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Los organismos unicelulares Péaliiah3vahiasi funciones para

mentersrse vivos, asimilan los nutrientes que toman directamente

del medio gque les rodea, sintetizan nuevos nutrientes gue les

seran uUtiles en su desarrollo, son capaces de transportar en su

interior diferentes compuestos y excretar las sustancias gue vya

no les serdn dtiles. En los organismpos pluricelulares éstos even-—-

tos se llevan a cabo de manera mds compleja ya gue son grupos de
s  encargadas de

celulas algunas altamente especializadas, la

realizar cada una de las funciones que mantienesn con vida al or—
ganismo-del gque forman parte. lLa coordinacidn de las diferentes
funciones se lleva a cabo por mecanismos gue comunican entre si

lag cédlulas, los tejidos, vy los diferentes drganns.

En los vertebrados, existen principalmente dos formas impor-

tantes de comunicacion celular: mediante sistemas hormonales v

por sistemas neuwonales. En ambos cazos la comunicacidn se lleva

a cabo mediante mensajeros gquimicos (1), antre los cuales se en—

cuentran las hormonas, las fitohormonas y las feromonas.

Esta division de log mensajeros gquimices tiene algunps in-

convenientes ya que los limites entre las diferentes categorias

nmo estdn definidos con precision, por lo gque las divisiones =e

stablecen con la finalidad de facilitar su estudio.

o
o'

a) l.as hormonas, son sustancias sintetizedas en estructuras

especializadas, generalmente glandulas, que vierten su contenido

a la circulacidn. La accidn de las hormonas ze lleva a cabo por
un mecanismo autocrino © por un mecanismo paracrino. El  primer

término hace referencia a un preoceso @n el cual la hormona actua

en las mismas cé&lulas gque la liberaron v el seqgundo se refiere &

la acciodn de la hormona en células distantes del lugar en que se

Liberd, mete  Gliimo mecanizmo ez el mds  frecuente en la



comunicacidn hormonal .

neurotranemisores son.. compuestos de  bajo  peso

molecular los  cuales. son sintetizados y secretados por  las

héﬁﬁbna§, ﬁieneh la capacidad de'interaccionar con otras nauronas
partiﬁiﬁando de ésta manera en la transmisidn de los impulsos
nerviééos,

Existen diferancias importantes entre la comunicacion hor-—
monal y la neuronal. Los newobransmisores actdan por regla
general a distancias mas cortas v sus efectos se llevan a cabo en
milisequndos. Por el contrario la accidn de las hormonas se lleva
A cabo en células u drganos distantes en cualguier parte del or-

ganismo vy dependiendo de la hormonay; su accidn puede llevarse a

cabo en minutos o en algunas horas.

For otra parte s dificil éeparar log componentes hormonales
cle los newronales en varios procesos reguladores va due en el
sistema nervioso de todos los animales existen células con la
capacidad de funcionar como gldndulas (2), tal es el caso de la
neurohipﬂfisis de los vertebrados donde varios factores como las
newohormonas, reqgulan las secrecicones de la adenchipdfiftis. Otro
giemplo son las catecolaminas (CA), compuestos que s Liberan an
las células cromatines de las gléndulas suprarrenales vy de las

newronas simpaticas.




1o L.CATECOLAMINAS

El término CA se aplica en forma genéricéjhaﬁ;ifi
(D)

(E), norepinefrina (NE), v & la doﬁamiha;

moleculares de éstas aminas  son de: 183.2,
respectivamente. Su estructura consiste en un gruhm>catecbli~

(anillo de bencens con  dos hidroxilos en posicidn adyacente)
unido a una cadena alifatica aminada Fig. 1

Comc se puede observar, existe una gran similitud en la

u

composicidn de las tres CA, diferentes dnicamente por los

radicales Ry, y R= qug le dan a cada una propiedades muy

particul ares.
1.2 BIDSINTESIS DE LAS CATECOLAMINAS

La hiosintesis de las CA s inicia con el aminoacido esen-—

cial fenilalanina, el cual es oxidado por la enzima fenilalanina

hidroxilasa. Esta reaccion requiere la presencia de cofactores

como la pteridina, oxigeno, vy de icones Fe**t para fornar la

tirosina, la cual a su vez, por la accidn de la enzima firosina

hidroxilasa (TH) v =n presencia de oxigeno molecular y pteridina

gs convertida a dibidrodifenilalanina (DOFAY. La TH se encuentra

dnicamente 2n el citosol de las células cromatines de las

gléndulas suprarrsnales Y 2n  las terminaciones nerviosas

simpdlticas, la hidroxilacidn d= la tirosina ez uno de los pasos

an la =zintesis de las CA. La DOFA =s descarbaoxilada

(AAD)Y  1a

limitantes

paor 1a enzima descarboxilasa d=z amincacidos aromaticos

cuwal  tambizn  se encuentra en el citosol vy require de fosfato de

piridoral como cofzactor para formar la dopamina (D), gue mediante
la participacidn de la dopamins-beta-hidroxilasa (NBH), forma la

L-rorspinetrina (ME). La DBEH & diferencia de las otras enzimas
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gue participan en la biosintesis se encuentra en las vesiculas de
gecrecion de las terminaciones nerviosas simpaticas, asi como en

¢i los  granulos cromafines de la médula suprarrenal. En éstas

celulas  tambien se encuentra la enzima feniletanclamina—N-
metiltransferasa (PMNT), que covierte la NE en E. La PHNT se en-—
cuentra en ouy bajas cantidades en las neuwronas del sistema ner—

vioso central (3). En la fig. 2 se representa la biosintesis de

las CA.

La biosintesis, almacenamiento y liberacidn de NE en los

axones de la terminaciones nerviosas, se lleva acabo de manera

similar a los procesos observados en la médula de las gléndulas

-~

suprarrenal es.

En los gréanulos cremafines las 0A se unen al trifostfato de

adenosina (ATF) , asoci andose ademas con las proteinas

cromograninas "A'" (4).
l.a composicion quimica de los granulos cromafines es la

reeg

siguiente: 21% de CA, 354 de proteinas, Z2% de lipidos y-15% de

ATF. lLas elevadas concentraciones de CA en las vesiculas
simpaticas y en los granulos se mentienen gracias a un gradiente
tle pH generado por una ATFaza dependiente de iones Mg+,

La liberaciédn de las CA se lleva acabo mediante una

gespolarizacion de lasz membranas de las células cromafines,

aumentando asi  la permeabilidad a los iones Na* y Ca*t*t (&), de

la

-

ésta manera el incremento intracelular de los iones induce

liberacidn de las CA.

La NE liberada por las terminaciones nerviosas puede tomar
wna de las siguientes vias: a) unirge a los receptores de las
células efectoras, ¢ b)) recapturarse por la misma terminacidn
rmervionsa presinadptica para ser almacenada en vesiculas de
sasrecidn o bien en estructuras en las Que su disponibilidad para

la liberacion no es inmediata, por sjemplo en las mitocondrias,

4



C):una parte dei neurotransmisor, aproximadamente el 1074, es me-
tabolizado principalmente por las enzimas catecol ~o-
metiltransferasa (COMT) o por la monoaminoxidasa (MAQY fig.Z vy
por  wultimo d) parté de la NE liberada puede difundir a la
circulacion sanguinea y ser transportada hasta diferentes drganos
blanco. Be cree gue la captacidn presindptica es el principal
mecanismo por 21 gqgue la NE es recuperada de manera rapida vy
econdmica para la célula (7). For otra parte, =1 tamafo del
aspacio sinaptico determina en mayor o menor grado la ruta a
seguir por el newotransmizor, en los grandes vasos donde el
gspacio sindptico es mayor, predomina la difusidn de NE a la
circulacidn y en los vasos pegueios predomina la recaptacidn (8).
fLa MAD estd asociada principalmente con las mitocondrias del
higado y de las varicosidades del sistema npervioso simpatico
(8ME), mediante una desaminacion ésta enzima inactiva la NE
recapturada por la presindpszis. La COMT que se encuentra en
variocs tejidos, principalmente en 1 higado y en los rifones,
en presencia de iones Mg**" y S-adenosilmetionina, metila las CA.
Ya sea con la metilacion o con la oxidacidn se pueden iniciar los

eventos para degradar las CA en la circulacién Fig.3.

i
i



CHOH @cnou -CHOH

HN - CH,
NOREPINEFRINA AC.DIHIDROXI - EPINEFRINA
MANDELICO
(comr) | (coMT) l (COMT)
H4C0 ~CH-OH HyCO- CHOH H4€0- O CHOH
é_____.
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NH3 HN - CHy
\ | /
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| 'Ml(\NDEl).ICO
. AVM
l (Conjugasa) \\, A . l,/ i(Conjugasa)
CO - - L] -
Hy (':HGH H3C0 CHOH H3CO CHOK
HO CHs HO = C~0H RO- CHy
l ‘ | T
NH,, H, HN = CH,
SULFATO DE NORME METOXI = HIDROXL SULFATO DE~
TANEFR I NA FENILGLICOL ME TANEFR INA
(MHFG)

Fig.3 Vias catabdlicas de la Epinefrina y la Norepinefrina
MAO=Mcaoaminoxidasa; COMNT= Catecol -o-metil-N-trans-

ferasa.

Las lineas punteadas indican la disminucion oxidativa
de la Normetanefrina y la Metanefrina para formar el
MHFG el cual subsecuentemente se puede oxidar para --
formar el AVM o bien excretarse en la orina (9).
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1.5 COMJUBACION BE LAS CATECOLAMIMAS

et

La‘ conjugscion de las CA es otra de las vias importantes

para la inactivacion y excrecidn, la conjugacidn es un proceso
que  comprende dos mecanismosg 1) 1la unidn de las CA al &cido
UDF-glucuroniltransferasa,

glucordnico, catalizada por la enzima
de

cuya accion est4 plenamente demostrada en el tejido hepé4tico
varias especiss (10), 2) la unidn de las CA con los sulfatos,
@sta reaccion 2s catalizada por la enzima fenolsufotransferasa,
varios tipeos celulares

cuya funcidn ha sido demostrada en

(higado, rién, cerebro, gldndulas suprarrenales
en cada caso existe un

etc.) asi como

en varias espsEcies animales (11), patirdn
de conjugacidn diferents, en rpedores como la rata predomina la

conjugacidn con dcido glucurdnico vy en el hombre y el perro

predomina 1 conjugacién con sulfatos. Aproximadamente un 99% de

E0X de la NE y E se conjugan con sulfatos (12), éste

la Dy un BSY
también ocwrre en la orina

(12,

tipo de conjugacidn probablemente

donde un 7¢Y% de las CA conjugadas estdan unidas a sulfatos

La MNE Y la E comparten propiedades simil ares,

diferencisndose, algunas veces, Unicamente por la naturalera del
efecto inducido o por la magnitud de éste , por ejemplo: ambas

hormonas  incrementan la frecuencia cardiaca pero el efecto de la

E es mas potente, ambas CA también elevan la presidn arterial

sistolics en forma similar. For otra parte cads amina tiene fun-—

ciocnes particulares, la E aumenta &l flujo sanguineo del misculo

esquelética, del higado y del cerebro, mientras que la NE induce

el efscio contrario en los mismo drganos.

EZn la tabla 1 se seffalan algunas de las principales acciones

de la £ vy de 1la NE (14).

;i & - ‘ N 'I““.r




 TAELA 1

Algunas funciones de la Epinefrina y Norepinefrina en diferentes

sistemas. ( Modificada de Turner y Bagnara (14),
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SISTEMA FUNCION EPINEFRINA  NOREFINEFRINA
C‘ Reeistencia perifeérica. Disminucién Aumento
a Presidn diastdlica. Aumento Aumento
e Fresion sistdélica. Aumento Aumento
';d: i. Frecuencia cardidca. Aumento Aumento
raai:,;' ~ Vasos corondrios. ‘Dilatacién Dilatacién
o Efecto vascular peri-
'v férico. Dilatacidn
a
5 FLUJO SANGUINEQ:
c ‘ Muscular. Aumento Disminucidn
u Hepético Aumento Disminucion
1 Cerebral. Aumento Disminucidn
ér Renal. Disminucién Disminucidn
r
Respiratorio Musculo bronquial Inhibicidn Inhibicén
Metabolismo
Aumento

de’ Blucenia

carbohidratos

~Aumento




1.4 RECEPTORES ADRENERGICOS

Duranté maﬁflde 70 aflos se han investigado los mecanismos
mediante los cuales las CA ejercen sus efectos en losg - diferentes
sistemas. En 1%0&, Dale (15) observd gue algunas de las acciones
de las CA sme modificaban por la presencia de alcaloides del
Ergoty, mientras gue otras no cambiaban.

En hase a dstas observaciones se sugirid que los efectos de
las OA sobre los tejidos responsivos podrian ser de més de  un
tipo. En 19226 (16), s postuld que la accidn de la acetilcolina vy
otras drogas, eran iniciadas mediante su interaccidn con sitios
especificos localizados en la membrana celular, a los cuales e
les denomind VYRECEPTORES". Este término =e hizo extensivo v en
1748 (17) v los afos siguientes e dexarrollaron  estudios sobre
las respuestas de varioz tejidos a diferentes andlogos de las ChH,
la metilnorepinefrina, metilepinefr-ina g isoproterencl, demos-

trandose gue de acuerdo al orden de potencia para provocar las

los gue se denomind como "ALFAY v "BETA". El orden de potencia de
los  agonistas aslfa-adrénergicos, para producir  una respuesta
especlfica, es &l siguiente:r E » HNE * Isoproterenol.

Fara las respuestas reguladas por loz receptores beta-—
adrendrgicos &l orden de potencia de los  agonistas es el
siguiente: Izoproterenol > E »= NE. Posteriormente ambos grupos
de respusstas fueron subdivididas sn alfa,, alfas, heta 4 v
betang.

L.os compuestos que interaccioman con los receptores, pueden
clasificarse en dos grandes grupos: 1) los gue al interaccionar
con el receptor promueven una respuesta fisioldgica por el tejido
voque se denominan agonistas, vy @) los gque al interaccionar ocon
=1  receptor no provocan  respuesta por el tejido y  que se

denominan antagonistas.
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Frrintipales agonistas y antagonistas de los
receptores adrengrglcos.
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RECEFTOR AGONTETA | ANTAGOMNIETA

Epinefrina Fentol amnina
flfa-adrendrgicd Norepi nefrina Fenoxihenmamina
Isoproterenal o Dihidrogsrgooriptins
Isoproterenol : 'Prupraﬁmlml
Beta-adrendgrgico Fpinedrina Fractolol
Morapinefrina Al prenolol

1.9 RECERTORES ALFA-ADREMERGICOS

Bl interés: pceptores . alfa-

adrenérgicos se timeos 10

afos.  Las entre los

receptores.  pr simpaticas

postganglionares eptores  alfa-adrenérgicos de  las

células efectoras originalmente permitieron clasificar COmo

1)



alfa,, los receptores postsinapticos y como alfa= los receptores

presindpticos (18,1%9). Esta clasificacidn resultd confusa y poco
precisa ya que como se demostrd posteriormente, varios reportes
sefral aron la precensia de receptores al fa-adrendrgicos

—m

localizados postsinapticamente (Z20-22).

Como consecuencia, la clasificacidn de éstos receptorss en
alfa, 6 en alfaz—adrenérgicos se smpleo indistintamente de su
localizacitn o de su funcidn. Actualmente la clasificacidbn se
bhhasa en la afinidad relativa del receptor por los agonistas y an-

tagonistas (23-27). En las tablas 3 y 4 s2 muestra la

wspecificidad farmacolagica de los receptores alfaas y alfaz (28).
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Bases farmacoldgicas para la clagificacidn de los receptores

alfa-adrendrgicos, con base en la selectividad por los agonistas.

Metoramina.
Alfas Amidefrina.
Cirazolina.

Fenilefrina.

Norepinefrina.
Epinefrina.
Alfa—CHxs~norepinefrina.

4-F-MNorepinafrina.

Clonidina.
Guanftacina.

Fara—amino-clonidina.

-

\L Azepexol (BHT-33).
Alfaz M-7.

EHT—-F20.
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TARLA 4

e t0sep S et ¢ B i 4o, it S0 S SO0 A e S s . o By T Bt 4 oy o e Teite R o it S e it T i, e M Bty TS oy R S g S iy SO T e R e S Pt Sm Sy e T S e S = Sohn 8 e

Subclasificacidn de los receptores alfa-adrendgiceos con base

en la selectivicad del receptor por los antagonistas,

Frazosina.
Alfa, Corinantina.
Labetalol
Alfuzosina.

WE-—-4101

Ifenprodil.
Fentolamina.
Tolazolina.
Fiperoxan.

Miansgrina.

Yohimbinma.

v | RE-21761.
Alfas S WY=32670.

Idazomnan.




£n los Gltine

utilizado come herramientas.en el estudio de i Calfa-

adrenérgicos

terapéuticos en indiv

hiperterisio

' toﬁ‘rgcéﬁtoféé;éiféﬁadrenérgicms eﬁténiihVQlut"édQS”"eﬁ Wi
giran o variedad de' respuegstas fisiclogicaz  como la cohtréccihn
muscular, la activacidn de vias metabdlicas come la glucelisis,
la gluconeogénesis y &l sstabolismn del tedjido adipeose. Fn la

Bla S, ze enlistan algunocs de leos etectos: fizicldgicos clésicos

H
34

Jor
-
de la estimuiacion de los subbtipos de recephtores alfa-adrendir-

gicos.
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TABLA 3
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Efectos fizioldgicos producidos por la estimulacisn de los

receptroes alfa-adrenérgicos.

Contraccidn del misculo liso (22).

Al faa Gluconengeénesis (3I0).

Glucogenslisis (31 ,32).

Liberacinn v captacidn
postsinaptica de NE (33).
Estimulacidn de la secr=cidn

vy agregacidn de las plagquetas

(34,35) .

(36).

ol

Disminucidn de la lipdlisi

Alfae Disminucion de la liberacion

de insulina (3&).
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1.5 RECEFTORES BETA-ADRENERGICOS

Ahlguist en 1948 (17) hizo la distincidn entre los recep-
tores alfa y beta adrenérgicos, subsecusntemente an 1247 Lands v

col. (27) fundamentaron la existencia de dos subtipos de recep-

tores beta adrenérgicos a los que llamnaron beta, y beta =». Estos

receptores se definigron en base a la afinidad relativa por 1a E

y por la NE, los receptores beta, tiemnen afinidad similar por am-
bas CA, mientras que los receptoras betas tienen mayor afinidad

la NE. Actualmenta existe una gran variedad de drogas con

poi

diferente afinidad por cada subtipo de receptor beta-adrenérgico

(37,38) tabla &.
Los receptores beta—-adrenérgicos se encuentran en varios

tejidos relacionados con la regulacidén del sistema cardiovas—

cular, por ejemplo en células musculares de los capilares, donde
zsu activacidn produce vazodilatacidn y con ella una reduccién en

la presion arterial, en terminaciones nerviosas postszinapticas

donde al ser activados producen una vasodilatacidn con la con-

cecuente disminucidn de la presidn arterial, en la presindpsis

modulan la liberacidn de NE, en algunas estructuras del sistema

nervioso central también regulan la presidn arterial y como

receptores expuestos a la circulacidn en las membranas del

miocardio regulan las respuestas inotrdpica vy cronotropica
positivas. Los receptores beta-adreneérgicos tambien regulan even-
tos metabdlicos como la lipdlisis y la liberacidn de insulina.

En la tabla 7 se enlistan otros ejemplos.
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Bases farmacologicas para la clasificacidn de los receptores

Beta-adrenérgicos. Selectividad por los antagonistas. -

bBefa‘—adrenérgicos'

Betas-adrenérgicos

ARILOXIETANBLAMINAS:

Hidrosibencilpindolol.
Alprenolol,
Dihidroalprenolol.
Fropranolol.
Ouprenolol.

Fractolol.

FENILETANOLAMINAS:

Isoxipurina.
Milidrina.
Ritodrina.
Butoxamina.

Dicloroisoproterenol.
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TABLA 7
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Efectos inducidos por los receptores Beta-adrendérgicos

~en diferentes drganos.

RECEFTOR ORGAND EFECTO

Velocidad de la descarga

seno-auricular (40).
B,~adrenérgico Corazodn frecuencia cardiaca y

fuerza de contraccién(40).

Velocidad de conduccidén (40).

Efectos Lipdlisis (43),

B, vy Ez—adrenergicos Liberacidn de insulina (44).

) metabdlicos Prpoduccidn de AMPc (45).
Misculo
esquelético Glucegenolisis (46).
Ba—adrenérgicos Pulmén Broncodilatacidn (47),

Vasos sanguineogs Vasoconstriccion (48).
SNB Liberacidn presindptica

de NE (49,50).
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(1:7 MECANISMO DE ACCION HORMONAL

El mecanismo de accidn de una hormona, comprende  su

interaccidn con el sitio receptor especifico en la membrana

plamatica de la células blanco v la generacidn de un segundo men-

sajero que en el interior de la célula, inicia una cascada de

eventos bioguimicps que generan una respuesta fisioldgica.

En la actualidad se sabe gque la E v la NE interaccionan

wspecificamente en mayor o menor grado con cuwatro tipos de

receptores: los alfa,, alfan, beta, y los betam. Los cuatro sub-

tipos de receptores son diferentes entre s5i desde el punto de

vigsta molecular y se ha observado que trarnsducen sl mensaje de la

hormona a través de tres mecanismos diferentes (51): los recep-

tores beta, y los betan transducen 1a sefal de la hormona

mediante la activacidn de la enzima AL, increpentando  la

produccion  de AMFc, los receptores alfas 1o hacen inhibiendo la
aciividad de la AC vy pdr consiguiente disminuyendo la produccidén
dal AMPc v los receptores alfar—adrenergicos transducen la sefal
mediante un aumento en la hidrdlisis de trifosfatidilinositol

(FIFz) dando lugar a un incremento de la concentracidn

intracelular de calcio.
En la transduccion del mensaje por los mecanismos acoplados

a la AE, participan al menos tres entidades moleculares

diferentes: el receptror, una proteina reguladora N formada  por
las subunidades alfa-beta-gama vy por dltimo 1a enzima AC. La

sefal quimica recibida por el receptor es  transducida por  la

proteina N a la AC. La proteina N que participa en la estimula-

cidn vy en la inhibicidn de la AC es diferente (52).

L.a subunidad alfa de N y de Ni (alfa-s vy alfa-i) =on

diferentes; alfa-s pesa 43000 d. y alta~i pesa 41000 d. f_as sub-



unidades beta v gama de ambas proteinas son idénticas con peso de

La subunidad alfa de Ns vy

[ = O

F5000 y 10000 respectivamente (353-535).

e Mi posed wun sitio de wnidn para GBTF vy tiene actividad de

GTFRasa (5&).

1.8 ESTIMULACION DE LA ADENILCICLASA POR LODE RECEPTURES BETA-

ADRENERGICOS.

En los efectos biocldgicos de las CA mediados por los recep-—

tores beta, y betan, la interaccidn de la hormona con el receptor
provoca un cambio conformacional que le permite interaccionar corm

la proteina Ns favoreciendo el recambio de GDF por BTR en dsta

proteina. La interaccidon de la subunidad alfa-s con GTF induce un

aumento en la actividad de la AC, cuando el GTP es hidrolizado

por la acividad de GTFasa de la subunidad, ésta se asocia con las
subunidades beta y gama, la AC vuelve al estado basal y el sis-

tema estd en condiciones de iniciar un nuevo ciclo de activacidn

(SH6).

1.9 INHIBICION DE LA ADENILCICLASA FOR LOS RECEPTORES ALFAz-

)

ADRENERGICOS

de las CA con el receptor alfag—adrenérgico
GDP

l.a  interaccidn
induce un cambio conformacional que promueve el recambio de

por GTF en la subunidad alfa—-i de la proteina reguladora Mi y la
cdisociacidon de las subunidades beta y gama (57). En  éstas con—
diciones alfa-i con G§TF interacciona con la AC provocando la

inhibicidn de la enzima. La hidrdlisis de (TP por la subunidad

alfa-i, permite el desacoplamiento de la AC vy la wnidn con las

otras dos subunidades.

Algunos avtores han propuesto que la inhibicidn de la AC por
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| Fig.d Plxconirmar de occitin harmonal mediantz

la accién de lor receptorxs adrznérgicos



los receptor=s alfazx—adrenérgicos vy posiblemente por algunos
olros receptores se debe a la disociacién de la subuﬁidad alfa-i
de la subunidad beta v gama pero @stas dltimas interactuan con la
forma actiwva alfa-s dando origen al complejo beta vy gama

inactivo, (343,
1.10 HIDROLISIS DE FOSFATIDILINQGSITOL EBIFOSFATO

La unidén de las CA al receptor alfas—adrendrgico permite la
interaccion de eéste con wna proteina N dependiante ae BTR
diferente & las proteinas reguladoras N descritas previamente
(238). Esta proteina activa una fosfolipasa "C" gue cataliza la
hidrélisis d= fosfatidilinositol bitosfato de la membrana celular
obteniendoze como productos el inositol trifosfato (IPx),y el
diacilglicefol (DB, EL IFx posee propiedades ionoforéticas para
2]l cmalcio ( s ha demostrado que promueve la liberacidn del
calcio, principalmente del reticulo endoplasmico) (59), aumentando
as! las concantraciones intracelulares del ion. El calcio as el
sequndo mensajero de las sefiales quimicas recibidas por éste tipo
de receptores. El DG estimula la proteina cinasa C la cual par-

ticipa en forma sinérgica con el IPx en la liberacidn del calcio.
1.11 IMFORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS RECEFTORES ADREMERGICOS

DBurante los udltimos diez a guince afios ha sido posible el
@studio de los efectos bioquimicos de la activacion de los recep-
tares adrenérgicos debido al desarrollo de compuestos marcados
~adiactivamentz y con un alto grado de especicificidad. For otra
parte el desarrollo de métodos de union de 1los radioligaendos a
los receptorses, ha permitido avanzar en el conocimiento de la

eaztructuwra v funcion de los diferentes subtipos de receptores,

17



lograndése tambign analizar aspectos como su  distribucidn,
acoplamiento con las diferentes réspuestas bioquimicas vy los
mecanismos de regulacion del receptor, sto a su vez, ha per-
mitido tomparar las caracteristicas de los receptores en con-
ciciones normales v bajo diferentes estados patoldgicos como; el
asma bronguial, la depresidn, la insuficiencia cardiaca, vy la
“hipertensitn arterial, ente otras entermedades en las que de una
Wwotra forma el SMS tiemne un papel en su etiopatogénia vy/o

fisiopatoldgia, (b1,632).

-
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TARBLA 8

L Frincipales aplicacionegs de los estudios de union cde los:

radioligandos a los receptores adrenérgicos.
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1.~ Estudio de los mecanismos de accidn
de hormonas y farmacos.
Z2.- Estudiar la regulacidn del nanero vy

afinidad de los receptores.

o4

~ Estudio de las alteraciones en las
caracteristicas "normales" de los
receptores bajo determinadas circuns-—
tanciaépatmldgicas.

4.—- Estudiar la eficacia y toxisidad de un

farmaco.

5.~ En la prediccidn de la respuesta indi-

vidual a una droga.
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mediante 1os ge:r@gula'la funcidn de los recsptordd.
Edisten evidencias de gue tanto el ndmero como la afinidad
de los receplores adrensgrgicos se modifica con la edad, la in-
gesta de sodic, v con los niveles de CA, entre obrose factores.
Aungque en  varios informes se sefiala el papel de los receploress
adrendrgicos en distintas enfermedades en muy pocos casos  se  ha
genastracds cor claridad alteraciones en el ndmers o en la
afinidad del rszeptor, tal es el caso de pacientes con  trosbho-
citosis, = los gue el rmEre o receplores alﬁamwadrenérgicoa
epstd dieminuwico asl comn la capacidad de las plaguetas para
agregarse (bbY, y en el Jfecoromocitoma que se caracterizae por una
gplevacidn crdnicza muy importante de los niveles de CA, =se ha oh-

mervado una disainucidn en =21 ndoero de los receptores beta-

adrendrgicos (883,69,70) .
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Considerando la impmrtancia que tléme':el“:uigpbnék?fdé‘ TLE

metodologia auscuada para la cuantificacion del numcrm y 811ﬂ1dnd

i o receptores altfage-adrendrgicos,  asi como de 1a metodulmg
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para determinar la capacidad de respuesta de los mismos recep-

tores a la estimuwlacidn por Io=  aqgonistaz, los

obietiveos del

presente trabajo son:

jau"-'

~
ol v

&l estudio, ge contard con las bases para

&n los que

los

los

Determinar los nivelzsz de €3 en plasma y en orina

de un grupo de jovenes sancs.

Estimar el nimero vy afinidad de los receptores

alfaz—adrenérgicos de las glaquetas, obtenidas

‘en el mizmo grupo de jdvenzz sanos.

Correlacionar las concentraciones de CA del plasma
y de la orina con el nunero de receptores alfaz"—

adreégicos encontrado en cada sujeto estudiado

Medir la capacidad de respussta de 1a AC acoplada

a los receptores alfaz-adrargicos por medio de la
produccidn de AMFc.

ponible v la informacion obtenida en

&)

Gon la metodologia di
realizar otros estudios

se correlacionen loz pardmetros agul  analizados con
datos clinicos y bioquinicos de sujetos con padecimientos en

que &l sistema adrenérgico se encuentre involucrado, por

ejemplo en la hipertensidn artarial.



MATERIAL Y METODOS
Materiales: [Metil-*Hl-yohimbina con actividad especifica de 70-
90  Ci/mmol (New England Nuclear Co.), [Z'-5 -"Hl-monofosfato de

=)

adenosina con actividad especifica de 3.5 CiJmmol (Mew England
Mulear), filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C.

lLos siguientes compuestos se adguirieron de Sigma Chemical
Co. (St.Louim MO.): 3~Iscobutil-1-Metil-Xantina (IBMX), Adenina-
G'-trifosfato (ATF), Buanosina-3’'—trifosfato (6TF), Fosfo-enol-
piruvato (PEF), Firuvato Cinasa (FK), Frostaglandina E; (FGE.) vy
Epinefrina (E).
Equipo: Contador de centelleo liquido BETAZINT-5000/300, centri-

fuga refrigerada International mod. CRU-5000, espectrofotdmetro

AMINCO--ROWMAN mod. TMI-B460.

Sujstosz estudiados:

En el estudio intervinizron veinte suietos sanoz del sexo

(f1xSH) los cuales luego de

masculinog con wna edad de 17t1 and y

zer informados de la finalidad y de las caracteristicas del
estudio, aceptaron participar voluntariamente. Todos €llos fueron
estudiantes de la carrera de medicina de la Escuela HMedico
Militar de la riudad de Méwico, por lo gque 1a actividad cotidia-

na, asl como la dieta general fueron muy similares enitre cada uno

de lo= participantes.

Frotocolo de estudio:

Durante los quince dias previos al estudio ninguno de los

£l dia del estudio a
8

participantes ingirid medicamento alguno.
lag 4100 AM v después de permanscer en reposc durante al menos

v we colectaron muestras de sangre a través de un cateter



olocado en la vena antecubital de uno de los brazos, el cateter
se mantuvo permeable con una seolucidn salina - heparinizada y se
colectaron 120 ml. de sangre para realizar las siguientes

deternminaciones:

a) Catecolaminas en plasma..

b} MNamero y afinidad de los receptores

alfap-adrendrgicos en las plagyetas.

c) Actividad de la enzima adenilciclasa

en las membranas de las plaguetas.

Cada uno de los sujeios estudiados colectd 1a orina de las
24 hs previas a la obtencidn de las muestras de sangre con la

finalidad de llevar a cabo las siguwientes determinaciones:
a) LDuanzificacion de la creatinina urinaria.

I} Medicidn de la excrecidn de sodio

y dz potasio.

) Cuantificacién de las CA en la orina.

2.1 CATECOLAMINAS EN FLASHS

La determinacidn de 1as CA en el plasma se realizd de
acuardo al método descrito por Valori y col.(71), con algunas
modificaciones. Yg colectaron 20 ml de sangre en un tubo a 4¢C
con. 100 U.l. de heparinsz vy 100 1l de metabisulfito de ﬁmdia al

- -

0.52 M, la muestra se centrifugd a 400 X g dwante 30 min., & 4<C

e bl
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1

@en una centrifuga ferigeirada. El plasma se almacend a,~20?Crha5ta

gl andlisis.

A seis u ocho ml. de plasma se agregardn 200 ul. de

@tilendinitrilptétra—

[ Sodn] [ =

metabisulfito de sodio 0.2 My 5 ml de
acetato de <codio (EDTA) 134 mM pH B.Z. La mezcla se diluyd con

agua destilada hasta un volumen de 25 ml, se agregaron 0.5 g de

fxido de aluminio neutro (alumina) el cual previamente fué lavado

con HC1 2M, segun el método descrito  por Mai-Siang (72) se

ajustd el pH a B.4-8.5 con carbonato de sodio 0.3N, 1los tubos se

agitaron durante 7 min y después de 5 min en reposo, la alumina

e pazd a columnas de vidrio. Las CA adsorbidas en la alumina se

@luyeron con 5 ml de una solucion de dcido perclérico G.0009N-
. L]

dcido ascérbico 144 mM. -

Se prepararon columnas con 0,750 de resina de intercambio

catidnico tipo IV de Merchk, las cuales se ajustaron a pH & con

carbonato de sodio 0.2N, luego las muestras se pasaron a través

de ellas y se eluyeron-de nuevo con 0.5 ml de Acido bdrico O.b6N

a pH de 7.0.

Alos 0.5 ml del extracto se agregédron 50 ul de una solucidn

de Culles 2.2 mM vy 50 ul de ExfFe(CM el 7.3 oM, tres min. después

s  agregaron 230 ul de una solucidn de beta-mercapfoetanol 4.1

nM, Fformaldehido 0.25 M, NaOGH 410 N y por dltimp se adicionaron

150 wl de Acido acético glacial. Diez min después se midid la

fluorecencia desarrollada por cada muestra en un  espectrofluord—

matro-a 410 nm de excitacion y a 9510 nm de emision.

FParalelamente a las muestras se hizo la oxidacidn de una

1 N.e Las concentraciones de l1a

-

curva estandar de NE en HCLl C

o

curva incluyeron valores de 0.2 a 10 ng/dl.

La determinacion de Acido vainillil-mandélico se llevd a

cabo en una alicuota de orina acidificada a pH 1. En un  tubo

cenico se colocd 1 ml de HCI al 374, 10 ml de .la orina



acidificada y 750 mg de silicato de magnesio, anseguida los tubos
se agitaron durante 10 . cada minuto. durante 10 minutos, se
centrifugdron a 400 X g durante S min y 21 sobrenadante se paso a

traves de un papel filtro Whatman No.l.

Be tomaron 2 ml del filtrado a los cuales se afadieron 20 ml
de acetato de etilo, se agitd durante 30 5 v se centrifugd a 400
A g duwante T min. La fase acuosa {(parte inferior) se desechd vy

se agregaron 2.5 ml de carbonato de sodio 2.44%, se agitod y se

e

centrifugd en la misma forma gue en la etapa anterior. 2 ml de la
fase acuosa (carbonato de =sodio) se éalocaron en tubos cénicos
limpios y se affadieron 100 ul de una solucidn de nitrito de sodio
5374 y paranitroanillina. 272 {(1:9) y & ml de ascetato de etilo, se
agitd durante 20 s y se centrifugd a 400 X g durante i-2 min. La
fase acuosa se desechd y al sobrenadante se agregd 1| ml de una
solucion de hidrdsido de sodio 16.7%, s5e agitd durante 20 s y se
centrifugd de nuevo a 400 X g durante 1-2 min desechandose en—
seguida la fase acuosa. Finalmente a la fase orgéanica se
affadieron 2 ml de metanol, se mezcld suavementa y O min despues
sa2 hizo la lectwra de la absorbancia a 3320 nm en un espectro-
fotdmetro. En cada ensayo se procesaron un blanco de agua bides—
tilada y una curva patrém de AVM con concentraciones de 0.5-14

mg/ml. Los valeores normales en una orina de 24 hs con ésta

metodnlogia son de 0.5-12.5 mg/24 hs.
7.7 CATECOLAMINAS EN ORINA
'rﬁe midid el volumen de la orina colectada durante las 24 " hs

por wcada sujeto y una alicuota de 100 ml se acidificd a pH I con

HC1 128 M. LA E v 1la NE se midieron por el método descrito por



_Sourkes vy Mutphy (73) y la D por el método descrito por Atack
y col. (74). " V

A una alicuota de 10 ml. de orina acidificada se agregd 1 ml
de dcido ascdrbico 5.6 mM, Z.35 ml de EDTA 264 mM, ©,73 g de alu-
mina v una gota de fenoftaleina 214 mi. Enseguida se ajustd el phH
de la muestra a 8.0-8.2 con NaBH 5 N y =ze agitd duwrante 10 min.
El sobrenadante se desechd y la alumina se lavéd con 20 ml de agua
bidestilada. Las CA adsorbidas en la alumina se eluyeron agitando
la muestra con % ml. de acido acético 0.5 M.

l.a oxidacién de 1a E se llevd a cabo en un medio con fampén
de glicina pH 3 y la de NE &n un medio con tampédn de acetato pH
b, affadiendo a los tubos respectivos 0.5 ml de iodo 0.002 N, O.5
ml de tiosul fato de sodio 0.01 N v 1.0 ml de una solucidn de Ac.
ascorbico en NéDH SN (2mg/ml) .

El desarrollo de fluoresencia en>1a NE v E se realizd en 405
y 60 min respectivamente y se cuantificd en uwn espectro-
fluordmetro a 403 nm de excitacion y 300 de emisidn.

Fara cuantificar la D, el extracto obtenido se dividid en
dos alicuotas, la muestra y =1 blanco interno para cada muestra,
s2 ajustaron a pH &.0 con una solucidn émartiguadora de acetato

de sodio. Los reactivos para la oxidacion se agregaron a cada

tubo a intervalos de tres min en el siguiente orden:



REACTIVO. .. DOFAMINA MUESTRA  BLANCO

INTERNO
{ml)} o (ml)
lodo 0.009 N 0.5 0.5
Sulfato de sodio 0.5 4 
Ar. ascdrbico/
sul fato de sodio - 0.5
- 1.6

Ac. ascdrbico/HCl SN
La médxima fluorescencia de la D se dearrolld en 45 min. y se

cuantificd en el espectrofotdmetro a 230 nm de excitacidn y 375

nm de emisidn. La D blanco se leyd Z0 min después de agregar los

reactivos.
2.3 CALCULOS

Fara calcular la cantidad de €A excretadas en 24 hs. se

14

procesd una curva patrdn de cada una de las aminas, &n la gque s
interpolaron laz lecturas de la fluorescencia de cada muestra.

Fata curva estandar consistid en adicionar a 10 ml. de orina de

=

una muestra de valores conocidos, diferentes cantidades de las
tires CA. Los resultados se corrigieron por el porcetaje de recu-

peracidn cobtenido en la extraccién v por el volumen de orina

e 24 hs.
2.4 PREFARACION DE LAS MEMERANAS DE FLARUETAS

Se colectaron &0 ml de sangre en tubos de vidrio previamete
siliconizados contenisndo 2 ml de citrato de zodio 128 mM por

cada 18 ml de sangre. La obtencidn y preparacion de las membranas




60 .ml.

de sangre N

Centrifugacion-I
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Determinacidn de Proteina

CENTRIFUGACION I:
CENTRIFUGACION ITI:

HOMOGEINI ZACI ON

140 x g. durante 15 min. a 4%.

1500 x g. durante 15 min. a 4%

: EN TRIS 5mM ~ EDTA 5mM pH 7.5 con

potter de vidrio-Tefldn a 4%%.

CENTRIFUGACION III:3000 x g. durante 15 min. a 4%.
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de plaguetas se realizd como-se muestra -en-— el esquama ..de.  la

siguiente pagina.

Las membranas se resuzpendieron en tris S0mM-MaCl, 10 mM pH

7.9 hasta obtener una concentracion de 200 mg de proteina  por

cada ml. lLa determinacidn de la proteipa se realizd por el método

dae lowy vy col. (78), usando para la curva patrin albumina sérica

bovina fraccidn V.

2.5 ENSAYD DE UNION DEL RADIOLIGANDO A LOS RECEFTORES DE LAS

aie v

MEMBRANAS

Frincipio del método:

£l ensayo isotérmico de saturacion s2 rIealiza incubando
b

varias concentraciones del radioligando con una cantidad cons—

tante de wna preparacion de células o de membranas plasmdticas
. p ¥

para posteriormente determinar la unitn del radioligando en el

equilibrio. Para definir la unidn no especifica, se incuba la

misma preparacidn en presencia de un compusshto con alta afinidad

por  los receptores, pero en concentraciones mucho mayores a las

del radioligando (&63).

Dos pardmetros importantes se pueden estimar con éste tipo

cde experimentos: la constante de disosiacidn al equilibrio (Ed) y

2] ndmero de sitios de wunidn (EBmax.). Como medida de la afinidad

del radioligando por el receptor, la Fd se puede definir como la

comcentiracion de radioligando necesaria para ocupar 21 50% de los

receptores.  La EBmdx. es una medida del numero de receptores v se
gnpresa como la cantidad de radioligande por céelula o por mg de

proteina.



Ensayo de saturatidn

L.ag menbranas de las plaguetas (Z00 mg defprotefﬁafyffSQVin"
concentraciones de [PH1-Yohimbina (0.9-17

cuharmn con difarentoas

nM) en un voluwasa final de 300 ul en un medio compuesto de tris

S50 mM-MgCle  tomM pH 7.5 durante 235 min o 370, ené@stas condi-

cionegs el radicligandeo se incorpora & los recepiores -aproximan-

close a un valss maximo (Brax), gues representa el numero de recep-—

tores =n &1 t=zjido. Al final de la incubacidn el radioligando

unido vy @l libre se separaron madiante una rapida Filbtracidn  dae

la mezcla de incubacidn diluwida con 5 ml. de tris-MgCla pH 7.3
frio, a través de filtros de fibra de vidrio.
Ya que la disociacidn de 1la [FHMI-Yohimbina unida a 1os

receptores es lenta, comparada con el tiempo reguierido para la

dilucidn v la Ffiltracidn (menos e 10 segundos. b, gote

procedimiants pzeraite sadicy con busna precision la cantidad de

L

¢ Innediataments despudés de

radioligande unido a la orotelna {(T&).

la filtracidn, Los filtros se lavaron con 15 @il de tris-MgClz pH

v la radiactividad =2 contd en liguido de cente-

- 1 = o —pore -n . g
7.5 @me smoacson v

1ileo. l.a cantidad de radiachividad 2n 2] filtro es 1a suma del

loz receptores altag-adrendrgicos, a

radioligande unido a
componentes de la membrana que pudieron no haberse filtrado v

mizmo filtro, razon por la cual sze le llama uniodn teotal (UT). La

union no espacitica (UI) ze detzrmnind incubands las membranas  de

ias plaquetaz v 21, radioligando en prezencia de fentolamina a una

concentracidn de 10°%M, la unidn especifica (UE) ze calculd ras-

tando la Ul de la UT. El protocolo gue se siguio con cada sujeto

tudiado para llevar a cabp =l ensayo de saturacidn se pressnta

A wonbtinuacidn.  Todos los reactiveos se prepararon en  tris-Mallaz
. [
e abadieron =egin =21 orden indicado zn el

o 7.8 a0 deiT v g

cmrotoiolo.



 FROTOCOLO FARA EL ENSAYD DE UNION

Tris—-Mglla Fi~Yohimbina Fentolamina Froteina
(ul) (ul) (ul) (ul)
uT 00 100 e e 100
Uz 200 100 100 100

et o e s e ot e WA it o T e St A it S 0 S et it S b et n S o S it oro® SO P o Ht et St U S et P e TS pe4me St PR et Bt Emel e SV At Pt et S e 08 bt Bd £01 e Ghmke it P

Estimacian del numero vy la afinidad de los receptores

al fam—adrenargicos.

A partir de la actividad (en cuesntas por mihuto,CPM) gue

paermanecid en el Ffiltro despuéds de lavadn (ver ensayo de

csaturacion) vy conciderando la actividad esgpecifica del radio-

ligando, la eficiencia del conten y la cantidad de proteina

utilizada en cada curva de saturacidn, se calcularon los fen-

tomoles de [FHI-Yohimbina unidos a las membranas en forma total y

no ecspe-~ cifica, de la =ziguiente manera:

100 X 1 X 10-*®moles X 1000 mg. fmol /mg
T = de
SEAOX 2.22X10-12ppPM X BS,S500 Ci/mmol X 0.2 mg. proteina

La Kd vy la Bmix se calcularon por &l método de Scatchard

(77), en el cual se considera gque cuando una hormona interactua

con su receptor, una r=zaccidn reversible caracteriza el equili-

brio, dicha reaccidn pusde representarse de la siguiente manera:

79
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bz
En ésta ecuacion [H] es la concentracidn de ligando  librey
[HR] la de el ligando unido y [R] es &l numero de receptores. Ka

g5 la constante de velocidad de asociacidn para formar el com—

plejio hormona-receptor vy k= &5 la constante de velocidad del

proceso inverso. El equilibrio de la interaccidén se logra cuando

amhas velocidades son iguales obteniéndose la constante de

O Hisociacidn en el equilibrio:

(H1 CR1 Ko

CHRA Ko

A

CH1-LR1]

antonces

raficando la UE/L en funcidn de la UE =e obtiene una 1linea
recta  con pendiente negativa gue indica la presencia de una sola
clase de receptores, el inverso negativo de la pendiente (—-1/m)

N

0



g2 una estimacidn de la Kd y @l intercepto con las-abcisas es la
estihacién de la Bméx, fig. Sb.

Aunque 1a naturaleza fisico-quinmica de la interaccidn de las
Rormonas con sus receptores es semejante al de una enzima con su
substirato, el mecanismo no estd del todo dilucidade, sin embargo
la aplicacion de los principios termodindmicos gue rigen la

interaccidn de las enzimas y su subtrato han permitido el desa-
rrollo de andlisis matematicos para estudiar tales interacciones,

llegando a la conclucion de que la kd y  la Bmax son o términos

andlogos a la Km y a la Vmax usados en la caracterizacion de la

cinética enzimatica fig S.

2.6 ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ADENILCICLASA EN MEMBRANAS DE

FLAGUETAS

Frincipio del método

l.a medicidn del AMFC se realizd de acuerdo al método

descrito por Gilman (78), el cual se basa en la competencia del

AFMe frio y del marcado radiactivamente ([®HI-AMPc), por los

sitios de union de una proteina cinasa dependiente de AMPc, la

cual se obtiene de suprarrenales de bovino. Este método es sen—
5ible hasta el orden de los picogramos comn 1o demuestran  es-—

tudios previos (79).

Determinacion de la actividad de la adenilciclasa:

l.La actividad de 1la enzima AC en laz membranas de las
plagquetas estd regulada principalmente por dos mecanismos, uno
mstimulatorio v otro inhibitorio de la actividad de la AL, En las
plaquetas la estimulacidn de la enzima se lleva a cabo por recep—
tores como los de PGE. y la inhibicidn a través de los receptores

al fan—adrengrgicos (6b). El ensayo para determinar la actiwvidad
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de la AC midiendo la produccidn de AMFc se realizd en un medio
constituido por tris 50 mM-MgCl= 15 mM pH 7.3, EBTA 1mM, IBMX 1lmM
y NaCl 140 mM. A cada tubo también se le agregaron 40 ul un sis-—
tema regenerador fomado de: ATF 1.5 mM, OTP 10O aM, FEF 220mM vy
Firuvato Cinasa, para un volumen total de 110 ul. La reaccion se
inicid con la adicidn de la preparacion de las membranas de
plaguetas ( 20 wng de proteina por 40 ul )} y de acuerdo al

siguiente protocolo:

GENERACION DE AMFc EN MEMERANAS DE FLAGUETAS

i e . s et Pt b st P Ay e S et O R St AR i S AN S Yo S . S b e A S Mt S e St Sy e B Ay S S e S e Y e o S s s et v S o ke Sy A T oy T o

Sistema

Tris—-MgCl. regenerador E FEE. NaF PFiot.

(ul) (ul) (ul)  (ul)  (ul) (ub

Bazal 20 S0 - - - 40
E (10=%=10""M) 10 30 10 - - 40
FBEs (10=?-10—-4M) 10 S0 - i0 ~ 40
FGE,+E (10-"-10"*M) 10 S0 10 - - 40
NaF (10-95M) 10 850 - - i0 40

e ey s e St e . e Vo S et v i iy S S S D T S Tt St S Sty S Sty RS L e S G, e Sy o Mt i S S Sk, e e Y (R S Y SN it A e Ay P e P b e e T S SO0 e S

La generacidn del AMFc se llevd a cabo durante 10 min a
Z7°C, al final de la inpcubacion los tubos se colocaron en wn
recipiente con agua en ebullicidn durante tres min y posterior-
mente se pasaron a un baffo a 4<€C, una ver frios se centrifugaron
a 3500 X g durante 15 min a 4L, para luego separar dos alicuotas

de 20 ul del sobrenadante en las que cuantificd el AMPc generado.

i
)



El protocolo para eésta determinacidn se presenta anseguida:

FROTOCOLO FARA LA DETERMINACION DEL AMFc BENERADOD POR LAS
» MEMERANAS DE FLAGUETAS

W it 400 A 1y Yot e v i At ot byt T e oy R Gty s L s b iy oy O S oo e v P e e S e s e e S0 Shom @b B RS Sl e A oy S St S T s oo S i e ot e Sy e S8 e S o

Tampén de . Carban
fosfatos Estandar Muestra [FHIAMFc P.K. activado
ul ul ul ul ul ul

Total 520 - - 10 10 -
Blanco | 520 - : - 10 10 -
"ot Egt. .20 - N 10 10 500
Estandar
(0, 5-10pmol) - 20— o 10 S00
Muestras T -1« B 10 10 500

s i e d iy Sty e e e et hv04 S e RS Y th et S et e P P e B

el T ey e e 2o —

Todos los reactivos se agregaron en frio y en el orden que
58 sigue en &l protocolon, la incubacidn se llevd a cabo durante 1
hr a 4oC. Al final de la incubacidon se affadieron 300 ul de una
solucidn de carbdn activado-albumina para separar el [FHI-AMFC
unido a la P.K. del [#HI-AMFc libre. Lo tubos se centrifugaron a
1500 ¥ g durante 20 min, la fraccidn unida a la proteina
permanecit en el sobrenadante, el cual se transfirid a viales
para contar radiactividad., Cada estandar v cada muestra se en—

sayaron por duplicado.



Calcuwlo del AMFec generado.

Se obtuvo un promedio de las CFM de los duplicados y sa
restaron las CFM del blanco, _la relacion x;/x se calculo de

siguiente manara: .

CFM  del "0O" estandar.

. b b i ey e S e et e B cosas oy o e e Sy et S inem et S S e

CFM de Est. & Muestra.

En seguida se graficd la relacidn xe/% vs. [pmol/tubol de AMFC

DESCRIPCION w{oF M e/ pmol /tubo
Estandar 1 10477 1 e
Estandar 2 8818 1.18 0.5
Estandar % 74678 1.37 1.0
Estandar 4 5579 1.87 2.0
Estandar 3 4784 .18 3.0
Estandar & 2945 2. 65 4.0
Fstandar 7 TEES 3,14 5.0
Musstra {4299 2.43 5.5

Interpolando en la curva patrdn la relacidn xe/d de cada

e abtuvo la concenbtracidn de AMPC por tubo,

th

de las muestras

tina

L.os

resultados finales se expresaron como fmol/mg/min de incubacidn.



2.7 ANALISIS ESTADISTICO

La prueba estadistica‘utilizada en este trabajo fuée la de
"t de "student". Con esta prusba se compararon los promedios y
las desviaciones estandar de grupos de datos para determinar si
entre los diversos parametros, las diferencias son estadis-
ticamente significativas. En el caso de muestras igquales, 1a

fdrmula utilizada fué la siguiente:

Dondea:

=1

media de la muestra i

ry
1
b

.
e

H]

media de la muestra 2

3]
e

= varianza de la mugstra 1
Lo}

5% = varianza de la musstra 2

n = tamafo de la muestra.

£l valor que se obtiene de la "t", junto con los grados de
libertad se buscan en la tabla de distribucidn. la "p" obtenida
representa la probabilidad de que las diferencias entre las

muestras sean debidas al azar. Si el valor de "p" excede al de la

tabla, entonces la diferencia es significativa.



REGULTADOS

La creatinina en la orina constituye uno de7l05 principales
productos. de desecho del metabolismo dp rmmpuestc nitrogenados,
su concentracidn en la orina da vnlniluuatro hmrn es similar  en

cada parsena, sin embargo la cantidad de creatinina sxcretada de-

pande de factores tales como el saxo, el peso, la disha v la ac—

tividad fizica del sujsto, entrz otras variables. Considerando el

—~

saern v &l peso de la psrsona, se puede obtener un fndice de crea-

[H]

iguiente manera:s

[in}

tinina (I.C.) 2]l cual sz calcula de la

mg de cratinina / dia

T DL == rmemimeecme o oot o o e oma im0 o e ren

Fg de peso corporal

De ésta forma se na establecido que parsa los varones =21 I.C.

cretada o5 de Z20-54. E= importante hacer notar, gue éstas ob-

r..

arvaciones han hecho scosible gue maediante la deiferminacidn d2 la
craatinina en la orina de veibticuatro horas ol olinico detacte

ruandn wn sujetn ti=zns algdn problema renal o simplenznte asegu-
rarse de gue la coleccidn de la orinag 28 efectivemente dz o un

pariodo de veinticuatvo horas, dato iaportante i consideramos

Jqua en él se hasan muchos de loz  cdloulos para determinar los

nstanclazs axoretadas en la orina.

[{]

nivales de difsrentes

En el grupo de suietoz eztudiados la excrecion prosadio . de o

-re&tln]nm fug da L.26=C.31 grdis. v el (hgice de creatining e

fozodng ze srouentran en el lidite 1n+ey nr’

de los E0 nati:ipanw

2HEpAr ada. [

creatinina fud = la msperada, razdn

Cmucarta o Candlisis, pozterioraes




La excrecidn de los electrolitos Na™ y E*™ tuvo un rango de
81,22 & 174.04 vy de 14,5 a 65.8 mEq/24 hrs respectivanente y  los

Lo ul

.28 mEq/24 hrs,

valores promedio fueron de 127.9%11026 y 41,38
tabla 9. Mo obstante el amplio rango en la axcrecidon de los
electrolitos, el valor promedio es aproximadam=anta igual al obte-~

nido en otros trabajios con urma dieta normossdica (120).
Z.1 CATECOLAMINAS LRINARIAS

La drerecidn de las CA  ha sido considerada por algunos
auntores como un Indice de la actividad simpdtica (B1). Esta idea
#e basa =2n 1 hecho de que parte de las CA liberadas en la sinédp-—
sisg, posibliemente menos del 10 4, pasa a la circulacidn contri-

huyendo asi con los niveles de CA en @l plasma v consecuentemente

o
B

con 1os de 1a orina,

Frn =2zte estudio los resultados de la determinacion de las CA

fugron! E de 10.4-24.3, NE de 29-98.3 y D de 128-431 ug/s2 hrs.
En la tabla % =ze muestra el promaedic v el error estandar para

cada una de las aninas.

Reo 3en‘empnre en pacientes con depresidn, s8 observd que
existe una alta correlacion gntre la NE wurinaria vy sus metabo-
litos primarieos la normetanefrina, el dcideo vainillilmandélico
(AVI) vy a2l wmetoxihidroxifenilglicol, va ngue ésta correlacidn
srobablez- mente tambidn sze pressnta en sujgtos sanos, la medicidn
de alguno de los tres metabolitos también pueds considerarss como
un indice de la actividad simpdtica. El resultado de las deter-
minacionss dael AYM sn los suwietos estudiados fuvo un rango de

1.7-5.5 vy un promedio de %.55 mg/24 hrs. Estes resultados  se

o

L

prasgntan en la tabla



TABLA 9.

o corm oop oy 44 SastS b e R A S0 TS M ot i e im0 TTMNY S et b S5 o $ kT S b s ot S 1453 o e S 11 P ol et ARt Pt Py MR £ S W E gt S 0 S S04

Creatinina  MNa* i E NE D _auM
(q/24hrs.) (MEQ/24 hrs.)  (ug / 24 hrs. ) (na/24hs)

R 1.36 127.9 41.4  14.4 S0 R6b6.1  B.5T
8% 0.FL 11,28 T.E8 0 0.4 20.4 77.1 0.2
N7 17 15 15 15 15 18

Fwd NIVELES FLASMATICOS DE CATECOLAMINAG

DTN

Los niveles de la CA en plasma pueden reflejar con buena

precision la actividad del SNS, dnicamente cuando su andlisis se

realiza bajo ciertos criterios vy dando la atencidn adecuada a

numarosas variables gue lo modulan, algunas de 2llas son:  la

medicacidn, el consumt de alcochol, tabaco y café, la ingesta de

sal, la edad, la hora del dia en aque se toman las muestras, la

hosptalizacidn de los suietos para su estudio, el ejercicio etc.

For otra parte, para gue las CA reflejen fielmente la actividad

del BN es necesario considerar también las tasas de liberacidn,
de difusidn, de captacidn, la inactivacidn y metabolismo de las

—

CA, es decir, 2l eguilibrio =zntre cada uno de estos eventos a la

fiora de llevar a cabo las determinaciones de lazs CA. Haio las

condiciongs en que 5@ realizd nuestro estudio, =@ enconbtrd gque

5 a 22 ng/dl . con oun promedio de

lag CA 2n el plasma variaron de

7.5, tabla 10.



“CTABLA 10

- P . R S P et bt St Lk e S0 o 4 ks S At St P St S ) M 4o s S i S i R e 98 bt S T Aa mo o S o - i T e

Ma+ b+ Catecol aminas en

plasma.

( mEgq / 24 hrs ) ( ng / dl )
® 142,25 3.99 12.5
gk 4,07 1.5 1.9
n i8 18 18

En todos los sujetos analizados, los niveles de CA en plasma
getuvieron dentro de los valores normales de nuestro laboratorio,

los cuales van de 2 a 32 ng/100 ml;

Los resultados de sodico y de potasio en el plasma fueron de
149,25 v 3.99 mEg/l, valores que indican que la ingesta de estos
alectralitas en 1a.dieta fud normal ( aprosimadamenmte 130 mEqg de
sadio vy 4 mEqg de potasiol.

For otro lado, la presidn arterial media ( presidn diasto~
lica + 1/3 de 1la diferencia entre sistdlica y diastdlica) ob-
tenida en posicidn de decubito dorsal en los sujetos estudiados

Fud de &8 a 107 con un promedio de 77.7 mmHg vy un 5% de 1.9. Una

presidn artereial media de &40 y 109 sze considera en la clinica
como  indicador de presidn arterial baja o alta respectivamente.

Fstos resultados demuestran que los sujetes estudiados tuvieron
q

una presiéon arterial normal.
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3.3 NUMERO ¥ AFINIDAD DE LOS RECEPTORES ALAFA=-ADRENERGICOS

Ern  estudios previos realizados en nuestfoiiébbrétbfiq, =1
demostrd que el radioligando [FHI-Yohimbina se une a los @ recep-
tores de las plaguetas en forma saturable, reversible y especi-
fica, alcanzando el equilibrio rdpidamenta. Estas caracteristicas
concuaerdan con los resulitados obtenidos con anterioridad en el
mismo mpdelo por otros autoree (B0,81),

En cada uno de los sujetos estudiados se realizd uana curva
e saturacidn con el radioligandm [*HI-Yohimbina, para cuan-
tificar en forma individual el ndmero de receptores y la afinidad
de los mismos por el radioligando.

] analizis de Scatchard fué lineal con wuna r de ~0.90 a
=0, 7%, 1o gual indica gque la uniédn del radieoligando ocwrre con
zolamente wun tipo de receptores, 1bs cuales se encuentran
también en un solo estado de afinidad. La KEd se caloculd a partir
dil  inverso negative de la pendiente vy la Bmdx haciendo una
gxtrapolacion de la regresidn hasta encontrar el intercepto con
las abscisas, fig. & vy 7.

En éste estudio la kd fué de 1.8 a 4.0 nM, el ndmero de
receptores {fué de 221 a 457 fmol/mg de proteina. Los valores

promedio de la Brnde v de la #d para los 18 sujetos incluidos en

el andlisis sge presentan =n la tabla 11.
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T4 AUTIVIDAD DE LA ADENILCICLASA

La actividad de gsta enzima se midid en preparaciones de
membranas de plaguetas comn la descrita para los ensayos de
union, mediants la cuantificacion de AMPo en condicionass basales,
en presencia de B y/o de PGEL.

I tividad basal de la A0, . @3 decir sn ausencia de E v de

]

=

i

O

FGE. fus de 8.835L0.00 pacl/mg/min (RIED) ., La incubacion ‘de las

[LL

membranas con B, inhbibid la actividad de la AT disminuyvendeoe 1a

n

producct dn de AMPo, ohi sminuwcidn fud dependiente de la dosis

de B enpleada uM) alcanzandsn  significancia estadlistica
con wna or .08, a partic de 3uM, fig. 5. Lka maxima inhibicidn en
la actividad de la AU se logrd con una dosis de 100 uM,  la pro-

duccion  de AMPc_;eh7,é§£ﬂ$,  cmnﬁat3una ¥uw;‘i@w'; ﬁ;85m0.&1

4

-1 mtrm b@FlF dﬁ‘oncayms

ubaron las

sen

pmml/mg/mxn, -pﬁ”Q;ZZ

memhr"nnaxc dr“ I}“—\f-“ JH“—' M., ~~‘l'ah,*t‘_:‘ue e “LJmu] A la

3nhnb¢u1én

AC. BT DurCDHLWJ” dE d@f
an  pFE§EﬂClM de FBE*W;?"

bagnl, A2 % vs. ﬂb Zofig. 9.
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Joa CORRELACION ENTRE LAS CATECOLAMINAG Y LD5  RECEFTORES  ALFAz

~ADRENERGICOS

.Laa['rﬁgpuestaq +151oldglca= de la ce1u1a= a una hormona o a

LN neurotran:ml S04 {recuentemente disminuyen durante una HpPpO—

micion prmlnngada al agonista, déstz fendmend ha sido denominado

como tolerancia, taguifiladis o dessnsibilizacidén. EI fendmeno

comunmente  se  acoapalfa de uwuna pardida en la afinidad o en el

numero de receptores, fendnenos a o3 que s&@ les conoce  como
desacoplamiento vy regulacidn a la caja reszpectivamente Con 1la

Y
finalidad de conocer la relacidn enirs las CA y el ndnero de
receptores alfaz-adrenergicos en ias membranas de las plaguetas
de los sujetos estudiados, se realizd un estudio de corrrelacion
antre astos pardmebtros. Fara 1la E v HE en la orina de 24 hrs, no
e gncontrd una corralacion estadisticamente significativa, 1la
"' para la E fud de 0,146 y para 1z NE de 0.084, figuras 10 y 11
respectivanente.

=2 obtuvo una correlacidn

Leml
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En gl caso de las CA en pl
positiva vy EftadlsflLam@nre significativa, po 0.035. Estos resul-

tados se muestran an la fig.l

A

o
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El importante papel del SNS en la nodulacidn de la pPreEsion
arterial fug estudiado por Brown-sequard desde 1854 (83, al ws—
timular una cadena de nervios simpaticos induciendo una vasocons-—
triccidn arterial,y, v por Claud Bernard en 138362 (84), al seccionar

los nervios simpaticos del cuello, observando también una wvaso-

constriceidn.

En 1897 Abel y Crawford (83 propusieron a la E como el com—
puesto responsable tanto de la vasoconstriccion como de la vaso-
dilatacion, 30 affos despdes Von Eualer (8648) conprobd gue la NE es
2l principal newrotransmisor del SNG.

En el hombre la avidencia mas directa sobre 1la relacidn
entre el B8NS vy las CA, la obtuvd Wallin y col {(87,88) guienes
denastraron una correlacidn significativa entre los niveles de CA
v la actividad =sipatica, sugiriendo gue un scbreflujo de NE de
lazs terminaciones nerviosas pusde contribuir con los niveles de
CA 2n el plasma. Estos resultados apoyvaron la hipotesis de cue
los nivelas plasmdticos de CA, principalmante E y NE son un
reflejo de la actividad simpatica (8%).

A =u vez estos hallazgos fundamentaron la hipdtesiz en la
que s postula que un incremento en la actividad adrgneérgica
puede participar en el desarrollo y/o mantenimiento de la hiper-

tensidn arterial.
En este sentido varios autores han realizado agtudios en los
que  sa comparan  los niveles de CA entre grupos de sujebtos oon

presidn arterial normal y pacientes con hipertensidon arterial,

5in embargo existe controversia en los datos informados en la li-
teratura, aproxdimadamente en un 80%, se reportan valores promacdio
mis olevados en grupos de hipertenzos que en los normotensos vy de

gz cueles an solo un 407 de los casos se han encontrado difersn—

cras cstadisticamente significativag (700,




Recientemente Golstein (1), revisod los datos de 3& estudios

publicados por diferentes investigadores, con la finalidad de

determinar la cauza de las discrepancias observadas. En los estu-—

dios positivos, es decir en los que se informan niveles mds altos

de CA en hipertensos, observd que:

&) En los estudios positivos.la concentracidn de CA en el plasma

de sujetos normotensos fueé méds baja que lo reportado en estudios

negativos, observandose también menos variabilidad.

—

b) Los niveles de CA en los hipertensos fueron similares en los

estudios positivos y los negativos, observandose también que

los niveles de CA en normotensos jévenes son mas bajos qua los

dae los hipertensos de la misma edad.

) No hubo correlacidon entre la edad v los niveles de NE en el

plasma de pacientes con hipertensidon arterial.

El primer vy segundo factor se pueden sxplicar por  una

seleccidn, no adecuada del grupo control de normotensos, vy el

tercer factor puede ser el resultado de una preponderancia de

pacientes hipertensos jovenes, con niveles altes de NE en el

plasma.

l.a literatura disponible adolece de una adecuada atencidn &

variables como la edad, el sexo v la medicacidn, asi como al

numero vy la afinidad de los receptores alfa y beta adrendrgicos.

Fara poder hacer una generalizacidn en cuanto a la relacidn  del

GBM5 v la presidn arterial, es necesarip conciderar la participa-—

widn de factores como lLos mencionados previamente.

Con el desarrollo de los métodos de unidn de radioligandos a

log receptores en celulas intactas vy en fracciones de membranacs,



actualmente es posible la cuantificacidn de el ndmero y afinidad

de los receptores por diferentes ligandos. En estudios realizaclos
en animales de laboratorio (31) empleando ésta metodolegia, se
han sugerido alteracidnes en los receptores para las CA, las

cuales posiblemente estén relacionadas con el desarrollo o per—

sistencia de enfermedades alérgicas como: asma, eczemna vy la

tibrosis gquistica (11%), en padecimientos psiquiatricos como la

esquizofrenia v la depresion (114,1135) as! como en enfemedades
del sistema cardiovaszcular como la hipotenszidn arterial (116), el

infarto del miocardio (117) y la hipertensidn arterial (118), en

neoplasias como la tronbocitopenia y la leucemia (119).

Dada la importancia de estudiar y conocer més ampliamente el

papel gue juegan los receptores adrengrgicos en la hipertensidn

arterial, wvarios invastigadores bhan enfocado su atencidn a la

eunloracion de las posibles alteraciones en los receptores adre—
nargicos (92-95). Ya que en el humano por razones éticas, no es
posible estudiar los receptores en Grganos como el corazon, el

pulmon, el rifon y los vasos sanguinzos, las celulas de la sangre

han sido la opcidn, como fusnte de tejido para llevar a cabo
tales estudioz. Tres caracteristicas principales han hecho que

#stas células sean utilizadas cada vez con mayor frecuencia:

1) Las plaquetas vy los linfocitos del hombre se pueden obtener

con relativa facilidad.

2) Cada entidad celular se puede aislar libre de otros compo-

nentes  del tejido sanguwineo, 1o cual permite estudiar las

caracteristicas de un solo tipo celular, este tipo de grepa-
racion es diftdcil de obterner cuando se trabaja con un drgano

Fualig 0.
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3) Los receptores adrenérgicos de la células sanguineas son  un
modelo experimental que en algunas especies animales han mostrado
tener laz migsmas caracteristicas que los receptores de érganos no
accesibles.

Actualmente los leuwcocitos vy las plaquetas, son las células
del humano gque se emplean como modelo en &l estudio de los recep-
tores adrenérgicos. Se ha demostrado gque @stas celulas y en par-
ticular las plaguetas, tienen una gran similitud desde e1 punto
de vista fisioldgico, con tejidos como el SNS y el tejido

‘cromafin de las glandulas suprarrenales. Algunas de éstas

semejanzas son:

a) Las plagquetasz captan iones hidrdgeno contra un gradiente de

concentracidn, por lo tanto el pH del interior de la plagueta

e Ascido con respecto al del plama.

b)) Las plagquetas captan, almacenan vy tiransportan activamente
aminodcidos (97), carbohidratos (98), polipéptidos de bajo

peso molecular (99) vy otros compuestos orgdnicos.

) SBustancias como la serotonina (120), Histamina (101), E, RNE

(102), y D (103) también son captadas, almacenadas y transpor

tadas por las plaquetas.

d) El mecanismo de transporte de las aminas en la plagqueta se
realiza confra un gradiente de concentracidn. Este proceso s
lleva a cabo en dos etapas: 1) El acarreador gque tranporta las
aminas a través de la membrana celular require de iones sodio,

tal como lo sugieren en su modelo para las terminaciones ner

viosas Bogdansky Y Brodie (104) vy también ha sido observado

para la serotonina en las plaguetas por Flastcher (103, La

absarcidn de aminas por los fosfolipideos de la membrana



lo encontrado para

(106).

plaguetaria es realizado en forma similar a

laNE v la S-hidrovitriptamina en la médula adrenal

2) Durante esta etapa la amina @s captada por los gramnulos

a

subcelulares, en el caso de la S-hidroxitriptamina se ha demos—

trade que se une en forma reversible con agregados de trifosfo-

nuzléotidos y cationes bivalentes coamo el Ca*t* y Mg*
Es posible que la formacidn de

hasta al-

canzar un estado de equilibrio.

agregados de alto pesno molecular, sea un principio generalizado

va gque existen evidencias de

de

para almacenar aminas biogénicas,

tales eventos para las CA y el ATF en loz granulos cromafines

la médula suprarrenal.

@) La velocidad inicial en la captacidn de aminas a través de la

membirana, sigue una cindtica de Michaelis—-Menten (108).

£) La captacidn de éstas sustancias involucra un mecanismo aca—

rreador de capacidad limitada dependiente de pH (108) y tempera-—

tura (109, =] cual es afectadn por diferentes inhibidores

metabdlicos (110). Es posible qgue una ATFasa dependiente de-

Ma*/K* ssté involucrada en estos eventos (111).

) La serctonira y la D son captadas por las plaguetas en canti-~

dad y velocidad muy importantes, wmientras que la histamina, E v

ME son captadas a velocidades menores (104).

h) El tratamiento de las plaquetas con litieo, aumenta la capta-

citn de monoaminas, tal como ocuwrre en los sinaptosomas (113).

i) la captacidn de D, NE y serotonina, es disminuida o inhibida

en las plaguetas por la ouabaina, la desipramina y la cocaina,

@]l mismo efectpn que éstas drogas tienen en las células. croma-

48
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En 1984 Motulsky y col. (63%) realizaron un analisis de los
receptores adrengrgicos de células sanguimeas de swietos sanos vy
encontraron que la variacidn tanto en la Endx como &n la Kd era
de 40%, el andlisis de nuestros datos muestra un C.Y. de Z0%Z en
el numsro de receptores y de 14.6 % en la afinidad de éstos, lo
cual reflaja gque la poblaciédn estudiada bajo las condiciones
antes saffaladas es bastante homogenea.

52 ha sugerido (127) que los receptores alfazx—adrenérgicos
de las plaguetas son regulados por las CA en forma similar a los
receptores beta-adrenérgices de 1los leucocitos (B2). La sobre
estimulacidn adrengdrgica provoca que el numero de receptores
tdigminuya, probablemente debido a una primera etapa del proceso
de desensibilizacidn. A este fendmeno se le ha llamado regulacidn
a la baja o "Down regulation”.

En este estudio no se encontrd correlacidn entre las CA en
la orina vy el ndmero de reéeptores alfaz-adrenérgicos de las
plaguetas, posiblemente debido a que los niveles de CA fueron
normales en cada sujeto, no obstante la variacidn observada.

En la literatura se informa de una correlacidn nagativa
entre éstas dos variables, Unicamente cuando existe un incremento
0 una disminucidn importante en los niveles de CA, tal como
ocuirre  en pacientes con feocromocitoma (70,127). Los resultados
pbtenidos en el presente estudio concuerdan con los obtenidos por
Motulsky (81) y por Boon (124) quienes tampoco encontraron  una
reguiacidn a la baja al estudiar sujetos sanos vy paclientes con
hipertensidn arterial, aun cuando loz niveles de CA presentaron
una variabilidad mayor a la observada en este estudio.

Con relacidn a las CA en el plasma v los receptores
alfagp-adrendrgicos se encontrd una correlacidn positiva con una
pe 0.08, es posible gue eéesta relacidn indique una regulacidn
tigioldgica normal, mediante la cuwal el organismo mantiene una

Feepeied a fisiolegica adecuada cuwando la CA varian dentro de los

=0

b



limites normales, si los niveles de CA se incrementan o dis-

minuyen anormalmente como ocurre en los casos de feocromocitoma o
de pacientes con degeneracivn del SNS (sindrome de Shy-Drager),

s& observa un proceso de "protecoidn' de los tejidos 2n el cual

el numero de receptores aumenta o disminuye, segun el ¢aso,

manteniéndose asi una respussta adecuada a la estimul acidn

adrenérgica.
Recientemente (97) se demostréd que el numerc de receptores
alfam—adrenérgicos en las plaguetas de sujetos sanos no se modi-
fica despues de una infusidn aguda de E, sih enbargo la actividad
de ia AC se esncuentra disminuwida significativamente. Estos reaﬁ1~

tados seffalan, que los cambios en la funcidn del receptor pueden

ocurrir  sin  gue necesariamente se observen cambios en el ndmero

de dstos.
For 1o tanto la medicidn del nimero de sitios de unidn de

las CA en forma aislada, no proporciona la informacién suficiente

sobre el grado de actividad adrendrgica. En este sentido, se han

egncontrado alteraciones a nivel postreceptor en padecimientos

enddcrinos como el pseudohipoparatiroidismo (128,129), enfermedad

we se caracteriza por uwna resistencia a la hormona paratiroidea
, =

y & otras hormonas cuyo segundo mensajero es el AMFc.  Tambien se

ha observado gue en ésta enfermedad existe wna deficiencia en la

acividad de la proteina Ns de hasta un 30 %.
La funcionalidad de los receptores adrenéfgicos estd regu-

lada dinamicamente por el grado de estimulacion alcanzado bajo

determinadas circunstancias, en &1 hombre la administracidn de

isoproterennl induce una disminucidn en la respuesta de la AC

(130-122) .

Fara poder evaluar de manera integral la actividad del 5NS vy

establacer su relacidn con las diferentes entidades patoldgicas

2n las qgue participa, es necesario gque en btrabajos posteriores ase

,u
fEH
—



consideren los factores que de alguna forma modifican la activi-

dad simpatica, entre ellos es necesario hacer énfasis en el saxo,

la edad, el peso, el consumo de café, alcohol vy cigarrillos en la

medicacidn previa recibida por los sujetos a estudiar, g1 tiempo

de reposo antes de la toma de las muestras, asi come la actividad

strress psicoldgico asociado con la heospitalizacidn,

fisica vy el
por mencionar algunos de los factores que se pueden controlar con

relativa facilidad.

Un diseffo &n el gue se controlen las variables propuestas,

permitira realizar experimentos en los que los resultados sean

mas consistentes y permitird conocer y comprender ampliamente el

papel del BNS y los sitemas con el relacicnados en enfernedades

como las ya mencionadas. .

For otra parte el andlisis aislado de los diferentez com-

ponentes del sistema adrenérgico, con la finalidad de obtener

informacidn sobre la actividad del NS, no es suficiente, por lo
gue ®s necesario realizar un anializie de cada uno de los compo-

nentes, de preferencia en el mizmo sujeto, va que de &sta manera
la intformacion que se obtenga permitird establecer los mecanis-
mos normales a treves de los cuales se lleva a cabo la vegulacion

de las respuestas fisioldgicas controladas por los mensajeros

quimicos, sean estos hormonas o newotransmisores.

En la medida en que los avances metodolégicos lo permitan

éstas observaciones podrdn extenderse para estudiar aspectos

Camo:
1Y Emn qué medida las alteraciones de las respuestas de los

teiidos a la estimulacidn hormonal y a los férmacos, se debe a

una regulacion de los receptores involucrados?

@) En qué forma se regula 21 rdmero vy afinidad de los
Lores adrenérgicos en laz entidades patolégicas en las que estin

Lnvolucrados®



I) Cdal es el significado fisioldgico de la variacidn en el

~numero y la afinidad de los receptores 7

4) Cual el}éiQni%i@ado de un estado de alta 'y de baia

afinided en los receptores adrenérgicos?

3 Chales son las alteraciones en los componentes del sis—

tema de transduccidn involugrados en el dasarrollo o persistencia

de una enfermedad?

&) Clal es el ciclo de vida de los receptores adrenérgicos?

7} BEn que forma los iones como 21 Ma™* influyen sn la unidn

~de low agonistas a los receptores alfag-adrenérgicos?.

Fosiblemente uno de lpos usos practicos mas importantes de la

union d= radioligandos a los receptores en @l hunano es su empl eo
como  herramienta en el estudio de la farmacologfia clinica. Al-
gunos agonistas y antagonistas adrenédrgicos son utilizados exten-—
sivamente en la clinica, lo cual puede desencadenar los mecanis-

maos de regulacidn del receptor. Comunmente estos compuesztos se

usan sin una caracterizacidn previa de sus receptores. La unidn
tle radioligandos ofrece una alternativa que permitird determinar

las propiedades de los receptores antes de un  trata- miento vy

predecir la dosis requerida por el paciente, tambidén harid posible

i

la chservacidn de cambios en los receptores duwrante el

tratamientn v gquisd ayudard en la deteccidn de loz niveles

nlasmaticos de una droga.
de los receptores mediante la técnica descrita

7

1 estuduio

e

tambien se puede utilizer en la prediccidn de efectos benéficos

g nocivos de  la  interaccidn  de las drogas con los receptores

adrengrgicos, 1o oual puede ayudar al clinico en la prescripcion



del Yarmaco mas adeguado.

En resumen éste estudio seffala la importancia de los dife-

rentes parametros que se deben considerar en  la evaluacion del

SHME en diferntes entidades patolédgicas y debido a gque un solo

pardmetro de la actividad simpéatica no es suficiente para es-

tudiar adecuadamente la relacion enkre éste y el sistesa

adrendrgico, proponemos la realizacidn de un estudio integral en

21 que se analicen el aspecto hormonal, 21 molecular y &l biogui-
mico de los mecanismos adrengrgicos que intervienen en  la

modulacidn del SNS, tanto en condiciornes normales como en  los

padecimientos en los que éste sistema s encuentre involucrado.

&4
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