprimidos como consecuencia de la adaptacién de este tejido al ejercicio fisico.
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Figura 30. Activacién por isoproterenol de la adenilato ciclasa en membranas de corazén. La actividad

enzimética se determina en presencia de GTP 10°M. La actividad basal de fa enzima, expresada en
pmol cAMP /min/mg prot fue: 11.01+ 1.5 para los animales controles (@ —®) y 13.89 1.8 para los
entrenados ( V= V) . Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 5:307%-
7x10°7 M entre los dos bloques de ratas son significativas para p<0.005.
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3.2.2.4 Regulacién por la via estimuladora B-adrenérgica

En la Figura 30 se muestra la activacién de adenilato ciclasa de miocardio por diferentes
concentraciones del agonista B-adrenérgico isoproterenol (ISO) en preparados de membrana
de los dos bioques de animales. En ella se observa que en las ratas que han llevado a cabo
ejercicio fisico se produce un desplazamiento de la curva hacia la derecha de forma que la
constante de activacién para las ratas entrenadas fue de 5x10°M y de 1.5x10*M para los
animales controles, sin que se detecten diferencias a concentraciones saturantes de
isoproterenol.

3.2.2.5 Regulacién por la via inhibidora muscarinica

Los receptores muscarinicos colinérgicos son los encargados de mediar el control que
el sistemna nervioso parasimpatico ejerce sobre la funcionalidad cardiaca. En la Figura 31 se
muestra el descenso en la inhibicién de adenilato ciclasa estimulada por isoproterenol en
funcién de la concentracion del agonista muscarinico carbacol en animales entrenados.

La disminucién de la inhibicién mdxima, sin que aparentemente se modifique la
constante de inhibicién por el carbacol, seria responsable de las diferencias en el nivel de
inhibicién observado en el miocardio de los animales entrenados (aproximadamente un 15%)
frente a sus respectivos controles (25%) (TABLA V).

3.2.2.6 Otras vias de control negativo del sistema

Existen otros receptores que también ejercen un control negativo de la actividad de la
adenilato ciclasa de miocardio, entre ellos los receptores A, de adenosina (Liang, 1992) y los
receptores de prostaglandina E, (Lopaschuk et al, 1989 y Lerner et al, 1992). Con el fin de
estudiar si estas vias inhibidoras tienen un comportamiento similar al observado para los
receptores muscarinicos, se ha ensayado la actividad de la enzima estimulada por isoproterenol
en presencia de concentraciones saturantes de ciclohexiladenosina, un agonista andlogo de
adenosina, y de prostaglandina E,. Como se refleja en la TABLA V, hemos medido unos niveles
de inhibicién de la adenilato ciclasa, por estas dos vias inhibidoras, que son también

significativamente inferiores en los animales entrenados que en sus respectivos controles.
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Figura 31. Efecto del carbacol (CB) sobre la actividad de adenilato ciciasa de ventriculo izquierdo. La activi.dad
enzimética se ensaya en presencia de isoproterenol y GTP 1uM. La actividad basal de la enzima,
expresada cn pmol cAMP/min/mg prot fue: 17.22+108 para las ratas controles (@—®) y

14.04+0.168 para las entrenadas ( v—V}. Las diferencias que s¢ observan en el intervalo de
concentraciones 103104 M entre los dos bloques de animales son significativas para p<0.005.

3.2.3 Proteinas G

Se ha procedido a la cuantificacion de las diferentes proteinas G presentes en el
miocardio de los dos bloques de animales, control y ejercicio; para ello se han empleado
diferentes técnicas experimentales.

3.2.3.1 ADP-ribosilacién por toxina pertussis

Cuando se incuban las preparaciones de fraccién particulada de corazén de ratas
entrenadas, y sus respectivos controles, con (¢-*P) NAD en presencia de toxina de Bordetella



TABLA V. Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de ventriculo izquierdo de rata en presencia de diversos moduladores

MODULADORES CONTROL
(pmol/min/mg prot) (%)
Mg** 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M 14.34+0.46 100
Mg** 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M + CB 10°M 10.23+0.01 71.4x0.21
Mg** 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M + CHA 10°M 10.14%1.66 70.7+11.59
Mg 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M + PGE, 10°M 11.23+0.38 78.3+2.70

EJERCICIO
(pmol/min/mg prot) (%)
13.05+0.31 * 100
10.34+0.24 * 79358 ***
11.55x0.13 88.56+ 1.0 ***
10.96+0.32 83.98x2.52 **

CB, carbacol; CHA, ciclohexiladenosina; PGE,, prostaglandina E,. Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<(.05, ** P<0.0Lly **% P<0.005.
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pertussis, se detectan dos bandas radiactivamente marcadas correspondientes a unas masas
moleculares de aproximadamente 40 KDa y 41 KDa. La Figura 32 recoge la variacién de los
niveles de ADP-ribosilacién de las subunidades «,/«,. En ella se observa c6mo se produce una
caida estadisticamente significativa en los niveles de marcaje tanto para la banda de 40 KDa
como para la de 41 KDa, siendo este descenso mds acusado (un 33%) para la banda de mayor
masa molecular.
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Figura 32. Niveles de ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis en preparados de membrana de

ventriculo izquierdo de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad incorporada a la
banda de 41 KDa ([]) del grupo control fue de 305.3+48.5 cpm, y de 371.3+19.7 cpm para 1a banda

de 40 KDa (). (**%) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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3.2.3.2 ADP-ribosilacién por toxina colérica

Una de las aproximaciones que puede ser utilizada en la cuantificacion de la proteina
G, es el estudio de la ADP-ribosilacién de las subunidades a, por toxina de Vibrio cholerae.

Los estudios de ADP-ribosilacion con toxina colérica, en preparados de membrana de
corazén, permiten detectar la existencia de dos sustratos mayoritarios de entre los miiltiples que
son modificados covalentemente. Estos dos sustratos presentan unas masas moleculares de 42
KDa y 53 KDa. En la TABLA VI se recoge la variacién en los niveles de ADP-ribosilacién de
estas dos formas de a,. Estos niveles disminuyen considerablemente en miocardio de ratas

entrenadas, siendo el descenso medido de aproximadamente un 14% para cada una de las dos
formas de «..

TABLA V1. Niveles de ADP-ribosilacién catalizada por toxina colérica en membranas de
ventriculo izquierdo

CONTROL

EJERCICIO
Banda cpm) (%) (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+83

Los resultados s¢ expresan como la media aritmética de los experimentos realizados * la desviacién esténdar,
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.005.

3.2.3.3 Niveles de «

Para determinar los niveles de la proteina «, en miocardio se ha empleado un anticuerpo
obtenido contra el decapéptido carboxilo terminal. Este anticuerpo es capaz de reconocer en
"inmunoblots” dos proteinas diferentes, con masas moleculares de 42 KDa y 53 KDa (Figura 33),
con lo que se confirma que los dos sustratos ADP-ribosilados en presencia de toxina colérica
en estos preparados de membrana corresponden a las dos formas de «, que se describen en la
bibliografia (Neer y Clapham, 1992).
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Niveles de o, medidos por inmunodeteccién en preparados de membrana de ventriculo izquierdo
de ratas controles (C) y entrenadas (E). La radiactividad incorporada a la banda de 53KDa([])
del grupo control fue de 2586+60 cpm, y de 271.6+10.2 cpm para la banda de 42 KDa ( ).

(%**%*) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.

Figura 33.

Los niveles de las dos formas de subunidad «, se han determinado mediante
cuantificacion de las bandas inmunodetectadas por el anticuerpo. En la Figura 33 se puede
observar cémo se produce un descenso significativo en los niveles de las formas de alta y baja
masa molecular, siendo este descenso del mismo orden para ambas, 76.77+3.01% con respecto
a los controles para la forma de 53 KDa y 82.3£4.56 para la de 42 KDa.
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3.2.3.4 Niveles de «a,

Se ha descrito la existencia en el miocardio de los tres subtipos que se conocen de «,
si bien a;, es la forma predominante, siendo sus niveles aproximadamente iguales a dos veces
la suma de los niveles de a; y a, (Foster et al, 1990).

En este estudio hemos empleado anticuerpos policlonales anti «;, ;,y a,. De los tres
anticuerpos, s6lamente el anti «;, reconoce en las membranas de nitrocelulosa una proteina de
40 KDa de masa molecular. Puesto que no se detecta sefial alguna en las membranas
incubadas con anti «;, posiblemente debido a sus bajos niveles, y que con el anticuerpo e, 2tan
s6lo reconocemos una banda, ésta la hemos identificado como la proteina e,

Los niveles de a, se determinan mediante la cuantificacién de la radioactividad
incorporada en la banda que reconoce el anticuerpo. Su variacién se recoge en la Figura 34, en
la que se puede observar que en miocardio de animales que han realizado ejercicio se ha
producido un aumento del 25% en los niveles de a,, con relacién a sus controles.
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Figura 34. Niveles de a;, , medidos por inmunodeteccién en preparados de membrana de ventriculo izquierdo

de ratas controles ( [7] ) y entrenadas ([§ ).La radiactividad incorporada a la banda de 40 KDa del

bloque control fue de 257.5+33.5 cpm. (**) diferencias significativas entre los dos grupos para
p<0.01.
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3.2.3.5 Niveles de la subunidad B

Mediante técnicas de inmunodeteccién, empleando un anticuerpo obtenido
especificamente contra un segmento decapéptido interno de la secuencia de las subunidades B,
se han determinado los niveles de expresi6n de la misma. El objetivo de este estudio radicaba
en comprobar si como consecuencia de la adaptaci6én del miocardio al ejercicio fisico se produce
una variacién en los niveles de la subunidad B, tal y como sucede con los de lasl subunidades «,
y @,

En la Figura 35 se muestra como en el miocardio no hemos medido variacién alguna
en los niveles de esta proteina con el ejercico fisico. Estos resultados indican que en este tejido
las modificaciones observadas en los niveles de ADP-ribosilacién por toxina pertussis y colérica,
y en la regulacién de adenilato ciclasa a través de G, serian exclusivamente atribuibles a
variaciones en las subunidades a.
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Figura 35. Niveles de subunidad B de las proteinas G medidos por inmunodeteccién en membranas de corazén

de animales controles ( [] ) y entrenados ( &Y ).
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33 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE EL SISTEMA 8-ADRENERGICO-
ADENILATO CICLASA EN HIGADO DE RATA

3.3.1 Receptores B-adrenérgicos

Se han realizado ensayos de unién de ligandos (empleando ICYP) a membranas de
higado de los dos bloques de ratas, y a partir de los resulitados obtenidos se ha determinado el
valor de la constante de disociacién (Kd) y de la densidad (Bmax) de los receptores B-
adrenérgicos. La unién del ligando a los preparados de membrana es saturable y muy especifica
(20-25% de unién inespecifica, datos no mostrados).

En la Figura 36 se muestran las representaciones de Scatchard que se obtienen con los
datos de uni6n especifica. Como se observa en la figura, las nubes de puntos obtenidas para los
dos bloques de animales se superponen en todos los experimentos que se han realizado, de
modo que al ajustarlas a una recta, no se observan diferencias ni en la densidad de receptores
ni en la constante de disociacién por el antagonista de los receptores B-adrenérgicos de
membranas de higado de las ratas entrenadas y sus respectivos controles, datos que se reflejan
en la TABLA VIL

332 Regulacion del sistema de adenilato ciclasa de higado

3.3.2.1 Caracteristicas reguladoras generales de la via estimuladora del sistema

Al igual que se ha hecho en miocardio de rata, se ha ensayado la actividad de adenilato
ciclasa en presencia de moduladores especificos de los diferentes componentes del sistema.

Cuando se mide la actividad basal de la enzima, en presencia de Mg?* 10 mM, no
aparecen diferencias significativas entre los dos bloques de animales, como se refleja en la
TABLA VIIL. En ella se observa también como la actividad especifica de adenilato ciclasa
estimulada por una concentracién saturante de Mn®*, asi como la actividad y la activacion
promovida por una concentracién 3.5x10° M de forscolina, son mayores en los animales
entrenados.

En la TABLA VIII se muestran los resultados obtenidos cuando se ensaya la actividad
de la enzima en presencia de GppNHp (10°M) y fluoruro (10mM); en ella se puede observar
que la actividad especifica de la enzima estimulada por estos moduladores y los niveles de
activacién promovidos por ellos son significativamente mayores en las ratas entrenadas.
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Figura 36. Representacién de Scatchard para la unién especifica de ICYP a membranas de higado de ratas
controles (@—@) y entrenadas  ( v—v) .

TABLA VIL. Densidad y afinidad por ICYP de los receptores B-adrenérgicos en membranas
de higado de rata.

CONTROL EJERCICIO
Bmax (fmol/mg) 12.13x2.07 11.12x0.06
Kd (pM) 76.2+1.76 76.35x£2.35

Los resultados se expresan como la media aritmética de los experimentos realizados * la desviacién estdndar



TABLA VIIL Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de higado de rata en presencia de diferentes moduladores

MODULADORES CONTROL EJERCICIO
(pmol/min/mg prot) (%) (pmol/min/mg prot) (%)
Mg** 10mM 4.54+0.53 100 5.57+0.59 100
Mn?* 3mM 12.29+0.12 14.80£0.40 ***
Mg** 10mM + FK 3.5x10°M 40.68+0.48 896.2+10.60 56.38+1.48 *** 10123266 ***
Mg* 10mM + GTP 10°M 537+0.30 118.3x6.60 6.50£0.27 * 116.7+4.8
Mg* 10mM + F 10mM 32.05+0.49 706.1+10.80 45.10£0.72 *** 809.8+£12.9 ***
Mg** 10mM + GppNHp 10°M 19.28+1.12 424.8+24.67 2777128 *** 4085229 ***
Mg* 10mM + GTP 10°M + ISO 10°'M 5.38+0.17 118.7x37.8 7.26£0.13 *** 130.5£2.3 ***
Mg** 10mM + GTP 10°M + ISO 5x10°M 6.72+0.25 148.0+5.50 8.92+0.28 *** 160.1+£5.0 ***
Mg** 10mM + GTP 10°M + GLU 3x10'M 20.39x1.14 44924251 29.69+1.88 *** 533.2+33.8 ***
Mg>* 10mM + GTP 10°M + GLU 10°M 27.29+0.80 601.1£17.6 37.72+0.36 *** 677265 ***

FK, forscolina; GTP, guanosina 5'-trifosfato; F, fluoruro; GppNHp, gu

controles con; * P<0.05 ** P<001y*** P<0.005.

PYCy Paseey
aninilimid

odifosfato; ISO, isaproterenol; GLLU, glucagdn. Diferencias significativas respecto a los correspondjentes
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También se ha ensayado la actividad de la enzima en presencia de isoproterenol y
glucagdn como indicadores de la estimulacidn via receptor. Los resultados obtenidos se reflejan
en la TABLA VII], y como se puede observar se produce un aumento significativo de la

actividad y activacion de la enzima tanto para una concentracion subsaturante como saturante
de estos dos agonistas.

3.3.2.2 Caracteristicas repguladoras de [a subunidad catalitica

Cuando se ensaya la actividad de la enzima en presencia de concentraciones crecientes
de Mn?*, cati6n divalente estimulador més potente de la subunidad catalitica, se obtienen las
curvas que se representan en la Figura 37. Como se puede observar, en el intervalo de
concentraciones 2.5 mM - 5 mM de Mn** la actividad enzimdtica es significativamente superior
en los preparados de membranas de higado de los animales que han lievado a cabo ejercicio.
Como se refleja en la Figura 38, un resuitado similar se obtiene cuando se mide la actividad de
la enzima en presencia de diferentes concentraciones de fofscolina, puesto que para el intervalo
15-35 uM, la actividad especifica de la enzima es significativamente mayor (p<0.005) en el
higado de las ratas entrenadas que en sus respectivos controles. Luego, con el gjercicio fisico,

parecen aumentar los niveles y/o funcionalidad de la subunidad catalitica de adenilato ciclasa
en tejido hepatico.
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Figura 37. Actividad de la adenilato ciclasa en presencia de Mn®* en preparados de membranas de higado de

ratas controles (@—@®) y entrenadas ( v— V). Las diferencias que se observan en ¢l intervalo de
concentraciones 2.5mM - SmM entre los dos bloques de animales son significativas para p<0.005.



RESULTADOS 90

4+
o
[

Qo

o)
&

™~
£
E
~
(A
=
<
Q
©
S
a

; 1 I
G 10 20 30 40
FK (uM)
Figura 38. Actividad de 1a adenilato ciclasa en presencia de Mg?* (10mM) y forscolina (FK) en preparados de

membranas de higado de animales controles (8—®@) y entrenadas ( v— V). Las difer'enda.s que
se observan en el intervalo de concentraciones 15-35 uM entre los dos blogues de animales son
significativas para p<0.005.

3.3.2.3 Regulacién a través de la proteina G_independiente de receptor

También se ha medido la actividad de la adenilato ciclasa en presencia de
concentraciones crecientes de GppNHp y fluoruro, que son los activadores mds potentes del
componente regulador estimulador; los resultados obtenidos se muestran en la Figura 39 Ay
39 B respectivamente. El perfil de activacién de la enzima por ambos moduladores es similar;
con el ejercicio fisico se produce un aumento significativo de la activacién méxima de la enzima
sin que se observen diferencias en la afinidad por estos moduladores, lo que podria estar
relacionado con un incremento en los niveles de «..
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Figura 39.
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Activaciébn por GppNHp (A) y fluoruro (B) de la adenilato ciclasa de higado de ratas controles
(®—®) y entrenadas {v—-v). La actividad basal de Ja enzima, expresada en
pmol cAMP/min/mg prot, fue: 5.34x0.226 en e} blogue contro} y 5.49£0.44 en €] bloque entrenado.
Las diferencias que se¢ observan en el intervalo de concentraciones 5¢10-10% M de GppNHp y 5-10
mM de fluoruro entre los dos grupos de animales son significativas para p<0.005.
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3.3.2.4 Regulacidn por la via estimuladora -adrepérgica

Cuando se mide la actividad de la enzima en preparados de membranas de higado en
presencia de concentraciones crecientes de isoproterenol se obtienen los resultados que se
ceflejan en la Figura 40. En ella se observa un desplazamiento de la curva de activacién por el
agonista hacia la izquierda a la par que se produce un aumento muy significativo en los niveles
de activacion méxima de la enzima. A partir de estos perfiles se ha determinado el valor de la
constante de activacion de fa enzima por el isoproterenol que cae de aproximadamente 2x10°M
para el bloque de animales controles a 7x10*M para los animales entrenados.
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Figura 40. Adtivaci6n por isoproterenol (ISO) de la adenilato ciclasa en membranas de higado. La actividad

cnzimética se determina en presencia de GTP 105M., La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP /min/mg prot fue: 4.79£5.15 para Jos animales controles (@—@} y 4.65+0.25 para los
entrenados ( V= V) . Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones 10°8-10° M
entre los dos blogues de ratas son significativas para p<0.005.
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3.3.2.5 Regulacién por glucagén

El glucagon, al igual que los agonistas B-adrenéfgicos, estimula la glucogenolisis y
gluconeogénesis hepdtica al elevar los niveles de cAMP intracelular producido por el sistema
de adenilato ciclasa; pero, como ya se ha desarrollado en la introducci6n, su papel en el control
del metabolismo hepaético es mucho més importante que el de los agonistas B-adrenérgicos. Por
este motivo se ha estudiado la funcionalidad del sistema de adenilato ciclasa estimulado por
glucagén, y los resultados obtenidos se recogen en la Figura 41. En ella se observa cémo se
produce un ligero desplazamiento de la curva de estimulacién por glucagén correspondiente a
los animales entrenados hacia la izquierda, asi como un aumento de la activacién médxima de
la enzima. Cuando se determina el valor de la constante de activacién se comprueba que
efectivamente se produce un ligero descenso de la misma (1.3x10"M frente a 1x10°M) en el
grupo de ratas entrenadas.
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Figura 41. Activacién por glucagén de la adenilato ciclasa en membranas de higado. La actividad enzimética

se determina en presencia de GTP 10°M. La actividad basal de la enzima, expresada en pmol
cAMP/min/mg prot fue: 5.04+0.32 para los animales controles (@—@) y 4.86x0.50 para los
entrenados  ( v—V). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
$x102-10* M entre los dos bloques de ratas son significativas para p<0.005.
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3.3.2.6 Regpulacién por la via inhibidora a,-adrenérgica

Esté descrito que los agonistas adrenérgicos, via receptores a,-adrenérgicos, son capaces
de inhibir la actividad de la adenilato ciclasa (Jard et al, 1981).

Se ha estudiado la posible existencia de diferencias entre los dos blogues de animales
en este sistema de control negativo de la actividad de la adenilato ciclasa, y para ello se ha
determinado la actividad enzimdtica en presencia de concentraciones crecientes de adrenalina
y de una concentracién 30 uM del B-bloqueante propranolol. El resultado obtenido se muestra
en la Figura 42 y como se puede observar, a concentraciones elevadas de agonista (10*-5x10"M)
aparece una ligera diferencia, estadisticamente significativa, en los niveles de inhibicién medidos
en los animales entrenados (20%) respecto a sus controles (15%), dato similar al reflejado en

la TABLA IX. No se aprecia una modificacién de la constante de inhibicién de la enzima por
adrenalina.
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Figura 42. Efecto de la adrenalina sobre la actividad de adenilato ciclasa de higado. La actividad enzimética se

ensaya en presencia de isoproterenol y GTP 1uM. La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP /min/mg prot fue: 15.85+0.653 para las ratas controles (@—®) y 18.58+0.4 para las
entrenadas  ( v—- V). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
10"%-5:10 M entre los dos bioques de animales son significativas para p<0.005.



TABIA IX. Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de higado de rata en presencia de diferentes moduladores

MODULADORES CONTROL EJERCICIO
{pmol/min/mg prot) (%) (pmol/min/mg prot) (%)
Mg 3mM + GTP 10°M + GLU 10*°M 2171054 100 2426114 * 100
Mg 3mM + GTP 10°M + GLU 10°M + ADR 5x10*M 18.23+0.15 84.0x0.71 19.50£0.68 * 804x28 *
Mg** 3mM + GTP 10°M + GLU 10°M + AII 10°M 18.82+0.81 86.7+3.75 19.88+0.11 81.9x05*

ADR, adrenalina; AIl, angiotensina II. Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<0.05, ** P<001y *** P<0.005.
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3.3.2.7 Otras vias de control negativo de] sistema

En higado de rata también existen receptores de angiotensina II acoplados
negativamente al sistema de adenilato ciclasa (Jard et al, 1981 y Wong et al, 1992). Se ha
estudiado la regulacién de la actividad enzimética, por esta via inhibidora, en membranas de
higado de los dos bloques de animales en presencia de una concentracién saturante de
angiotensina II. Los resultados obtenidos parecen indicar que, al igual que sucede para la via
adrenérgica de control negativo del sistema, se produce un aumento signiﬁcafivo (p<0.05) en
los niveles de inhibicién en los animales entrenados, datos recogidos en la TABLA IX.

Cuando en los ensayos se emplea (Asn,-Valy)-angiotensina II, un andlogo de
angiotensina II, los resultados obtenidos (datos no mostrados) son equivalentes a los descritos
para la angiotensina II.
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Figura 43. Nive1e§ de ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis en preparados de membrana de higado
de animales controles (O y entrenados (E). La radiactividad incorporada a la banda de 41 KDa
([ ) del grupo control fue de 421+15 cpm, y de 357.5+1.5 ¢pm para la banda de 40 KDa ( ).
(**%*) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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3.3.3 Proteinas G

3.3.3.1 ADP-ribosilacién por toxina pertussis

Los estudios de ADP-ribosilacién con toxina pertussis, en preparados de membrana de
higado, permiten detectar la existencia de al menos dos sustratos que son modificados
covalentemente, y que tienen 40 KDa y 41 KDa de masa molecular. En la Figura 43 se recoge
la variacién en los niveles de ADP-ribosilacién de estas dos formas en membranas de higado
de ratas entrenadas y de sus respectivos controles. Los niveles de los sustratos ADP-ribosilados
disminuyen considerablemente en los animales que han llevado a cabo ejercicio fisico, siendo
este descenso de un 29% para la banda de 40 KDa y del 20% para la de 41 KDa.

3.3.3.2 ADP-ribosilacién por toxina colérica

Estos estudios, al igual que los de ADP-ribosilacién catalizada por toxina de Bordetella
pertussis, permiten detectar dos sustratos mayoritarios de modificacién covalente en preparados
de membrana de higado, con masas moleculares de 42 KDa y 46 KDa.
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Figura 44, Niveles de ADP-ribosilacién catalizada por toxina colérica en preparados de membrana de higado

de animales controles (C) y entrenados (E).La radiactividad incorporada a la banda de 46 KDa
() del grupo control fue de 209.6+12.04 cpm, y de 299.3+12.01 cpm para la banda de 42 KDa

(N). (**%*) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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En la Figura 44 se puede observar que en animales entrenados, los niveles de ADP-
ribosilacién catalizada por toxina de Vibrio cholerae aumentan significativamente (p<0.005)
respecto a sus controles, siendo este aumento de un 26% para la banda de menor peso
molecular y de tan s6lo un 13% para la de 46 KDa.

3.3.3.3 Niveles de «

Se han determinado los niveles de las diferentes formas de «, mediante técnicas de
inmunodeteccién, empleando un anticuerpo policlonal especifico. Este anticuerpo es capaz de
reconocer en nuestro preparado de membranas dos proteinas de 42 KDa y 46 KDa de masa
molecular, que se corresponden con las dos formas de «, descritas en la bibliografia (Begin-Heick
Y Mc Farlane-Anderson, 1992).

Los resultados obtenidos al cuantificar la radioactividad incorporada a las dos bandas
marcadas se representan en la Figura 45 y como se puede observar, al igual que sucedia para
los niveles de ADP-ribosilacién por toxina colérica, se ha medido un aumento significativo de
los niveles de la forma de 42 KDa y de la de 46 KDa. Este incremento es mayor para la banda
de 42 KDa como también se ha observado para los niveles de ADP-ribosilacién por toxina
colérica.
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Figura 45. Niveles de a; medidos por inmunodeteccién en preparados de membrana de higado de ratas

controles (C) y entrenadas (E). La radiactividad incorporada a la banda de 46 KDa ([]) del bloque

control fue de 292.7+23.4 cpm, y de 281.5+15.7 cpm para la banda de 42 KDa (Y ). (**%*)
diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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Figura 46. Niveles de a;, , (A) y ¢;3 (B) medidos por inmunodeteccién en preparados de membranas de higado de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad

incorporada fue de 440.8+61.8 (A) y 268+35.7 (B) en las membranas del grupo control ([])- ( ***) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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3.3.3.4 Niveles de «,

En la bibliografia estd descrita la existencia de dos formas de «; (¢, y @;) en higado de
rata (Begin-Heick y Mc Farlane-Anderson, 1992).

En este estudio se han empleado anticuerpos anti «;, «;, ¥ «;. S6lo hemos obtenido
sefial con los dos dltimos, lo que corrobora la ausencia de la proteina «, en membranas de
higado de rata. Los resultados obtenidos con los.dos anticuerpos se representan en la Figura 46.
En la parte A de la figura se puede observar c6mo el anticuerpo anti «,, reconoce una séla
banda de proteina cuando se le incuba con las membranas de nitrocelulosa. En esta figura
también se puede observar cémo los niveles de esta proteina (e;), de 40 KDa de masa
molecular, aumentan en un 75% en las membranas obtenidas a partir de tejido hepatico de
ratas entrenadas.

Cuando las membranas de nitrocelulosa se incuban con el anticuerpo especifico frente
a a; se reconoce, también, una séla banda de 41 KDa de masa molecular. En la Figura 46 B
se observa c6mo los niveles de esta forma de «; aumentan un 67% en las membranas de higado
de ratas entrenadas con respecto a sus controles sedentarios.

NEEN

Figura 47. Niveles de subunidad 8 de las proteinas G medidos por inmunodeteccién en membranas de higado
de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad incorporada a la banda de 36 KDa
( [J) fue de 158.25+2.5 cpm para el bloque control, y de 371.3+19.7 cpm para la banda de 35 KDa
(N). (*%*) y (*%*%*) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.01 y p<0.005
respectivamente.
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3.3.3.5 Niveles de la subunidad B

En preparados de membrana de tejido hepatico de rata se detectan dos proteinas, de
35 KDa y 36 KDa de masa molecular, mediante el empleo de un anticuerpo especifico anti
subunidad B. Estas dos formas que se reconocen de la subunidad B son las que est4 descrito que
existen en higado (Begin-Heick y Mc Farlane-Anderson, 1992).

Mediante la cuantificacién de la radiactividad incorporada, en las bandas que reconoce
el anticuerpo, se ha determinado los niveles de las dos formas de la subunidad 8 en membranas
de higado de ratas que han llevado a cabo ejercicio y de animales control. La variacién de los
mismos se recoge en la Figura 47, en ¢lla se puede observar cémo se produce un incremento
notable de los niveles de la forma de 35 KDa y de la de 36 KDa en el higado de las ratas
entrenadas, siendo este aumento de un 25% para la banda de menor peso molecular.

34 INFLUENCIA DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE EL SISTEMA B-ADRENERGICO-
ADENILATO CICLASA EN TEJIDO ADIPOSO DE RATA

3.4.1 Seleccion del preparado de membranas

En el apartado 2.2.3. de los Materiales y Métodos se describen dos procedimientos
diferentes para la obtencién del preparado de fraccién particulada de tejido adiposo, el método
descrito por Belsham et al., (1980} que supone la preparacion de las membranas directamente
a partir del tejido (sin aislar previamente los adipocitos), y el método de Rodbell, (1964) que
implica el aislamiento de las células grasas y su posterior rotura para obtener la suspensi6n de
las membranas.

Mediante el empleo de técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida con fines
analiticos, Belsham et al,, (1980) han comprobado que los preparados de membranas obtenidos
por su método presentan un patrén de bandas de proteina cualitativamente similar al obtenido
en suspensiones de membranas preparadas a partir de adipocitos aislados por el método de
Rodbell (1964). No obstante, en nuestro laboratorio hemos medido y comparado en los dos
preparados los niveles de actividad y activacién de la adenilato ciclasa en presencia de Mg**
(actividad basal), de GTP +isoproterenol como un indice de la funcionalidad del componente
receptor estimulador, y de GppNHp como indicador de la del componente regulador
estimulador del sistema. Los resultados de esta comparacién se muestran en la TABLA Xy
como se puede observar, no existen diferencias ni en la actividad, ni en {a activacién del sistema
enzimdtico a nivel de sus diferentes componentes (catalitico, regulador y receptor) entre los dos
preparados de membranas.



TABLA X. Comparacién de actividad y activacion de adenilato ciclasa de preparados de membranas de tejido adiposo de rata obtenidos por el
método de Belsham et al., (1980) a partir de grasa fresca (A) o grasa congelada (B), y 2 partir de adipocitos previamente aislados por
el método de Rodbell, (1964) (C).

A B C
(pmol/min/mg) (%) (pmol/min/mg) (%) (pmol/min/mg) (%)
Mg 10mM 11.20+x1.60 100 13.69+1.25 100 12.54+0.5 160
Mg** 10mM + GTP 10° + ISO 5x10°M 33.48+053 229+4.76 39.56+2.90 280+21.24 38.26x1.18 263+8.11
Mg 10mM + GppNHp 10°M 49.17+147 439x13.14 59.56+5.43 438+39.70 57.86+2.24 08+ 154

e e ——————SSE S S

Los resultados se expresan como la media aritmética de los animales de cada grupo * la desviacién estdndard.
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Por otra parte, el rendimiento obtenido en el proceso de preparacion de membranas es
mucho mayor cuando se sigue el método de Belsham que cuando se obtiene la fraccion
particufada a partir de adipocitos previamente aislados.

Ademids, Mazancourt et al., (1991) han descrito que en adipocitos aislados puede estar
alterada la interaccion entre la subunidad «, de G, y la subunidad catalitica de la adenilato
ciclasa como consecuencia de la digestion del tejido con la colagenasa.

La consideracién conjunta de todos estos resultados nos hizo decidirnos por la

utilizacion del método de Belsham et al., (1980) en todos los experimentos que se presentan en
esta memoria.

3.42 Receptores fi-adrenérgicos

Se ha determinado [a densidad y constante de disociacién de los receptores B-
adrenérgicos de tejido adiposo mediante ensayos de unién de ICYP a preparados de
membranas de los dos bloques de animales. E igual que sucede en corazén e higado, la unién
del antagonista marcado es saturable y especifica (unién inespecifica inferior al 15%).

Los resultados obtenidos en estos experimentos, después de ser sometidos a una
transformacion lineal se representan en la Figura 48. Como se puede observar, el punto de corte
con el eje de abcisas estd desplazado hacia la derecha en los preparados de membranas de ratas
entrenadas. Este resultado indica que se produce un aumento significativo, del 26%, en el
nimero de sitios de uniéon como consecuencia de la adaptacion del tejido adiposo al ejercicio
fisico, tal y como se refleja en la TABLA XI.

En cuanto a la Kd de los receptores B-adrenérgicos, de la observacién de la Figura 48
se puede afirmar que, puesto que no varia la pendiente de las representaciones de Scatchard
de los dos bloques de estudio, ésta no sufre modificacién en los animales que han llevado a
cabo ejercicio como se muestra en la TABLA XI.

343 Regulacién del sistema de adenilato ciclasa

3.4.3.1 Caracteristicas reguladoras penerales de la via estimuladora del sistema

Se ha ensayado la actividad de la adenilato ciclasa, al igual que ya se ha descrito en
coraz6n e higado, en presencia de Mg** (actividad basal), Mn®>* y Mg /forscolina, para
determinar si la actividad del componente catalitico del sistema varia como respuesta de los
procesos adaptativos del tejido adiposo al ejercicio.

Cuando se mide la actividad enzimdtica en presencia de concentraciones saturantes de
Mg** o Mn®" los resultados obtenidos, como se refleja en la TABLA XTI, son similares. Con



RESULTADOS

104

1600
EaiinY

o 1200
Q
o
%
S

w 800
~
m

400

0

0 10 20 30 40
B (pM)
Figura 48. Representacion de Scatchard para la unién especifica de ICYP a membranas de tejido adiposo de

ratas controles (#—@) y entrenadas  ( v— V).

TABLA XI. Densidad y afinidad por ICYP de los receptores B-adrenérgicos en membranas de
tejido adiposo de rata.

CONTROL EJERCICIO
Bmax (fmol/mg) 117.66£5.76 147.85x1.15 ***
(125.66+0.97%)
Kd (pM) 17.02+3.45 18.47+3.73

Los resultados se expresan como la media aritmética de los experimentos realizados + la desviacién estdndar. Los

valores que se presentan entre paréntesis corresponden a los porcentajes de variacién con respecto a los controles.
Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<005, ** P<0.01 y *** P<0.005.



TABLA XIL Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de tejido adiposo de rata en presencia de diversos moduladores

MODULADORES CONTROL EJERCICIO
(pmol/min/mg prot) (%) (pmol/min/mg prot) (%)
Mg** 10mM 10.43+0.48 100 13.39+£040 * 100
Mn?** SmM 25.07+0.80 28.14£0.25 **
Mg** 10mM + FK 10°M 54,33+2.33 520.8+22.30 7225+542 *** 539.7+40.5
Mg** 10mM + FK 3.5x10°M 82.49+9.49 790.7+91.06 105.78£5.45 *** 790.2x40.7
Mg* 10mM + GTP 10°M 16.13£0.65 154.6+6.23 20.19£0.61 ** 150.8x4.6
Mg 10mM + F 3mM 66.87+4.03 640.9+38.60 02.38+2.60 *** 690.1£195
Mg 10mM + F TmM 129.25£5.74 1239.0+55.05 171.40£7.24 *** 1280.2x54.1
Mg* 10mM + GppNHp 5x10°M 20.63+1.97 197.8+18.90 27.69+2.03 *** 206.9+152
Mg** 10mM + GppNHp 10°M 4255x0.74 4079x7.18 5422004 *** 405.0x7.0
Mg?* 10mM + GTP 10°M + ISO 10'M 15.73£0.17 150.8+1.62 21.55+£0.64 *** 161.0x£4.76 ***
Mg 10mM + GTP 10°M + ISO 5x10°M 24.39+1.89 233.8+18.20 32.69+£159 *** 2442119

FK, forscolina; GTP, guanosina 5'-trifosfato; F, fluoruro; GppNHp, guaninilimidodifosfato; ISO, isoproterenol. Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con.
* P<005, ** P<001ly*** P<(.005.
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ambos cationes divalentes la actividad enzimatica es significativamente mayor en las membranas
de los animales entrenados que en sus respectivos controles (un 28% mayor con Mg** y un 26%
mayor con Mn*'). En la TABLA X]I también se muestran los resultados obtenidos al
ensayar la actividad de adenilato ciclasa en presencia de concentraciones saturantes (35 pM)
y subsaturantes (10 pM) de forscolina. Como se puede observar, la actividad especifica es
significativamente mayor, con ambas concentraciones de forscolina, en los animales que han
llevado a cabo ejercicio fisico, aunque la estimulacién de la actividad basal (Mg**) promovida
por el diterpeno es similar (de unas ocho veces) para los dos bloques de ratas. Resultados, que
en su conjunto apuntan hacia una posible elevacién de los niveles y/o funcionalidad de la
subunidad catalitica con el ejercicio.

Los resultados obtenidos al ensayar la actividad enzimética en presencia de GppNHp
y fluoruro, moduladores de la subunidad reguladora estimuladora, se presentan en la TABLA
XII y como se puede observar, tanto para concentraciones saturantes como subsaturantes de
ellos la actividad especifica medida es significativamente mayor en los animales entrenados que
en sus controles, mientras que los niveles de activacién determinados son similares en ambos
grupos de animales. Por tanto, las diferencias observadas en la actividad enzimética de la
enzima estimulada por estos tres moduladores son debidas, posiblemente de modo exclusivo,
a la diferente funcionalidad de la subunidad catalitica y no a una modificacién de la del
componente regulador estimulador con el ejercicio fisico.

En la TABLA XII se muestran los resultados obtenidos al ensayar la actividad de la
enzima en presencia de una concentracién subsaturante (3x10”°M) y otra saturante (10°M) de
isoproterenol; y si bien no existen diferencias en los niveles de activacién sobre Mg** + GTP,
entre los dos grupos de animales, para la concentracién més alta de agonista, para la menor se
observa un nivel de activacién significativamente mayor (161+4.76% frente a 150.8+1.62%) en
las ratas entrenadas. Este resultado, parece dar cuenta de una posible modificacion en la

constante de activacién de la enzima por el isoproterenol.

3.4.3.2 Regulacién por la via estimuladora B-adrenérgica

Para intentar verificar si los resultados que se reflejan en la TABLA XIJ, cuando se
estimula la adenilato ciclasa con dos concentraciones de isoproterenol, se determiné la actividad
enziméitica en presencia de concentraciones crecientes del agonista B-adrenérgico. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 49 y como se puede observar, en las ratas
entrenadas se produce un desplazamiento significativo de la curva hacia la izquierda, sin que
se modifique la activacién maxima.

Estos datos indican que, efectivamente, con el ejercicio fisico disminuye la constante de
activacion de la enzima por el isoproterenol de 5x10"M a 2.5x10"M.
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Figura 49. Activaci6n por isoproterenol de la adenilato ciclasa en membranas de tejido adiposo. La actividad

enzimética se determina en presencia de GTP 10°M. La actividad basal de la enzima, expresada en
pmol cAMP /min/mg prot fue: 8.45£0.325 para los animales controles (@—®) y 9.65+0.65 para los
entrenados (V= V). Las diferencias que se observan en el intervalo de concentraciones
3.107-10" M entre los dos bloques de animales son significativas para p<0.005.

3.4.3.3 Regulacién por la via inhibidora A, de adenosina

Estd claramente demostrado el importante papel que la adenosina ejerce en la
regulacién de la lipolisis en tejido adiposo de ratas y humanos (Kather et al, 1985 y Green y
Johnson, 1991). Este efecto regulador lo ejerce el nucleosido, via receptores especificos A,
inhibiendo la actividad de adenilato ciclasa.

Cuando se ensaya la actividad de adenilato ciclasa estimulada por isoproterenol en
presencia de concentraciones crecientes del andlogo de adenosina ciclohexiladenosina, y de
5 U/ml de adenosina desaminasa, se obtienen los perfiles de inhibicién que se representan en
la Figura 50 en los que no se aprecian diferencias significativas entre los dos bloques de
animales, como se sefiala en la TABLA XIII.

Estos resultados parecen indicar que como consecuencia de la adaptaci6n al ejercicio
fisico no se ve significativamente afectada esta via de control negativo de la adenilato ciclasa.
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Figura 50. Efecto de la ciclohexiladenosina (CHA) sobre la actividad de adenilato ciclasa de tejido adiposo. La

actividad enzimética se ensaya en presencia de isoproterenot y GTP 1uM. La actividad basal de la
enzima cxpresada en pmol cAMP/min/mg prot fue: 8.23+0.314 para las ratas controles (@) y
9.014 +0.49 para las entrenadas (V=V} .

3.4.4 Proteinas G

3.4.4.1 ADP-ribosilacién por toxina pertussis

En los experimentos de ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis que se han
realizado en membranas de tejido adiposo de los dos grupos de animales, se han detectado en
los autorradiogramas dos sustratos de modificacién covalente marcados radiactivamente,
correspondientes al menos a dos proteinas de masas moleculares 40 KDa y 41 KDa.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 51. En ellas se observa que se
produce un descenso del 16-18%, estadisticamente muy significativo (p <0.005), en los niveles
de ADP-ribosilacién para las dos bandas en los animales entrenados.



TABLA XIIL. Actividad de adenilato ciclasa en preparados de membrana de tejido adiposo de rata en presencia de diversos moduladores

MODULADORES CONTROL EJERCICIO
(pmol/min/mg prot) (%) (pmol/min/mg prot) (%)
Mg 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M 0.73x0.46 100 10.90x0.57 166
Mg 3mM + GTP 10°M + ISO 10°M + CHA 10°M 6.86+0.60 70.5+5.80 851045 * 77942

CHA, ciclohexiladenosina. Diferencias significativas respecto a los correspondientes controles con: * P<0.05, ** P< 0.01 y *** P<0.005.
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Figura 51 Niveles de ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis en preparados de membrana de tejido

adiposo de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad incorporada a la banda de
41 KDa ([J ) del grupo control fue de 219.5+10.5 cpm, y de 289.5+9.5 cpm para la banda de 40

KDa (). (***) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.

3.4.4.2 ADP-ribosilacién por toxina colérica

Cuando se procede a la modificacién covalente de los preparados de membranas de
tejido adiposo de ratas controles y entrenadas con esta técnica, se detectan dos sustratos
mayoritarios. Estos dos sustratos de ADP-ribosilacién presentan unas masas moleculares de
42 KDa y 46 KDa. Los resultados obtenidos al cuantificar la radiactividad incorporada a las dos
bandas marcadas se representan en la Figura 52. Como se puede observar en ella, los niveles
de ADP-ribosilacién por toxina colérica en los animales entrenados aumentan un 10% para la
forma de alta masa molecular y un 17% para la forma de 42 KDa, siendo la variacién obtenida
para los dos sustratos estadisticamente significativa (p <0.005).
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Figura 52. Niveles de ADP-ribosilacién catalizada por toxina colérica en preparados de membrana de tejido

adiposo de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad incorporada a la banda de
46 KDa ([]) del grupo control fue de 189.5+3.5 cpm,y de 2016 cpm para la banda de 42 KDa

(). (***) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.

3.4.4.3 Niveles de «

Mediante el empleo de un anticuerpo policlonal que reconoce especificamente el
decapéptido carboxilo terminal (véase el apartado 2.7.3. de Materiales y Métodos) de las
diferentes formas de la subunidad «, se han determinado los niveles de esta proteina en
preparados de membranas de tejido adiposo de los animales controles y que han llevado a cabo
ejercicio fisico.

Este anticuerpo es capaz de reconocer las dos formas de a, que se ha descrito en la
bibliografia que poseen estos preparados de membranas, y que corresponden a dos proteinas
con masas moleculares de 42 KDa y 47 KDa (Milligan y Saggerson, 1990).
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En la Figura 53 se refleja el incremento significativo que se ha detectado en el tejido
adiposo de ratas entrenadas para los niveles de las dos formas de «, reconocidas por el
anticuerpo. Este incremento es mayor para la forma de 42 KDa (77% respecto al control) que
para la de 47 KDa (26% respecto al control), al igual que ocurria con las dos formas sustrato
de ADP-ribosilacién por toxina colérica.
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Figura 53. Niveles de a, medidos por inmunodeteccion en preparados de membrana de tejido adiposo de ratas

controles (C) y entrenadas (E). La radiactividad incorporada a la banda de 47 KDa (] ) del grupo

control fue de 1775+80.2 cpm, y de 1195+100.4 cpm para la banda de 42 KDa ([§). (***)
diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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Figura 54. Niveles de a;; (A), a;, (B) y ;3 (C) medidos por inmunodeteccién en preparados de membrana

de tejido adiposo de animales controles (C) y entrenados (E). La radiactividad incorporada en las
membranas del grupo control fue de 2182.65+261.65 cpm (A). En B 4788.45+734.25 cpm para la
banda de 41 KDa ([]) y 6969.9+724.17 cpm para la banda de 40 KDa (N ). (***) diferencias
significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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3.4.4.4 Niveles de a;

Se ha descrito la existencia en membrana plasmatica de tejido adiposo de las tres formas
de «; (a;, a, y ay) (Green et al., 1990).

Al igual que en los otros dos tejidos objeto de este estudio se han empleado anticuerpos
anti a;, a,, ¥y ¢ que han permitido detectar y cuantificar los niveles de las diferentes formas
de a; en preparados de fraccién particulada de tejido adiposo de los dos bloques de animales.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 54. En la parte A de la figura se puede
observar como el anticuerpo anti a; es capaz de reconocer una sola banda de proteina, en las
membranas de nitrocelulosa, de 41 KDa de masa molecular, que corresponde a la forma a,. En
los animales que han llevado a cabo ejercicio fisico los niveles de esta proteina son
significativamente mayores (67%) que en sus respectivos controles.

Cuando las membranas de nitrocelulosa se incuban con el anticuerpo anti «,,, se
detectan dos bandas de 40 KDa y 41 KDa de masa molecular, que corresponderian a las formas
o,y a,. En la parte B de la Figura 54 se observa como los niveles de estas dos proteinas varian
en sentido inverso en los animales entrenados. Asi, para la banda de 40 KDa, correspondiente
a d,, se han medido un descenso del 30% con respecto a los controles, mientras que para la de
41 KDa («;) se detecta un incremento significativo (un 30%) respecto a los controles, aunque
inferior al determinado con el anticuerpo anti a,.

Por ditimo, en la parte C de la Figura 54 se presentan los resultados obtenidos cuando
se emplea el anticuerpo anti «,,. Este es capaz de reconocer una séla banda de 41 KDa de masa
molecular (a,). Mediante la cuantificacion de la radiactividad incorporada en la banda se ha
detectado un aumento del 30% de los niveles de esta proteina en los preparados de membrana
obtenidos a partir de los animales que han corrido sobre el tapiz.

3.44.5 Niveles de la subunidad

En la Figura 55 se puede observar como el anticuerpo empleado en este estudio es
capaz de reconocer las dos formas de la subunidad §§ de 35 KDa y 36 KDa de masa molecular
que posee el tejido adiposo, segiin estd descrito en la bibliografia (Begin-Heick y Mc Farlane-
Anderson, 1992).

Los niveles determinados para estas dos formas de la subunidad B se representan en la
Figura 55 y como se puede observar, tanto para la forma de 35 KDa como para la de 36 KDa
se produce, con el ejercicio, un incremento estadisticamente significativo (p<0.005) en sus
niveles, siendo este incremento de mayor intensidad para la forma de alta masa molecular (33%
respecto al control) que para la de 35 KDa (14% respecto al control).
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Figura 55. Niveles de subunidad B de las proteinas G medidos por inmunodeteccion en membranas de tejido
adiposo de animales controles (C) y entrenados (E). 'La radiactividad incorporada a la banda de
36 KDa ( []) del grupo control fue de 282.75.3+40 cpm, y de 523.25+8 cpm para la banda de

35KDa (). (*%*) diferencias significativas entre los dos grupos para p<0.005.
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4.1 MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL
4.1.1 Programa de entrenamiento fisico

El objetivo general de este trabajo era estudiar los procesos adaptativos que tienen lugar
en el sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa de corazén, higado y tejido adiposo como
consecuencia de la préctica deportiva regular, en concreto se ha elegido el entrenamiento de
resistencia por carrera sobre tapiz rodante como ejemplo claro de ejercicio dindmico y aer6bico.
El programa de entrenamiento se ha disefiado de acuerdo con los datos previos descritos en la
bibliografia y los animales se adaptan a él con facilidad. El protocolo utilizado se puede
considerar como tipico de un entrenamiento de resistencia equivalente al que realizaria un
atleta humano de carreras de resistencia, por ejemplo un maratoniano que en situacién de
carrera estd aproximadamente a un 80% de su capacidad aerébica maxima.

Otros autores han empleado como modelo de entrenamiento de resistencia la natacién
(Dawson y Horvath, 1970), sin embargo se ha desechado este tipo de ejercicio puesto que
presenta una serie de inconvenientes; resulta dificil controlar el grado de ejercicio que realiza
cada animal, pueden darse problemas de hipotermias por lo que hay que secar a los animales
después de cada sesidn, y el tiempo empleado en estos programas de ejercicio fisico es mucho
més elevado que el empleado en entrenamientos realizados sobre un tapiz rodante (Williams
et al., 1984; Hansen y Rupp, 1991 y Russell et al., 1987).

Por otra parte, otros autores han empleado como modelo de entrenamiento la carrera
espontidnea sobre ruedas moéviles (Suzuki et al, 1979 y Russell et al, 1987); sin embargo, con
este tipo de entrenamiento también resuita dificil de controlar el grado de ejercicio que realiza
cada animal, puesto que las ratas no corren continuamente sino que realizan series de “sprint”
que alternan con periodos de descanso.

4,12 Efecto del ejercicio fisico sobre el peso del animal y de los diferentes érganocs objeto de
estudio

En este estudio se ha observado que en el momento del sacrificio el peso corporal medio
de Jos animales entrenados era menor que el de los controles sedentarios. Se han descrito
resultados similares en ratas entrenadas por carrera sobre tapiz rodante por Williams et al,
(1984a y 1984b), Sylvestre-Gervais, (1982) y Plourde et al., (1991, 1992y 1993).

En humanos también se ha demostrado que el ejercicio fisico aerébico, dependiendo
de la intensidad y duracién, provoca una disminucién en la masa corporal, y este descenso
generalmente se debe a una reduccion en la masa de grasa del individuo (Ballor y Keesey, 1991).
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En el modelo animal experimental empleado en el presente estudio se observa un
descenso significativo de la masa de tejido adiposo con respecto a los controles sedentarios.
Bukowiecki et al., (1980) y Lavoie et al, (1993) han obtenido resultados similares en ratas
entrenadas por natacién y han observado que la pérdida de masa grasa es fundamentalmente
debida a un descenso en el contenido de triglicéridos de los adipocitos que disminuyen de
didmetro y no a una pérdida en el nimero de adipocitos. Crampes et al., (1986) han observado
también que el tamafio de los adipocitos es significativamente menor en corredores de maraton
que en individuos sedentarios.

En deportistas se ha observado en atletas un moderado crecimiento en el tamano del
corazon en respuesta al ejercicio fisico intenso y regular, dando lugar al denominado "corazén
de atleta”. Se considera, en general, que esta hipertrofia cardiaca de origen fisiol6gico supone
un mecanismo adaptativo fundamental del misculo cardiaco a la sobrecarga a que se ve
sometido con la préctica deportiva (Bugaisky y Zak, 1986; Blomqvist y Saltin, 1983). El volumen
del ventriculo izquierdo es aproximadamente un 33% mayor en atletas que en individuos
sedentarios segin han determinado Peronnet et al., (1981) mediante ecocardiografias. El grado
de hipertrofia alcanzado estd directamente correlacionado con la intensidad, duracién, tipo de
gjercicio y sexo de los individuos (Blomgvist y Saltin, 1983). En la mayor parte de los estudios
publicados sobre adaptacion al ejercicio fisico se han empleado las ratas como modelo animal,
y en todos aquellos estudios en fos que estos animales se entrenan por carrera sobre tapiz
rodante no se observa una hipertrofia cardiaca significativa (Gleeson et al.,1983; Sylvestre-Gervais
et al., 1982; Plourde et al, 1991; Baldwin et al., 1977; Fuller y Nutter, 1981 y Schaible et al., 1981),
aunque en general en estos estudios, al igual que en el presente, la relacién peso del
corazén/peso corporal (indice cardiaco) aumenta debido a que disminuye el peso corporal. Sin
embargo, si se ha observado un aumento neto en la masa cardiaca y un incremento, por tanto,
del indice cardiaco en ratas (Schaible y Scheuer, 1981 y Williams et al., 1984b) y gatos (Wyatt et
al, 1978) entrenados por natacion, asi como en perros (Carew y Covell, 1978 y Bammard et al.,
1980) y caballos (Steel et al, 1977) entrenados por carrera.

42 ADAPTACION DEL SISTEMA B-ADRENERGICO-ADENILATO CICLASA DE
MIOCARDIO DE RATA AL EJERCICIO FiSICO

El ejercicio fisico de resistencia realizado regularmente conlleva una serie de
adaptaciones cardiovasculares. Asi se ha observado bradicardia en la situaci6én de reposo en la
mayoria de las especies estudiadas (Tipton, 1965 en ratas; Frick et al, 1967 y Huston et al., 1985
en atletas y Ordway et al., 1982 en perros), y un descenso del ritmo cardiaco para una situacién
de ejercicio fisico de una intensidad determinada (Frick et al, 1967; Sigvardson et al,, 1976 y
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Cousineau et al, 1977). Por otra parte, también se ha observado que los niveles de
catecolaminas en plasma en humanos que practican deportes de resistencia (como es el caso de
nuestro modelo animal) disminuyen ligeramente o no varfan cuando los individuos estdn en
reposo (Maki et al,, 1990) y el incremento en los niveles de catecolaminas plasmaéticas durante
el ejercicio parece depender en mayor medida de la intensidad relativa (% VO, max.) que de
la intensidad absoluta del ejercicio (Svedenhag, 1985). Dado gue la bradicardia observada en
atletas en reposo no se puede explicar en términos de una variacién en los niveles de
catecolaminas plasmaticas en estos individuos, una explicacién alternativa podria implicar una
desensibilizacién o "down-regulation” de los receptores B-adrenérgicos cardiacos en respuesta
al aumento en el tono nervioso simpdtico que acompaia a la prictica deportiva. Aunque en
este estudio no se ha medido el ritmo cardiaco, dado que no era uno de los objetivos marcados,
los datos de la bibliografia sugieren que nuestro protocolo de entrenamiento serfa de una
intensidad y duracién suficiente como para producir una bradicardia, puesto que como describe
Tipton, (1965) un programa en el que las ratas se entrenan gradualmente hasta que corran de
4 a 6 veces por semana, de 60 a 90 minutos a una velocidad de 27 a 40 m/min, produce
bradicardia aproximadamente 40 dias después de comenzar ¢l entrenamiento.

42.1 Receptores fi-adrenérgicos

En el modelo animal objeto de estudio se observa, como se ha descrito en el capitulo
de resultados, un descenso significativo en la densidad de receptores B-adrenérgicos en
miocardio de ratas entrenadas sin que la coanstante de disociacién del receptor por el
antagonista ICYP se vea afectada. El descenso observado en el presente estudio en la densidad
de receptores B-adrenérgicos de miocardio de ratas entrenadas, podria dar cuenta de las
adaptaciones cardiovasculares al ejercicio fisico descritas en atletas y animales experimentales
y que se han relacionado anteriormente.

Los resultados obtenidos por otros autores en cuanto al efecto del ejercicio fisico sobre
la densidad de receptores B-adrenérgicos de ventriculo izquierdo son contradictorios. En algunos
estudios no se han observado variaciones significativas en el ndmero de receptores entre
animales sedentarios y entrenados Hammond et al, (1987) en ventriculo de minicerdos de la
variedad Yucatdn, Moore et al., (1982), Scarpace et al., (1992} y Béhm et al., (1993) en ratas
sometidas a un programa de entrenamiento fisico por carrera o Williams (1980) y Williams et
al, (1984b) en ratas que siguen un protocolo de entrenamiento de resistencia por natacion.

En otros estudios se ha observado un descenso significativo en el nimero de receptores
B-adrenérgicos de miocardio de animales entrenados; asi, empleando como ligando marcado
el ICYP, Werle et al,, (1989) han demostrado que en ratas que siguen un programa de natacién
tanto el ejercicio crénico como el agudo producen una "down-regulation” de los receptores §-
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adrenérgicos, Hammond et al., (1987) han descrito que como consecuencia de Ja adaptacion a
un ejercicio dindmico, por carrera, se produce un descenso en el nimero de estos receptores
en la auricula derecha de minicerdos, y Sylvestre-Gervais et al., (1982) asi como Plourde et al,
(1991) han observado un descenso, del 21 y el 139% respectivamente, en la densidad de
receptores B-adrenérgicos de miocardio de ratas sometidas a programas de entrenamiento por
carrera sobre tapiz rodante.

Una posible explicacion a la divergencia existente entre los resultados del presente
estudio y los obtenidos por Moore et al., (1982), Williams, (1980} y Williams et al., (1984 b) se
centra en el tipo de ligando empleado; en nuestro trabajo se ha empleado el
[*¥1] iodocianopindolol mientras que en estos otros estudios se ha empleado
[*H} dihidroalprenolol como ligando marcado; éste tiene una afinidad cuarenta veces menor y
una actividad especifica cincuenta veces menor que el ICYP (Engel et al, 1981). Otras posibles
explicaciones a las diferencias observadas entre nuestros datos y los de otros autores podrian
radicar en el tipo de animal, por ejemplo Hammond et al, (1987) utilizaron minicerdos de la
variedad Yucatdn en vez de ratas, en el tipo de programa de entrenamiento empleado, natacién
frente a carrera (Williams, 1980 y Williams et al., 1984b), y en la intensidad del ejercicio fisico
desarrollado, puesto que tanto en el protocolo seguido por Boam et al, (1993) como en el
seguido por Scarpace et al., (1992) la intensidad del ejercicio era considerablemente menor.

Con independencia de la existencia o no de variaciones en la densidad de receptores B-
adrenérgicos como consecuencia de la préctica deportiva, en ningiin estudio, al igual que sucede
en el presente, se han descrito diferencias en la constante de disociacién de estos receptores por
los diferentes antagonistas empleados en miocardio de animales entrenados con respecto a sus
controles sedentarios.

En humanos no existen datos sobre la densidad de receptores B-adrenérgicos de
miocardio en atletas, puesto que por razones obvias no se dispone de muestras biolégicas para
efectuar la medida. No obstante, se ha empleado como indice de variacién en miocardio la que
experimentan los receptores B-adrenérgicos en linfocitos (Brodde et al, 1986 y Aarons y Molinoff,
1982) lo que resulta muy controvertido. Los datos obtenidos por diferentes autores son
contradictorios; asi Butler et al, (1983} observaron un aumento en la densidad de receptores 8-
adrenérgicos de linfocitos humanos en muestras de sangre tomadas inmediatamente después
de un pulso de ejercicio y estos mismos autores previamente (Butler et al, 1982) describen un
descenso en la densidad tras un programa de dos meses de ejercicio. Los resultados de ambos
estudios les permitié sugerir que la densidad de receptores B-adrenérgicos en linfocitos est4
inversamente correlacionada con el grado de forma fisica de los atletas. Ohman et al., (1987)
también han medido en linfocitos un descenso significativo en el nimero de receptores con el
ejercicio y han sugerido que la variacién en la densidad de receptores B-adrenérgicos es un
componente importante en la adaptacién al ejercicio fisico. Sin embargo estos resultados
contrastan con los de Williams et al, (1981) que no observaron variacién alguna y con el
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incremento observado por Lehman et al, (1984), Maki et al, (1987) y Maki, (1989) en la
densidad de receptores B-adrenérgicos de linfocitos de atletas con entrenamiento de resistencia.

También existe una gran cantidad de bibliografia que describe la existencia de un
descenso en la densidad de receptores B-adrenérgicos de miocardio de humanos y animales
experimentales en diferentes procesos patologicos, como fallo cardiaco (Vatner et al, 1984;
Chevalier y Swynghedauw, 1990; Brodde, 1991; Feldman, 1991 y Homcy, 1991), hipertrofia
cardiaca secundaria a una sobrecarga de volumen (Hammond et al., 1992} o de presién (Scholz
et al, 1990, Bouani et al., 1991 y Nieto et al, 1993) y diabetes (Savarese et al.,, 1979 y Atkins et
al., 1985). Por otra parte Vatner et al,, (1984) han encontrado un incremento en la densidad de
estos receptores en miocardio de ventriculo izquierdo de perros con hipertrofia cardiaca
secundaria a una sobrecarga de presién, aunque no estd claro si las diferencias entre los
diversos estudios son debidas al empleo de distintas especies, modelo animal experimental o al
grado de hipertrofia alcanzado.

42.2 Regulacion del sistema de adenilato ciclasa

4.2.2.1 Caracteristicas reguladoras de la subunidad catalitica

En el presente estudio no se ha observado una variacién significativa en la actividad
basal de adenilato ciclasa, medida en presencia de Mg’* 10 mM, en miocardio de ratas
entrenadas, pero si un descenso cuando se ensaya la actividad enzimdtica en presencia de Mn®*
o Mg?* /forscolina. El Mn** es un conocido desacoplante de la interaccién entre la subunidad
catalitica y las proteinas G, y por tanto en estas condiciones de ensayo se mide la actividad de
la subunidad catalitica (Limbird et al, 1979 y Czech et al., 1980). X.a forscolina, un diterpeno con
propiedades inotrépicas y antihipertensivas (Lindner et al, 1978), aistado de Coleus forskohlii,
activa la adenilato ciclasa en diferentes tejidos (Seamon y Daly, 1981) interaccionando con el
complejo formado por la subunidad catalitica y la proteina «, para estimular al méximo la
produccién de cAMP aunque es capaz de actuar directamente sobre la subunidad catalitica
aislada (Hubbard et al., 199]).

Los resultados obtenidos en este estudio, considerados conjuntamente, parecen indicar
que como consecuencia de la adaptacién del sistema de adenilato ciclasa al ejercicio fisico de
resistencia, intenso y regular, se produce un descenso considerable en la eficacia catalitica de
la enzima, que puede deberse a una modificacién aparente de los niveles y/o funcionalidad de
la subunidad catalitica de adenilato ciclasa en estas condiciones. En este proceso de
desensibilizacién puede tener un papel importante la fosforilacién de la subunidad catalitica por
proteina quinasa A (Premont et al., 1992b). Por otra parte, una modificacién en la composicién
de fosfolipidos de la membrana plasmética podria dar cuenta de la variacién observada en la
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actividad de la subunidad catalitica, a este respecto existe un estudio en el que se ha observado
una modificacién tanto del porcentaje como de la composicién en fosfolipidos en membranas
de miocardio de ratas entrenadas sobre un tapiz rodante (7ibbits et al,, 1981). Otra razén que
por si so6la, o junto a las anteriores, podria explicar el descenso en la actividad de la subunidad
catalitica observado en presencia de forscolina es el incremento en los niveles de «,, de los
animales entrenados tal y como se ha propuesto por otros autores en diferentes modelos de
patologias cardiacas como Hammond et al, (1992) en minicerdos con hipertrofia cardiaca
secundaria a una sobrecarga de volumen, 0 Anand-Srivastava (1992) en ratas espontdneamente
hipertensas.

Existen otros estudios, en la bibliografia, en los que tampoco se han observado
variaciones significativas en la actividad basal de la enzima en miocardio de animales que han
seguido diferentes protocolos de entrenamiento, como los realizados en ratas con ejercicio por
carrera por Plourde et al, (1991) y Moore et al, (1982) o en gatos con entrenamiento de
resistencia por natacién por Wyatt et al., (1978), y tan solo Dohm et al., (1976) han encontrado
un descenso significativo en la actividad de adenilato ciclasa en presencia de Mg** 10 mM. Por
otra parte, no existe ningin estudio en el que se haya medido la posible variacién en la
actividad de la subunidad catalitica en presencia de Mn** o forscolina, estimuladores més
potentes que pueden amplificar pequeiias diferencias no significativas debido a los bajos niveles
de actividad obtenidos cuando se ensaya la enzima tnicamente en presencia de Mg,

4.2.2.2 Caracteristicas repuladoras de la proteina G,

En este estudio también hemos observado un descenso en la Vmax de la enzima
estimulada por moduladores (GppNHp y fluoruro) que actian a través del componente
regulador estimulador en el miocardio de los animales entrenados, sin que se afecte la constante
de activacién de la adenilato ciclasa. Hay que sefialar que si bien tanto el fluoruro como los
nucledtidos de guanina activan la adenilato ciclasa y son considerados moduladores tipicos de
G,, la forma en que lo hacen es diferente puesto que el fluoruro parece que no provoca la
disociacién del heterotrimero G, y permite enmascarar la contribucién de la via inhibidora a
la actividad enzimdtica (Levitzki, 1987). Por el contrario, cuando ensayamos la actividad de
adenilato ciclasa en presencia de nucleétidos de guanina, éstos estdn activando tanto G, como
G, y estamos mididendo un balance de las actividades de estas dos proteinas G. Este balance
varfa con la concentracién de nucledtidos de guanina presentes en el ensayo, y en el intervalo
de concentraciones empleado en el presente estudio se puede considerar que la contribucién
de G, a la actividad enzimdtica medida es minima.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la proteina G, podria alterarse como
consecuencia de la adaptaci6n del miocardio al ejercicio fisico bien porque varien sus niveles
y/o porque varie su funcionalidad. En este sentido, nosotros hemos medido un descenso en Jos
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niveles de ADP-ribosilacién por toxina colérica y en los niveles de a, detectados por
"inmunoblotting” en miocardio de ratas que han realizado ejercicio fisico y este descenso en los
niveles de a, bien podria dar cuenta del descenso observado en la actividad de la adenilato
ciclasa.

En ninguno de los tres estudios (Dohm et al, 1976; Wyatt et al., 1978 y Plourde et al.,
1991) en los que se ha medido la actividad de adenilato ciclasa en presencia de una sola
concentracién, saturante, de fluoruro se ha descrito un resultado similar al nuestro, pues no
observan variacién alguna en Ja estimulacién de la enzima en los animales entrenados. Estas
diferencias entre nuestros resultados y los de otros autores, en principio, s6lo son atribuibles
al empleo de diferentes especies (por ejemplo, Wyatt et al, (1978) realizaron su estudio con
gatos) o en el protocolo de entrenamiento seguido (por ejemplo, Dohm et al., (1976} y Plourde
et al, (1991) siguieron, en ratas, un protocolo menos intenso y duradero en el tiempo al
empleado en el presente estudio).

4.2.2.3 Regulacién por la via estimuladora B-adrenérgica

A diferencia de lo que ocurre para los moduladores del sistema adenilato ciclasa
discutidos hasta ahora, cuando estudiamos la respuesta de la enzima a diferentes
concentraciones de isoproterenol (agonista B-adrenérgico) observamos un desplazamiento hacia
la derecha de la curva de dosis-respuesta de los animales entrenados. Este resultado indica que
la funcionalidad del componente receptor no se ve afectada significativamente en su respuesta
mdéxima, a pesar del descenso medido en la densidad de receptores B-adrenérgicos, pero si que
se produce un aumento en la constante de activacién del componente receptor por el agonista.
Resultados como éste han sido obtenidos por otros autores cuando se ensaya la activacién
enzimatica por un agonista en presencia de un antagonista competitivo o después de una
pérdida de receptores si el tejido posee "spare receptors" (Bristow et al., 1985). Esta iltima
explicacién parece la mas probable por varios motivos; en primer lugar porque segiin describe
Brodde, (1991} existe un nimero importante de receptores B-adrenérgicos "spare” en miocardio
de rata, y en segundo lugar porque, segiin nuestros datos de unién de ligando, disminuye la
densidad de los receptores B-adrenérgicos en el tejido cardiaco de los animales entrenados.

Otra posible interpretacién de los resultados obtenidos podria implicar que con el
ejercicio fisico disminuyese la afinidad de los receptores B-adrenérgicos por el agonista (Michel
et al, 1985), a pesar de la ausencia de variaciones en la constante de disociacién del receptor
por el antagonista ICYP. Asi, Plourde et al, (1991) han descrito en ratas entrenadas por carrera
un descenso del 16% en el ndmero de receptores en el estado de alta afinidad (que refleja el
acoplamiento receptor-G,) sin que se afecte el de receptores en el estado de baja afinidad, y a
ello atribuyen el descenso que observan en la respuesta de adenilato ciclasa a isoproterenol.
Ademé4s, postulan que un descenso en los niveles de G, podria dar cuenta del descenso en el
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niimero de receptores en el estado de alta afinidad, aunque no han determinado los niveles de
G, en miocardio de su modelo animal. En el presente estudio si hemos observado un descenso
en los niveles de G, medidos por ADP-ribosilacién y por inmunodeteccién, lo que también
podria dar cuenta de las variaciones mencionadas en la estimulacién 8-adrenérgica de adenilato
ciclasa.

En otros estudios, los resultados obtenidos en cuanto a la activacién de adenilato ciclasa
por agonistas B-adrenérgicos son controvertidos. Moore et al., (1982) no observaron variacién
alguna, Dohm et al., (1976) detectaron un descenso en la estimulacién méxima de la enzima por
adrenalina y Wyatt et al., (1978) y Bohm et al,, (1993) encontraron un incremento en la respuesta
de adenilato ciclasa. Esta disparidad de resultados s6lo se puede explicar, una vez mas, por
diferencias en las especies, sexo de los animales empleados o por diferencias en el protocolo de
entrenamiento seguido (Plourde et al, 1991). Ademas, en todos los estudios con los que hemos
comparado nuestros datos se ha medido la actividad de ciclasa a una séla concentracién de
agonista y por lo tanto no aportan informacién sobre la posible variacién en la constante de
activacién del receptor por el agonista.

4.2.2.4 Regulacién negativa del sistema

También hemos observado un descenso en los niveles de inhibicién de la actividad de
adenilato ciclasa promovidos por concentraciones saturantes de agonistas de diferentes
receptores acoplados negativamente al sistema (receptores muscarinicos colinérgicos, receptores
A, de adenosina y receptores de prostaglandina E,). Estos resultados permiten aseverar que
probablemente todas las vias de control negativo de la actividad de adenilato ciclasa de
miocardio sufran un proceso adaptativo similar con la préctica del ejercicio fisico de resistencia,
aunque debido al efecto antiadrenérgico de estas vias cabria esperar, en principio, que se
produjese una sensibilizacién de las mismas para proteger al corazén de la sobreestimulacién
simpética que acompaiia al ejercicio fisico.

Una posible explicacién a los resultados obtenidos podria ser que con este proceso
adaptativo se produce una desensibilizacién heteréloga de las vias antiadrenérgicas del sistema
de adenilato ciclasa. Si bien este proceso de desensibilizacion podria producir un descenso en
la densidad de los receptores inhibidores, parece poco probable que la densidad de todos ellos
varie en el mismo sentido con el ejercicio fisico. Hammond et al, (1987) y Béhm et al, (1993)
no han encontrado variaciones en la densidad de receptores muscarinicos de miocardio de
minicerdos y ratas entrenadas respectivamente, si bien no han medido la inhibicién de adenilato
ciclasa mediada por estos receptores.

Este proceso de desensibilizacién de las vias de control negativo del sistema podria
afectar a otros componentes del mismo de forma que se produjese un descenso en el
acoplamiento de los receptores inhibidores con la proteina G; (debido a una disminucién en los
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niveles y/o funcionalidad de la proteina G;; sin embargo, por inmunodeteccién hemos observado
un aumento en los niveles de «,,. Este resultado s6lo se puede compatibilizar con el descenso
en la inhibicién de adenilato ciclasa si el incremento en los niveles de «,, va acompanado de un
descenso paralelo en la funcionalidad de la proteina G, En apoyo de esta posibilidad se
encontraria el descenso, observado en el presente estudio, en los niveles de ADP-ribosilacién
catalizada por toxina pertussis en membranas de miocardio de animales entrenados puesto que,
segin Fleming et al, (1992), s6lo la fraccién de proteinas G que se modifica covalentemente
por esta toxina, del total de proteinas G ADP-ribosilables por ella y presentes en la célula, se
corresponder con las proteinas G funcionales. No obstante, parece que s6lo una pequeiia
porci6én de G, podria ser suficiente para acoplar los receptores inhibidores a adenilato ciclasa,
y que variaciones en los niveles de G, no condicionarian el grado de inhibicién de la enzima.
Asi, Bohm et al., (1990) encontraron en miocardio de humanos con fallo cardiaco un incremento
en los niveles de G, medidos por inmunodeteccion sin que variase la densidad de los receptores
muscarinicos y de adenosina, ni la inhibicién de ciclasa promovida por ellos, y explicaron estos
resultados en funcién de unos niveles de G, mucho mayores (0.1% de las proteinas de
membrana) que los de receptores de adenosina y muscarinicos (0.00001% de las proteinas de
membrana).

423 Proteinas G

4.2.3.1 Niveles de G

En este estudio se han empleado dos aproximaciones diferentes para cuantificar los
niveles de G,, la ADP-ribosilacién catalizada por toxina de Vibrio cholerae y la inmunodeteccién
empleando un anticuerpo obtenido especificamente contra el decapéptido carboxilo-terminal
de «,. Mediante estas dos técnicas hemos detectado que se produce un descenso en sus niveles
que afecta con igual intensidad a la forma de alta y baja masa molecular.

Estos datos apoyan, como se ha discutido anteriormente, los resultados que hemos
obtenido al estudiar la via estimuladora del sistema de adenilato ciclasa y explicarian también
el descenso observado por Plourde et al, (1991) en el porcentaje de receptores B-adrenérgicos
que se encuentran en €l estado de alta afinidad. Sin embargo, el Gnico estudio previo en el que
se han medido, mediante ELISA, los niveles de «, en miocardio de minicerdos entrenados
refleja unos resultados contrarios a los nuestros (Hammond et al, 1988), que se justifican
proponiendo que el aumento en los niveles de G, seria un mecanismo de compensacién del
descenso que detectan en la densidad de receptores B-adrenérgicos de miocardio de animales
entrenados. En nuestro modelo, sin embargo, el descenso en los niveles de G, forma parte del
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proceso de desensibilizacién que afecta a todos los componentes de la via estimuladora del
sistema de adenilato ciclasa.

La divergencia entre nuestros resultados y los de Hammond et al.,, (1988) parece poco
probable que pueda deberse al empleo de técnicas diferentes de deteccién de «, (dada la
elevada sensibilidad del ELISA y del "inmunoblotting") o al empleo de anticuerpos anti «, con
diferente procedencia, y en todo caso podria deberse al empleo de diferentes modelos animales
y diferentes protocolos de entrenamiento. Por otra parte, Hammond et al, (1988) emplearon
un niimero muy limitado de animales (s6lo tres machos y dos hembras) y las muestras control
fueron obtenidas a partir de biopsias de los mismos animales antes de iniciar el programa de
ejercicio fisico; este hecho implica que, para la extracci6n de las muestras, los animales fueron
sometidos a una traqueotomia y un postoperatorio en el que fueron tratados con diferentes
farmacos lo que podria haber afectado a los niveles de G, cuantificados en su estudio.

4.2.3.2 Proteinas G,

Al igual que con las proteinas G,, hemos empleado dos aproximaciones diferentes para
cuantificar los niveles de proteinas G, en miocardio de los dos bloques de animales
experimentales empleados en este estudio, la ADP-ribosilacién catalizada por toxina de
Bordetella pertussis y la inmunodeteccién empleando anticuerpos especificos obtenidos frente a
las tres formas de e,

Mediante inmunodeteccién hemos cuantificado los niveles de a, pues en las membranas
de nitrocelulosa incubadas con anticuerpos anti «,, y anti a, no hemos detectado sefial alguna.
Esto es posiblemente debido a que los niveles de «,, en coraz6n son mucho mayores que los de
o, y a, (Foster et al, 1990); de hecho Eschenhagen et al, (1991} no han detectado RNA
mensajero de a; y niveles muy bajos de RNA mensajero de «, en miocardio de rata empleando
técnicas de hibridacion.

No hemos podido acometer la cuantificacion de los niveles de G,, proteina que tiene
unos niveles de expresion en corazén mucho mas bajos que en cerebro y cuya concentracién
es mayor en la auricula que en el ventriculo (Holmery Homcy, 1991), debido a que el anticuerpo
anti «, del que disponiamos daba reaccién cruzada con las proteinas a;, cuyo decapéptido
carboxilo terminal tiene un alto grado de analogia con el de a,,.

Los resultados obtenidos por las dos técnicas empleadas son contradictorios, pues de los
datos de la ADP-ribosilacién se podria extraer la conclusién que disminuyen los niveles de «,,
mientras que los de inmunodeteccién indican que aumentan en el miocardio de los animales
entrenados. Resultados divergentes entre estas dos técnicas han sido obtenidos también por
Feldman et al, (1988 y 1991) y Kessler et al., (1989). Si bien la ADP-ribosilacién catalizada por
toxina pertussis tiene una menor sensibilidad para cuantificar «; pues, por ejemplo, en sarcolema
de perro, Fleming et al, (1992) han medido aproximadamente 20 pmol de «,/a, /mg proteina
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mediante ADP-ribosilacién y 150 pmol/mg proteina mediante inmunodeteccion. Por estas
razones Bohm et al., (1992a) cuestionan el que los niveles de la ADP-ribosilacién catalizada por
toxina pertussis reflejen los verdaderos niveles de G, y recomiendan el empleo de técnicas de
inmunodeteccién para cuantificarlos. No obstante, parece interesante el estudio de los niveles
de ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis puesto que como ya se ha mencionado,
éstos se podrian correlacionar con los de proteinas G funcionales.

La divergencia entre los resultados obtenidos por estas dos técnicas podria explicarse
por algunas de las limitaciones que posee la ADP-ribosilacién puesto que existen varios factores
que pueden afectar a la capacidad de la toxina pertussis para modificar covalentemente sus
sustratos: la cantidad de subunidades By (Neer et al, 1984), la presencia de nucle6tidos de
guanina unidos a las proteinas G y las propiedades biofisicas del microentorno lipidico de G,
(Ribeiro-Neto et al.,, 1987). Ademds, la modificacion covalente del residuo de Cys que ocupa la
cuarta posicién desde el extremo carboxilo terminal, que es el aceptor del grupo ADP-ribosilo
(Milligan, 1988) puede bloquear a la ADP-ribosilacién por la toxina. Asi, se ha aislado una
ADP-ribosiltransferasa que es capaz de ADP-ribosilar proteinas G, in vitro (Tanuma et al,
1988) y ademds de estos procesos de modificacién covalente endégena se han encontrado
también inhibidores end6genos de la ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis (Hara-
Yokohama y Furuyama, 1988 y Tanuma y Endo, 1990). Por otra parte existe evidencia
experimental de que Cys en una secuencia carboxilo terminal -CAAX (donde C es Cys, A es un
aminoédcido alifdtico y X es un aminodcido cualquiera), como las subunidades «; y el oncogen
ras, pueden ser isopreniladas (Glomset et al, 1990). Ademis el grado de fosforilacién de G,
puede modular también el nivel de ADP-ribosilacién detectado (Watanabe et al., 1988).

Se ha demostrado que la respuesta que media la proteina G, sobre la actividad de
adenilato ciclasa se puede inhibir por activacién de proteina quinasa C y que ésta inactivacién
de G, se debe a su fosforilacion por ésta proteina quinasa (Murphy et al, 1989 y Pyne et al,
1989}). Un aumento en los niveles de fosforilacién de G, debido a una mayor actividad de
proteina quinasa en miocardio de animales entrenados, permitiria explicar que a pesar de que
los niveles de G,, medidos por inmunodeteccién, son mayores en los animales entrenados, la
inhibicién de la actividad de adenilato ciclasa es inferior en estas ratas con relacién a sus
controles. Sin embargo, en contra de esta explicacién estd el hecho ya comentado de que sélo
una pequefia porcion de G, podria ser suficiente para acoplar los receptores inhibidores a
adenilato ciclasa y que variaciones en los niveles de G, no condicionarian el grado de inhibicién
de la enzima.

Solo existe en la bibliografia un estudio, publicado por Boham et al, (1993), en el que se
estudia el efecto que tiene el ejercicio sobre los niveles de «, en ratas envejecidas (28 meses)
y en el que se observa que con el ejercicio fisico disminuyen los niveles de a, de miocardio.

Se ha descrito un aumento en los niveles de G, en cultivos de cardiomiocitos sometidos
a un tratamiento crénico con noradrenalina (Reithmann et al, 1989). En gran cantidad de
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patologias cardiacas, en las que tienen lugar diferentes procesos de desensibilizacién heteréloga
del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa, se ha descrito también un aumento en los niveles
de G, en membranas de miocardio. Por ejemplo, en ratas espontdneamente hipertensas, Anand-
Srivastava, (1992) ha detectado un aumento en los niveles de G, por inmunodeteccién, ADP-
ribosilacién por toxina pertussis y en los niveles de sus RNA mensajeros; Bohm et al,, (1992a
v 1992b) han encontrado resultados similares en ratas con hipertensién espontdnea o adquirida;
en corazén de humanos con fallo cardiaco o cardiomiopatia dilatada Bohm et al, (1990 y 1992c)
y Eschenhagen, (1992a y 1992b) han encontrado también resultados similares. Por ello Boaim et
al,, (1992a) han propuesto que G, podria tener un papel importante en varias enfermedades
cardiacas ejerciendo un control negativo de la actividad de adenilato ciclasa para proteger el
corazén de la sobreestimulacién simpatica. En este sentido hay que resaltar que en estos
estudios el aumento en los niveles de G, va acompafiado de un incremento paralelo en los
niveles de inhibicién de adenilato ciclasa via receptores inhibidores; sin embargo, en nuestro
modelo animal no se da este paralelismo, lo que nos permite diferenciar los procesos de
desensibilizacién heteréloga descritos para diferentes patologias cardiacas, de humanos y de
modelos animales, del proceso adaptativo de desensibilizacion heteréloga que tiene lugar en
miocardio de animales entrenados.

424 Resumen

Los resultados del presente estudio aportan nuevos datos acerca de los mecanismos
adaptativos del miocardio al ejercicio fisico de resistencia a nivel molecular, y c6mo éstos son
diferentes a los que acontecen en algunas patologias cardiacas. Generalmente se considera que
el ejercicio fisico tiene un efecto beneficioso para el sistema cardiovascular, pues incrementa la
capacidad funcional de este sistema y disminuye la demanda de oxigeno por el miocardio (Mc
Henry et al., 1989). La desensibilizacién heteréloga que se observa en el sistema B-adrenérgico-
adenilato ciclasa afecta a los diferentes componentes del sistema: a la densidad de receptores
B-adrenérgicos, a los niveles y funcionalidad de las proteinas G,y G, y a la actividad catalitica
de la enzima. Estos resultados permiten explicar la bradicardia que se genera en los animales
de laboratorio y en humanos bien entrenados, y por otra parte indica que con el ejercicio fisico
el sistema objeto de estudio se adapta en el sentido de proporcionar una respuesta
cardioprotectora frente a la sobreestimulaci6én simp4tica que acompafia a la prdctica deportiva.
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43  ADAPTACION DEL SISTEMA B-ADRENERGICO-ADENILATO CICLASA DE
HiGADO DE RATA AL EJERCICIO FiSICO

Como consecuencia del crecimiento en la demanda energética de los misculos
esquelético y cardiaco durante la realizacion de un ejercicio fisico se producen en el higado una
serie se procesos adaptativos conducentes a acelerar las rutas metabdlicas que proporcionan
el combustible muscular (glucogenolisis y gluconeogénesis). En este sentido, como ya se ha
expuesto en la introduccién, el papel del cAMP, y por ende del sistema de adenilato ciclasa,
como responsable del control de estas rutas, es importantisimo.

Sélo existen dos trabajos previos en la bibliografia, publicados por Dohm et al., (1976)
y por Yakovlev, (1974) en los que se haya estudiado parcialmente la adaptacién al ejercicio fisico
del sistema adenilato ciclasa en higado. Por tanto, el presente es el primer trabajo en el que se
estudia de forma sistemética esta adaptacién, incorporando técnicas y conceptos que no se
conocian en el momento en que estos autores publicaron sus estudios.

43.1 Receptores B-adrenérgicos

Segtn los datos obtenidos ni la densidad, ni la constante de disociacién por el ICYP,
de los receptores B-adrenérgicos hepdticos se ve afectada como consecuencia del proceso
adaptativo. Este resultado parece bastante I6gico si consideramos que las catecolaminas
plasméticas s6lo parecen ser importantes en la regulacién de la liberacién de glucosa en
ejercicios muy prolongados en el tiempo (Mc Kelvie et al, 1991). Ademds segin Wasserman y
Cherrington, (1991) no existe evidencia experimental de que la noradrenalina liberada por los
terminales nerviosos simpdticos hepaticos sea esencial para aumentar la produccién de glucosa
durante el ejercicio. Sin embargo, seglin Gardemann et al., (1992) el sistema nervioso simpético
controla la liberacién de glucosa directamente a través de sus terminales en el higado e
indirectamente al estimular la liberacién de glucagén por el pancreas y de catecolaminas de la
médula adrenal.

Por otra parte, estd claramente establecido por estudios en los que se han empleado
diferentes bloqueantes adrenérgicos que la estimulacién de las rutas metabolicas de liberaci6n
de glucosa por los terminales simp4ticos estd mediada fundamentalmente por receptores «,

adrenérgicos, no acoplados a adenilato ciclasa en ratas y conejos (Hartman et al, 1982 y Winder,
1988).
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432 Regulacion del sistema de adenilato ciclasa

4.3.2.1 Caracteristicas reguladoras de la_subunidad catalitica

Los resultados obtenidos en cuanto a la funcionalidad de la subunidad catalitica da la
adenilato ciclasa parecen indicar que se produce, en contraposicién a lo que ocurria en
miocardio, un aumento de la actividad enzimatica en el higado de los animales entrenados. En
su estudio, al igual que en éste, Dohm et al, (1976) no observaron variaciones en la actividad
basal de la enzima (medida en presencia de Mg?* 10 mM); pero no ensayaron la actividad
enzimética en presencia de Mn® o Mg /forscolina, lo que no permite establecer una
comparacién més completa.

Las posibles explicaciones al aumento de la eficacia catalitica son similares a las que se
daban para la enzima de miocardio de estas ratas y suponen una elevacién de los niveles y/o
funcionalidad de la subunidad catalitica en los animales entrenados. Otra posible explicacién
supondria una variacion en estos animales de la composicién del microentorno lipidico de la
enzima; de hecho se ha observado que la composicién de fosfolipidos de la membrana
plasmadtica de higado varia en procesos de diabetes (Pierce et al., 1983) afectando a la activacién
de la enzima por forscolina (Pierce et al., 1983 y Srivastava, 1985).

4.3.2.2 Caracteristicas reguladoras de Ia proteina G

Como se deduce del aumento observado en los niveles de activacibn méxima de la
enzima por GppNHp y por fluoruro, la proteina G estimuladora del sistema parece sufrir alguna
modificacién durante la adaptaci6n hepética al ejercicio fisico de resistencia. Esta modificacién
podria explicarse en términos de una elevacién en los niveles y/o funcionalidad de la proteina
G, en higado de animales entrenados (medidos tanto por ADP-ribosilacion catalizada por toxina
colérica como por inmunodeteccién empleando un anticuerpo especifico).

En su estudio Dohm et al.,, (1976) midieron la actividad especifica de adenilato ciclasa
en presencia de una tnica y elevada concentracién (10 mM) de fluoruro y no observaron
diferencias entre los animales entrenados y sus correspondientes controles sedentarios. La
diferencia entre los resultados de estos autores y los que se presentan en esta memoria pueden
deberse al empleo de protocolos de entrenamiento diferentes en cuanto a su duracién e
intensidad. Ademds Dohm et al., (1976) emplearon ratas Sprague-Dawley que segin Shyu et al,

(1984) presentan una peor disposicién para la carrera que las ratas Wistar empleadas en
nuestro estudio.



DISCUSION 131

4.3.2.3 Regulacién por receptores acopladgs positivamente al sistema, B-adrenérgicos y de

glucagdn

En este estudio se observa un desplazamiento hacia la izquierda de las curvas de
activaci6én de adenilato ciclasa por concentraciones crecientes de isoproterenol y glucagén, y al
determinar las constantes de activacién de la enzima para éstos dos mensajeros quimicos se
obtiene un valor ligeramente inferior en los animales entrenados. Junto a este descenso en la
constante de activacién se produce un aumento en la activacién médxima de la enzima de higado
en respuesta al ejercicio fisico.

Estos resultados se pueden explicar de diferentes formas. La primera implicaria un
aumento en la densidad de receptores para estos dos mensajeros quimicos en el higado de los
animales entrenados. Si bien esta explicacién podria ser vilida para los receptores de glucagén,
no lo es para los B-adrenérgicos como atestiguan los ensayos de unién de ICYP a membranas
de higado. Otra posibilidad, no excluyente de la anterior, seria que la eficacia del acoplamiento
entre estos receptores y la proteina G, fuese mayor, de forma que en higado de los animales
entrenados habria un nimero mayor de receptores estimuladores en el estado de alta afinidad;
el aumento que se observa en este estudio en los niveles de G, serfa un apoyo a este
razonamiento. Ademds, en apoyo de esta dltima posibilidad también estd el trabajo de
Hammond et al., (1988), quienes proponen que la regulacién no coordinada entre los niveles de
G, y el niimero de receptores B-adrenérgicos permite explicar algunas situaciones fisiol6gicas
o patolégicas en los que la respuesta fisiol6gica y el nimero de receptores no varian en el
mismo sentido.

Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Déhm et al, (1976) para una
concentracién 0.1 mM de adrenalina, quienes no observaron variacién en los niveles de
activacién promovidos por la catecolamina en los dos bloques de animales experimentales, pero

son equivalentes a los obtenidos por Yakovlev, (1974) para el higado de ratas entrenadas por
natacion.

4.3.2.4 Regulacién negativa del sistema

Nuestro trabajo es el primero en estudiar la adaptacién de estas vias de control negativo
del sistema al ejercicio fisico intenso y regular.

En el higado de animales entrenados hemos observado un aumento significativo en los
niveles de inhibicién de la actividad de adenilato ciclasa promovidos por concentraciones
saturantes de adrenalina y angiotensina 1I. Si bien los niveles de inhibicién de la actividad
enzimitica obtenidos en este trabajo pueden parecer poco elevados, hay que decir que en
membranas de higado, Jard et al, (1981) detectaron inhibiciones equivalentes para
concentraciones saturantes de adrenalina y angiotensina II, dato que confirma la validez de los
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resultados que se presentan en esta memoria. Adem4s, recientemente Liggett y Raymond, (1993)
han observado que los receptores a,-adrenérgicos pueden acoplarse con G,, ademds de con G,
lo que también permite explicar los bajos niveles de inhibicion obtenidos para concentraciones
elevadas de adrenalina.

Al igual que sucedia en miocardio de animales entrenados, parece que las diferentes vias
de control negativo del sistema, en higado, siguen un proceso adaptativo comtin con la prictica
del ejercicio fisico intenso y regular de resistencia. Estos resultados podrian interpretarse como
que los niveles de estos receptores inhibidores son mayores o presentan una afinidad mayor por
sus ligandos, modulada por la interaccién receptor-G, en los animales entrenados que en sus
controles sedentarios. Con respecto a la primera posibilidad, con los datos disponibles no se
puede concluir si es 0 no cierta, pues seria necesario realizar estudios de unién de ligandos; y
si bien no seria descartable en principio, parece poco probable que se produzca una variacién
de la densidad de los receptores inhibidores que afectase de modo similar, al menos a los
estudiados, en respuesta al estimulo adaptativo que provoca el ejercicio fisico. Con relaci6n a
la segunda explicacion, ésta se puede apoyar con el aumento en los niveles de G, y G, que se
ha detectado por inmunodeteccién en este trabajo, y que permitiria la formacién de un mayor
niimero de complejos de alta afinidad receptor-proteina G, que fuesen responsables del aumento
en los niveles de inhibicién de la actividad enzimdtica que se observa en el higado de los
animales entrenados. G, parece mediar la inhibicién de la actividad enzimdtica por receptores
a;-adrenérgicos en plaquetas (Simonds ef al, 1989) y G, parece acoplar los receptores de
angiotensina a adenilato ciclasa en hepatocitos (Pobiner et al, 1992).

433 Proteinas G

4.3.3.1 Niveles de G

Los resultados obtenidos tanto por ADP-ribosilacién catalizada por toxina colérica como
por inmunodeteccion llevan a la conclusién de que con el ejercicio fisico aumentan los niveles
de las dos formas de «, en higado. Estos resultados son los primeros en describir €l efecto del
ejercicio fisico intenso y regular de resistencia sobre los niveles de «, en este tejido y corroboran
los datos obtenidos para la via estimuladora del sistema de adenilato ciclasa como ya se ha
discutido en el apartado 4.3.2. de esta memoria.

Mediante las dos técnicas empieadas se llega a la conclusién de que los niveles de la
forma de &, de menor masa molecular, 42 KDa, aumentan en mayor proporcién que los de 46
KDa. Esta adaptacion diferencial al ejercicio fisico de resistencia puede ser importante no s6lo
para la regulacién de la actividad de adenilato ciclasa, efector al que activa mds eficazmente
ia forma grande de «,, sino también para la regulacién de la funcionalidad de otros efectores
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a los que estd acoplada G,, como son los canales i6nicos de Ca’ y los de K' (Mc Farlane-
Anderson, 1992). Ademas, dado que tanto la forma de 42 KDa como la de 46 KDa proceden
de la diferente modificacién post-transcripcional de un mismo RNA mensajero, ésto indica que
estos mecanismos operan de forma diferente en el higado de los animales entrenados que en
sus controles sedentarios como una respuesta adaptativa mds al ejercicio fisico.

4.3.3.2 Proteinas G,

En los experimentos por inmunodeteccion realizados se han empleado anticuerpos anti
«,, €, Y , Y los resultados obtenidos parecen indicar que en membrana plasmaética de higado
s6lo aparecen dos formas de o, @, y «,. Estos resultados concuerdan con los datos previos de
la bibliografia pues Mumby et al., (1988) observaron la presencia de estas dos formas de «; en
membrana de higado de conejo, y Pobiner et al., (1992) han demostrado que los hepatocitos de
rata sOlo contienen RNA mensajero para las subunidades « de las proteinas G, y G,,.

El aumento en los niveles de a,, « junto con el de la subunidad 8 parecen indicar que
se produce un incremento en los niveles de las diferentes formas de G, que podria dar cuenta
del aumento en los niveles de inhibicién de adenilato ciclasa detectados en este estudio.

Los resultados obtenidos por estas dos técnicas, al igual que hemos visto en miocardio,
son aparentemente contradictorias dado que por ADP-ribosilacién parecen disminuir
ligeramente los niveles de a; mientras que por inmunodeteccion aumentan de forma muy
significativa. Palmer y Houslay, (1991) han obtenido resultados igualmente discordantes entre
estas dos técnicas en membrana plasmitica de higado de ratones genéticamente diabéticos
(db/db), y las explicaciones a estos resultados divergentes, asi como las razones que justifican
el empleo de estas dos técnicas experimentales, son las mismas que se aportan en el apartado
42.3.2 de esta memoria.

En diferentes procesos patologicos hepéticos se producen también variaciones en los
niveles de G, determinados por inmunodeteccién, asi Palmer y Houslay, (1991) y Mc Farlane-
Anderson et al, (1992) han medido un descenso de los mismos en membrana plasmadtica de
ratones genéticamente diabéticos (db/db) y genéticamente obesos (ob/ob), respectivamente.

434 Resumen

Los resultados que se presentan en esta memoria parecen indicar que se produce una
sensibilizacion que afecta, al menos, al efector del sistema (proteinas G y subunidad catalitica)
y no a los receptores B-adrenérgicos.Luego el sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa de higado
parece adaptarse al ejercicio fisico en el sentido de responder a los requerimientos energéticos
del musculo cardiaco y esquelético con mds rapidez y eficacia movilizando el metabolismo
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hepitico en su papel de suministro de glucosa. Por otra parte, el aumento en los niveles de
inhibicién observados en animales entrenados podria suponer un mecanismo adaptativo
protector de desconexién rdpida del sistema después de un ejercicio prolongado para cortar
el aporte de glucosa al plasma.

44  ADAPTACION DELSISTEMA B-ADRENERGICO-ADENILATO CICLASA DETEJIDO
ADIPOSO DE RATA AL EJERCICIO FISICO

Como ya se ha seflalado en la Introduccién de esta memoria, las reservas de
triglicéridos almacenadas en el tejido adiposo constituyen la mayor fuente de combustible
metabélico empleado por el misculo cardiaco y esquelético durante la realizacién de un
ejercicio fisico sostenido en condiciones aerdbicas. La activacion del sistema de adenilato ciclasa
a través de los receptores B-adrenérgicos acoplados, es la principal responsable de la liberacién
de 4cidos grasos libres al torrente circulatorio gracias a la estimulacién de la respuesta lipolitica
de los adipocitos. Por este motivo, y ademas porque los datos existentes en la bibliografia sobre
la funcionalidad del sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa en animales y humanos entrenados
son escasos e incompletos, hemos acometido el estudio de la posible adaptacién de este sistema
al ejercicio fisico de resistencia en tejido adiposo de ratas.

44.1 Receptores B-adrenérgicos

Los resultados obtenidos en los ensayos de unién de ligandos indican, como se sefala
en el capitulo de Resultados, que en nuestro modelo animal de entrenamiento por carrera se
produce un aumento en la densidad de receptores B-adrenérgicos de tejido adiposo sin que
varie la afinidad de los receptores por el antagonista. Este resultado, en principio, podria dar
cuenta del aumento en la respuesta lipolitica a catecolaminas que han observado diferentes
autores en animales de laboratorio (4skew y Hecker, 1976; Bukowiecki et al., 1980; Williams y
Bishop, 1982; Shepherd et al., 1986 e Izawa et al, 1991) y en hombres entrenados (Crampes et
al, 1986; Riviere et al., 1989; Wahrenberg et al, 1991 y Lonnqgvist et al., 1992).

En tejido adiposo de rata se ha demostrado la existencia de un tercer receptor B-
adrenérgico funcional, en tanto en cuanto estimula la lipolisis via adenilato ciclasa, que se
corresponde con los denominados receptores B-adrenérgicos "atipicos" (Hollenga y Zaagsma,
1989). Este tercer tipo de receptores B-adrenérgicos de rata, que recientemente ha sido clonado
y expresado por Granneman et al., (1992), no es reconocido en los ensayos de uni6n de ligandos
con los radioligandos que se emplean cldsicamente (['H] Dihidroalprenolol,
['*1} jodocianopindolol y [PH] CGP12177). Es por ello que Langin et al, (1991), que han
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intentado  infructuosamente identificar los receptores B,-adrenérgicos empleando
concentraciones mds altas que las utilizadas normalmente, han propuesto que uno de los retos
mds importantes que tiene planteada la farmacologia es la consecucién de un antagonista
marcado que posea una elevada afinidad por estos receptores. Dado que hasta la actualidad el
reto planteado por Langin et al, (1991) no se ha conseguido superar, nuestros resultados tan
s6lo reflejan la variacién en la densidad de los receptores "tipicos” (B, y B,-adrenérgicos).

Son pocos los trabajos existentes en la bibliograffa en los que se estudia la variacién en
la densidad o afinidad de los receptores B-adrenérgicos de tejido adiposo con el gjercicio fisico
en animales o humanos, pues si bien la mayoria se centra en el estudio del aumento en los
niveles de lipolisis estimulada via receptor B-adrenérgico no cuantifican la densidad o afinidad
de éste.

Bukowiecki et al., (1980) y Williams y Bishop, (1982}, en ratas entrenadas por natacién,
no observaron variacién alguna en la densidad o afinidad de los receptores B-adrenérgicos entre
los animales entrenados y sus respectivos controles. La discrepancia en cuanto a densidad entre
estos resultados y los nuestros puede deberse al empleo de protocolos de entrenamiento
diferentes o al empleo de dihidroalprenolol por estos autores, en vez de ['*I] iodocianopindolol
(como en el presente estudio) que posee una afinidad y especificidad mayor que el
[’H] dihidroalprenolol (Engel et al., 1981). Shepherd et al., (1986} tampoco observaron diferencias
en la densidad o afinidad de estos receptores en tejido adiposo de ratas espontdneamente
hipertensas entrenadas; pero debido al empleo de este particular modelo animal experimental
es posible que sus resultados difieran de los presentados en esta memoria. Asimismo, en
humanos entrenados, Crampes et al,, (1986) y Wahrenberg et al, (1991) tampoco han encontrado
variaciones en la densidad o afinidad de receptores B-adrenérgicos de adipocitos con respecto
a sus controles, mientras que Ldnngvist et al, (1992) si que han observado un aumento en los

niveles de receptores B-adrenérgicos en adipocitos de hombres entrenados en una bijcicleta
ergométrica.

442 Regulacion del sistema de adenilato ciclasa

4.4.2.1 Caracteristicas reguladoras de la subunidad catalitica

Ios resultados obtenidos cuando se mide la actividad de adenilato ciclasa en presencia
de concentraciones saturantes de Mg*', Mn* y Mg** /forscolina, asi como subsaturantes del
diterpeno parece que indican que con la adaptacién al ejercicio fisico se produce un aumento
de la actividad enzimética en tejido adiposo, que puede atribuirse a una elevacién en los niveles
y/o funcionalidad de la subunidad catalitica con el entrenamiento. Y este aumento podria
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contribuir al incremento en los niveles de lipolisis que han observado otros autores en animales
experimentales.

En tejido adiposo, a diferencia de lo que ocurria en corazén e higado, se observa un
aumento significativo en la actividad de la enzima con el gjercicio fisico, en presencia de una
concentracion saturante de Mg*'. Este hecho podria explicar el que en tejido adiposo los niveles
de activacién de la enzima promovidos por el diterpeno sean similares en los dos bloques de
animales empleados, a pesar de que hemos observado un aumento en la actividad especifica de
la enzima estimulada por diferentes concentraciones de forscolina en ratas entrenadas. Sin
embargo en corazdn e higado varia significativamente la activacién promovida por el diterpeno
en presencia de Mg®', lo que podria deberse a pequenas diferencias en la actividad basal no
detectadas debido a sus bajos niveles. Por tanto, el proceso adaptativo que sufre la subunidad
catalitica de la enzima en tejido adiposo no tiene por qué diferir del que acontece, por ejemplo,
en el higado de los animales entrenados y se produce, como cabria esperar, en el mismo sentido.
No obstante, no se puede descartar que la ausencia de diferencias en los niveles de activacién
de la adenilato ciclasa por forscolina reflejen una modificacién en la capacidad del sistema B-
adrenérgico-adenilato ciclasa para formar el complejo subunidad catalitica-e,, puesto que el
diterpeno estimula en mayor grado la actividad enzimética cuando interacciona con este
complejo (Hubbard et al., 1991).

En la bibliografia s6lo existen cuatro publicaciones en las que se ha ensayado la actividad
de la subunidad catalitica, pero tinicamente la actividad basal en presencia de una concentracién
de Mg’* saturante, y en ninguno de ellos se observan diferencias significativas entre los animales
entrenados y sus controles sedentarios (Yakoviev, 1974; Williams y Bishop, 1982 e Izawa et al.,
1986 y 1988). Luego, el presente se puede considerar que es, hasta el momento, el estudio mas
completo de la posible adaptacién al ejercicio fisico de la subunidad catalitica del sistema
adenilato ciclasa.

4.4.22 Caracteristicas reguladoras de la proteina G

En este estudio se ha cuantificado la actividad de adenilato ciclasa en presencia de
diferentes concentraciones de GppNHp y fluoruro que resulta significativamente mayor en las
ratas entrenadas. Sin embargo, cuando se determinan los niveles de activacién para eliminar la
contribucién de Jas diferencias observadas en la actividad basal de la enzima, no se detectan
diferencias entre los dos bloques de animales experimentales. Estos resultados parecen indicar
que la funcionalidad del componente regulador activador no se modifica como consecuencia de
la adaptacién al ejercicio fisico intenso y regular en nuestro modelo, y que las diferencias
observadas en la actividad son debidas a la diferente funcionalidad de la subunidad catalitica.

Por otra parte, estos resultados contrastan con el aumento en los niveles de G,
determinados tanto por ADP-ribosilacién en presencia de toxina colérica como por
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inmunodeteccién. Un descenso en la capacidad de «, para interaccionar con la subunidad
catalitica, como se ha planteado en el apartado 4.4.2.1. de esta Discusién, podria ser una
explicacién a estos resultados. O alternativamente, podria suceder que el aumento en los niveles
del componente regulador estimulador, que no afecta por igual a la forma grande y pequeiia
de G,, seria un mecanismo adaptativo encaminado a elevar la funcionalidad de efectores
distintos a la adenilato ciclasa, como los canales idnicos (Mc Fariane-Anderson, 1992). La
estimulacién de estos efectores podria redundar en una estimulacién de la actividad de
adenilato ciclasa, gracias a procesos de regulacién cruzada via proteina quinasa C que fosforila
diferentes componentes del sistema, tal y como se ha descrito por Gorin et al, (1990) y
Mazancourt et al., (1991).

Yakovlev, (1974) y Williams y Bishop, (1982) tampoco han observado diferencias entre
ratas entrenadas y sus controles cuando han ensayado la actividad enzimidtica en presencia de
una concentracién saturante de fluoruro. Por otra parte, y en contra de los dos estudios
anteriores y del nuestro, lzawa et al, (1986) han descrito un aumento en la actividad de
adenilato ciclasa estimulada por concentraciones saturantes de GppNHp, sin que varie la

constante de activacién de la enzima por el modulador, en ratas entrenadas.

4.4.2.3 Regulacién por la via estimuladora B-adrenérgica

La curva obtenida al ensayar la actividad enzimdtica en presencia de concentraciones
crecientes de isoproterenol, se desplaza hacia la izquierda en los animales entrenados, lo que
indica una disminucién de la constante de activacién por el agonista, sin que se afecte la
respuesta maxima.

En estudios realizados en adipocitos humanos Crampes et al, (1989) también han
comprobado que la minima concentracién de adrenalina necesaria para estimular la lipolisis es
menor en deportistas (107 M) que en personas sedentarias (10° M), lo que estaria de acuerdo
con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, Yakoviev, (1974), Williams y
Bishop, (1982), Izawa et al., (1986, 1988 y 1991) y Shepherd y Bah, (1988) describen un aumento
significativo en la activacién de adenilato ciclasa, a concentraciones saturantes de catecolaminas,
en animales entrenados, mientras que en nuestro estudio no se aprecian diferencias significativas
en los niveles de activacién por isoproterenol 5:10° M entre las ratas entrenadas y sus controles
sedentarios.

Dado que se ha observado un aumento en la densidad de receptores B-adrenérgicos de
tejyido adiposo de animales entrenados, nuestros resultados se podrian explicar sobre la base de
un incremento en el niimero de "spare-receptors" en tejido adiposo de rata (Lacasa et al., 1984),
cuyo nivel ha sido estimado en un 50% del total de receptores por Armer, (1992). En cualquier
caso, hay que tener presente las limitaciones que tienen los ensayos de unién de ligandos en
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tejido adiposo de rata para cuantificar la densidad "real" de receptores B-adrenérgicos debido
a la existencia de receptores B, receptores atipicos no reconocibles por los radioligandos
cldsicos (véase el apartado 4.4.2 de esta memoria).

Los resultados obtenidos también se podrian interpretar sobre la base de un aumento
en la afinidad del receptor por el agonista con el ejercicio fisico, que podria reflejar un aumento
en el nimero de complejos receptor-G, de alta afinidad, de forma opuesta a lo que sucedia en
corazén. Asi, Williams y Bishop, (1982) han descrito un aumento en el nimero de receptores
que se encuentran en el estado de alta afinidad en tejido adiposo de ratas entrenadas por
natacién, a pesar de que en su estudio no observaron variacién alguna en la densidad de
receptores B-adrenérgicos. Izawa et al, (1986) también han observado que los niveles de
liberacién de ['H] GDP promovidos por catecolaminas son mayores en membranas de tejido
adiposo de ratas entrenadas, resultado que indica que el ejercicio fisico podria incrementar la
capacidad de los receptores B-adrenérgicos para interaccionar con G, o un aumento en los
niveles de G, (Izawa et al., 1986 y Shepherd y Bah, 1988).

4424 Regulacién negativa del sistema

Se ha estudiado tnicamente la via de adenosina, una de las méds importantes en tejido
adiposo, y no se han observado variaciones significativas en la inhibicién de la actividad de
adenilato ciclasa promovida por el agonista ciclohexiladenosina en ratas entrenadas con respecto
a sus controles. Williams y Bishop, (1982), sin embargo, si han observado un descenso
significativo en los niveles de inhibicién promovidos por adenosina en ratas entrenadas.
También en ratas [zawa et al., (1988) han determinado unos menores niveles de inhibicién por
GTP de la actividad enzimética estimulada por forscolina y Wahrenberg et al, (1991) han
observado en mujeres deportistas un menor efecto antilipolitico de catecolaminas, a pesar de
no variar la densidad y afinidad de receptores «,-adrenérgicos con respecto a sus controles
sedentarios. Estos tres trabajos coinciden en atribuir los resultados obtenidos a una posible
alteracién en la funcionalidad o niveles de G..

En nuestro caso, hemos medido por inmunodeteccién un descenso significativo en los
niveles de a,, forma mayoritariamente implicada en la inhibicion de adenilato ciclasa, que no
seria relevante si se considera que tan s6lo una pequefia parte del total de G, podria ser
suficiente para acoplar los receptores inhibidores a adenilato ciclasa tanto en adiposo como en
otros tejidos. Asi, Begin-Heick, (1992) han llegado a hablar de la existencia de "spare G, en
membranas de tejido adiposo de ratones para explicar unas discrepancias similares a las nuestras
entre los niveles de G, inmunodetectados y los de inhibicién de adenilato ciclasa. Una posible
interpretacién de los resultados obtenidos podria implicar un aumento en ia eficacia del
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acoplamiento entre G,, y el receptor de adenosina que compensase el descenso en los niveles
de la isoforma «,,.

443 Proteinas G

4.4.3.1 Niveles de G

Los resultados obtenidos al cuantificar los niveles de G, por ADP-ribosilaci6n catalizada
por toxina colérica e inmunodeteccién, son coincidentes tanto en el reconocimiento de dos
sustratos (de 42 KDa y 46-47 KDDa) como en sus niveles, que aumentan como consecuencia de
la adaptacion al ejercicio fisico. Las dos proteinas reconocidas corresponden a las dos formas
de «,, grande y pequeiia, que se ha descrito posee el tejido adiposo (Milligan y Saggerson, 1990).

Estos resultados permiten explicar los datos obtenidos al estudiar la funcionalidad del
componente regulador, y del receptor 8-adrenérgico de la via estimuladora del sistema, tal y
como se ha discutido anteriormente en el apartado 4.4.2.

Izawa et al., (1988) han publicado el dnico trabajo existente en la bibliograffa en el que
se han cuantificado los niveles de G, mediante ADP-ribosilacién en presencia de toxina colérica
en membranas de tejido adiposo de ratas controles y entrenadas. Sus resultados no coinciden
con los que se presentan en esta memoria, tanto porque no observan variaciones en los niveles
de ADP-ribosilacién entre los dos bloques de animales experimentales, como porque en su
estudio s6lo reconocen un sustrato ADP-ribosilado de 45 KDa de masa molecular. Las
diferencias entre sus resultados y los del presente estudio se pueden deber al empleo de
protocolos de ADP-ribosilacién que difieren sustancialmente en el medio, tiempo y temperatura
de incubacién, y también en las condiciones de electroforesis empleadas. Por otra parte, los
datos que se han obtenido por inmunodeteccién corroboran la existencia de las dos formas de
o, descritas en la bibliografia.

Como en higado, en tejido adiposo de animales entrenados el proceso de adaptacion al
ejercicio fisico parece afectar de modo diferencial a las dos formas de «,, puesto que los niveles
de la forma pequeiia aumentan en mayor proporcion que los de la grande. Este hecho puede
tener importantes consecuencias en la regulaci6n tanto de adenilato ciclasa como de otros
efectores que se ha descrito estdn acoplados a G, (como los canales i6nicos). Begin-Heick,
(1992} ha descrito un proceso adaptativo que afecta también de manera diferente a las formas

grande y pequeia de «, en membranas de tejido adiposo de ratones genéticamente diabéticos
(db/db).
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4.4.3.2 Proteipas G,

El presente trabajo se puede considerar que es el primero, al igual que hemos visto
sucede en higado, en estudiar la posible modificaci6n de los niveles de las diferentes formas de
G, que se expresan en tejido adiposo, con la adaptacién al ejercicio fisico dindmico de
resistencia.

En los experimentos de inmunodeteccion se han empleado anticuerpos especificos para
cada una de las formas de «, (@, a, «,) de vertebrados, y los resultados obtenidos, en
coincidencia con los de otros autores (Green et al., 1990), indican la existencia en tejido adiposo
de rata de todas ellas.

Los resultados obtenidos por ADP-ribosilacién catalizada por toxina pertussis e
inmunodeteccidn son aparentemente contradictorios, pues si bien por la primera técnica parece
que disminuyen los niveles de a, ,por inmunodeteccién s6lo lo hace ¢, mientras que e, y a;
parece que aumentan en la membrana plasmética de tejido adiposo de ratas entrenadas. Las
razones que permiten explicar los resultados aparentemente divergentes obtenidos por estas dos
técnicas, asi como aquellas que justifican el empleo de la ADP-ribosilacién, son las mismas que
se han relacionado en el apartado 4.2.3.2 de esta memoria. Begin-Heick, (1992} ha obtenido
también resultados discordantes entre estas dos técnicas en tejido adiposo de ratones
genéticamente diabéticos (db/db). Por otra parte, Strassheim et al., (1991 ) también han descrito
un proceso de adaptacién diferente para las diferentes formas de «, medidas por
inmunodeteccion en membranas de tejido adiposo de ratones genéticamente diabéticos
(db/db).

Izawa et al, (1988) son los Gnicos que han estudiado la variacién en los niveles de &,
mediante ADP-ribosilacién en presencia de toxina pertussis en tejido adiposo de ratas
entrenadas. l.os resultados que describen son diferentes a los de esta memoria en cuanto al
nimero de sustratos ADP-ribosilados que se detectan en los autorradiogramas pero coinciden
en el sentido de las variaciones observadas. Las diferencias entre su estudio y el nuestro, en
cuanto a los sustratos de modificacién covalente reconocidos, posiblemente se deben al empleo
de procedimientos de ensayo y separacién electroforética de las muestras diferentes. En
cualquier caso el trabajo de lzawa et al,, (1988), por todas las razones aportadas en el apartado
4.2.3.2 de esta memoria, en cuanto a las limitaciones que tiene la ADP-ribosilacién, podria no
reflejar la variacion real de las proteinas «; en tejido adiposo de animales entrenados.

Las posibles interpretaciones fisiol6gicas que se pueden hacer sobre las variaciones de
«; observadas son escasas, pues no se conocen con exactitud todos los efectores que estdn
acoplados a cada una de sus formas; en este sentido y si bien parece claro que a, es la protefna
principalmente responsable de la inhibicién de adenilato ciclasa (Simonds et al., 1989}, todas las
formas de @, parecen implicadas en la regulacién de canales i6nicos (Spiege! et al, 1992). En
cualquier caso, «, y &, no parecen estar acopladas a la inhibicién de adenilato ciclasa en tejido
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adiposo, y en cuanto al papel que desempena la variacién observada en los niveles de «,, en el
control negativo de la enzima, ya se ha discutido en el apartado 4.4.2.4 de esta memoria.

444 Resumen

Los resultados del presente estudio en su conjunto constituyen una aportacién
importante al conocimiento de los procesos adaptativos que se producen en el tejido adiposo
con la préctica de un deporte intenso y regular de resistencia, como es la carrera. En el sistema
B-adrenérgico-adenilato ciclasa estos procesos estdn encaminados al aumento en los niveles de
produccién de cAMP dado que se observa una sensibilizacion de la via estimuladora del sistema
sin que aparentemente se modifiquen las vias de control negativo del mismo. Esta adaptacién
conileva un aumento en los niveles de lipolisis que permite a este tejido satisfacer la demanda
energética de los musculos cardiaco y esquelético durante la realizacién del ejercicio fisico.
Ademds, nuestros datos no son excluyentes con la posibilidad de que este proceso adaptativo
provoque también modificaciones en etapas de la cadena de estimulacién de la lipasa sensible
a hormona, posteriores a la del sistema que hemos estudiado, tal y como han descrito
Bukowiecki et al., (1980); Shepherd y Bah, (1988); Izawa et al., (1991) y Wahrenberg, (1991).

4.5  DISCUSION INTEGRADA DE LA ADAPTACION DEL SISTEMA B-ADRENERGICO-
ADENILATO CICLASA EN CORAZON, HIGADO Y TEJIDO ADIPOSO AL
EJERCICIO FISICO

El esfuerzo fisico intenso y regular promueve una serie de modificaciones mis o menos
permanentes en el sistema neuroendocrino, y la movilizacién del sistema simpato-adrenal es una
de las principales componentes de esta respuesta adaptativa. Ademds de las conclusiones
particulares que se han expuesto en los sumarios de la discusién efectuada para cada uno de
los 6rganos y tejidos estudiados, se puede extraer una conclusion final acerca de cémo operan
de forma integrada en el organismo los mecanismos adaptativos a este estimulo fisiol6gico.

Estos mecanismos son especificos para cada tejido y en su conjunto permiten una
respuesta coordinada del organismo al esfuerzo fisico. Asi, el corazén se adapta en el sentido
de aumentar la eficacia y disminuir la frecuencia de su contraccién para aumentar el flujo
sanguinec hacia el resto del organismo, y esta adaptacién cardiovascular ademas permite un
transporte més eficaz de los diferentes combustibles metabdlicos desde sus centros de
produccién y exportacién (higado y tejido adiposo) hasta los centros de demanda y consumo
que son Jos misculos cardiaco y esquelético. Ademds, el higado y el tejido adiposo se adaptan
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en el sentido de satisfacer esta demanda energética muscular durante el ejercicio con mayor
rapidez y eficacia. De este modo la unidad de interrelacién metabélica que constituyen el
misculo cardiaco, higado y tejido adiposo ofrece una respuesta integrada y mds eficaz al
ejercicio fisico.

El sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa, responsable del control de gran parte de estos
procesos fisiolégicos, se adapta también de forma diferente pero coordinada. En este sentido,
se han descrito respuestas adaptativas diferenciadas en funcién del tejido, en el sistema
B-adrenérgico-adenilato ciclasa en diversas situaciones fisiopatolégicas (Malbon et al., 1988). Asi
en un modelo de hipotiroidismo se produce en corazén un descenso en la densidad de
receptores B-adrenérgicos y en la respuesta mediada por ellos, resultados que contrastan con
el aumento observado en higado para la densidad de los receptores y la respuesta mediada o
con la ausencia de variaciones en la densidad de receptores y el descenso en la respuesta en
tejido adiposo. Con hipertiroidismo, para estos mismos 6rganos, los resultados son exactamente
opuestos; y en animales adrenalectomizados también se originan respuestas adaptativas
diferentes en corazén, higado y adiposo, en cuanto a la densidad de receptores B-adrenérgicos
y la respuesta mediada por ellos. Asimismo Buckenmeyer et al., (1990} y Plourde et al., (1993)
han descrito procesos adaptativos al ejercicio fisico de resistencia que afectan de forma diferente

al sistema B-adrenérgico-adenilato ciclasa de distintos tipos de musculo esquelético.
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5 CONCLUSIONES

La conclusién general de este estudio es que el sistema adenilato ciclasa si que
experimenta importantes modificaciones adaptativas como consecuencia del ejercicio fisico de
resistencia intenso y regular, y que estas modificaciones son distintas en funcién del tejido
(corazén, higado y adiposo) y coherentes con el papel regulador ejercido por este sistema de
transduccién en cada uno de ellos, lo que garantiza una respuesta coordinada al estimulo
fisiol6gico. Los resultados que se resumen en la Tabla XIV arrojan las siguientes conclusiones
acerca de las adaptaciones observadas en el sistema con el ejercicio fisico:

* Receptor

- Sibien no existen variaciones en la afinidad de los receptores B-adrenérgicos por
antagonistas en ninguno de los tres tejidos, la densidad de receptores disminuye
en corazon y aumenta en tejido adiposo, mientras que en higado no varia.

* Efector

- La actividad enzimatica atribuible a variaciones en los niveles y/o funcionalidad
de la subunidad catalitica de adenilato ciclasa disminuye significativamente en
miocardio, mientras que en tejido hepdtico y adiposo aumenta.

- La funcionalidad de la proteina G,, evaluada por su capacidad de activacién de
la subunidad catalitica de adenilato ciclasa, disminuye en corazdn, aumenta en
higado y en tejido adiposo no varia.

- Los niveles de proteina a, y de ADP-ribosilacién por toxina colérica disminuyen
en el miocardio de los animales entrenados, mientras que en tejido hepético y
adiposo aumentan. Los niveles de las diferentes formas de «, presentes en estos
tres tejidos aumentan en los animales entrenados, excepto los de «, que
disminuyen en tejido adiposo, mientras que los niveles de ADP-ribosilaci6n
catalizada por toxina pertussis son menores en los animales entrenados en todos
los tejidos estudiados.

*  Receptor/efector

- La actividad de adenilato ciclasa estimulada por agonistas B-adrenérgicos es
menor en corazén, mientras que aumenta en higado y tejido adiposo. La accién
del glucagén en este sentido es similar a la de los receptores B-adrenérgicos.

- La actividad de la adenilato ciclasa determinada en presencia de agonistas de
diferentes receptores inhibidores disminuye en corazén, aumenta en higado y no
varia de modo significativo en tejido adiposo.

Por tanto, se concluye que el sistema de adenilato ciclasa de corazén se desensibiliza
como consecuencia del ejercicio fisico intenso y regular de resistencia, mientras que en tejido
hepatico y adiposo se hipersensibiliza. Sin embargo, las variaciones adaptativas para los
diferentes componentes del sistema de adenilato ciclasa de higado y adiposo no cursan en un
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sentido estrictamente opuesto. Ademas, las modificaciones adaptativas que se observan en este
sistema en tejido hepitico son diferentes a las detectadas en adiposo, a pesar de que los dos
tienen un papel de suministro energético al tejido muscular durante la realizacion del ejercicio
fisico.

TABLA XI1V. Resumen de las adaptaciones que afectan al sistema B-adrenérgico-adenilato
ciclasa en corazén, higado y tejido adiposo de los animales entrenados

CORAZON HIGADO TEJ. ADIPQSO

Re-B

Bmax l O I

Kd O () O
AC

C (Mn** y FK) l 1 !

G, (F y GppNHp) ! ! 0

ISO l 1 1

Inhib. de AC | 1 0

Prot. G

=
*—‘_O_"—"‘"""—
— — —F — = ey —
—_— — — — = —

PTX

Rc-B, receptores B-adrenérgicos; Bmax, densidad de receptores; Kd, constante de disociacion; AC, adenilato ciclasa;
C, subunidad catalitica; FK, forscolina; ", fluoruro; GppNHp, guanililimidodifosfato; ISO, isoproterenol; Inhib. de AC,
inhibicién de adenilato ciclasa; a y 8, niveles de las diferentes subunidades « y B de proteinas G determinados por
inmunodeteccién; CTX, niveles de ADP-ribosilaci6én catalizada por toxina colérica; PTX, niveles de ADP-ribesilacién

catalizada por toxina pertussis. Las flechas indican la existencia de variaciones significativas y el sentido en el que se
producen; O, indica ausencia de diferencias.
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