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RESUMEN 

Se pre:.ent0>.n 2 modelos que e::p l i can los mee: a ni smos de 

transduc:ción de la seK~l hormonal con base en la evidencia 

ei:perimcmto;l, reproduc:ible,que se ha reportado. Estos mode.los 

dC>scr i t>rm 1 a gener ac: i ón de: 1 os segundos mi:ms..:;j;;r os. CAMP 

c~clico, a lrmvlE de: la actividad de Ade.n~lato Ciclasa y 

<t,4,5lIP~ y DAG a través. del efac:to Pl) y la res.puesta 

intrec:elular al ~s.tim~1lo hormonal. 

dp~unstran quo el efecto PI es un mecanismo general para las 

hcr~nnas que movili:an Calc:i6, Al estudiarse la acción de 

h1st~mlna sobre músculo liso vascular, se cncontr6 que ~l 

~~c:cto es mediado a través. de receptores H-1 al emplear 

Agonistaa y antagonistas &~lectivos para los diferentes tipos 

receptares a Histamina. 

En otra cc1· i e de e:<perimentos se presentan r"sul tados que 
.. 

-:;11gi arr.n la cm i stcmc:i a de heteragenei d¡¡.d entre le¡:¡ n1ceptcres 

Alf.;1-1 2.drenl>rgic:os al observarse efecto F'l,como respue;ota a 

varios agonistae,~n mú~c:ulc liso y¡¡.scular puro carenc:ia de 

Pfr.cto cu;;nd1:1 so .::mple;:,ri hepatoc:ilos con1;. modulo. Otro 

h.-.11.-.=90 :oi.g•.ificat~vo pw-:; l.:. preposición .:.nti::rioi- es la 

I~~ r~~ultadG~ =~ discuton an relación il la fcsforilaci6n d~ 

:: 



lc1¡¡ roc:eptores Alfa-1 y lo!:. rec:ic:ntos criterios para l<> 
cla&lfic:ación de los rmcaptor~s. 



J 

_J 

J 
J 
J 

l.-· INTRODUCCIOl·I 

L<>. c:omL1nic:aci6n intercelular· cm los organismos 

multlcelul<'res se cfactua a travds de la liberación de 

moHr.ul as (nt?urotnJ.nsmü:ort:?!Z, hormonas y una gran variedad de 

f~ctorc:s reguladores y promotores del crec:imientol de célula~ 

productoras, que inte1·acciori.:i.n con prote.'.nas receptoras 

r-:pc;d·fic:.n!'. loc:c.lizada<:. 1.o:ri la superficie c:elul.:ir de los 

tejid~~ blan=c. Esta interacc:i6n agonista-receptor transducE 

l <:. ;ocñ"~l de la hormona <¡irimcr n1cn!:c::jc1·0) a través de un 

c:or.i;:-l~jr, !!i~lGm3. de: prote.'.nas,gtmer.:.ndo ~ma(sl moléculaCsl 

c~~~un~ns ~ans~Jcro~I encargadas de dar l~ se~al intracelular 

mocti -!'i c."\ 1 ¡; actividad de proteLnas de membrana o 

c~lu.las 

blenc:r.i, 1 ;is c:L1al e:; d teran s~1 melabeil i~mo a corte. plazol 

cor,t ra::c i ón, gl u.cogenol i ~is, e:,oc:i tci;i s,degranul ac.i ón, 

fctotr~n~ducción,etc. 

e'. desc:ubri miente de:l Al1P c.>clico come ¡¡,11Q1.mdo 

· mr.ns1\Jerp .,;e ha acur.iul ado evidencia e:(perimen t.al qu¡¡¡ au.gi1erc· 

l<' e::i st¡mci<.> do una vo.riedad de: s;;:1:1u:1cJo¡¡ n1.,n!>ajero'it a¡¡,cciado» 

" le. e~timul.:1c:i ór, hc1·r.,c.n:,1. 

E:n est.:i tcsi:; "" e:nfi:.\:i::.:.n les .:i.vances lograck15i en l.;. 

c~••c\dc..ciór. dc lo:: mec:;,;ni~mos que re9Jlan la generación ds les 

poliíosfc.inos.'.tidos 

~G~brannle~,lc~ rcc:o?tcres involucrados c:n la ~~~ali::aciOn y 

lns e-!'r·ctD;;: in'.:.race:lulare:s pr-oducidc.s por ei;to.s mem;,;.jeros. 

!CT ohjel.;i vn p2.t·Uc;.il .·1· as demostrar la re:;pue5ita celular 

1\ 
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(rec;;mbio d;:; fosfatidilinositoll cuando el tejido se somete a 

a. la i\Cción de hormonas que movilizc:i.n Ca. 

Para entender el ra=onamiento del modelo que explica en gran 

medida 1 os mecanismos di;: transducción de la señal 

hormonal,cabe hacer una rosar.a histórica de 3 

sobresalientes, suber: al la c::istencia de 

receptores hormonales (En e~pecial para el caso 

catecol.ami nasl ;hl l « c::::islcncia del "Efe:: to PI" que 

hechos 

subtipos 

de las 

pone de 

manifie~tn la importancia de los fosfolipidos que contienen 

inositol-P en la respuesta a la estimulación hormon~l y c>el 

papel de?l ión Ca como mediador en la respuesta inti-acelular a 

JI. - SU!lTIPOS RECEPTORES: C1"1TECOLAl1INAS 

En 19~8,Ahlquist propuso la nomenclatura que define a 2 tipos 

rt'lc:eptores par a 1 CIS aminas adrenérc¡¡ic&li o 

catecol ami nas: receptores Alfa y Ele ta adrenérc¡¡icoli < 1 > • E»ta 

divisi6n se basa en las dif~rencias en sensibilidad de los 

recept.ori:s a varios agonistas y anlai,¡onistas adren•rc¡¡icoso<U. 

Pocteri~rmcnte, Landa et ~1 t=> pc~tularon la liubdivi~i6n dE 

lo~ receptcrea Beta adrenér9iccs en Deta-1 y Bet~-2 En f~nci6n 

efe. polrmc:i.i\ rel ati v¿. de una serie 

simpatomiml!tic;;.~ c>n lo~ ::.i9L\il.mtcs indicadcrc5:movili~aci6n de 

gra.r:.o'r. 1 ibres d~l tejido 

cardiaca,broncodilatación i va~odepresión. 

l.o:; receptores adre:nt:rgicos tambien han 

SL1bdi vi di dos en receptores Alfa-1 y Alfa-: y se 



cla~ificado con base cm 5us características farmacológicas. En 

1977,Bertheluon y Pettinger(3l y en 1979,WikbergC4l presentan 

P.videncia er.perimental que apoya la clasificación utilizando 

fármacos qlle hasta ahoril sen les mas útiles para discriminar 

entre ambos receptores. La pra;:osina es el antagonista mas 

potnnte pare. los receptores l\lfa-1, miemtr<>.s que l<>. yohimbina 

a'1tagoniza preferencialmentc a los receptores Alfa-2. A 

rartir de este momento se h.:>.n re;:¡,l izado estudios que 

demue5trc>.n la pi-esencia de ambos receptorE:s Alfa adr¡¡,nl':rgiccs 

en modelos in vivo(5l,en tejidos aisl<>.dos(6l,en 

ai sl <1das (7) y en membre.nas c-.i sl adas (8). 

l II • - MECl\Nl SMOS DE TRAl~SDUCC l Ot l 

et: lulas. 

F.5 importante hacer notar que los rci:;e:ptorC?S Det.:i.-1 y ai=ta-2 

ildrF.nfrgicos activan la Adenilato Ciclasa y estimulan la 

generación del segundo mensajero AMPcC9>. 

La transducción de la selal de los receptores Alfa-1 y Alfa-2 

t1drent.rgicos puede efectuarse a través de una variedad de 

sintemss efectores, los cuales incluyen la inhibici6n de la 

Adonilato CiclasaCAlfa-2l,movilizaci6n de Ca <Alfa-1 y Alf~­

:?l; hidrólisis de fosf.:i.ti.dilincsitcl Ctilfa-1>, aumente en el 

-!'hijo ÓE, N::>.+ o I(+ CAlfa-1 ~· Alfa-2l y libi::raci6n de? &.i=idc 

nr~~uld~nicn CAlfa-1 y Alf~-2) ClOl. Sin embargo, a pesar de 

heterogent!i d<>.d funcicr.al, TODOS los 

¿ir.fren~rgicos actuan, a;ic.rentemi::ntc::, vía interacción ccn una c. 

mas protelnas transductor=~ Cprct~ínas Gl, las cuales acoplan 

6 
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r-i <Jl.U-i\ 1. - La señal hor-monal se transmite a través de un 

complejo sistema regulador el cual cslimulaCGsl e· 

inhibe <Gil la actividad de Adenilato.Ciclas~. 

Ft GTP activa Gs al disociar alfa-s de beta y 

gc.ma. L!. GTF'asa revierte este efecto. El GTP 

.:lC::ti va al .fa-i al intercambiar GTP unido. La 

Adenilato Ciclasa calaliza la formación de AMPc 

a partir de ATP~ <adaptado de referenci~ 11>. 
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los receptores a sus mecanismos efGctor~s respectivos (11), 

Las prcotdnas G, en me.mifcro¡;, transducen las señale5i 

extracelulares en una diversidad de respuestas celularesCvide 

supra). Sin embargo, TODAS c.omp<irten un mecanismo c:omún: una 

rroteína que une GTP para realizo.r una función en 3 etapas,a 

~llber: .?luna ·;e:: estimulac.:i por una proteína receptora 

<recnptor raembr.:inal o detector de fotonesl,la proteína G 

libera GDP y une GTP¡ blen e~ta conformación <G-GTPl la 

proteína G regula la función de un elemento efac:tor, 

usualmente un.? en::imn o canal iónic:o¡ ella regulación del 

~factor termina cuando la proteína G hidroli~a ol GTP unido 

GDP y estado basal 

inr.c:tivo(10) <fig.1). 

Fn ont.~ mcomc:nta se hi\n definido,con ma5:. o mcno5i preciE.i6n,l<i.s 

funrionen ~ propiedades bioqulraic:as de 3 proteína~ G1 

f1r;, mc,dii\ 1<: eslimulac:ión i:m la cintesi11o do AMPc a trav•lio de 

1 a Aden i 1 <:1to Cíe 1 as.:, en respuesta a la ellti mul ac:i ón da una 

vnr iE•d.:\d ele receptares m;;mbr anal cz" para las ami nas biogfnicas 

· <c:atr.c:ol ciminas lleta adrenérQicas>,péptido& Cgluc•gcnl 

pro~t;113l i>l'din.'l.~.;. 

r::;, rn:·di~ 1.;i inhibición de la Adenilalo Ciclatia a travé~ de 

un conjunto de rec~ptores diferente~ para olro~ ligandos c:omc 

adr:noliina y 

r:ipioidr:::; (!()). 

protei na G de la!j ct':lulas retinaleü 

r:~timul a una fosfodiestera.$a <PDEl para. GMF' 

r!ccT ic:. ·~~' r·;_,sr"--'·"::t~ <i. la rodop;;;in<i fotoe::c:ilada(1;!l, 



El m~caniEmo de acción de estas proteina• se ha elucidado 

c:~n la ayuda de tc:d nas bacter i al es; así, se ti ene que Gs y 

Tr<mr.du.c:ine.-1. :.on sustratos p.:wa ADP ribosilaci6n por la 

1rnotoxina dEl Vibrio cholorae. Es una modificación cova.lente 

qt•e est4'1biliza la c:onformac:ión G·-GTF' (activa) }' aumenta la 

t:'stimulacidn del efector. De tr .. ;.nera similar, Gi y Transducina-

1 son su!i.tratos para ADP ribo:;il¿,c:i6n por la to:dna de 

Bordotolle1 pertm:;;,;;is:. Esta modihcac:ión covalente bloquea la 

1.mi ón E?ntre· 1 e$ protei niis G y 5Us el em¡¡¡ntos detectores de la 

s'Eñal, redw:ic:mdo la transducción de la señal hormonal<10,l1l. 

t"n ;,di ci. 6n a ectes ,. proteínas G, se tiene evidcmcia 

bioqL1ímic<:\ y rosl1lt<1dos de e::perimentos con cDNA que.sufilieren 

'"' <:d~tcrocie1 dt' otras proteinas G. As.:, se t.iene que la 
visHn dc:l c:olo1- por las células retinales <cenos> parecE· 

o•.tr..r mr.:diada a trav~s dCl uru\ Transducina--2. Aunq1.1e amt.aia 

Tran!':dLic:ini?.s: estimulan lil ac:Livit!ad de efectores si.miliirf:¡¡ 

<GMF'c y PDEl, los; rasutt.ados indic,;.n qu.e ¡¡,en prcteLnas 

nntructuralmente diferenta~. 

Go, ~u<:tratci dE· la to:dn"1. pertussi.s, se encuentra en altas 

c:oncent.r&c:iones en cerebro de mamifero aunque Sl.4 función es 

tl"!rc;c:cmndd.~. Pc1r otro l<ido, lcL result.iAdcs; de e•tudics us.ando 

RTI' cm l? ro!:.puest.:i. tfo lo!:> efectores 10ugieren la exi11tencia ¡j¡¡¡ 

mi'c; pr~·~.rlrpc; G; por 1;ji;mplo, una 9rtr.n Vi.lrit.d•d dlil hcrmonas y 

n+.ro~ li gandos estimulan la act.i ·1i d.:.C: de foiofclip.:a5.:a C CPl..Cl 

clPpo:irli E'r.tei de 1 a c:onc:er.t,· c.c..i l!.n '1e GTP en l<>s membr•o11i&5 de 

muchos 1.i p~: celul «re::;;. cm mamHero1>, 

cn:.timul¿, PLC que hidroliza fosfclí.pido!i y genii:;·a ino5.it.wl 

trisfosfato y diac:il9lic:crcil, les cuales movilizan Ca y 



IV. - EFECTORES IlffH{~CELULí1RES 

IVc.. - POLIFOSFOINOSITIDOS DE MEMBRANA Y EL "EFECTO PI" 

En 1955,Hokin y Hok.in demostra.ron un aumento e:n el rec.ambio 

loRfatidilinositol <Pll al estimular la sac.rec.i ón 

~:'1zimátic:a en rebano.d.:1s de páncreas. con .:.c:etilcolina <13). El 

dc:Dcubrimiento del efec:to PI-PA Các:ido fosfatidic:o) muestra la 

:-.ig1oi c>n';e sC?rie de hc;c:hos:al el efc:C:to ocurre c:on una variedad 

de .;ogoni ::t.:o.s y l?n Lt.n_a variedad de: tipos c:elulares;blel efec.to 

m: drbi do,pri ncipalmentc,al recambio de Pl-PA y no a l• 

neta de los fosfoHpidos,mientras qu& el 1,2 

dlncllglic:crol <DAGl se conserva parc:ial o totalmente;c.l la 

rc;,pLte-r.t~ fisiológica (secreción de amilasal ne Rata .a¡¡cc:iada. 

;il rc·c:ar..?:iio de PI,este proc.eso se cvidenc.ió pesteriorm.-nte al 

omitir Ca en el sistema;dl el efecto PI se lec.a.liza en 

·mi.croscinHls · (fragmentos de membrana plasmátic.a y de retículc.' 

"r:rlopl.lo.smir:o) ~.islc.dos de:¡.pués de la inc.ubación de l•s 

rPh.1.n;¡,d?.~. neo• p.!..nc:r;;.·a$. En los años 60's se di::mo<r.t.1.'.i que el 

eft'!::::t.o Pos pt·Ddc:.minante en el retic.ulo cmdoplás.mii:.o u»<andt::i 

gnn~tlo~ ~impát.ic.o~ y pánc.re&c c:omo modelo~ y radic.<autoijriafi~ 

d~ l~Hlino~itc1 como indic:D~cr. 

r:i pi-i m~ .. ,- m:>dc:l o q•.·c; c::pl ica la int.cwacci6n entre G:l E:t>tóíl.ulo 

h~~monal ~ D1 ef~cto sobre ml ciclo Pl-PA fue propue~to por 



reversión al omitir estimulo 

FOSFATJOILINOSITOL 

estimulación 

ACIDQ 

FOSFATlD lCO 

. ATP l 
DlACILGLlCERIDD~ 

Figura 2.- Esquem~ del efecto Pl-PA. 

Eventos bioquimiccs; asociados con lo estimula.ción 

de la secreción en la glandula de la sal pcr 

col in<< Cadi:lpt"do de rc-ferenciD. 13l. 
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los Hokln en 1964 Cfig.2). Los puntos sustanciales de este 

mod~lo son:al durante la estimulación colinérgica sobre 

rebanadas de glándulas de la sal en aves, la PLC cata.liza la 

hidrólisis de PI en DAG y inositol-P (IPl;bl la diacilglicerol 

kinasü sintetiza PA; cl al a.nta.gonizar al e.fecto con atropina, 

se recuperan los niveles basales de PI a e:,pensas de PA baje 

1.:i · i\C:cl ón secuencial de la PA citidiltran¡¡.ferasa,la PI 

(;fnt"'h.s:. }' mioinositol <referido cm 14l. 

t:l modelo del ci c:lo PI-PA hQ. sido modificado en los O.ltinii;>s 

aros al incorporar el pap~l de los polifcsfoinos,tidcs CPPil 

-.;n l" g~nerac:i ón de lo.-. mensajeros intracel ul "'res que median 

la rD~pu•st& a las scKales extracelulares Cfig.3, 15l. 

Lor. rP~ constituyen el 2-8 ~; de los U.pides en la5 membranas 

ce>lul<1res de las células eucariotes y sen esenciales para la 

5•.•pervl vcnc:i a celular. El grupo polar de estos. lipi do& e¡¡ el 

mioinonitol CHg.4l; una proporción pequeña de estas mcUculalii 

r:or1t i enr? grupo'! fcsf;lto en la pos.iciOn 4, .. de 

mioinositol,fosfatidilincsitcl-4-fcsfatc <PI4P> e en laa 

po$ic:i~nes 4 y 5,fosfatidilincsitol-4,S-bi~fc&fatc <PI4,5P2>. 

Estos F'PI son formados a partir de PI por kinasas y sen 

d~gradadon ~PI por las ~crrespondientas fcsfata&as <fiQ.4l. 

En 1~ mayoría de las células les PPI representan 10-20 Y. d~ 

los lipidos de inositcl. El P14,SP2 se enc;;uentra en menor 

cantidad que el F'I4P, 'Siendo su ·conc;;entrac;;iOn 1-10 7. del 

c:nntenido de PI 1161. 

Los PPI se degradan r4pidamente en respuest~ a la uniGn -de 

atgunos ~genistas específicos c;;on sus receptcre5. Lo5 3 PPI 

1-"' 



F'I --- F'IP 

-PA 
diac:ilglic:crol 

lns < 1, 4, ::D F'3 

""-Ins<1,3,4,5>P4 

/ 
Ins 4P Ins(1,3,4)P3 

Figura 3- Esquema actual del ciclo de lDli 

polifosfoinositidos 

. 
PA, 4cido fosfaU dicos Ins (el :2> P, ino&i tol 1, 2 fglif•to 

· c:i.c:l Í\=OJ In's <el: 2-4> P2, inosi tol 1, 2 ciclo, 4 bi sofolif ato¡ 

tns<cla2-4-5>P3, inoliitcl 1,2 c:iclo,4,5 trilifo&fatos ~i,litio 

PI, fosfatidilinositol¡ PIP,fosfatidilinositol-4-fosf&tc; 

PtP2,fosf~ti~ilinositol-4,5-bisfosfatc. 

14 



son· hi drol izados por una PLC quo forma D!\G y diferentes lf' 

(fig,4). Los IP a su vez son degradados a mioinositol, el 

cual es L•tilizado para la rcsintesis de PPI. EL DAG es 

hidrolizado por llpasas a monoacilglicerol y po~teriormente a 

araquidonalo y ·glicerol o es fosforilado por la diacilglicerol 

kinasa para formar F'A. 

La PLC es la en=in1a que: gc;·nora las moléculas mensajeras 

derivadas de los PPI, se encuentra presento en la mayor~a de 

ios tipos celul«res y se loc~liza principalmente en el 

el to~or; aLmquP. SLIS SLtstratos se encuentran en la bicapa 

~embra~al. ~in embargo, también se ha descrito la presencia de 

una PLC unida a la membrana 1161. 

IVb. - EL ION Ca COt10 Ml:.lJSl\JERD INTRACELULAR. 

Desde su dr:~cubrimiento en 1808, so ha descrito que el ión Ca 

er.tn involLtcrado en un raolmero cada ve;: mayor de funciona• 

celut.1res,inclui.das:crecim~ento y diferenc:iación,movilid•d y 

c:ontracciOn,endocitosis,.exocitosis; y &ecreci6n, y ra¡ula.ci6n 

d~l mntabolismo intermedio C17l. El iOn Ca esta ccn&idarada 

como otro d<: los se>iundos mensajeros que existen en la. 

c:~lula,él tr«nsdL1c:e los mcns;:;jes elc!c:tricos y quimic:os quii 

'1F·g<>n « l.-. me:nbran.;. plasm~.tica,provocar.do cambien• en la 

maqLtineria bioq1..timic:a de: la :::llula que ~oneran la. respuest• 

fi<:0ic·l6gic:.:> (18l. S'"' e:n,bart¡o, al ser unión, ii!S evident¡¡¡ qu¡¡ 

1;; ".nncer,tr<.c:i tn de: Ca di¡;b=: estar regulada por lo que la5 

<::~! ••! il!'· han desc:1rrol l¡¡do L.n c~mplejo siste:m.:. de prote•n•>. '41,;e 

intEraccicn?n con u! Ca para mantenerlo dentro de estrechos 

15 



Ptd!ns Ptd!ns4P Ptd!ns4, 5P 
2 DAG 

I P.,.•-----,.,....... I P2 4----- I P 3 

Figura 4.- Reaccione• de fosforilaci6nldefosforilaci6n en el 

1119tabolismo de fosfoinos{tidos • 

. Estos fosfoinosttido• estan confinados,principalmente, en l&. 

parte interna de la membrana plasm•tica. Los agonistas actuan 

esti111Ulando la hidr61i•i• de fosfatidilinositol 4,S bisfosfato 

CPIP2l, por una enzima fosfodtesterasa CPLCl, para formar 

diacilglicerol CDAGl y tnosttol l,4,5 trisfosfatoCIP~l. 

(adaptado de referencia 24l. 
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límites de concentrad ón. Estas protei nas pertenecen a 2 

gr u.ros :alla$ que estan incorporadas en las membrana5 

cel ut'C1res donde controlan el paso del Ca hacia el citoplasma o 

hacia el Exterior o hacia los.organelos¡ y bllas proteínas 

sol ubl C·S en el citoplasma o en l oz organel c.s. 

l.;is prc.teine:.s de membrana rc::gulan la concentración de ·ca 

r.Hcientement.i: ya que son transportadoras y una molt.c:ul.a 

p11c:de e~.t;ir moviendo ic.nes Ca, de un 1<1.do a otro de la 

mmmbrana,indefinidamente. Ad1=rnas, conocen diferentes 

~!~temas que regulan la concentración de Ca a nivel de las 

membranas celulares (fig.~l 

~~= protcln~s solubles estan encargadas de mediar los efectos 

inti-1:.c:elulares. Dentro de este grupo se pueden mencionar a la 

c11lmndulina Cactiva la ATPa>.o membranal y la fosforil-.sa b 

ki n<1sa l; la tropcni na C (es ti mula contrac:ci ón musc:ul a.->¡ 111. 

fm·.foJ !.pasa A-~ (degrada foi:¡folipidoi:; de membrilnill y 111. 

parvalb1'.1mina (proteína . de müsc:ulo esquelético 

pP.cFs,anfibio~ )' reptiles) de función incierta pero que &e ha 

empJ~ado pf'\r<I elucidar la interacción del Ca con las prota~noaf'. 

CH'!l. 

1'.'r.:. - Rr::C:F.PTílRES C!UE' t1CVILIZ(\N C'1 Y LA RESPUESTA BIOQUlMICA 

A LO~ POLirOSFOINOSITlDOS. 

'.19) fue de los pioneroio c:n SL.u¡¡crir que \.lit 

o·c;canhi o acel e1·ado del PI c:s una d1:: la>. respuesta;; di; l;,,;¡ 
~ 

c:~l ul n~-. Gl'" 1·eflejar. li.• tr.,.ns:.d1..1cci6n de >.eñalc:::. .,_ través d¡¡ l.;. 

17 



mcrn.br1m<1 celular y está ligado con proc:e¡¡¡os que moviliz.:.n 

18 
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J 

J 

J 
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Figure. 5.- Esquema de los sistcmac transportadores de calcio. 

Loa "cenales" de Ca en la membrana plasmática (parte superior 

del esquem<1l se abren en respuesta a lo~ can1bios de voltaje .. a 

trav6s r:!c; la mi:rnbre.na; permitiendo la entrada de iones caldo 

y di :-:.minL1yendo el gr¿,diente de concentración que pre11alece en 

ambos compartimentos, 

E'1 i ntE·rcambi<1dor· Na/C•, e::porta Ca de la cHula,d.c.:pendiendo 

en parte en el gradiente de Na y debido a que genera un 

imbalance el~ctricc <~Na/Cal,el intercambiado[ ~s potenciado 

por Rl gradient~ de voltaje a través de la membrana. La ATPas~ 

dr. C~. bombe<• c.'l.1 ;:i;:, hi'.ciD. el e:<tGrior uti li;:.ando la energi.a. 

derivad~ de la hidrolisis del ATP en ADP y Pi. 

LR mPmbrena dal reticulo sLrcopl6smicc Cparte central del 

P~quemal, liber~ Ca ~l citosol a travós de "canales" similares 

a lnm de la membrana pla~rnática,modiados por el gradiente de 

<:C'ncentrac:i On. F.:dste L1na ATF'a~a da Ca que bombe.r. el i6n ha.ci• 

el interior del reticL1lo. Recientemente se ha descrito el 

papQl del <l,4 1 5lIP3 en la liberación de Ca por el r&ticulo • 

· tri!.v~s d.e vn r·ec:eptcr Cproteinil Gl. 

La salida de Ca a través de i .. membran• interna de l• 

mi to!:'nr.dria <parle inferior del esquema) se efectu• por medio 

de L'n i ntercambi ador Na/Ca, conducido por 1 es fijr•dient&w 

cirur:>~-.tor·. de Na ~· Ca. La r.1itocondria acepta Ca pcr medio de un 

uniportsdor que permite la entrada de iones Ca pc~itivo~ hacia 

el intPrior negati~o d~l organalo. El tercer tranGpcrtadcr 

acr.?pta lemes Pi que n:accionan i:on el Ciii en liii matri;:. 

mitr:>".'onciri;;_1 pt1ra -!'orr.oai- hidro:<iapatita y de esta manera,fijar 

·~ .. 



r.;;. (?.di\pt•1d~1 tic: 18 )' 25). 
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C.•n~l rlr.! C.:1 I11tcn:ambi.:1dor ATl"'a1"a de C.:i 

~------1 -------------r.t·l::-=:1---------·-·----------t···r--'------
_:: ________________ =-~:=- ---·-- --~~~~:-------------~~. ··- ___ .::~=--
- ATP---·• ADP + Pi 

Unipor'Lt;dcr Intt::n·cambi adcr Si i>tiama 
Na/Ce. F''"r mea.tlcr 

Tnt.l;!ri 01.. · de Pi · 

~:~:~::::::::::~~:~:::::t::~~~::::ri:::::::~J::::~:: 
+ 

Esp<lt:i o Ir1tt!rmembran.:il 
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ciilcio. En e::pcrimontos rccicmtcs tic ha µodido dE·te1-mina.r la 

corn:r:ntr;:,c;i 6n citopl.ismic<1 do C<i. en células no .::sti1uula.ua.s.; 

nst.a c:rmcentr;;ción i:sta en el rango 0.1-0.2 uM <:::0-22l, .la 

c:t•<J.l. e¡; 11 Grc.l.:.nci; de magnitud inferior a la c:c.riccn'~i-.i.c:it.n 

r::i.rc:ul.nnte (c:,é\, rr.Ml. 1':\l . estimular a l;:;. c:élul'-, l~, 

ccH1r.:C'nt1-c-.ción di:;,lcc.la.ulc dt: Ca v,:,1":!.;::. crili-i:: 1-10 utl Uig.6l. La 

t'lttrnccl lll <'r. En J.c:s. último~ ~.í'.'o:: cu h.:. a.c:ur.;ulado ,;;videncia 

r.';pr::ri.rr,1mt;,l qLw indic.'1. que el ret:í.c:L1lo cndopl6.s.mico ¡;s la 

prlnclp~l fuente de Ca que es libcr~do al cito~ol bajo un 

rsi:imulo (23). Sin ¡¡mbc,i-go, LUI"- ~.1t .. conc:cnl1·aciér, do Ca en e:l 

dtopl.ism.O\ r.>s tó::icc C17l, por lo que el flujo tle Ca 1.:s 

tr.~11::1torio y los nivelo~ ''nor·1ualo~ 11 

cuando ln célula utiliza v¡¡.ri~s 

l"f'IJ•.lle.dores (fig.5l. 

fil utill::~1- otr·os c.:nfoqL1us, !;e:: l1a podicla dcmostr·.:.r 4~ti ha•t 

una e!ltri eta c:orrel ación ontrlli 1.:, o5:<timul t11:.i ón honrional, l '­

dcgrnd~ci On de PPI y la movili;aci6n de Ca intr&c:clular 

CTnbl1.1s T y II) (23); el mism::. rc:sult.:i.do se olltill'nl.l: cu;mdo liol:l 

er.>pl.rcN1 cH1..1l<1~. perm•~c.bilii:adn:, !>omctid••Z ~. la .:.cciGn hor·n1onal 

o n l.<1 inyección tlt! s!2gllndci:; mcns<.jc::i-os (T.¡,IJla Illl, o 1:.uw.ndo 

"<? r.mpl~.,n mici-o!lom.:,s c1::pucsto~ " 1L1 o.cc:ión dl.1! 1,11,5 IF'::i C21\l. 

Por ntro lAdc, la premoncia de C~G bctiva la protclna kinaaa C 

:1 niw'l clo m~imbr.M•il· pl.:1»mátic<1 y .:.mplific:.¡, i.:l c:fcc:to uc 1,·1,::i 

lP3 Cfi 1J. 7l C::!5l. 

r.cin ba~n en una o;¡1 .. ~11·1 i.:.cnlick.cl de: u.:..t¡:¡:; u::pc1·imcnti:\l-"'" ;;¡¡: h.¡,, 

podido entcblccur un rncdulu quo ex~lic:a, ccn ~r~n cl~talle, 

r:omr1 ~.\.! lr·lnsmit"E.\ l;:; ~)r:?i"c:tl ho:'""mOni.\l }' lt.i:.:. ll·1e:;·-.¡:,.:.\jtu-ot;¡ que t.~ 
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1'1gcni.¡Aa de Ca 

(Cal mxt ~ lmM 1 
~~:~~~~f ::------·-·--·-···-·---·----]-:::::::~]---------·------·-·--·--
-----------~·--·--·----· ··---·----·-----------·-··· 
<Call~O.l L~1 (Ca)in 1-10 uM . 

r¡vi; 

1 
~aM-Ca 

C•M l 
Ple AC. t.i V AS 

1 
Foc-f or· i l ~~ci ón/ 
clcfo~forilación de protulnas 

l 

rr~co&on fisi.ológi.coo dmpenclicntcs de Co. ~n c'lula~ animalc.5. 

En oatado d~ reposo la concentración citopl4umica de Ca ~n la 

c:i<I l•l .~ er. de O. 1-0. 2 uM y bajo estimulac.ión aum1mta a 1-·10 uM 

y se una a calmodulina <CaMI u olrac proteinas. El c.o~pl~jQ 

1Jr:t.i Vi cfr.>dC!S de algunas en~im~a y proceso~ fisiclógic::os. 

f.\urrnt¡o, la re!aj.::ci(111, el Ca interno di~minuye a v•Alo1"eb 

ac::tivid.;.d¡¡c 

cn7lmáttcns y los prOCHE05 cmlul~r~~ (adaptado ~e 23). 
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T.~PLA T. - m::ct:.PTOr.:E"S f\COPLADOS l\L RECf',MBIO l!:STIMULADO Di:: 

POLJFOS!""OlNOSlT!D:JS. 

E'.!:,t i n:•.1.l o (n;:c¡¡,p'l:or) 

Mcwi 1 i ::<1c:i Gn tic.• C,> 

NE<Alfa-1 mdrenórgicol 

Hi ~t.':tmi n.?. <H-11 
Sr·rotonina (5-HT21 

Pr.ipti d•kgl.cos 

V11r.op1-ic!'.i.n.:, (V-·U 
Angi otimsi n.o, Il 
lkr.cli l~inin<1 

SL1r.t anc i a F' 
l"-m~ti.oni 1-1cuc:i1-f eni 1. al ~ni ne. 
T1-ciin!li n.:•. 
Pf\I" 

Otras 

m.ucm;a 
Llt:: 
Fléctrico (nicc:•ti.r1icol 
ATP (pllrinf.·rgic:ol 

Tejido blanco 

maoculo limc,corcbro, 
páru::r u;;.!:i, pa1· óti d<is 
m6sculo liso,h~p~tccito¡;¡, 
.:-tlipoc:ito::; c~H:i:; 

ccrobr o,c~lulas c:romafincs 
gl6ndulaD •aliv~les Mo&ca, 
corebro,plaquota~ 

m(15¡;:~.\lo l i ;¡,o, hcip;;;.-~oc:i to¡:. 
" 11 u 

n1:<uroblaslom.:1.-9l iom.::. 
NG 10S--15 
w~sculo li~o, parótida 
ncutrGfilos,lcuco¡;:itow 
pl ~1quot.as 

11 

i~lotc!:l pancri.~t.ico¡;¡ 

f otur-1· eccp ter"'" 
m~sculo csqu~lGtic:o 
h~patocito1> 

Datos obt.cnidos de:! la ro·Foroncia 23 



Tt'\f!1. A I !. - t':FECTOS DEL IMOS ITOL <1, '1 , 5 l P3 C'1L SER· 

!NYCCTADO EN CELULns. 

-----·---··------·-------------.... -.:......:~~~_:.;_ __ ~_ ....... ___ . _____ _:_ ... _ ............ . 
Tejido 

Limulur. 

Eri :m de; rn.:<r (coc:~ to:.l 

Ef"1t:tü 

fototr anf.;dut:t:i 611, 
movilización e!.:: C<> 

mmiul .:.c:i ón de la. ¡-¡:;¡;.¡:.uest<l 
u. l ó\ luz 

11 

netos obt~nidUU de la rcf~runciA 24 



rnm .. r. I ll ' - r'.FCCTO r.EL INOS !TOL ( 1 • 'I, 5) P3 EN Cl:L.ULAG 

F'CRI l!::()B I Ll ZAD1=1S. 

Te ji rlo Efec:tc 

·. mcvili::~c:ión dt'! Co,lc:io 

M9adc ti 

5 m<ul inoma ti. ,,. 

nnutr 0-1' i 1 Cl!:. ti 

pi tlli ta.-i ;;, ti 

m~c:r M' ;._g0!1· ti " 
p1;.ratiroid~s ti ti 

ti " 

" ti 

ma&culo egquol6ticc 11 

Dilltoi:, obtenidos de le r·e-ferenc:i~ 2:5 
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AGONISTA 

J 
RECEPTOR 

! 
CICLO PIF'2 

MG~ ~lí-'3 
/ 

11cvili;:~t:i6n tic Cü. 

1 
(.'11:;tiv.:\c:ión de: PI( dc.pt.lndian'l:.li 

"7'1-C• 
Fos-fo1· i l ac:i ón de 

Activac:ión de PK C 

~ 
Prole!"º''"' 

1 

Fi1Juro 7.- F.'.squoma que. muostró\ la intcrw.c:c:i6n s;inei-gL¡¡l:ica 

r¡1•f! m:•.1rre E?ntre 1 as vLos nu~ti:ból ici;¡;¡ que fo~-r or i l .:.11 p1·olcinaG 

~ctivo.r calmndulino<CaMl por Lln incrcmi=nto El) 

Dctivacf~n dP proteína kinD&~ C{w.doptado de 24 y 2~l. 
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qlle m1JdHic:an ol 

V. - R!:SULTADOS ClUE SUSTENH'i!~ ESTA TESIS 

nPaumen dn rcault~doo raforonci¿\ 26 

nr.or:ll!<do~ ,, l<i movili::¿"•.:ión de C.:1 y ¡¡,l rtl!c:aa.bic de. r-·I. Como 

rnsultado da e~ta intmr~cción Le l1an dc.Lcrilo un n~m~ro de 

Qf~cto& fisiológico~, incluida la conl:.rLcc.i6n en mQsculo liso 

v<>i:.c:ulD.r (aort.-l, 11:odié:,d<1 por 1·c.c.ll:ptcros:. Alfa-1 adre:nt:q¡icosa 

<27), o v<1r;opresina (28). Otr-c de loi:. u.9uniota1> que estimula 

] .~ r:t:lnl:rnr.ci.(in must:ulai· c~. la hi~.t<iminu y s.u o{oc:to o::. .ui.di.:;.do 

citoplA~mlcos dn Ca <29). 

F.I. r.ot1rROMR SI LOS RECEPTor:r.::s H-1,1\DEM~.s DE 110\'IL..IZAR CD., 

t::~Trl!ll ASOC':IADOS A'- R!:.:CAMB!O DE PI ES HtPOHTAlffE PARA APOYAí~ t::L. 

F.FF'CTO F'T t:'Ot10 t.ll~ MEC()NISMO GEl·tERlil... DE SE:iif\LIZACION FAl~A 

<111mentr. 1.-;. ir.corpon.1e:ión do 32 P Pi .;11. PI dopt.lntlit:ndo du la 

1.•n rr.á::imo de e;·fc¡;;l:.c con l.lít"-

:e 



. ESTA r\"rs r-m ~fBE 
SU Gt 1A iiiUOJia 

c:or1c:c:-nt.r;.1d (,n de hi.<z.ti.\1oini.\ de:: 10 t1M (fig.1 26). El "-YCJni.:;t.u. 

29 
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Ayor.ii!::.ta 

C::trRt:elular 1 Ca 
---~-----·-··-··-----·-·----------·-1~~~:~~~~l--·-----·-;L--·-··--··---·-

--;~=-;~~=;~~;-·--··----- ;.~f------ -----,-;6;--n·~-;~-

j ~~ AW 
. . I 

AA 

C;:. j 
/ 

tcc,.i i _... 

--..... 
Inos.ilal -------- COP-DAG 

de· lor: niveles do <Cali a pa1·tir de ·fuei11tes inlra "I 



I rr.nrc:njc· el~ PI, mi.cmtras qu~ la impr·on.i;Jin~' 

2_,.~ctivador de la Adrmilato Cic:L.\t:C-l no prod;,.1c;o ningún cambio 

1:-n C?l rc•c:¿.rnbi.o do Pr, r.~1n a alta~ conc:ont1·a.ci.:.n¡¡,,., Po;- ol1-ci 

L•,do, r:l usr_, de <>.nt.:>.goni stao scil 1:.c ti vo!l <H- 1 o H- :;:¡ úa11;1.11:i'í>t1 -. 

fJlJ.P 1..~ "':tim•.tl< .. r:ión dc:·bida ~1 hi!:<tD.mina (.:;,, t; .. ¿¡,vi::u clcl 1·e:c:opto1· 

11-·1 l e!'- blc·q1.10•11fo. por 1111~pir~mina y pi1·i l.:,mina t'ln una respuo¡¡¡,ta 

la do¡,,iq mie:ntras que l~ c:iro-.i::lidina 

(antél1Jonish. H-2) li<:ne un efecto parcial (i11liib.:; 50 Y.l a una 

cDn~~ntr~cl6n dm 100 uM (fig.2,26), 

R~sum~n da resultados r~fmrcncia 30 

r:id ~to en l.'l 1.i.l:tH"ntw·ll c:vid¿nc:.i~ e:1¡.ic:rimi.:-¡¡t;.i,l eiuc: t>1 .. u¡¡ii;;1·1;; lü. 

pr~n~nc:ia de variedad~& d~ rcc:cptoruo dentro da lo~ ~u~Lipos 

~·.; e;;t¡¡,lllc1c:irlos. El. t:nfoquie util.L:o.uo po..-.:1 •h::mot.L1·ar c¡¡¡t,;i 

hi::t.orCJt:¡Pncd :l<:1rl :,r,; basa en l ~' n::::o¡JL10.:;t~ d~ lo~ d~ftwunt¡¡¡¡'; 

tcjidn~ n a9ont~s f&rmncol6~ica5 qug mimetizan en mayor o 

mcmcw gnv.lri a la:. .:1gonistas nc>turalos. 

D!'.'.M!1$TRf'IR o.urr E>'.ISTEM VP.RICD!\DCS DE f";ECEf'TClr-\ES ENTRE LOU 

SU!'.<T!l"'ClS IMF'LJCt'\ ::!UE LA REGULl\C!ON HOf":MONAL DEL ME.TAl:IOLlSMO 

Fr,T(.\ su.rnTA A MODULtiCIOl~ES lfüY FW1':\S QUE SE DEf:Cl~ TOMAR El·i 

CIJ!':NTt'\ Pr-.l'Ui E:NTEMDER LAS FUNCIONES CELULARES. En est..a o¡¡e;:c:ión 

pr c·~-.s.·nh• 1·;;:s1.'.l tDclm; c¡ue ap.ciy•:m l c. pn::.pci~i c:.i !!in ar.t¡¡,r ior, 

~~pl0~ndo como modcloE ct~ o¿luciio hcputo~it~s du r~ta y .aorL~ 

c.\~t"f::?. i::-~:i F){ ~ LI~?. cei~-re:l .::,1.:i 6n. cnlr e la pi··;,:~(,;;n\:.i ¡;, da lu~ 

ttQc1ni".'"i:,,~· .;;dr ·.:.::-·.i'.'rc.Jit.'.(;H clA!:.i.:.:o~ <c·t:it1~·frintJ., ¡,cru'"'irai;::frinA, 

3! 



{rmi lofrin.:1l ); 1<:1. Cl!:.tS.r11ul.:1c:ión en e.l mnrcajc ·e.Jo::; ·p¡- (fig.1,30); 

!"'.in r.mb.:11-go, cuE.ncio lo~ ·t~Ji a6s so 1>oi11c:t.C!n a 1a .:.c:c:ión de 

c1ln:.!:. ngoni~lar.; ;in c:ibsi.:t·va qL1c hi.l~' E·fc:cto total <cm ¡we:i;cmc:i.:. 

de: m1:1lrn:ami no:\) o p¡¡.rc:i.:.l (cm pr.e¡;cmi:ia cJe c:it .. i:\2.olina o ele 

f'~qwr1mr.nto si~t1icr.tm dccplaz;,-.c~ic:r.to dol c:-fc:clo ue cpinc:f1-ina 

( ~; l' .. ~'::-.o) • 

in~~-~r.c1~n entra el. ~~onicla y el re:ccplor, p~ro no h~y ~n 

c:;l rt!r.r.¡it.o\"' Alfü-·1. ~'dn:·r,frgico )' loz .:1i,;¡c.mist~.s: Cmidie:ndo "'l 

obt:rmi dos E;Jn hu¡rnl:oci lo!l o <:1or La <T4'1bl a 1, 30) apoyancJo l 01:;; 

y la raronr.in d~ afecto dQl TPA en ~~~c~lo lico (fig.:,30l. 

VI.-· ClSCUSIQI~ G~NEf\,"iL 

32 



s~ h<1 rkmo;-.t1· e.dc-; con. ¡,¡ l!mp lc:o do .:.gc;ni ~Le.~ )' . .:.nt:::.gollis.ta.s· 'nic:.s 

o n.rn10~ sel activos !-1.L'ª; p¡;:rnoi:Ll:n :::u .C:~r~~éfdi'~::a2i ón 

f ~rrn~c r. 1 6~ i. -..x · y b~f qú~.~l~"~.·-.,~si;{<s·~·· ,t i.¿'~f ::iH:i?\f ~:i:}\~~2'.e~tor ~~ · 
r'\l f ,;,-1 <1dn:mérgic:of,'V~~p;c\·~17~p1•ciEi n.:i) ;' 5HT2'<<~crotoninc.l, : 1+01 

<hi ~-;lt1r.1i. nµ) c5;tnn. . ~,¿:6¿i ádo~ 11.i l ll'• >Z~ct1.1f;~?f;N~~;~i~·;~'.~ > ) Ca 

i ntt·2r.u! •.tl m· y · ~6mC);~~;.,¿ecLic11c~~ · n;c;di'1·iL!~~t~·1~~['. .. ·;~~¡;1~osta"i s 

c,..1, •. 1 <'t.: c:or.t1'.olc:2r~r,· ífo-1 1aút;cu1.0;1 i~,a;i:,:ifüWUu1g-..ikc;;tc. aur..unto 

ele c.~, )' ¡¡•r;:,r¡ml:P.mi?ntF:· como. 0.CJGnto c.=.ü~Ú, ht.1y un inc:.1-¡;füer1L1.1 
,·, .• ' ._ • · .• '· ·, ' ! 

. . ,' , "• 

en 1 r cf·~~r.;1· c·~1.:-.c:-Í Ór:'I .:)' . .. resít~t~~-~.~ ·_de --f~5folipidc,~ dt:! Ciicmtu-¡).n~ quQ 

cont:innrm ~nn'~:dtol-·P. Sin embilt·go, en r.z·¡:;crti::¡;, n::cier.t,;¡;¡¡; <3ll 

"rC?~.i ~tr.~1lt.·~:" 

de F'I cm c:ont=:icionc:to 

•:r,·cum;t.1-0 r!n 1 o;; c.omµl e jos li gando-n:;c;optor 'I Lm;;, d¡ ¡;¡i;,inuc:i ón 

!'?Xponer ,;. la ~•l•pr-:1-fic:ie c:e.'lular y s:.on nue:vC1mc1-.tí:l <lt:tivadc¡;, por 

r:ti VE;~. 02t!o qL1e nu¡¡:otroo e:<perim1mlos:. salo demu¡,¡¡iiitran . ltilO 

lo;; 
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tJr: forbOl) clCC111 te~tr.;. C¡UO ii:...pr:olcí.na kin.:.c.:. C 
- . ") ~' . - '. ' 

r->í) la·fo!:'Foritac:.ión><;33Í. ~in .cmb.:irgo, cm el 

· (c:ólulu.~ ele.·· l ÍióO 

~!na~a ~I ne s~·~Eludi.:. la po~ibilidacl de un.:1 dcfosforiloci~n 

de lon r~ccptor~s y su,probabl~, poctcrior cstimul.:.ción. 

l :. cviclcncia c;::pcrirwntal or. 
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H 1-HISTAMINERGIC ACTIVATION STIMULATES PHOSPHATID\'LINOSITOL LABELING IN 
RABBIT AORTA 

RAFAEL VILLALOBOS·MOLINA 'and J. ADOLFO GARCÍA·SÁINZ • 
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R. VILLALOBOS-MOLINA and J.A. GARciA-SÁINZ, Hrhlstaminergic activatian stimulates phosphatidy/inositol 
/abtling in rabbit aorta, European J. Pharmacol. 90 (1983) 457-459. 

Histamlne and 2-(2-aminoethyl)-thiazole induced dose-dcpendent incrcascs in the labeling of phosphatidylinosilol 
in rabbit aorta whereas impromidine was without eflect. The dlect ol histamine was inhibilcd by antihistamlnes with 
the following order of polency: mepyramine > pyrilamine > cimetidine. The data indica le that H1-histaminergic 
activation stimulates phosphatidylinositol labeling in rabbit aorta and suggest the involvement of a calcium-signaling 
proceu in the action of H1-histaminergic receplors. 

Histamine H1-agonists Pl·labeling Aorta 

1. lntroductlon 

Activation of rec:eptors whose actions involve 
calcium is usually associated with turnover of 
phosphatidylinositol (PI). The turnover of this 
phospholipid_¡seems lo be involved in the calcium­
signaling mec:hanism although its role is still far 
fromclear(Michell, 197S; Michell and Kirk, 1981). 

In aorta, activation of V1·vasopressin receptors 
(Takhar and Kirk, 1981) or a 1·adrenoceptors (Vil­
lalobos·Molina el al., 1982) stimulates phosphati­
dylinositol labeling with (JZP)Pi and produces con­
traction (Villalobos·Molina et al., 1982). lt has 
also been shown that a1-adrcnergic activation 
stimulates calcium Ouxes in isolated aorta 
(Godfraind and Miller, 1982). In aorta, stimula­
tion of H 1-histaminergic receptors elicits smooth 
muscle contraction whereas activation of H2-

histaminergic receptors relaxes smooth muscle 
(Holl and Mokler, 1982). H1-histaminergic recep­
tors seem to be associated with the calcium·sig­
naling mec:hanism whereas H 2-histaminergic re-

• To whom ali conupondcnce ahould be addresacd. 
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ceptors seem to be coupled lo 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· 
dylinositol labeling and if so, to characterizc the 
receptor involved. 

2. Material• and methodl 

Histamine and pyrilamine were obtained from 
Sigma Chemical Co. Cimetidine, impromidinc, 2· 
(2·aminoethyl)-thiazole and mepyraminc were 
generous gifts from Smith Kline and French. 
[l2 P)Pi as orthophosphoric acid (carrier free) was 
obtained from New England Nuclear. 

Thé detailed proccdure lo study phosphati· 
dylinositol labeling in rabbit aorta has been re· 
ported previously (Villalobos·Molina et al., 1982). 
In brief, rings of aorta were incubated al 37ºC for 
60 min in 1 mi of Krebs·Ringer tris buffer contain· 
ing 10 ¡&Ci of (32 P)Pi. Lipids were extracted with 
chloroform/methanol (2: 1) and phospholipids 
separated by thin·layer chromatography. lncorpo­
ration or label into phospholipids was determined 
in silica gel scrapings. 
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3. Results 

The basal incorporation of [32 P)Pi inlo. the dif­
ferenl phospholipids was similar lo that reported 
previously (Villalobos-Molina el al., 1982). In­
corporalion inlo phosphatidylinositol was 1548 ± 
9,4 cpm/10 mg aorta wel weighl (mean ±S.E.M. 
of 7 delerminations in duplicale). 

The effect of hislamine, 2-(2-aminoethyl) thia­
zole and impromidine on phosphatidylinositol 
labelin¡ is presented in fig. l. Histamine and 2-(2 
aminoelhyl) lhiawle increased the labeling or 
phosphatidylinositol dose-dependently. Hislamine 
was slightly more polen! that 2-(2-anúnoethyl) 
thiazole (EC50 for histanúne • 10-6 M and EC50 
for 2-(2-aminoethyl) thiawle • 3 X 10-6 M). How­
ever, bolh agents were equally effective. lmprom­
idine was withoul any effecl on lhis parameter up 
to 10-4 M. 

The action of histamine (10- 6 M) on phos· 
phatidylinositol labeling was antagonized dose-de· 
pendently by mepyramine, pyrilamine and 
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cimelidine. Mepyramine was more polen! lhal 
pyrilamine and much more polen! Iban cimelidine. 
This lauer agenl only partially inhibited lhe effecl 
of hislamine at a concentration as high as 10-• M. 
The anlihislamines themselves, i.e. in the absence 
of hislamine were without effecl on phosphati­
dylinosilol labeling al .the concenlralions lesled 
00-9.10-• M). 

4. Dlscusslon 

The availabilily of seleclive histaminergic 
agonisls and antagonisls allows the classification 
of effects as mediated through H1• or H 2-

histaminergic receptors. 2-(2-Aminoelhyl)-thiazole 
(agonist), mepyramine and pyrilamine (antagon­
isls) are selective agents for H1-histanúnergic re­
ceptors. lmpromidine is an extremely polent and 
selective H 2-agonist whereas cimetidine is a classic 
H 2·antagonist (Schwartz et al., 1981). Therefore, 
based on the selectivity of lhe agenls, our data 
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Fi .. l. Elfec:I of hi111mincr¡ic 11oni111 ond on111oni111 on pboophllidylinosl1ol l1bclin1 in robbil 1or11. Lt/1 pon1/: rinp ol aorl1 wcre 
in<uhlted in 1he praence ol dillcrenl concentroliom of hi111mino 2-(2·1minoe1hyl)-lhiuole or lmpromidino. Rl1A1 pantl: rinp ol 
10r11 were incuhllod with hi111mine 10-• M ond dillerent ton<Cntrotion1 ol mepyromine, cimelldine or pyriWnine. The meon1 wrre 
plollod ond vertical linos repment 1he S.E.M. of 5·7 dr1ermin11ions in duplicate. 
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clearly show that the PI effect induced by hista· 
mine is due to activation of H1-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 or phosphatidylinositol in the stimulus-con· 
traction process is unknown, the data suggest that 
calcium is probably involved in the action or these 
agents (vasopressin, epinephrine, histamine and 
serotonin). Furthermore both effects (contraction 
and PI labeling) are associated to specific receptor 
subtypes (V1, a1, H 1 and SHT2 respectively) pro­
viding further support Cor the curren! idea tbat 
receptor subtypes may be associated to different 
mechanisms of signa! transduction. 
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DIFFERENTIAL EFFECTS OF ADRENERGIC AGONISTS AND PHORBOL ESTERS ON THE 
a 1·ADRENOCEPTORS OF HEPATOC\'TES AND AORTA 
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J.A. GARCÍA-SÁINZ, R. VILLALOBOS-MOLINA, S. CORVERA, J. HUERTA·BAHENA, G. TSUJIMOTO and 
8.8. HOFFMAN, Dl//erenrial effects o/ adrenergic agonlsts and phorbol tsters on the a,.adrenoctptors o/ lreparacytes and 
aorta, Eu1opcan J. Pharmacol. 112 (1985) 393-397. · 

Epinephrine, norepinephrine and phenylcphrine stimulate phosphatidylinositol labeling with 132 P)Pi in both rat 
hcpatocytes and rabbit aorta. Mcthoxamine was a ful! agonist for this cflect in rabbit aorta whereas cirazoline and 
oxymetazoline were partía! agonists. In contras!, thesc three agenls (methoxaminc, cirazolinc and oxymetazoline) wcre 
unable to stimulate phosphatidylinositol labeling in rat hepalocytes. Furthermorc, cirazoline and oxymetazoline wcre 
able to displace the dose-response curve to epincphrine in rat hepatocytcs, i.e., they behaved as antagonists. Binding 
competition curves ol these agcnts with labeled adrcnergic ligands indicate that the allinity ol a1-adrenergic receptors 
in thcse two tissues (aorta and liver) lor the diffcrcnl agents tcsted was very similar. In addition it was obscrvcd that 
phorbol myrislale·acetale inhibitcd in a dose-dcpendent lashion thc cpincphrinc-mediated stimulation ol phosphati· 
dylinositol labeling in hepatocytcs but was withoul ellect on the action ol the amine in aorta. Our data suggest that 
stcreochcmical dirrerences ror o1-adrcncrgie activation in liver and aorta may cxist and indicate that the ability ol 
phorbol csters lo inhibit o1·adrcnergic elfects is nol universal. 

a1-Adrenoceptors Phorbol esters Hepatocytes 

l. lntroductlon 

a-Adrenergic receptors have been divided into 
two subtypes, i.c. ªt and a 2, on thc basis of their 
affinity for agonisl and antagonists and their 
mechanisms of signal transduction (Berthelsen and 
Pellinger, 1977; Fain and Garcla·Sáinz, 1980). 
However, there are sorne dala suggesting 1ha1 dif­
ferences might exist among adrenoceplors of lhe 
same sublype (langer and Shepperson, 1982). The 
aim of the present work was to compare lwo 
model systems, ral hepa1ocy1es and rabbil aorta, 
whose a1-adrenoceptors have been characlerized 

• To whom all corrcspondcnce should he addresscd. 
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Aorta 

pharmacologically (Hofíman et al., 1980; Tolbert 
et al., 1980; Docherty et al., 1981; Hoffman et al., 
1981). In both models a1-adrenergic activation 
produces marked increases in the labeling of phos· 
phatidylinositol (Tolbert el al., 1980; Villalobos· 
Molina et al., 1982). Thc study of the same effect 
in tissues as differenl as the liver and the aorta 
allows a much simpler comparison of potencies 
and activities of adrenergic agents. We have re· 
cenlly described the ability of phorbol esters to 
inhibit «t·adrenergic effects in hepatocytes 
(Corvera and Garcla-Sáinz, 1984). In the experi· 
ments dcscribed here the effect of the active 
phorbol ester, phorbol 12-myristate 13 ace1a1e 
(TPA) on lhe a1·adrenergic-mediated stimulation 
of phosphatidylinositol labeling was compared in 
both tissues. 
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2. Malcrials a11d mclhods 

1-Epincphrine, 1-norcpinephrine, 1-phenyl­
cphrine and phorbol 12-myrislale 13-acetale were 
obtained from Sigma Chemical, Co. Mélhoxamine, 
oxymetazoline and cirazolinc were gcnerous gifts 
from Burroughs Wellcome, Merck and L.E.R. 
Synthélabo respec1ively. (32 P]Pi (carricr·free) and 
( 3 H(prazosin were ob1aincd from New England 
Nuclear. ( 1251) was obtained as carricr-free Na( 125 1) 
from Amersham. BE 2254 was a gcncrous gift 
from Drs. Flasch and Armah (Bciersdorf Lid., 
FRG). 

The melhodology for s1udying phospbali· 
dylinositol labeling in bolh tissues has been de­
scribed in detail elsewhere (Tolbert el al., 1980; 
Villalobos-Molina et al., 1982). In brief, isola1cd 
rat hepatocytes or rings of rabbit aorta were in­
cuba1ed for 60 min in medium conlaining JO 
¡¡Ci¡ml of 132 P)Pi. At the end of the incubation 
lipids wcre extrac1ed and phospholipids separated 
by 1hin·layer chromalography (Garcla-Sáinz and 
Fain, 1980). 

Direct measurement of a·adrenoceptors and 
de1ermination of the polency or a-adrcnergic drugs 
for inhibiting the binding of selective radioaccive 
ligands was performed as described previously 
(Hoffman et al., 1981; Tsujimo10 et al., 1984). In 
brief, rat liver membranes were prcpared by 1he 
melhod of Neville (1968) and assays for binding 
wcrc done in a total volume of 1 mi at a con­
centration of ., 1 nM ( 3H)prazosin. The incuba­
tion was for 30 min at 25ºC by which lime binding 
was at equilibrium. lncuba1ions were termina1ed 
by a vacuum fillration proccdure with a 20 mi 
wash wilh ice-cold buffer. 

For the studies of a1-adrenoceptors of rabbit 
aorta a particulate fraction of lhe tissue was pre­
pared by homogenization, centrifugation and re­
suspension wi1h assay buffer (Tsujimoto et al., 
1984). (125 l)BE 2254 was prepared by the niethod 
of Engel and Hoyer (1981). Assays for (125 l(BE 
2254 (150-200 pM) were done in a total volume of 
150 ¡¡I ata prolein concentralion of 1-2.5 mg/ml; 
the incubation was for IS min at 37ºC. lncuba­
tions were terminated by vacuum filtration wilh a 
20 mi wash wi1h buffer at room temperature. The 
K 0 s of competing drugs were calculated by the 

me1hod of Chcng and Prusoff (1973). The EC50 of 
cach competilor was determined by a besl fil of 
lhe four-paramcter logistic equation (De Lean el 
al., 1978) using an HP-85 compuler. 

3. Results 

As shown previously (Tolbert et al., 1980; ·Vil· 
lalobos-Molina et al., 1982) epinephrine, norepi· 
nephrine and phenylephrine stimulated in a dose­
dependcnt fashion the labeling of phosphati· 
dylinositol in hepalocytes and aorta (fig. 1). Epi· 
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Fig. l. Ellcct ol adrenerglc agonists on the labcling of phos· 
phatidylinositol in liver cells and aorta. Livcr cells (panels A 
and 8) or rings oJ aorta (panel• C and D) wcrc incubated in lhe 
presence or dirreren1 concenlrations of epinephrine (fillcd 
cin:les. pancls A and C), norepincphrine (open circtes, panels A 
and C), phcnylcphrinc (lilled squ1res, panels A and C), 
mc:lhoxamine (open lriangles, panc:l1 8 and 0), cirazoline (open 
squarcs, p•ncls B and O) or o•ymctazolinc (fillcd trianglcs. 
panels B and 0). The mc:ans wc:re plouc:d and ver1ical lines 
rcprescnt the S.E.M. oJ 3·6 diflerent prepara1ions. 
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nephrine was more potent tha~ norepinephrine .in 
both tissues and phenylcphnne was a parttal 
agonist Cor the effect (fig. 1). 

lnterestingly, methoxamine was a potent full 
agonist in aorta whereas it did not stimulate phos­
phatidylinositol labeling in hcpatocytes (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 oxymetazolinc) ac­
tually interacted with the o1-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 dese-re­
sponse curve to epinephrine. On the contrary, 
cirazoline (K; "' 3 x 10-6 M) and specially 
oxymetazoline (K;"' 10- 7 M) clearly displaced to 
the right the dose-response curve to epinephrine in 
liver cells. The data indicate that these agents 
interact with the a 1·adrenoceptors of liver ce lis but 
are unable to activate them. 

The K0 s Cor epinephrine, methoxamine and 
cirazoline were determined using radioligand bind· 
ing techniques in membranes from rat liver and 
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Fig. 2. Erfec:l or cirazolinc, meahouminc or oxyme1azolinc on 
lhc 1timula1ion ol phosphalidylinositol labclins induccd by 
cpinephrinc in liver cells. Livcr cclls wcrc incubatcd in thc 
prcsence or dif(crcnl concentra1ions of cpincphrinc alonc (fillcd 
circles), or wi1h 10-• M (lilled trianst") or 10-• M (open 
"luares) ol the lollowins asents: cirazoline (panel A), 
mcthullamine (panel 8) or oxymclazolinc (panel C). The mean& 
were plotted and verlical lines represen• the S.E.M. oí 6 
dctcrminations. 
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TABLE 1 

AHinity of a1·adrcncx:ep1ors of livcr and aorta íor :ldrcncrgic 
agonists. 

(A) Rat livcr(( 3 H]prazosin) 

Epincphrinc 
Mcthoxamine 
Cirazoline 

(8) Rahbil aorta <l"'IJBE 2254) 

Epinephrine 
Mcthoumine 
Ciratoline 

• Mcans ±S. E.M.; n • 3. 

K,,(µM)' 

2.3± 0.9 
130 ±40 

1.0± 0.5 

K,,(M) 

2.7± 0.3 
83 ±17 
0.8± 0.2 

rabbit aorta. No significant difference was ob­
served in the affinities of these agents Cor the 
o1-adrcnoccptors of both tissues (table 1 ). 

An additional difference betwecn the two tis­
sues was observed. In agreement with our previous 
findings (Corvera and García·Sainz, 1984) it was 
observed that TPA inhibited in a dosc-dependent 
fashion the o1-adrenergic-medialed slimulation of 
phosphatidylinositol labeling in isolated hcpato­
cyles (fig. 3). In contrast, the phorbol ester had no 
effect on the action of epincphrine on phosphati­
dylinositol labeling in aorta (fig. 3). 
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Fis. 3. Ellec1 oí phorhol 12·myrisiate 13·ace••te tTPAI on 1he 
'stimulation of phosphatidylino!iitol labeling due 10 a1-adren· 
ergic aclivation. Livcr cells or rings of aorla wert incuhated in 
1hc presence of 10- ~ M epinephrine alone (s4uurc11) or wilh 
differenl conccntrations of Tl>A. Thc mcans wue plollcd and 
vcrlical lines represcnt thc S.E.M. of 3.4 diHerent prcparations. 



., 
¡ 

1 
1 

396 

4. Dlscussion 

The affinity oí a 1-adrcnergic receptors or ral 
hepalocytes and rabbit aorta far lhe selec1ive a­
adrenergic agonists tested (epinephrine, meth· 
oxamine and cirazoline) was very similar. How­
ever, the ability oí these agents to activate a 1-

adrenergic receptors in lhese tissues was very dií­
ferent. lt was surprising that cirazoline and 
oxymetazoline were partial agonists in aorta 
whereas they were devoid oí any activity in rat 
hepatocytes; even more surprising was the absence 
of activity oí methoxamine in rat hepatocytes. The 
data suggest that the stereochemical requirements 
for activation of the a1-adrenoceptors of liver and 
of aoria may be different. 

Ruífolo 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 sorne species. 
However, it seems unlikely that the diíferences 
between species can explain our data, since it is 
known that methoxamine and oxymetazoline are 
eífective a1-adrenergic agonists in rat aorta and 
thl!I cirazoline is an effective a 1-adrenergic agonist 
in the circulatory system of the rat (Van Meel et 
al., 1981; Boyer et al., 1983). 

Our results indicate that a 1-adrenoceptors of 
liver and aorta recognized the drugs employed 
with equal aífinity. Whelher the differences in 
efficacy relate to differences at the level of the 
receptor (stereochemical requirements for acliva­
tion) or receplor-efíector coupling is still unclear. 

The erfect of phorbol ester on a1-adrenergic­
mediated errects in hepatocytes seems to be due to 
activation of protein kinase-C (Corvera and 
Garcia-Sáinz, 1984). We have suggested that 
activation oí protein kinase-C by phorbol esters 
might lead to receptor phosphorylation and 
decreased responsiveness (Corvera and Garcla­
Sáinz, 1984). However, this has not yet been di· 
rectly demonsirated. The absence of effect of 
phorbol esters on the a 1-adrenergic-media1ed 
stimulation or phospha1idylinositol labeling in 
rabbit aoria may be explained on the basis of at 

Jeast thrce possibilitics: (a) the abscnce or protein 
kinase·C in rabbit aorta, putalively responsible for 
this cííect of phorbol es1ers, (b) protein kinase-C 
could be activated by phorbol esters in this tissue 
but is located in a separa1e compartment of the 
cell without access to the plasma membrane and 
(e) that the a1-adrenoceptor of aorta could be a 
bad substrate for the kinase. Protein kinase-C 
sccms to be widely distributed among organs and 
tissues. However, the protein kinase-C activity in 
aorta is specially low (Kuo el al., 1980). 

The data nevertheless indicate that the eífect of 
phorbol esters on a1 -adrenergic actions is not uni­
versal and that the a1-adrenoceptors of different 
tissues are subjected to different regulation. 
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