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RESUMEN

Se presentan 2 modelos que explican los mecanismos de
trensduccién de la sefal hormonal con base en 1la evidencia
experimentsl, reproducible,que se ha reportado. Estos modelos
describen 13 generacién do los segundos  mensajeros (ANME
ciclico, & travée de la actividad de Adenilato Ciclasa y
(1,4,5)1IP7 y DAB a través del efecto FID y la rezpuesta
intracelular al eccetimulo hormaonal.

Loz recultados experinentales que sustentan esta  tésis
demurstran  que el efecto FI ez un mecanismo guneral para las
bermenas que movilitan Calcio. Al estudiarse la accién de
histamina <cobre mdsculo liso vascular, se cncontrd que el
tfecto es mediade a través de receptores H-1 al enplear
agenistas y antagonistas selectivos para los diferentes tipos
receptorez a Histamina.

En otra l:erie de experimentos se presenton resultados que
asugieren la exicstencia de heterogeneidad entre los receptores
A fa~-1 adrenérgicos al ohservarse efecto Fl,como respuesta a
varios agun{stae,cn miuzcule liso vascular perc carencia de
efocto cusndo  ze eaplean hepatocitos como  modelo. Otro
hinllozgo wignificativo para lo proposicidn antericr es la
inhiticién de?  efecte’ de epinefrinag cuando las células  de
higado =e zometen o l: accidn de ésteres do forbol y la
stespneic de ofesto dol forbol en mdzseulo liso.

toz rezul tadoz: ze discuten en relaciodon a la fosforilacidn de
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los redeptcres Alfa-1 vy 1les recientes criterios para la
clagificacioéon de los re:-:eptares.



1.~ INTRODUCCION

La comunicacién intércelgi;L eﬁ los organi snos
multiceluleres se efectua & través de la liberacién de
moléculas  (neuwrotransmisores,hormonas y una gran variedad de
factores reguladores y promotores del crecimientol de células
rroductoras, que interaccion#n con proteinas receptoras
rependficas localizadas en la superficic celular de los
tejidas blanco. Esta interaccién agonista-reoceptor transduce
le =sc®al Be la hormona (primer mencajera) & través de un
complejo  civiema de proteinas,generando unals) molécula(s)
(segundne  menscajueros) encargedas de dar la cefal intraceiula;

car la actividad de protelinas de menbranda o

e

qﬂa o modi !
irntrace’wWares (canzles iénicos,enzimas) con las - células
blanco,las cuales alteran cu  aetabolismo a corto plazod
contraccidn,glucagennlicis,exccitosis,degranulacion,
fototrancduccidn,ete.,

Pemde el descubrimiento del AMP  ciclico ceme  segundo
‘mensajero se ha acumulado evidencia experimental que suglere
la erxistencia de una variedad de sezgundos acnsajeros asociados
A la estimulacidn hermenal, ‘

En ests tesic so enfatizan los avances logrados en la
clucidacién de loz mecanismos que regulan la generacidn de los
seaundne mensajerns  dorivados de les polifosfoinositidos
membranales,lc:  recepteores involucrados en 1a ceiclizacién y
los  efectos intracelularcs.praducidas‘pnr estos aensajeros.

Y ohjetiva particulsr o3 demostrar la respuesta celular



trecambio dez fosfatidilinositol) cuando el tejide se sonete a
2 la accién de hormonas que movilizan Ca.

Para entender el razonamiento del modelo que explica en gran
medida los mecani smos de transduccién de la seffal
hormonal ,cabe hacer una receffa histérica de k4 hechos
sohrecalientes, 2 cabers a)la existencia de subtipos
receptores hormonalez (en ezpecial para el casa de las
cotecolaminas) ) la cuistencia del "Efecto FI' que pone de
nanifiestn la importancia de los focfolipidos que contienen
inositol-F en la respueste a le estimulacién hermonal y clel
papel del idn Ca como mediador en la respuesta intracelular a

las hormonas. . .
17.- SURTIFONS RECEFTORES: CATECOLANMINAS

En 1948,Ahlquist propuso la namenclatura que define a 2 tipos
receptores para las aminas adrenérgicas Q
catecolaminas:receptores Alfa y Beta adrenérgicos{(i). Esta
_divisidn s2 basa en las diferencias en sensibilidad de losr
recaptores  a varios agonistas y antagonistas adrendrgicos(i).
FPosteriormente, Lands et &l {2) postularon la subdivisién de
1os receptaores Beta adrenérgicos en Beta-1 y Beta-2 én funcion
de 1= potencia relativa de una  serie de aninas
simpatomiméticas en los :iguiunteé indicadoresimovilizacién de
dcidos gracocs libres del tejido adiposa, estiavulacion
cardiaca,broncodilatacidn y vasodepresidn.

Los  receptores Al4fa adrenérgicos  tambien han sido

subdivididos en receptores Alfa~!1 y Alfa~l vy se han
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clasificado con base en sus caracteristicas farmaccldédgicas. En
1977 ,Berthelson  y Pettinger () y en 1979,Wikberg(4) presentan
evidencia fegperimental que apoya la clasificacién utilizando
{Armacos que hasta ahora son los mas atiles para discriminar

entre ambos receptores. La prazosina es el antagonista mas

potente para loe receptores Alfa-1, mientras que la yohimbina

antagoniza preferencialmente & los receptores Alfa-2. A
nartir de eszte momento e han realizada estudios que
demuestran la presencia de ambos receptores Alfa adrenérgicos
en modelos in vivo(S),en tejidos aislados(é),en células

aisladas(7) y en membranas zisladas(B).

111.- MECAMNISMOS DE TRANSDUCCION

Es importante hacer notar que los receptores Beta-1 y Beta-2
adrenérgicos eactivan la Adenilato Ciclasa y estimulan la
generacidn del segundo mensajero AMPC (%),

La transduccién de la seRal de los receptaores Alfa-1 y Alfa-2
adrenérgicos puede efectuarse a través de una variedad de
sistemas efectores, los cuales incluyen la inhibicién de la
. Adonilato Ciclasa(Alfa-2),movilizacion de Ca (Alfa-i y Alfa-
™y hidrélizis de fosfatidilinositel (Alfa-1), aumento en el
flujo de Nat+ o K+ (Alfa-i y Alfa-2) y liberacidén de 4&cido
araquidénico (Alfa-1 y Alfa-2) (1. Sin embarge, & pesar de
ecta heterogeneidad funcional, TODOS los receptores
adrenérgicos actuan, aparentemente, via interaccién con unha o©

mas proteinas transductoras (gproteinac G), las cuales acoplan

.
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Figw-a 1.~ l.a sefal hormonal se transmite a través de un
complejo sistema regulador 91 cual estimula(Gs) o -
inhibe (Gi) la actividad de Adenilato Ciclasa.

Fl GTP activa Bs al disociar alfa-s de beta y
gama. L& GTPasa revierte eoste efecto. El GTP
"activa alfa-i al intercambiar GTP unido. La
Adenilato Ciclasa cataliza la formacién de AMFc

a partir de ATF, (adaptadc de referencia 11).
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Jos receptores a sus mecanismos efectores respectivos (11).

lLas proteinas G, en memiferce, transducen las sefales
extracelulares en una diversidad de respuestas celulares{vide
supra). 8in embargo, TODAS comparten un mecanismo comun: una
proteina  que une GTF para realizaer una funcidn en 3  etapas,a
caber: 2luna wvez ectimulacdo por una proteina receptora

{receptor nembranal ¢ detector de f{fotonec),la proteina G
libera GDP y vune GTF; blen ecta conformacién (G-GTP)  la
proteina G regula la funcidn de un elemento efector,
vesualmente una enzima o canal idnico; clla regulaciéon del
ofocltor termina cuando la proteina G hidroliza el GTF wunido
pera {ornar GDF Y regresa - a ou estado basgl
inactivo(10) (fig.1).

Fn este momento se han definido,con mas o menos precicsién,las
funciones y propiedades bicquimnicas de 3 proteinas Gi

s, mediea le estimulacidn en la cintesis de AMFC a través de

la Adenilato Ciclasa en respuesta a la estimulacidn de una
variedad de rqceptores memBranales’péra las aminas biogénicas
+ {catecol aminas Beta adrenérgicas),péptidos (glucagon) y
proctaglandinas.

Gi, m>ia 1a inhibicién de 12 Adenilato Ciclasa a travéy de
un  conjunte de receptorés diferentez para otros ligandos como
aninas Alfa-2 adrendirgicas, somatostating, adenosina Y
opicides (10Y.

Tranndturine—1, proteina G de lac células retinales

thastene-), estimula una fosfodiesterasa (FDE)} para. GMF

ciclies wn respeuscta a la rodopsina fotoencitada(ill,



El mecanismo ce accién de estaz proteinas se ha elucidado
con  ls ayuda de terinas bacteriales; asi, se tiene que Gs y
Transducineg—! son sustratos para ADF ribosilacioén por  la
exotoxina de Vibrio choleras. Es una modificacidén covalente
que estabilize 1la conformacidm G-GBTE (activa) y aumenta 1la
retimulacidn del efector. De manera similar, Gi y Transducina-~
1 son sustratos para  ADP ribc:ilaéidn por la toxina de
Bordotella pertusszie. Esta modificacidén covalente blogquea la
unidn entre las proteinac 6 y sus elementos detectores de la
zefal, reduciendo la transduccién de la sefal horeonal (10,110,
n adicidn & ectes T proteinaz B, se tiene evidencia
bioguimica y resultados de enperimentos con cDNA que. sugieren
la enistencia de otras proteinas 6. Qsi, se tiene que la
visién del color por las células retinales (cenos! parece
estar mediada a través de una Transducina~-2. Aungue ambas
fransducinas estimulan la actividad de cfectores similares
(GMPc vy PDE), 1los resultados indican que  son proteinas
estructuralmente diferentes.

Go, csustrato de la torina pertussis, se encuentra en altas
concentreciones en cerebro de mamifero aunque su funcidn es
desconoaida,  Por otro lade, lot resultades de estudios usando
BTP en la respuesta de los efectaores sugiercﬁ la sxistencic de
mes preteoinas B3 por ejemplo, una gran variedad de hormonas y
otros  ligandos estimulan la actividad de fosfolipasa € (FLC)
dopendi ente  de  la concentracidén de GTP en las membranas de
muchos lipnz celularez on  mamiferas, gsta proleina G,
ectimule PLEC que hidroliza {fosfolipidos y genera inositol

trisfosfato vy diacilglicornl, 1las cuales aevilizan Ca vy
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activan la proteina kinasa C, respectivamente (vide infral.
IV.~ EFECTORES INTRACELULARES
IVa.~ FOLIFOSFOINOSITIDOS DE MEMERANA Y EL "EFECTO PI®

En  1955,Hokin y Hokin demostraron un aumento en el recaabio
ide fosfatidilinositol (F1) al estimular la secrecidn
enzimitica en rebanadas de péncreas. con acetilcolina (13). El
dezcubrimiento del efecto FPI-FA (aAcido fosfatidico) muestra la
ciguiente gerie de hechos:ia) el efcdéa oturre con una variedad
de 2goniztas y en una variedad de tipos celulares;blel efectb
et drbido,princ{pal&enta,al recanbio de FI-PA Yy no a la
s!ntesﬁs neta de los fosfolipidos,mientras que el 1,2
dincilglicerol (DAG) se conserva parcial o totalmente;e! 1la
respuecta fieioldgica (secrecién de amilasa) no esta asociada
ol recarhio de Fl,este proceso se evidencid posteriormente al
omitir Ca en el sistem&;d) el efecto FI se localiza en
‘micreosomas * (fragmentos de membrana plasmatica y de reticulo
nndopldsmice) aislados después de la  incubacidn de las
rebanades  de pancreas. En los afes 60°s se demostvd que el
efezto es predeminante en el reticulo endoplésmico usando
gengliors simpdticoz y péncreas como modelos y radicautografia
an (THYinoszitel cemo indicador.

1 primer mmaclo gue explica la interaccidn entre el estiaulc

hermonal v el efecto sobre ¢l ciclo FI-FA fue propuezto por



reversién al onitir estimulo

FOSFATIDILINOSITOL ) ACIDO

FOSFATIDICO

estimulacion ’ ATF

DIACILGLICERIDO

Figurz 2.- Esquena del efecto FI-FA.
Eventos bioquimicos asociados con lé estiaulacién
de la secrecidn en la glandula de la sal por

colina (edaptade de referencia 130,

[
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los .Hakin en 1964 (fig.2). lLos puntos sustanciales de este
modelo sonia) durante la estimulacién colinérgica sobre
rebanadas  de gléndulas de la sal en aves, la FLC cataliza la
hidrélisis de FI en DAG y inositol-P (IF);b) la diacilglicerol
ﬁinasa sintetiza PA; c) al antagonizar el efecto con atropina,
se recuperan los niveles bas#les de Pl a expensas de PA bajo
1a - accién secuencial de la PA citidiltransferasa,la Pl
cintetass y mioinositol (referido en (4).

E)  modelo del cicla PI-PA ha sido modificado en los ﬁltimps‘
akps al incorporar el papel de los polifosfoinositidos (FFI)
=n  la generacién de los mencajeros intracelulares gque meaian
la respueste & las ce®ales extracelulares (£ig.3, 15).

Los PRI conctituyen el 2-8 % de los lipidos en las membranas
celulares de las células sucariotes y son escnciales para la
supervivencia celular. El grupo polar de estos lipidos es el
micinositol (fig.4); una proporcidn pequeia de estas moléculas
contiens grupos fosfato en la posiciaﬁ 4¢k- de
mioinositol,fosfatidilinositol-4-fosfato (FI14F) @ any las
posiciones 4 y S,fosfat{dilinositol—4,5—bisfosfato (P14,5P2).

Estos PF1 son formados a partir de Fl por kinasas y son
aegradados a PI por las éorrespondientes fosfatasas (fig.4).
En la mayoria de las células los PPI representan 10-20 % de
les lipidos de inositol. El1 FI4,8P2 se encuentra en menor
cantidad que el FI4F, 'siendo su concentracidén 1-10 % del
contenido de F1 (16).,

Las PPl se degradan rapidamente en respuesta a la unién .de

algunos agonistes especificos con sus receptores. Los T FFI

i3
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Fl1 o FIF e = FIF2

cop 4 P «———————= DAG
diacilglicerol

Ins(els12)P — Ina(cl:2-0)P2 —Ins(cl:12-4-5) P3

. Ins xP Ins(1,4,8}F3
‘/4( ’//, "///,,/” \\\‘ 5
Inositel Li - Ins(1,A)P2 Ins(1,3,4,5)P4
\
~
~
~
~
Ins 4P Ins{l,3,4)FS
Figura I~ Esquema . actual del cicla de los

polifosfoinositidos

PA, acido fosfatidicos Ins(cli2)P, inositol 1,2 fosfato

‘eiclicoj Ins(cl:2-4)F2, inositol 1,2 ciclo,q4 bisfosfato;
Ins(c112-4-8)P3, inositol 1,2 ciclo,4,5 trisfosfato Li,litio
P1, fosfatidilinositol; PIP,fosfatidilinositol-4-fosfato;

FIP2,fosfetidilinositol-4,5-bicfosfato.
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son‘.hidrolizadaé por una FLC que forma DNG y di{erentes 1F

(fig.4). Leme IP a&a su vez son dégradadcs a miocinositol, el
tual es uvtilizado para la resintesis de FPPI. EL DAG es
hidreolizade por lipasas a moncacilglicerol y posteriormente a
araquidonato y -glicerol o es fosforilado por la diacilglicerol
‘ kinaga para formar FA. ‘

La PLC ez la enzima que gqnéra las‘ moléculas mensajeras
derivadas de los FPI, se encuentra presentc en la mayoria de
fos tipos celulhres Y SE iocaiiza principalmente en el
citozol,aunque sus =sustratos se encuentran en la bicapa
membranal. €in embargo, también se ha descrito la presencia de

una PLEC unida a la membrana (14). .
IVb,~ EL ION Ca COMC MENSAJERD INTRACELULAR,

Pesde su descubrimiento en 1808, sc ha descrito que el idn Ca
esta involuc}ada‘ en un ndmero cada ve: mayor de funciones
celu\afes,incluidas:crecimiento. y diferenciacidn,movilidid Yy
contracci én, endocitesis,,evocitosis y secrecién, y regulacién
del metabolismo intermedio (17). El ién Ca esta considerado
como oiroc de los segundos mensajeros que existen en la
célula, ¢l transduce los mensajes eléctricos 9 quimicos que
Ylegen a la meabranes plasmética,provocando cambios en 1la
maquineria bioquinica de la cdlula que generan la respuesta
ficsiolégica (i8)Y. Sin eabargo, al ser un idn, es evidente que
12 e~nncentracién de Ca debs estar regulada por lo que las
cé!ﬁlaﬁ tan desarrcllado un complejo sistema de proteinas que

interaccionan cor ! Ca para mantenerlo dentro de estrechos

.



PtdIns PtdInsh? PtdInsA,SP2 DAG

| |
T I

iP*.____—" IP) ¢ PPy 1P 3

Figura 4.- Reacciones de fosforilacién/defosforilacién en el

matabolismo de fosfoinositidos.

Estos fosfoinositidos estan confinados,principalmente, en la.
parte interna de l1a membrana plasmatica. Los agonistas actuan
estimulando la hidrélisis de fosfatidilinositol 5,5 bisfosfato
(PIP2), por una enzima fosfodiesterasa (PLC), para formar
dlacllglicorul(DAG; y inositol 1,4,5 trisfosfato(1P3),

(adaptado de refarencia 24),
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limites de concentracidén. Estas proteinas pertenecen a 2

grupos: tatlas que estan incorporadas en las menbranas
celuférés donde controlan el paso del Ca hacia el citoplasma o
hacia el exterior o hacia losigrganelos; y bllas proteinas
solubles en el citoplasma o en los organelos.

t.es  proteinas de membrana regulan la concentracién de Ca
e!ic?entemente ya gque son transpbrtadoras y una molécula
pucdét estar moQ;endo icnes Ca, de un lade a otro de 1la
membrana,indefinidamentea. Ademas, se conacen diferentes
zietemas que regulan la concentracidn de Ca a nivel de las
membranas celulares (fig.h)

Laz proteinas solubles estan encargadas de mediar los efectos
intracelulares. Dentro de este grupo se pueden mencionar & la
calmodulina  (activa la ATPasa membranal y la fosforilasa b
kinaég); la tropenina C (estimula contraccién muscular); 1la
fnﬁfolipasa. A-2 (degrada fosfolipidos de meabrana) y la
parvalhimina (proteina . de mdsculo esquel ético de
pecec,anfibios vy reptiles) de funcién incierta pero que se ha
, 5 .
emplrado para elucidar la interaccién del Ca con las proteinas

(1e),

TVC, - RECEPTORES GUE HMCVILIZAN Ca Y LA RESPUESTA BIOQUIMICA

A LOR POLIFOSFOINGSITIDOS.

Robort Michel? 119) fue de los pioneros en sugerir gQue un
recambin  acelerado del Pl ez una de las respuestas de las

Cy
ctlulae que reflejan la trancduccidn de sefales o través de la



mesbrana. celular y  est4 ligado con procesos que movilizan

'
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‘través de un reccpteor (proteina G).

Figurs 5.~ Esquema de los sistemés transportadores de calcio.
Log "cenales" de Ca en la membrana plasmética (parte superior
del esquema) se abren en respuesta a los canbios de voltaje. a
través de 1% membrenay permitiendo la entrada de iones calcio
y dieminuyzndo el gradiente de concentracibén que prevalece én
ambos cﬁmpartimentcs. .

F1 intercambiador Na/Ca euﬁ;rta Ca de la célula,dependiendo
en parte en cl gradiente de Na y debido & que genera un

imbalance eléctrice (3Na/Cal, el intercambiador ‘ez potenciado

por &l gradiente: de voltzje & través de la membrana. La ATFasa

de C2 bombea calcio hacia el exterior utilizando la nergia
derivade de 1la hidrolisis del ATP en ADP y Pi. ‘

la  membrena del reticule sarcoplésmico (pérte central del
ezquemal, libera Ca al citoscl a través de "canales" similares
2 los de la membrana plasmdtica,ncdiados por el gradiente de
concentracién. Existe una ATFasza de Ca que bombea el ién hacia
e ihterior del reticule. Recicentemente se ha descrito el
papel del (1,4,5)1P3 en la liberacién de Ca por el reticulo a
La =malida de Ca a través_de la membrana interna de la
mitocnndria (parte inferior del esquema) se efectus por medio
de un  intercambiador MNa/Ca, conducido por 1los gradientes
opupctos de Na y Ca. La mitocondria acepta Ca por medic de un
uniportador que permite la entrada de iones Ca positivos hacia
el dinterior negative del orgemelo. El tercer transportador
acepta icnes Pi que reaccionan ceon el Ca en la matriz

mitorondrial para formar hidroxiapatita y de esta manera,fijar

e
;]



Ca. (adaptado de 18y 25),



Canal do Ca

Intercambiador

- ATFaca de Ca

+ Ma/Ca A
MP
I Ne+ Cat F+ Catt
- | ATF-—1-8 ADF + Fi
Csanal de Ca ATFaca de Ca
RE
? Cat+
Citosol ATP--—--~——+ ADF + Pi
- Uniporizdor Intercambiadar Sigtema
' Na/Ca FPer meadar
Tnterior - de Fi
MI Ca++ C 2Mas Ca++ H2rF04
+*

Espacio Intermembranal




calcio. En euperimentos recientes se ha podido determinar la

concentraci én citopldswica de Ca e células  no cztimuladan;
esta concentracidn esta on el rango Q.1-0.2 uh (20422), la
cual es 1 drdones de magnitud inferior a la concentracion
citrceuwlante (c.a. 1 ). Al .ngtimular a la cdlula, 1a
concentracion detectable de Ca voria entre 1-10 uit (fig.6). La

fuente de Ca durante este procezo es intracelular y/eo

oxtracelular. En  loe dltimoz affos se he acusulado  evidencia

w

wperimental  que indica que ;1 reticulo ondoplésmico e la
prinedipsl  fuente de Ca que ec liborade al citosol bajo un
cetimuln (22). 8in embargo, una alta concentiracidn de Ca en el
citoplosma es téxnice (17), por lo gque el flujo de Ca ws
tronzitorio Y los niveles "normales” sie restablecen
répidamnontao cuendo  la célula utiliza varios MECan S0
regul adorez (fig.0).

Al utilizar otros enféques, e ha podido demostrar quae  hay
una estrictabcorrelacién cntrmila estimulacion hormonal, 1la
degradacidn de FPI y  la movilitacidn de Ca intracelular
(Tablas 1 y.II) (23); el mismd resultado se cobtiens cuando se
eeplean cdlulas permncbilizadas sometidsz & 1a aceidn hormonal
0 a8 la inyeccidn de segundos mﬁhsajeros (Tabla IID), o cuando
se eaplean microsamas eipuestos a la cccidn de 1,4,8 IF2 (24),
Por otro lado, la prescnﬁia de DAG activa la proteina kinasae C
s nivel de mombrans plaosmstica y ampli%ica ¢l cfecto do 1,4,5
IPI (Fiq.7) (29,

Con  base en una gram cantided de daios euperimoentales se ha
redido  establecer uwn aodelo gie explica, con gran detalle,

comn e trensmite 1o sefal hormonal y los schsajeros gque oo

Lrled
P



rgenicsta de Ca

(Cz) ant = TmM

merbrana

nlaﬁmética Reccptar
(CaYi=0,1 LlH C uld
e \_/ l

CRM Ca

|

FK activas

|

Faosforilacién/
defosforilacién de proteinas

|

espunstas Fisiolbgica

CaM

proteinzs que
Nfijan Ca

Figura 6. Csquema que rep?esunta la rogulacidn de los
procesos fisioldgicos dependientee do Co en células animales.
£n estadn de reposo la concentracidn citopldsmica de Ca en la
célula en de 0.1-0.2 uM y bajo estinulacidn aumenta a 1-10  uM
¥ sR una a calmodulina (CaM) u otrac proteinas., El caomplojo
CaM-Ca  activa proteinas kinasas que a su vez: modulan las
actividadesl de algunas ennimsz y procesos fisiclégicos.
Murante la relajscidn, el Ca interno dizminuye a valores
bassler vy estao conduce a la disociacidn deol complejo Call-Ca y
subrecuentements a la inactiwvecidn do lun actividadas

envimdtices y los proceszos celulares (adaptado do 230,

~
plg]



TATLA 7.~ RECEFTORES NCOFPLADOS AL RECAJBID ESTIMULADG DE

FOLIFOSFOINOSITIDOR.

Tejido blanco

Movilizacidn de Ca
A0h lewsvarinico, ML o MZ)
NE(A1fa—-1 adrendérgico)

Histamina (H-1)
Srrotonina (5-HT2)

'Peptiddrgicos

Vacopreeina (V--1)
Angiotensina I
Bradikinina

Suetancia P .
F-metionil-leucil-{fenilalaning
Ti-ombina

Ar .

Otros :

flucosa

Luz

Fléctrice (nicotinico)
ATP (purindrgico)

ndsculo liso,cercbrao,
pancreas,parotidas

masculo liso,hepatociton,
sgipocitos cadés

corab o,ctlulas cromafines
gléndulas saliveles nuscd,
cerchro,plagquetas

misculo lise,bicpatocitos
" " u
neuroblaslomna—-gl iona
NG 108-15 .
misculo liso, pairétida
neutrdfilos,leucocitos
plaguetas
"

iclotes pancredticos
foturreceploraes
mdsculo esquelética
hepatoci tos

Datos ohtenidos de la referencia 23



TAM.A IT.~- EFECTOS DEL INOSITOL (1,4,35)F3 AL SERS .

INVECTADD EN GELULAS,-

Tejido S LY Efecto
Limulus fototransducci dny,
movilizacién do Ca
Salamandra (hactonse oculares) modulacidn de la rocpuesta
ala luz
Erizo de mar (cocitos) ' mesbrona do fertilizacidn
¥enopuz toved tos) " "

Netos obtenidos de la veferencia 24
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TARLA 111, - EFECTO LEL INDSTTOL . (1 ,‘_’I,S)F‘.':S EN CCELULAS

FERMENBILIZADAS.

Tejido o Efecto

pancreas . “'movilizacién de Calcio
higado i o
1 i

inzulinocma

neutréfilos u "
pituitaria " "
macr éf rgos " "
paratiroides " "
plaguetas ' ’ - "
mizculo Yiso " "
misculo esqueldético " "

Datos ohtenidos de le referencie 29



AGOMISTA
RECEFTOR

CICLO FIF2

DAG IFs

Movilizacién de Ca

Activacidn de PK depundiente
de Cali-Ca :

]
Activacion de PK C

Fosforilacién de

Froteinas

fespuestas Fisiolégicos

‘
Figura 7.- Esquema que muestra la interaceidn sinergistica
que ocurre entre las viag metabdlicus que {focforilan proteinas
al activar calmpdulina(CaM) par un incrempnto €h
(ta)i ,generade  por el mecani shio de liberacidn de Ca a  través
de IPT, vy la wvia metabdlica que fosforila protednas  por

activacién do proteina kinace Cladoptado de 24 y 20).



forman, como estas moldéculas alteran la homeostosis de Ca y la
fozforilacién de  proteinas, - oventos que  modifican el

metahnliano celular a corto plazo ({ig.8).

V.- RESULTADDS QUE SUSTENTAN ESTA TESIS
t.a  aetodelogia y  tous reactivos  eaploados we encuentican
deseritos on cada una de las reforencias.
l Resumen de rosultados referencia 26

Como se sxpuse en las szecionwes previas di este tésis, oriste
una  estricto norfalacidn entire 1o activacidn de receptores
asoriados a la movilivecidn de Ca y el recambic de FI. Como
rnsultadp de  egta interccecidn we hen decorito wn ndnero  de
efpotos fiziolégicos, incluide la contreccidn en misculo liso
vaﬁculdr (aorts), modiada por rtceptores Alfa—-1 adrenérgicos
(273, o vasopresina (28), Otro de los agunistas gue estinula
1o contraccidn muscular es la histanina y su efccto ex awdiado
al unirse a los receptores H-1 que alleran los niveles

citoplasmicos da Ca (29).

Fi. COMPRODAR  SI 1.08 RECEPTORES H-1,ADEMAS bE MOVILIZAR Ca,
ESTAN ASDCIADOS AL RECAMEIO bE PI ES IMPORTANTE PARA AFOVAR EL.
EFFCTD PT  0OHO  UN MECANISMO GEMERAL DE  SENALIZACION FARA
DIFERENTES HORMONNAS. |
S Al auponer el' miaceulo lise « 16 accidn de la histenina
aumenta  la incorporacidn de 32 P P8 ool FI dependicnds de  la

dnric, hasta 2Qlcanzar un @ddime de efecto  con  uwnha

e
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concentracidén  de histasina de 10 wl (fig.1 26). El  agonizta




Agonista ) =0 ' |

Extracelular : Ca

S ——

IRcceptDr /

i 7
Pl s PIP —» PIFD FLC —»/ DE 7T A
/

[eNn ADF

s—Inecitele—IFe—iF2e~ IF3—sIF4 |

L1

PGs, clc.

AR+ lico FI

Figura B, ﬁcdelo gque  roeprescenta la  gunoracidn de‘ los
segundos mensajeros involucrades en ol cfacto Pl

La degradacidn de FIP2 favorece las reacciones que hay entre
los receptores que muoven Ca y las resplestas celulares. Cabe
destocar el papel de los diferentes inositol~F en la clevacién
ﬁé ‘TOﬁ niveles de (Cali @& pértir de :funntes~ intré i

extracelulares,




2-(2 amino mtilstiaénl; H-1; tieﬁé el micmo efecte wn wl
marceaje doe PI, miént?as que la improaddina lagonista  H-
2,activador de la Ndenilato Ciclaca) no produce ningdn  canbio
cn el recembio de PY, =0n a altas concontiraciones. For otro
lade, el use de antagonistas sclectivos (H-1 o H-2) denuestia
que la ectimulecién debida o hictamina (a4 tiavis del  veceptor
111} es blegqueada por mepiramina y pivilamina eh una respuasta
dependiente  do 1o docis; mientras que la  ciaetidina
tantagonists H-2) tiene un efecto parcial (iohibes S0 %) a wna
concentracién de 100.UN (fige2,26).
Rezumen de rezultados -eferencia 30

Feiste on Ya literatwa evidéncia expcrimuntai gue uugicre.la
mroesencia de variecdades de receptores dentro de las  sublipos
va  establecidos. Bl enfonue wtilizado poara  demosbtrar  esta
heterogeneidad se basa en la respuesta de las diferentﬁs}
toejidon o agantes farmacoldgicos quo miwmetizan en moayowr o
menor grado a loz agenistas naturales.

DEMOSTRAR QU EXISTEM VARIEDRADLS DE RECEFTORES ENTRE LOS
SURTIFGS IMFLICA QUE LA REGULACION HORMONAL DéL METALQLIZHO
FATA SUIETA A HODULACIONES 1MUY FINSS GUE SE DEECW TOMAR EW
- CUEMTA PARD EMTEMDER LAS FUNCIOMES CELULARES. En esta seccidn
provento  rasultados que apoyan la propusicidn anterior, -~
repleando cono modelos de estudio hepatocitos du rata vy awrta
dr conelo.

Lne rezultades demvastean gue tanto en hepatocitos como  en
aprtz  ouiclo uvuna correlocion enlre la pircsoncia de lus

’

aoonfctae odrondrgices clasicos  (opinefrina, norepingfrinag,

€4
P



(5194 1,30)5

sin  embarge,  cuando a‘la ‘accién de

olros agon;stqs,se4éﬁ§L VQEdUQ'hﬁy:;f=cta_£0ga1?kgn. pfesencia
de mutnuamiha).bp‘:pééé;ai](éﬁ“;6é§éﬁéigﬁdé diédzolina o du
v metanol inal cuandd Elymodcid capleado es  sorta, miohiras
nua  ne hay efecto de ninguno de lué T agentes oo hepaltocitos
(fi0.1,70%, FEutos recul tados sugioron la pueibilidad
ciguicnte: Yoz cgentis coploados pueden ocoter  actuando &
diferonte nivel on hepatocitos, Sin esbargo, ol reslizar el
euporimento siguicnte: decplazamicento del cfeclo de cpincfirina
en oY marcaje de PT oeon hepatosites, se obsorva gue laos
agonistas  desplazan €l efecto de cpinefrina parcialeento
(fi0.2,70), “an lo cual se dovsucstra gque 51 hay Goa
intoraceidn entre clsagoni:ta y el recoplor, poro no hay
recamhio mﬁ el marcaje de PI (£fig.l,30%.

frlicicnalmente, al determincs las g{lnidad%s relativas entre
el receptor Alfa-! adrendrgico y los cgonistas  (midiendo el
desplazemionto do 3 H Fratosina o 125 I BE 2254 como
indicedord, on obsorva que no hay difercncis antre los valores
obhtonidos en  hepatocitos o aorta (Tabla {,30) apoyando los
experinentos de mercaje de P (Figo2,20). Otro hallazgoe
atractive os el referente a 1a inhibicidn de los efectos de
epincfring sadiada por foteres de forbol (TPA) cn hepatocitos

y 1a rarencia de ofecto del TRA on wilcuwlo liso (Figed,3Q0.

VI.- DISCUSION BENERAL
Comn  ha ucide decsarito on osta tdeie, la oxistoncia de

zubtipes coreptoren menbe anales a horaonas y newolransni ot as




(¢} /oG smlectrvos

de Ca, LA : o hay un incirenento

on Yo doge e cién y res inte L' de fnsfol pides de noabi-ans que
contiiencn ihnﬁitu!mP., 51n emb\rgo, en reportes recientes (S

a0 hae  desootrado quu la prezencis continua de los  cgonistas

dezenaibilins z los recepltores, ceto @, =G hiacen
"rend atentes® a la prezencia de los ligandos ¥ como

consecuencia Lay wna disminneidn un ol efecto intracelular. A
partir de estos resultoados  surge la progunta & como  s&
mantienns zl recambio de FI con nuesti as condgiciones

ruperimenlal 0?0 La respuestia puede ser 1o sigwiente:  oi hay
cecuestro de los conplejos ligando—receplor y una dizwinucidn
en  su cotivided, jpero despuds de cierto tieapo ze vuelven a
exponer a la superficie celular y son nuevamonte activados por
el ligande, generende recambio devPI y siendo secuestrados a

sy ver, Dedo que nuestros experimentos solo  demuestiran - log

sl tados obtenidos a2 un tiempo de incubacidn (60 ainutos),
o5 dificil conprobar csta proposicidn. For octiro lado, el girupu
de Lefhowits 72,330 roporta que la ostinwlacion prolangade do
los receslor es Nlfa—-1  adrondrgicos por nerepinetiring,
decenaibilize o)l vecoptor (disminuye ol adaer o de vecoceplores

e Vi wuebrana) y oote fondmeno oeola atoriado & un aumenlio en

syer
Spel



la fosforslacifn del recoptor.. Al hacer @l - cuparimento  con

deteresn  de o forbol,. demuestrs.qu proteina kinasa C  esta

involucrada. pn:. ¢ embargn, on &l

modeln 'n@n]wadp_‘i wbdcula lizo &n
cultive/purificacidn ~pﬁféfafgjael‘feceptor y de la protedine
15 naca ) nm.se-eatudia la pésibilidad de una defosforilacidn
dr los recephtores y su,prebable, posterior estimulacidne

Frr otro lado, en trabeojos recientes el grupo de Garcla—S&ini
(34,35) reoporta resultados que sugicien la  cidslencia de
tntoregrnesidad entre los sublipos receoptorce; cote proposicidén
s encuentra mas o mones apoyaeda pur vl trabajo de olros

griipos (26,37 daonde  oe  describe  wno diforencia oen la

roantzst . agoniztas en midsculo 1icg vascwlar y  sistama
nerviorn respec b vanente, paf& el misio sublipo rocoplor. Sin
cmheargo, 1z cvidenaia experinental an algunos cases
langiotensina 1) no es suficlenle pare prouponar la esistencia
de varicdades entre los receptoree (I5). Far otio lado, con el
uesn de radioligondos, anticuerpos acnoclonales y lo presencia
o no do cfoctes  intracelularcs se  wata proponiendo  una

clagiflicecion de les recuplores mae procisa (S7-09).

VIt~ FERSFECTIVAD

FY modnlno petuee) que esplica 1o transduccidn de la zuival

hermonal  fige. 1,8 wo ha elabor ado en lous dllinow 9 aliou con

cme g cantided de reporteon con datos expearimcntalos

chionddne  en diferantes Lipos welulares por lo gue se  pucde

1



Sin cabargo,  en mis Oplﬂldh;diaL& ﬂucho dc
final para este {endmnno, :
para -una  serie de preguntq"

rogulacidn del

celunlas,
accién dn:criha,alguﬁaf

cre 1os préovimos afos

1.- ifomo =e oxpli

de unos

::anlhmn gcncral de la Lr"ndduccxou

..u-l

ca @) que unargran cantidad de

hornondl.

yla p11L4c1un

la

mchLull )
a rewolver

agonistas

naturales nctuen & tiravés ‘cuantos mecanismos  de
trenoduesidn y cszgundos mensajeros?
2.~ iCudntos secundos mensajeres existon (IFS, RAG, 1M, 1IFG,

PE, AN, PN,

[p]
~

To= iCono e regule la vida media

4. ¢0Ld) ez la implicacidn in vive de le

homéloga vy heterdloga & las hormonas?

.~ flomo interaccionan diferunlos

streos parn en oisae tejido blance?

Go-d0omn vicualizer ol modelo prepueste

dimennicnns?

7o lonm os 1o comundcacidn  entie

eetimelada v 12 que no lo son en el mi

A, - dfa! eo el papel de loz oncogenes
anddnlo?
L]

7. ANudl es la vide media del agoni:

raceplor?

10, dbuwdntos roceptores  bticnen gue  ser

4

o

an  Lercer

una céluls

de log recoptures?

dos euu1b11‘~ucadu

hormonas en situsciones du

a/cuarta

que  as

sno tejida?

en la regulacidn del

sta wna ve: que e une al

getimulacos/céliula



Fara quo se presente 1a res puorta culular""‘

el desarrollo de nucVa» y w - metodologias

con
natas  preguntas oy muchab nas':crdﬁ rcsuclLa ‘en. oun futuro
cercano,
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R. VILLALOBOS-MOLINA and J.A. GARCIA-SAINZ, H,-histaminergic activation stimulates phosphatidylinositol
labeling in rabbit aorta, European J. Pharmacol. 90 (1983) 457 459

Histamine and 2-(2-aminoethyl)-thiazole induced do

tathali

in the

8 of phosphatidylinositol

in rabbit aorta whereas impromidine was without effect. Therefl'ecl of hi ine was inhibited by antihi ines with

the following order of p y: mepyramine > pyril

s cimetidi

The data indicate that H,-histaminergic

activation stimulates phosphaudyhnosnol labelmg in rabbit aorta and suggest the involvement of a calcium-signaling

process in the action of H,-histaminergic receptors.

Histamine  Hj-agonists  Pl-labeling  Aorta

1. Introduction

Activation of receptors whose actions involve
calcium is usually associated with turnover of
phosphatidylinositol (PI). The turnover of this
phospholipid.seems to be involved in the calcium-
signaling mechanism although its role is still far
from clear (Michell, 1975; Michell and Kirk, 1981).

In aorta, activation of V,-vasopressin receptors
(Takhar and Kirk, 1981) or a,-adrenoceptors (Vil-
lalobos-Malina et al,, 1982) stimulates phosphati-
dylinosito) labeling with [*? P)Pi and produces con-
traction (Villalobos-Molina et al,, 1982). It has
also been shown that aj-adrenergic activation
stimulates calcium fluxes in isolated aorta
(Godfraind and Miller, 1982). In aorta, stimula-
tion of H,-histaminergic receptors elicits smooth
muscle contraction whereas activation of H,-
histaminergic receptors relaxes smooth muscle
(Holl and Mokler, 1982). H,-histaminergic recep-
tors seem to be associated with the calcium-sig.
naling mechanism whereas H,-histaminergic re-

* To whom all pondence should be addressed

0014-2999,/83 /503.00 © 1983 Elsevier Science Publishers B.V.

ceptors scem to be coupled to adenylate cyclase in
an activatory fashion (Schwartz et al.,, 1981). The
purpose of the experiments was to test the possibil-

‘ity that histamine might stimulate phosphati-

dylinosito! labeling and if so, to characterize the
receptor involved.

2. Materials and methods

Histamine and pyrilamine were obtained from
Sigma Chemical Co. Cimetidine, impromidine, 2
(2-aminoethyl)-thiazole and mepyramine were
generous gifts from Smith Kline and French,
(*2PJPi as orthophosphoric acid (carrier frec) was
obtained from New England Nuclear.

The detailed procedure to study phosphati-
dylinosito} labeling in rabbit aorta has been re-
ported previously (Villalobos-Molina et al,, 1982).
In brief, rings of aorta were incubated at 37°C for
60 min in | m! of Krebs-Ringer tris buffer contain-
ing 10 uCi of [**PIPi. Lipids were extracted with
chloroform/methanol (2:1) and phospholipids
separated by thin-layer chromatography. Incorpo-
ration of label into phospholipids was determined
in silica gel scrapings.
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3. Results

The basal incorporation of [**P]Pi into. the dif-
ferent phospholipids was similar to that reported
prewously (Villalobos-Molina et al, 1982). In-
corporation into phosphalldylmosnlol was 1548 +
94 cpm/10 mg aorta wet weight (mean +S.EM.
of 7 determinations in duplicate).

The effect of histamine, 2-(2-aminoethyl) thia-
zole and impromidine on phosphatidylinositol
labeling is presented in fig. 1. Histamine and 2-(2
aminoethyl) thiazole increased the labeling of
phosphatidylinosito] dose-dependently. Histamine
was slightly more potent that 2-(2-aminoethyl)
thiazole (EC,, for histamine = 10-¢ M and EC,,
for 2-(2-aminoethyl) thiazole = 3 X 10~ M), How-
ever, both agents were equally effective. Improm-
idine was without any effect on this parameter up
0 10-*M.

The action of histamine (107° M) on phos-
phatidylinositol labeling was antagonized dose-de-
pendently by mepyramine, pyrilamine and
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cimetidine. Mepyramine was more potent that
pyrilamine and much more potent than cimetidine.
This latter agent only partially inhibited the effect
of histamine at a concentration as high as 1074 M
The antihistamines themselves, i.e. in the absence
of histamine were without effect on phosphati-
dylinositol labeling at the concentrations tested
(107%10"* M).

4, Discussion

The availability of selective histaminergic
agonists and antagonists allows the classification
of effects as mediated through H,- or H,-
histaminergic receptors. 2-(2-Aminoethyl)-thiazole
(agonist), mepyramine and pyrilamine (antagon.
ists) are selective agents for H-histaminergic re-
ceptors., Impromidine is an extremely potent and
selective H-agonist whereas cimetidine is a classic
H,-antagonist (Schwartz et al, 1981). Therefore,
based on the selectivity of the agents, our data
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Fig. 1. Elfect of histaminergic agonists and antagonists on phosphatidylinositol labeling in ubbh sorta. Left panel: tings of sorta were
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soria were incubated with histamine 10=* M and different
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plotted and vertical lines represent the S.EM. of 5.7 determinations in duplicate.



clearly show that the Pl effect induced by hista-
mine is due to activation of H,-histaminergic re-
ceptors, Furthermore, the relative potency of 2-(2-
aminoethyl) thiazole, as compared to histamine, is
very similar to that reported for-other experimen-
tal models (Schwartz et al., 1981).

Agents that induce contraction in aorta, such as
vasopressin (Takhar and Kirk, 1981), epinephrine
(Villalobos-Molina et al., 1982), histamine (present
work) and serotonin (in preparation) also stimu-
late phosphatidylinositol labeling, Although the
role of phosphatidylinositol in the stimulus-con-
traction process is unknown, the data suggest that
calcium is probably involved in the action of these
agents (vasopressin, epinephrine, histamine and
serotonin). Furthermore both effects (contraction
and PI labeling) are associated to specific receptor

subtypes (V,, &, H; and SHT, respectively) pro-

viding further support for the current idea that
receptor subtypes may be associated to different
mechanisms of signal transduction.
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phrine, nc phrine and phenylephrine stimulate phosphatidylinositol labeting with [*?PJPi in both rat

hepalocyles and rabbu aorta. Methoxamine was a full agonist for this effect in rabbit aoria whereas cirazoline and
oxymetazoline were partial agonists. In contras, these three agents (methoxamine, cirazoline and oxymetazoline) were
unable to stimulate phosphatidylinositol labeling in rat hepatocytes. Furthermore, cirazoline and oxymetazoline were
able to displace the dose-response curve to epinephrine in rat hepatocytes, i.c,, they hehaved as antagonists. Binding
compelilion curves of these agents with labeled adrenergic ligands indicate that the affinity of a-adrencrgic receptors
in these two tissues (aorta and liver) for the different agenis tested was very similar. ln addmon it was obscrved lhal
phorbol myristate-acctate inhibited in a dose-dependent fashion the epinephrin imulation of phosp
dylinositol labeling in hepatocytes but was without effect on the action of the amine in aorta. Our data suggest that

hemical diff for a, gic activation in liver and aorta may exist and indicate that the ability of
phorbol esters to inhibit a,-adrcnergxc effects is not universal.

ay-Adrenoceptors Phorbol esters  Hepatocytes Aorta

1. Introduction pharmacologically (Hoffman et al., 1980; Tolbert

et al,, 1980; Docherty et al,, 1981; Hoffman et al.,

a-Adrenergic receptors have been divided into
two subtypes, i.¢. a; and a, on the basis of their
affinity for agonist and antagonists and their
mechanisms of signal transduction (Berthelsen and
Pettinger, 1977; Fain and Garcia-Shinz, 1980).
However, there are some data suggesting that dif-
ferences might exist among adrenoceptors of the
same subtype (Langer and Shepperson, 1982). The
aim of the present work was to compare two
model systems, rat hepatocytes and rabbit aorta,
whose a;-adrenoceptors have been characterized

d shauld be add d

P
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1981). In both models a,-adrenergic activation
produces marked increases in the labeling of phos-
phatidylinositol (Tolbert et al.,, 1980; Villalobos-
Molina et al., 1982). The study of the same effect
in tissues as different as the liver and the aorta
allows a much simpler comparison of potencies
and activities of adrenergic agents, We have re-
cently described the ability of phorbol esters to
inhibit a;-adrenergic effects in hepatocytes
(Corvera and Garcia-Sainz, 1984). In the experi-
ments described here the effect of the active
phorbol ester, phorbol 12-myristate 13 acetate
(TPA) on the a;-adrenergic-mediated stimulation
of phosphatidylinositol labeling was compared in
both tissues.
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2. Materials and methods

1-Epinephrine, 1-norepinephrine, 1-phenyl-
ephrine and phorbol 12-myristate 13-acetate were
obtained from Sigma Chemical, Co. Mcthoxamine,
oxymetazoline and cirazoline were generous gifts
from Burroughs Wellcome, Merck and L.E.R.
Synthélabo respectively. [*2P]Pi (carrier-free) and
{*Hjprazosin were abtaincd from New England
Nuclear. ['2*1} was obtained as carrier-free Na['®1)
from Amersham. BE 2254 was a generous gift
from Drs. Flasch and Armah (Beiersdorf Lud.,
FRG).

The methodology for studying phosphati-
. dylinositol labeling in both tissues has been de-
scribed in detail elsewhere (Tolbert et al., 1980;
Villalobos-Molina et al,, 1982). In brief, isolated
rat hepatocytes or rings of rabbit aorta were in-
cubated for 60 min in medium containing 10
uCi/ml of [¥*PIPi. At the end of the incubation
lipids were extracted and phospholipids separated
by thin-layer chromatography (Garcla-Sainz and
Fain, 1980).

Direct measurement of a-adrenoceptors and
determination of the potency of a-adrenergic drugs
for inhibiting the binding of selective radioactive
ligands was performed as described previously
(Hoffman et al., 1981; Tsujimoto et al., 1984). In
brief, rat liver membranes were prepared by the
method of Neville (1968) and assays for binding
were done in a total volume of 1 ml at a con-
centration of =1 nM (*Hjprazosin. The incuba-
tion was for 30 min at 25°C by which time binding
was at equilibrium. Incubations were terminated
by a vacuum filtration proccdure with a 20 ml
wash with ice-cold buffer.

For the studies of ay-adrenoceptors of rabbit
aorla a particulate fraction of the tissue was pre-
pared by homogenization, centrifugation and re-
suspension with assay buffer (Tsujimoto et al.,
1984). ['*1]BE 2254 was prepared by the miethod
of Engel and Hoyer (1981). Assays for ['*1]BE
2254 (150-200 pM) were done in a total volume of
150 ! at a protein concentration of 1-2.5 mg/ml;
the incubation was for 15 min at 37°C. Incuba-
tions were terminated by vacuum filtration with a
20 m] wash with buffer at room temperature. The
Kps of competing drugs were calculated by the

method of Cheng and Prusoff (1973). The ECs, of
cach competitor was determined by a best fit of
the four-parameter logistic equation (De Lean et
al., 1978) using an HP-85 computer,

3. Results

As shown previously (Tolbert et al., 1980;" Vil-
lalobos-Molina et al., 1982) epinephrine, norepi-
nephrine and phenylephrine stimulated in a dose-
dependent fashion the labeling of phosphati-
dytinositol in hepatocytes and aorta (fig. 1). Epi-
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Fig. 1. Effect of ad 8l on the labeling of phos-

phatidylinositol in liver cells and aoria. Liver cells (panels A
and B) or rings of aorta (panels C and D) were incubated in 1he
presence of different cc ions of cpinephrine (filled
circles. panels A and C), norepinephrine (open circles, panels A
and C), phenylephrine (filled squares, panels A and C),
methoxamine (open triangles, panels B and D), cisazoline (open
squares, panels B and D) or oxymetazoline (filted triangles.
panels B and D). The means were plotted and vertical lines
represent the S.E.M. of 3-6 different preparations.
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nephrine was more potent than norepinephrine in
both tissues and phenylephrine was a partial
agonist for the effect (fig. 1).

Interestingly, methoxamine was a potent full
agonist in aorta whereas it did not stimulate phos-
phatidylinositol labeling in hepatocytes (fig. 1).
Similarly, cirazoline and oxymetazoline produced
clear stimulation of phosphatidylinositol labeling
in aorta whereas no effect of these agents was
detected in liver cells.

In order to determine if these agents
(methoxamine, cirazoline and oxymetazoline) ac-
tually interacted with the a,-adrenoceptors of liver
cells, their potential effect on the action of epi-
nephrine was tested (fig. 2). Methoxamine pro-
duced a very small shift to the right of the dose-re-
sponse curve to cpinephrine. On the contrary,
cirazoline (K; = 3x 107 M) and specially
oxymetazoline (K; = 107 M) clearly displaced to
the right the dose-response curve to epinephrine in
liver cells. The data indicate that these agents
interact with the ay-adrenoceptors of liver cells but
are unable to activate them.

The K5 for epinephrine, methoxamine and
cirazoline were determined using radioligand bind-
ing techniques in membranes from rat liver and
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Fig. 2. Effect of cirazoli h ine or oxy line on

the fation of phosphatidylinositol labeling induced by

epinephrine in liver cells. Liver cells were incubated in the
presence of different concentrations of epinephrine alone (filled
circles), or with 30~ M (filled triangles) or 10™* M (open
squares) of the following agents: cirazoline (panel A),

h ine (panel B) or ox; (panel C). The means
were plotted and vertical lines represent the SEM. of 6

. determinations.
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TABLE1

Affinity of ay-adsenocepiors of liver and aarta for adrenergic
agonists.

(A) Rat liver ([*H]prazosin) Kp (eM)*
Epinephrine 23% 09
Methoxamine 130 40
Cirazoline 101 05
(B) Rabbit aorta (['2*1]BE 2254) Kp (M)
Epincphrine 27+ 03
Methoxamine 83 117
Cirazoline 084+ 02

* Means +S.EM.;n =13,

rabbit aorta. No significant difference was ob-
served in the affinities of these agents for the
a,-adrenoceptors of both tissues (table 1).

An additional difference between the two tis-
sues was observed. In agreement with our previous
findings (Corvera and Garcia-Sainz, 1984) it was
observed that TPA inhibited in a dose-dependent
fashion the aj-adrenergic-mediated stimulation of
phosphatidylinositol labeling in isolated hepato-
cytes (fig. 3). In contrast, the phorbol ester had no
effect on the action of epinephrine on phosphati-
dylinositol labeling in aorta (fig. 3).
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Fig. 3. Effect of phorbol 12-myristate 13-acetate (TPA) on the
*stimulation of phosphatidylinositol labeling due o aj-adren-
ergic aclivation. Liver cells or rings of aorta were incubated in
the presence of 107% M epinephirine alone (squares) or with
different concentrations of TPA. The means were plotied und
vertical lines represent the §.EM. of 3-4 different preparations,



396
4. Discussion

The affinity of a;-adrenergic receptors of rat
hepatocytes and rabbit aorta for the selective a-
adrenergic agonists tested (epinephrine, meth-
oxamine and cirazoline) was very similar, How-
ever, the ability of these agents to activate a;-
adrenergic receptors in these tissues was very dif-
ferent. It was surprising that cirazoline and
oxymetazoline were partial agonists in aorta
whereas they were devoid of any activity in rat
hepatocytes; even more surprising was the absence
of activity of methoxamine in rat hepatocytes. The
data suggest that the stereochemical requirements
for activation of the aj-adrenoceptors of liver and
of aorta may be different.

Ruffolo and coworkers (1982) have observed a
wide range of affinities for a-adrenergic agonists
and antagonists in mammalian aortas and sug-
gested that the postsynaptic a-adrenergic receptors
in these arteries are heterogeneous. These authors
have also suggested that more than two types of
a-adrenergic receptors may exist in some species.
However, it scems unlikely that the differences
between species can explain our data, since it is
known that methoxamine and oxymetazoline are
effective a,-adrenergic agonists in rat aorta and
that cirazoline is an effective a;-adrenergic agonist
in the circulatory system of the rat (Van Meel et
al., 1981; Boyer et al., 1983).

Our results indicate that a-adrenoceptors of
liver and aorta recognized the drugs employed
with _equal affinity. Whether the differences in
efficacy relate to differences at the level of the
receplor (stercochemical requirements for activa-
tion) or receptor-effector coupling is still unclear,

The effect of phorbol ester on ay-adrenergic-
mediated effects in hepatocytes seems to be due to
activation of protein kinase-C (Corvera and
Garcia-Sainz, 1984). We have suggested that
activation of protein kinase-C by phorbol esters
might lead to receptor phosphorylation and
decreased responsiveness (Corvera and Garcia-
Sainz, 1984). However, this has not yet been di-
rectly demonstrated. The absence of effect of
phorbol esters on the a,-adrenergic-mediated
stimulation of phosphatidylinositol labeling in
rabbit aorta may be explained on the basis of at

least three possibilities: (a) the absence of protein
kinase-C in rabbit aorta, putatively responsible for
this effect of phorbol esters, (b) protein kinase-C
could be activated by phorbol esters in this tissue
but is located in a separate compartment of the
cell without access to the plasma membrane and
(c) that the a-adrenoceptor of aorta could be a
bad substrate for the kinase. Protein kinase-C
seems (o be widely distributed among organs and
tissues. However, the protein kinase-C activity in
aorta is specially low (Kuo et al., 1980).

The data nevertheless indicate that the effect of
phorbol esters on a;-adrenergic actions is not uni-
versal and that the a,-adrenoceptors of different
tissues are subjected to different regulation,
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