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RESUMEN

Leos receptores alfa 2 adrendrgicos son de parcicular
{mportancia en las cflulas grasas ya que modulan las acclones
beta adrenérgicas de las catecolaminas. Los receptores alfa 2
adrenirgicos se han observado en adipocitos de wmmchas especies
como hamsters, conejos, perros ¥y humanos. Sin embargo la
presencia de estos receptores en adipocitos de rata ha sido
di1ffeil de demostrar.

La finalidad del presente trabajo fue: caracterizar la
habilidad de algunos agonistas alfa adrendrgicos para disminuirx
la acumulacidén de AMPc en adipocitos de hamster y reevaluar la
presencia de receptores alfa 2 adrenfrgicos en adipocitos de
rata,utilizando UK-14304, una nueva herramienta farmacoldgica que
tiene 1la ventaja ‘de ser un agonista alfa 2 adrenérgico muy
potente y altamente selectivo.

Se utllizaron ratas macho Wistar y hamsters dorados wmachos,
alimentados ad libitum. los adipocitos se aislaron del paquete de
grasa del epldidimo por digestién con colagenasa,en una solucidn
amortiguadora, suplementada con 3% de albdmina. Las c&lulas se
incubaron durante i0 min. en presencia de diferentes agentes y
0.5 mM, de teofilina. La acumulacidn de AMPe se determind por el
método de Brown ct al.. En algunos experimentos, se¢ adoinistr
toxina pertussis a los animales 3 & 4 dias antes de realizar el
gxperimenco.

Los resultados indlcan que los agonistas con mayor eficacia
para disminuir los niveles de AMPc tanto en adipocitos de hamstar

como ~ en los de rata fueron el UK-14304, p-aminoclonidina y



clonidina. El  efecto del UK-14304 fue blogueado con el
antagonista alfa 2 adrenérgleo yohimbina y por 1la toxina
pertussis. Esto demuestra la precencia en cflulas grasas de rata,
de receptores alfa 2 adrenférgicos acoplados a la enzima adenilato
ciclasa a través de wna protefna G.

Por otra parte, se completd la caracterizaclién del receptor
alfa 2 adrenérgieo en adipocitos de hamster, observindose que el
agente mis eficaz para inhibir la acumulacidn de AMPe fue

nuevamente el UK-14304.



INTRODUCCION

Todos los seres vives tienen la capacldad de dar una
respuesta coordinada a un estimulo dade. Esta capacidad es vital
y requiere de sistemas coordinados de comunicacidén.

Sin  duda, desde la aparicién de los orpanismos mas simples
en nuestro planeta se fueron desarrollando sistemas de
comunicacidn celular y, mediante la seleccion natural, se fueron
conservando sdlo aquellos que representaban ventajas adaptativas
para las.diferentes especies.

Aunque en los organismos mds complejos los sistemas de
comunicacidn tambi&n son mids complejos, resulta claro que se
conservan los elementos esenciales.

Uno de los sistemas de comunicacidn mis poderoso y
ampliamente difundido en la naturaleza es la comunicacidén
quimica. Esta comunicacién consiste en la liberacién por una
cglula, de una substancia que tiene la capacidad de alterar el
funcionamiente de otras células receptivas al mensaje, llamadas
células blanco.

Estas substancias qufmicdas pueden actuar sobre células
relativamente cercanas constituyendo  hormonas locales o
autacoides; en algunos cases, su accidn gueda limitada a células
cercanas, separadas solamente por el espacio sindptico, como en
el caso de los neurotransmlsores, o bien pueden ser producidas
bor unz glindula de secrecidn interna y circular por el torrente
sanéufne; como las hormonas (1).

En general, las hormonas regulan una gran variedad de

actividades metabdlicas y ejercen sus efectos sobre las . células




blanco a través de receptores especificos. Estos receptores son
proteinas capaces de reconocer e interacclonar com el mensajero,
ademis de transmitir el mensaje para que la cG_luLa produzeca una
respuesta (2).

Algunos receptores se encuentran presentes en el nicleo o en
el citoplasma de Ja célula blanco, por lo que las hormonas,
necesitan tenmer acceso al interior de la célula y unirse a estos
receptores para formar el complejo hormona-receptor, el cual, con
o sin algura modif{cacidn, se tramsporta a sus sitios de accidn.
En general, estos receptores ejercen su accidn en perfodos de
tiempo largos y cstén relacionades con funciones de crecimiento y
diferenciacidn en tejidos especffices.

Por otra parte, existen receptores que.se encuentran en la
cara externs de la membrana plasmitica, por lo que al formarse el
complejo hormona-receptor, es necesario llevar el mensaje al
interior de la célula porque es ahf donde ocurren los efectos.
Por esta razdn se desencadena todo un proceso de transduccidn del
mensaje, que conduce 2 la formacidn de la sefial intracelular, la
cual e¢s reconocida por aceptores que se encuentran en el interior
de la c&lula, generalmente proteinas cinasas, las que provocan
cambios en el funcionamlento celular, generalmente por procesos
de fosforilacién de algunos componentes de las cé&lulas, como
enzimas, canales, protefnas contriictiles, ete.

La comunicacidn celular, por lo tanto, involucra la
secrecion de un mensaje quimico por una célula., Este mensaje
interacciona con un receptor ubicado en la superficie de 1la
célula blanco y al formarse el complejo hormona-receptor, #&ste

interacciona con una serie de protefnas inclufdas en la membrana



celular, las que transmiten 1informacidn 0l induclr cambios
conformacionales en la sigufente proteina del complejo, aceidn
que culmina con la generacidn del scgundo mensajeto vy 1a
propagacidn intracelular de la sefal para produclr s respuesta,

Aunque muchas hormonas son capaces de regular una  amplia
varledad de procesos bioquimices y fisioldgicos, el nimero de
segundos mensajeros ¢s sovprendentemente pequefio, o3 decir, la
manera de iuntermalizar la seffal en la célula es narcadamente
universal.

En la actualidad, se reconccen dos grandes wecanlsmos de
transduccifn de la sedial hormonal., Uno que utiliza el adenosin -
3,5 momofosfato clclice (AMPc) como segundo wensajero, ¥ orro
que emplea una combinacidn de segundos mensajercs que incluyen
iones de calcio y dos substancias: el Lnositol crisfosfato (1P3)

v el dlacilgiicerol (DG) (3).
EL SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA

El AMPc y la enzima que sintetiza esta wdlecula, Ja
adeniiate cielasn, existen en casl todas las formas de vida, E1
papel universal del AMPc en la regulacifn de una enorme cantided
de eventos bioquimicos ha quedndo bilen establecido.

El renonocimiento de este sistema s¢ inicia en 1958 cuando
Earl Sutherland y Theodore W, Rall descubrieron el AMPc ¥
obgaeyvaren la modulacidn de sug niveles on respuesta a la accidn
hormonal,

Mis tarde en 197!, Rodbell y sus colaboradores  (4)

demostraron que para la transduccldn de 1a sefial se requerfa



guanosia trifosfare (GIP). El hailazgo original vreveld que el GTF
a5 esencial para la transduccidn de la sefal, per lo que se
propuso  la existencia de wna protelna "G" capaz de servir de
acopladora entre los receptores y la enzima adenilato ciclasa.

La existencla de una proteina ¢ especifica fue claramente
establecida cuando, por recontitucidn de 1la proceina Gs se obtuve
agtividad de la adenilato ciclasa, en membranas de células S49
cve~, una linea nutante de células de linfoma de ratdn, las
cuales tienen el receptor y la unidad catalitica de la adenilave
ciclasa, pero carecen de la proteina transductora & (5).

Estos experimentos de reconstitucidn fueron complementados
por la identificacidn del sitio de unidn del GTP utilizando tanto

al32P)GT? en estudios de marcado por fotoafinidad (6), as{ como
toxina del calera (7).

Sin wmbargo, aungue se conocfan nuchas hormonas capaces de
estimular la actividad de la adenilato eiclasa, tambifpn se
conoc{an otras que inhibfon a la enzima y disminafan los niveles
de AMPeo.

El grupo de Rodbell (8) obtuvo algunas evidenclas de que el
‘GTF puede, en algunas cflulas inhibir 2 l1la ciclasa, lo que
sugetfa la presencla de otra protefna G acopladera en la accién
inhibicoria.

. La demostracidn de la existencia de dicha proteina ©
inhibicoria o Gi, en contraste con la Gs estimuladora, se logréd
utilizando toxina pertussis, que bloquea el efecto de esta
proteina sobre la adenilato ciclasa (9).

De esta manera, se reconocid que el sistema de la adenilato

ciclasa (Fig.l) consta de tres componienrtes : receptores, tanto
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FIGURA 1. MODELO DE LA ADENILATO CICLASA. Hs, horwona
estimulapnte; Rs, receptor activador; Hi, hormena inhi
toria; Ri, receptor inhibidor.
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inhibiterios como estimulatorios, proteinas acopladoras Gs y &1 y
la subunidad catalfrica o adanilato ciclasa.

La  existencia de dos tipos de receptores, tanto
estimulatorios comoe inhibitorios del sistema de 1la adenilato
ciclasa, ha sidp confirmada por la clenacidn de sus genes (10},
Estos receptores son protelnas frecuentemente glucosiladas que se
encuentran ¢mbebidas en la membrane plasmitica, presentando hacla
el exterior el sitio de unidn con el agonista.

Los receptores estimulatorios o Rs, promueven el ineremento
de AMPe al estimular a la adenilato ciclasa. Como ejemplo de
estos receptores podemos menclonar a los beta adrenérglcos, a los
de glucagen, a los de vasopresina, etc,

Los receptores Inhibitorios o Ri, por el contrario, provocan
la disminucién de los niveles de AMPe al inhibir a 1la enzima;
entre este tipo de receptores se encuentran leos alfa 2
adrenérgicos, los de la acetilcolina, Ios de angiotensina I1 y
los de los pépridus oploides.

Por otra parte, las protefnas § acoploadoras, presentan
varias propledades en comin: son capaces de unir iones magnesio y
nucledtidos de guanina; son sustratos de la actividad (ADP
ribosilacidn) de algunas toxinas bacterianas, como la roxina del
célera y la toxina pertussis y tienea funcidn de GIPasas.

Las protefnas € estdn formadas por 3 subunidades: alfa,
beta y gamma. la subunidad alfa tienc caracteristicas variables
entre las diferentes proteinas G, hasta hoy conocidas y su peso
wolecular varfa entre los 30-60 KDa. La subunidada presenta el

pitio de unidn de los nucleStidos de gusnina y la funcidn de



GIPasa. Las subunidades B y Y sou wmuy similares en las
proteinas G, con peses woleculares de 35-36 Kba y de  5-8 ¥bDa
respectivamente.

El modelo cinético que se ha propuesto para explicar 1la
interaccidn del complejo hormona-receptor conm la adenilato
ciclasa a través de las proteinas ¢ {Fig. 2), fue desarrollado
inicialmente por Pedersen y Ross (1l}, utilizando receptores
adrenérgicos y  protelnas Gs, purificados y reconstituidos en
vesfculas fosfolipfdicas.

Las protefnas Gs en su estado basal o inactivo, se
encuentran formadas por un trimero (las subunidades a, B vy
asociadas), unido a GPP y asociado al receptor, haclends que este
receptor se encuentre en estado de alta afinidad para el agonista
(Ra), de tal manera que se encuentra formado el complejo Ra-Gs-
GpP.

Cuando el agonista (H) se une a este complejo, se provoea la
liberacidén del GDP y ese sitlo es ocupado por CGIP,entonces el
agondista c©s liberado del complejo hormona-veceptor para volver a
estimular o ser degradado. Por otra parte el receptor de disocia,
pasando a un estade de baja afinidad (Rb).

La proteina G sc actlva, disoclindose sus subunidades vy
La subunidad « g~GIP, es capaz de activar a la adcnilato
ciclasa; ademds esta subunidad hidroliza al GTP que lleva unido
a GDP y fosfato inorgdnico, quedando la forma as-GDP; esta
forma vuelve a asoclarse con las subunidades gY para unirse al
receptor en estado de baja afinidad, volviéndose a formar el
complejo RbeGs=GDP y reiniciar el ciclo (1).

Parece ser que de una manera muy similar accida la proteina
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Gi, 5610 que el complejo a {-GTP {nhibe a la adenilato clelasa al
interactvar con ésta {12)., Sin embarge, se ha propueste, que ¢l
complejo  BY liberado cuando se activa la protefna i, puede
asociarse con @ s y asY evitar la activacidn de 1la ciclasa
{13).

Una vez que la adenilato ciclasa es activada, rompe el ATP
para formar AMPc mis pirofosfato; este segundo mensajero, el
AMPc, activa especificamente a la protefna cinasa A,

Lo proteina cinmsa A estd formada por das partes: una
subunidad catalitica y una subunidad reguladora. Cuando ol AMPc
se une a 13 subunidad reguladora se llbera la catalftica, la cual
fosforila proteinas especfficas, que se encargan de dar respuesta
al wensaje, Aunque los niveles de AMPe aumentan ypipidapente
dentro de la cédlula por la accidn hormonal, estos disminuyen por
la  nccidn de la enzima fosfodiesterasa, que  cataliza el
rompimiento de la mdlecula de AMPc (I4).

En el estudlo del sistema de la adenllate ciclasa, han sido
importantes dos toxinas bacterianas: la toxina pertussis,que es

producida por 1la Bordetella pertussis, el agente causal de la

tosferina y la toxina que produce el Vibrio cholerae, el agente
causal del cblera.

Ambas toxinas catalizan una modificacidn covalente de las
protefnas G, utilizando NAD, transfiriéndoles la fraccidn ADP
ribosa. La accidén de awbas toxinas es sinérgica; 1la roxina del
cdlera ADP ribosila la subunidad as, provecando la disoeciacidn
del complejo fy , lo que provoca que as queéde permanentemente

unida a la adenilato ciclasa, activdndola continuvamente.



Por otra parte, la toxina perrussis ADP-ribesila a 1la
subunidad a1 Induclendo la discclacifa del complejo £y , sin
embargo nou ejerce su efecto inhibitorio persistente sobre 1la
ciciasa, 'sino que, al parecer la accién de la toxina sobre Qi
la modifieca de tal manera que no puede interaccionar com
receptores que inhiben a la ciclasaj por lo tante al no haber una
restriccldn sobre la ciclasa, esta queda sctivada perpanentemente
(15).

Otro agente utilizado es la forskelina, que es un diterpeno
aislado de 1las raices de ia planta Coleus forskholii y que
activa directamente a la adenllato ciclasa, pasande por alto al

receptor y a la protelna G (46).

EL SISTEMA DE LOS FOSFRINOSITIDOS-CALC1O

Una gran variedad de c€lulas presentan receptores cuya
activacidn altera el wmetabolismo de los lipidos de la membrana
plasmitica, con la produccidn de metabolitos intermedios que
act{an como mensajeros intracelulares.

En 1953, Hoking y Hoking (16) observaron que algunas
hormonas incrementaban el recamblo de los fosfolipides de 1la
membrana, principalmente del fosfatidilinosital. Estas
observacioﬁcs establecleron muchas caracterIisticas importantes
para entender el metabolismo estimulado de este fosfolipido. S5in
embargo, no aportaban evidenciasysuficientes para telacicnar el
fosfatidilinositol eon la transduceifn de sefiales de 1la
superficie celular a través de la membrana plasmitica.

ta idea de que los 1Ipldos de inosirol estaban implicados en



un  nuevo mecanisme  de transduccidén de sefiales, acoplade a
teceptores especificos, fue desarrollada entre 1969 y 1979 por
Durell, Michell y cols.(17)

Se habYa observade que existian algunos receptores como el
colinérgico muscarinico y los alfa | adrenérgicos, que al ser
activados controlaban el metabelismo de los 1Ipldos de inositol y
al mismo tiempo, estos Teceptores causaban un incremento en la
concentracidn  de Catd en el Interlor de las células cstImuladué.
Sin embargo, el aumento de Cat+ intracelular mo era el activador
del metabolismo del fosfatidilinositol, Por otra parte, estos
Teceptores, en general no activan a la adenilato ciclasa.

Estas observaciones y estudies posteriores, permitieron a
Michell, Berridge y cols.(18), reconocer los pasos de  este
sigtema de transduccidn (Fig. 3), el cual se lnicla cuando los
agonistas, al ocupar su receptor, activan a la encima fosfolipasa
< (FLC) que Tompe 4 un fosfolipide de membrana, el
fosfaridilinositol~ 4,5- bifosfato (PIP2), que se encuentra en
muy bajas cantidades, aproximadamente el 1% del total de 1los
1ipidos de inositol.

Algunos estudios utilizando toxina pertussis, han dado

Cevidencia de que la activaci@a de la fosfolipasa C se encuentra
regulada por una pru:efna G fijadora de nucleStidos - (19),
denominada Gp. Sin embargo, el pretratamlento con toxina
pertussis en otros sistemas no ha tenido el mismo efecto, por lo
que la presencla de dicha pretefna G es adin una cuestidn abierta.

La hidrSlisis del fosfaridilinositol- 4,5~ bifosfato produce
wio-inositol-1,4,5 - trisfosfato (IP3} y 1,2-dlacilglicerol (DAG)

quienes funcionan como segundos mensajeros intracelulares.
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E1 inositol  trisfosfate iInteractia con  receptores
intracelulares, localizados en el retfculo endopldsmico, logrande
1a apertura de un canal que libera caleio de e¢ste orgénulo (20},
lo que provoca un aumento de 3-10 veces en la concentracién de
calclo citésolico. Este calcioc es un factor de acoplamiente nuy
importante, porque activa un gran nGmero de enzimas en forma
directa y ademis a protelnas cinasas dependientes de calcio o del
compleje calcio~calmodulina, Este aumento de calcio en el
interlor de la c€lula es ripidamente disminuido por la aceidn de
las mitocondrias, que captan al catidn y de una ATPasa de calcio
que lo expulsa fuera de la célula.

El otro producto de la hidrdlisls del PIP2, el
diacilglicerol, activa a una protefna cinasa €, que requicre Ca++
y fosfolfpidos, particularmente fosfatidilserina, para su
activacifn. E) diacilglicerol aumenta la afinidad de la proteina
cinasa C por el Cait+, pero bajo algunas condiciones fisloldgicas
su activacidn es independiente de la concentracidn de caleio, 1o
que nos indica que las acclones simergéticas del Cat+ y el
diacilglicerol son -las que activan a esta enzima (21).,. El

.. diacilglicerol es wuna molEecula hidrof&bica, JQue  se produce
principaimente en la wuembrana plasmitica,donde puede ser
metabolizada a #cldo fosfatfdico o ser degradada a glicerol vy
&cidos grasos, como el araquidénico, el cual a su vez puede
generar otros mensajeros intracelulares, como las
prostaglandinas.

Sin embargo, se ha sugeridc que podrfan exlstir otros

moléculas. ademds del diacilglicerol, que activan a la protefna



cinasa €, como el dcido araquidénico, otros eicosanoides y
algunos glucolipidoes, principalmente esfingolipides (22).

La proteina cinasa C se encuentra en muchos tejidos y
drganos, de los cuales se recupera en la fraccidn soluble en su
forma inacctiva, y aparentemente se transloca hacia la uembrana
cuando las c¢élulas son estimuladas . Una vez estimulada, la
proteina cimasa C participa en la propagacin de 1la seiial
hormonal, por medio de fosforilaciones de protefnas especificas,
implicadas en algunas respuestas fisiolSgicas.

Uno de los aspectos mds importantes de este sistema, es 1a
gran cantidad de fendmenos en los que se encuentra invelucrado,
tiene acciones inmediatas como la secrecifn de histamina,
dophmina, insulina y wuchas otras sustancias en diferentes tipos
celulares, y acciones a mas largo plazo, como la diferenciacidn y

la proliferacidn celular (21).

RECEPTORES ADRENERGICOS.

Entre los agentes bioldégicos cuyas acciones se encuentran
reguladas por receptores acoplades a la adenilato ciclasa o ala
via de los fosfoinositidos-Cutt, se encucntran las catecolaminas
como la adreﬂalina y la noradrenalina.

Estas dos substancias juegan un papel muy importante en el
control de muchas funciones y respuestas del organismo a
difcrentes estimulos del medioc ambiente. Estas sustancias actfian
en ‘las células de sus tejidos blanco a través de receptores
localizados en la superficie de la membrana plasmdtica, llamados

receptores adrendrgicos.
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AsI como para muchas otras hormonas, existen varios tipos de
receptores adrenérgicos, los cuales han sido identificados
basdndose tanto en sus diferentes acciones fisioldgicas como en
su especificidad farmacoldpgica (23).

Ahlquist (24) originalmente dividid a los receptores de las
catecolaminas en dos grandes grupos, a4 los que llamd alfa y beta,
Sin embargo, una serie de autores entre ecllos B. Levy, Moran y
Furchgott (25) habfan notado una aparente heterogeneidad entre
los receptores beta.

Lands vy cols. basndose en sus investigaciones en donde
comparaban las potencias relativas de una serie de agonistas
beta, propusieron una subclasificacién en receptores bera 1 y
beta 2 (26). Ambos subtipos han sido purificados, caracterizades
y secuenciados. (27)

Los dos subtipas de veceptores beta, se pueden encontrar en
un mismo tejido desempeiiando diferentes funciomes y pueden ser
encontrados adn en la misma célula. Ambos  subtipos de
receptores beta se encuentran asoclados a incrementos en los
niveles de AMPe, por activacidn de ln enzima adenilato eclclasa.
En  los receptores beta 1, tanto la epinefrina como la
norepinefrina son equipotentes activadores, principalmence en el
tejido adiposo y en el corazdn, mientras que los receptores beta
2 son preferentemente activados por la epinefrina.

Por otra parte, los  efectos ;lfa de . las catecolaminas
también se encuentran divididos en dos subtipos: alfa 1 y alfa 2,
ya que presentan diferentes  acclonea  biloquimicas v
sorprendentemente, se  encuentran acoplados a  diferentes

mecanismos de transduceifn de seflales. La activacién del receptor
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alfa 1 adrenérgico, invelucra el recambio de fosfolnositidos y la
elevacidn de calcio intracelular, mientras que el receptor alfa 2
inhibe a la enzima adenilato ciclasa por intermediacidén de una
protefna Gi, ademiis de que aparentemente estimula el Intercambio
Na+/H.{(23)

Existen una sgerie de evidencias que sugleren que las
catecolaminas repulan el metabolismo de las ¢élulas grasas. EL
efecto fisiglagico mis importante de estos agentes en el tejido
adlposo, es la activacién de la enzima triglicérido lipasa, que
rompe wmoléculas de triglicéridos para generar dcidos grasos y
glicerol, al mismo tiempo se activa la glucfgeno fésforilasa y se
inactiva la glucfgenc sintetasa.

Los efectos de las acclones adrenérgicas sobre la 1lipdlisis,
parecen  estar regulades por efectes opuestos entre  los
diferentes receptores adrenérglcos en las células grasas;
estimulacidn a través de los receptores beta e inhibieidn por
receptores alfa 2.

La  estimulacién wedlada por los receptores beta 1,
involucra la acumulacidn de AMPc, el cual activa a la protefna
cinasa A, que fosforila a la enzima triglicérido lipasa, mientras
que el receptor alfa 2 al inhibir a la adenilato ciclasa, y
disminuic los niveles de AMPc, indirectamente inhibe o la enzima
triglicérido lipasa.

For otra parte, la activacidn de los receptores alfa |
adrenérgicos, provoca la thibicién de la enzima glucdgeno
sinccfaaa y la estimulacidn de la glucdgeno fosferilasa, pero en

general, estos receptores presentan muy poco efecto sobre Iz



1ipdlisis, (28)

Los receptores alfa 2 adrenérgicogf son particularmente
importantes en lag cédlulas grasas, ya que ellos modulan las
acciones beta adrenérpgicas de las catecolaminas. En peneral los
receptores alfa 2 adrenérgicos, son mas abundantes que los beta
en estas c€lulas y los agenistas naturales como !a epinefrina
exhiben una mayor afinidad por estos sitios que por los
receptores beta.

Los receptores alfa 2, han sido claramente caracterizados en
los adipocitos de wuchas especles, c¢omo hamsters (29), conejos
(30}, perros {31) e incluso en humanos {32}

En contraste, en los adipocitos de rata, que son los que se
utilizan mids conmfinmente en el laboratoric, 1la presencia de
receptores alfa 2 es controversial, ya que han sido encontrados
en algunos estudios (33), mientras que otros sugieren que los
adipocitos de rata carecen de receptores alfa 2 (29). Sin
embarge, estas concluslones se basaron en experimentos en donde
se utilizaron agonistas alfa 2 poco selectivos, como la
clonidina.

En un estudio reciente (34), en donde se utilizaba wun
agonista relativamente nuevo, el  UK-14304 (5-bromo-6-(2
inidazolina 2-il-amino)quinoxalina), se observé una clara
modulacién de la 1ipdlisis, a través de receptores alfa 2 en
adipocitos de rata.

La presencia de receptores beta, alfa 1 y alfa 2, parece ser
un patrén general en los adipocitos de todas las especies., El
control dual que estos receptores ejercen sobre la 1lipélisis,

otorga a las cglulas grasas amplias posibilidades de adaptacidn a
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sus diferentes necesidudes fisioldglicas (34).



OBJETIVOS

EL presente trabajo sobre la inhibicién de la acrividad de la
enzima adenilato ciclasa tiene como finalidad :

~ Aportar datos que permitan ampliar el conocimiento scbre

el receptor alfa 2 adrenérgico en adipocitos de hamsters,

utilizando una serie de nucves agonistas alfa adrenérgicos.

- Reevaluar la presencia de receptores alfa ? adrendrgicos
en adipocitos de rata, wutilizando UK-14304, una nueva
herramienta farmacoldgice que ae caracteriza por ser un

potente y altamente selectivo agonista alfa 2 adrenérgico.
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MATERIAL Y METODOS

1) Sustancias utilizadas

Los  sigulentes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemlcal
Co;: L-adrenalina, L-noradrenalina, oximetazollna, Adenosin 3-5
monofosfato clelico (AMPec), dl-propanolol, 3,5~ dimetil zantina
(teofilina). La colagenasa y 1la albiimina sérica de bovino
(fraceidn V) de Worthington y Armour respectivamente. La
forskolina fue obtenida de Calblochemical. E1 {3H) AMPc de Hew
England Nuclear. Los sigulentes agentes fueron generesamente
donados por las compafilas indicadas: UK-14304 y prazosina de
Pfizer, SGD-10175 de Siegfried, metoxamina de Burroughs Wellcome,
BHT-933, p-aminoclonidina y clonidina de Boehringer Ingelheim.

La toxina pertussis se purificd por el wm@todo de Sekura et.

al. (35) a partir de un concentrado de vacuna.

2) Animales
Se utilizaron hamsters machos dorados de 180 a 200 g y ratae
macho de la raza Wistar de 250-300 g, alimentadas ad libitum,
Algunos animales fueron inyectados con toxina pertussis (10
ug por cada l00g de peso) intraperitonealmente 3 dias antes de

ser sacrificados.

_3) Alslamiento de adipocitos

Las células se aislaron por el método de Rodbell (36). Los
animales se anesteslaron, obteniéndose el tejido del pan{cuio
adipogso del epidfdimo y del paquete perirrenal. El. tejido sé.

fragmenta y se incuba en una solucidn amortiguadora Krebs-Ringer-
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Bicarbonate suplementado con albumina 81 3% vy mg/ml  de
colagenasa, por un tiempo de 25-30 min, a una temperatura de 37°C
en un bafio de agitacidn constante.

Al término de 1la digestidn las c@lulas se filtran a través
de una malla de nylon. Después de lavarse se centrifugan a wixima
velocidad durante 15 geg. en una centrifuga clinica, para lavarse

en dos o tres ocasiones con la misma solucién amortiguadora.

4) Incubacidn con las hormonas

La respuesta celular se valord tomando como pardmetro 1a
acumulacidn de AMPc en células completas. Una vez aisladas las
células se incubaron con las hormonas y los diferentes agentes

durante 10 min.

5) Cuantificacidn de la acumulacidn de AMPc

Los adipocitos se incubaron a 37° C con las hormonas y los
diferantes agentes durante 10 min, en presencia de teofilina (3,
5« dimetilxantina)

La cantidad de AMPc se determind por el mé@todo de Gilman
(37) modificado por ﬁroun. et al.{38) que se¢ basa en 1la
competencia por el sirio de unidn, entra el AMPc no marcado y el
AH?c marcado com tritio, a.uma proteina dependiente de AMPe, El
AMPc no pegado se separ del medio con carbdn activado y luego se
cortd la radiactividad en un contador de centelleo liquido. La
cantidad  de AMPc acumulado se estimd comparande los valeres

obtenidos con una curva patrédm.
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5) Anilisis Estadistico
Los resultados se expreson come la media ¥ error estdadar de
determinaciones por triplicado de 5-6 experimentos, empleando

diferentes preparaclones en cada caso.
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RESULTADOS

Se estudid la potencia velativa de varlos agonistas alfa
adrendrglcos, comparando su capacidad para inhibir la acumulacidn
de AMPe¢ estimulada por forskolina en adipocites de hamster.

En la Fig. 4 podemos observar que el agonista selectivo alfa
1, SGD-10175, fue el agente que tuvo menos capacidad de inhibir
la acumulacién de AMPc, mientras que la metoxamina, otro agounista
selectivo de la respuesta alfa 1, sélo presenta um pequefio efecto
inhibitorio a muy altas concentraciones.

Con agonistas alfa no selectivos { es decir, aquéllos que
interactdan con ambos receptores alfa ) se logrd un efecto
parcial  de la respuesta finhibitorla. Con ¢l BHT se logrd una
respuesta de sélo el 30% a una concentracidn 10-", mientras que
la oximetazolina logra una inhibicién del 50% a una concentracidn
10-%,

Los agonistas naturales, epinefrina y norepinefrina, con su
componente beta bloqueado con el antagonista proprancliol 10-5 M,
tamblén inducen inhibicidn de la acumulacidn de AMPe de una
manera dependlente de la concentracion.

VAmboﬁ agentes muestran una eficacia aparente muy similar. El
efecto de ambos agentes se logra desde muy bajas concentraciones,
siendo 1la epinefrina ligeramente mds potente que la

norepinefrina.

ElL efecto inhibitorio de estos agentes se encuentra en -un

vdngo de concentraciones que va desde 10-? M hasta 10-7 M, Sin
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FIG. 4 EVECTO DR DIFERENTES AGONISTAS
ALFA ADRENERGICOS SOBRE LA ACUMULACION
DE AMPe ESTIMULADA POR FORSKOLINA EN
ADIPOCITOS DE HAMSTER.Los adipocitos
fueron incubados an la presencia dea 10uM
da forskolina sola (¢) o con diferentes
concentracionea de los sig. agonistas :
SGD-10175 () ;metoxamina (0O )
noradrenalina + 10 uM de propanolecl (Q)
H adrenakna + 10uM de propanolol (® };
BHT-933 (M) y oximetazolina. (/). Valor
basal de AMPc 99t1.



erbargo, el efecto se revierte de manera importante a una
concentracisn 10-SM.

Los datos mds interesantes fueron obtenidos con tres
apgentes selectives de la respuesta alfa 2 adrenérglca,
pertenecientes al grupo de las imidazollnas ( Filg. & ). Estos 3
agentes, clonldina, p-aminoclonidina y UK-14304, dinhiben Ja
acumulacién de AMPc, inducida por forskolina, de una manera
dependiente de 1la concentracidn. El agente mAs eilcaz para
inhibir esta respuesta fue el UK-~14304 y el menos eficaz la
clonidina. E) orden de potencia parta estos tres agentes fue: p=-
aminoclonidina > clonidina > UK-14304, mientras que el orden de
eficacia fue: UK-14304 2 p-aminoclonidina > clonidina.

‘En la Fig.6 se nbgerva que el efecto inhibitorio del UkK-
14304 no se bloquea con el auntagonista alta 1  adrenérgice,
prazosina, sin embargo, cuando se utiliza el antagonista alfa 2
adrenérglco yohImbina, el efecto inhibitorie del UK-14304 sc.
bloquea de una manera dependiente de la concentracidn.

Cuande  estudiamos el eféc:o de astos tres agentes
imidazolinicos en adlpﬁcitos de rata, se observé que ninguno de
estos produjo una inhibicidn clara sobre la acumulacidn de AMPe
estimulada por forskolina., Sin embarge, cuvande sge¢ utilizan
cantida&es hasta !0 veces menores de forskolina ( L0~7M ) para‘
lograr niveles wds bajos de AMPc, se pueden observar claros
efoctos tanto de la clonidina (el agente con menor actividad
intrinseca) como de la p-aminoclonidina y el UK-14304. El orden
de potencia y de eficacia para estos  tres deer;u!os
imidazolinicos, observado en los adipocitos de rata, es idéntico

al observado en homsters ( Fig. 7 ).
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FIG, 5 EFECTO DE LA CLONIDINA, UK-14304,
p-AMINOCLONIDINA SOBRE LA ACUMULACION DE
AMPc ESTIMULADA PFOR FORSKOLINA EN
ADIPOCITOS DE HAMSTERS.Lom adipocitos
fueron incubados en presencia de 10uM de
forekolina' sola {(¢) o con diferentes
concantraciones de UK-14304 ( ® )

p-aminoclonidina (A) v clonidina ( g )
Valor basal -de AMP¢ 98 % 2
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F1Q., & EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS ALFA
ADRENERGICOS SOBRE EL EFECTO INHIBITORIO
DEL - UK=~14304. Los - adipocitos fuaron
incubados ~ con 10 uM de forskolina sola
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FIG. 7 EFECTO DE LA CLONIDINA, UK~14304,

¥ p-AMINOCLONIDINA SOBRE LA ACUMULACION
DE AMPc ESTIMULADA POR FORSKOLINA EN
CELULAS GRASAS DE RATA. Los adipocitos
fueron incubados en presencia de 1 uM de
forskolina sola {(#) o con diferentas
concentraciones de UK-14304 (® )
clonidina (Q) y p-aminoclonidina ( A ).
Valor basal de AMPc 113 £ 1



Conslstentemente el UK-14304, fue el ngente mds eficaz para
inhibir la acumulacidn de AP ¥ su efecto fue bloqueado, dw
manera dependiente de la dosis, por el antagonista alfa 2
adrenérgico yohimbina, pero no por la prazosina, un antagonista
alfa 1 adrenérgico ( Fig. 8 ).

Hasta aqul nuestros resultados muestran due <l efecto
inhibitorio de estos agentes es mediado por receptores alfa 2
adrenérgicos. En  nuestro laboratorio previamente se habfa
demostrado -que la inhibicidn de la actividad de la adenilato
ciclasa a través de receptores slfa 2, es regulada por una
proteina Gi, en adipocites de hamster (39,40). Para corroborar
estos datos, se utilizaron adipocitos de hamster pretratados con
toxina pertussis., La toxina pertussis causa una ADP ribosilacidn
de la subunidad ¢ i de la protefna G, lo que resslta en una
disminucién en la sensibilidad a las aminas alfa 2 adrendrgicns
en los adipocitos. Esta disminucidn en la sensibllidad no es
exclusiva de 1los receptores alfa 2 adrendrgicos, sino que es
comiin o aquellos agentes que inhiben la actividad de la adenilato
clclasa (41).

Como se puede observar en la Tabla I, el efecto inhibitorio
del UK~-14304 y el dcfdo nicotinicoe {otro agente cuyos receptuves
se encuentran acoplados de manera inhibitoria a ‘la enzima
adenilato c¢iclasa), que se observa en células de hamsters
control, se ve disminuldo e incluso desaparece en cflulas de
animales previamente tratados con toxina pertussis.

De la misma manera, en los adipocitos de rata obtenidos de

animales pretratados con toxina pertussis ( Tabla Il ), la accidn
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FIG, 8 EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS ALFA
ADRENERGICOS SOBRE EL EFECTO INHIBITORIO
DEL UK-14304. Loe adipocitos fueron
incubados con 1 uM de forskolina sola
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(@) o pragosina (Q).

Valor basal de AMPc 104 % 2



ACUMULACION DE AMP ¢

(p.mol / 10 c@lulas)

A‘ GENTE CONTROL TOXINA PERTUSSIS 4
NINGUKO 102 + 28 119 + 14 .60
FORSKOLINA 10 M. 1277 + 81 2479 + 130 <.001

FORSKOLINA 10 M
+ UK 14304 10 M. 298 + 26 2220 + 139 <.001

FORSKOLINA 10 M +
ACIDO NICOTINICC 10 M. 64 + 13 1694 + 191 <.001

TABLA 1. EFECTO DE LA TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA INHIBICION POR UK =~ 14304 Y
ACIDO NICOTINICO DE LA ACUMULACION DE AMPc ESTIMULADA POR FORSKOLINA EN
ADIPOCITOS DE HAMSTER. Los animales fueron tratados previamente con toxina
pertussis y los adipocitos fueron incubados con los diferentes agentes a las
concentraclones marcadas. .




ACUMULACIUON DE AMPc

(pmol/ 2 x 10? células)

AGENTE CONTROL TOXINA PERTUSSIS P

NINGUNO 146 + 12 106 + 11 0.025

FORSKOLIKA 1075 M. 3162 + 223 1448 + 145 <0.001

b1

FORSKOLINA 10=7 M :

+ UK 14304 1075 M. 2928 + 170 1389 + 33 <0.001
kK &

FORSKOLINA 10-3 M

+ AC. NICOTINICO 10~% 179 + 20 1257 + 59 <0.001

FORSKOLINA 1076 M 1465 + 149 435 + 19 < 0,001
(b) *

FORSKOLINA 1076 M

+ UK 14304 10-5 i 1108 + 118 433 + 37 < 0,001
3.3 .

FORSKOLINA 1076 ¥ ]

+ AC. NICOTINICO 10~% M 179 + 20 363 + 31 < 6.001

FORSKOLINA 10-7 i 531 + 14 -
*x

FORSKOLINA 10-7 M

+ UK 14304 1075 M 265 * 15 -
*%

FORSKOLINA 107 M
+ AC. NICOTINICO 10=% M 113 + 16 -

TABLA I1. EFECTO DE LA TOXIWA PERTUSSIS SOBRE LA INHIBICION POR UK-
14304 Y ACLDO NICOTINICO DE LA ACUMULACION DE AMPe ESTIMULADA POR
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FORSKOLINA EN ADIPOCITOS DE RATA. Las
animales fueron tratados previamente con toxina pertussis y una vez
obtenidos, - los adipocitos fueron incubades con los diferentes
agentes a las concentraciones marcadas (% ne hay diferencia
significativa *#* p 0,001, (a) 0.40 (b) 0.05)



Inhibivoria del UK-14304 y el Feido nicotinico se bloyued, Ademds
observamos wuna importante disminucidn en la sensibiiidad a 1la
forskolina, por lo que los uiveles de AMPc, se ven disminufdos en

comparacidn a los obtenidos con adipocitos de animales comtral.
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DISCUSION

Se ha demostrado en muchos sistemas celulares gque la
actividad de la adenilato ciclasa es inhibida por un gras nimero
de -hormonas (42,52,53). El acoplawmiento de receptores gue inhtben
& la enzima adenilato ciclasa ha recibido menos atencidn que 1a
de los receptores que la activan.

En los adipocitos dc hamster, se sabe que la lipSlisis es
regulada por efectos antagnicos de los diferentes receptores
adrenérgicos, estimulacidn a través de los receptores beta e
inhibieidn a trav@s de los receptores alfa 2.

Ademds de los receptores alfa 2, se conocen otros
receptores en las células grasas, que regulan la actividad de 1la
adenilato clclasa, como el receptor al dcide nicotinice, el de
las prostaglandinas E2,(43) y el receptor Ri para adenosina (44).

Se inicid un estudio para comparar el efecto de algunas
hormonas y una serle de agentes alfa adrendrgices en los
adipocitos de hamater. Aunque en nuestro mismo laboratorio se
habfa caracterizado ampliamente al rveceptor alfa 2 y su efecto
inhibitorio scbre la adenilato ciclasa, mediado por una proteilna
Gi, quisimos amplfar nuestre conocimiento utilizando una serie de
nueves agonistas alfa adrenérglcos.

Nuestros resultados muestran que los agonistas alfa 1, como
el SGD-10175 y la metoxamina, tienen muy poco efecto sobre la
acumulacién de AMPc ya que como habla mencionade anterlormente,
el receptor alfa 1, presenta poco o ningiin efecto sobre 1la

acumulacidn de AMPe. Por otro lado los datos demuestran que estos
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agentes tienen muy poca actividad sobre el veceptor alfa 2
adrenérgico,

Cuando se utllizan agonistas alfa adrenérglicas no
especificos, como el BHT-933 y la oximetazolina, obmervamos un
efecto inhibiterio dependiente de la concentracidn, aunque si se
compara con el efecto de otros agonistas alfa 2, este resulta un
efecto parcial, debido posiblemente a que no tienen una actividad
intrinseca importante.

Cuando valoramos el efecto de los agonistas naturales,
epinefrina y norepinefrina , sobre la acumulacidn de AHMPc,
observamos un efecto Inhibitorio de ambas hormonas, desde muy
bajas concentraciones y de upa manera dependiente de la
concentracidn.

Ambas hormonas presentan un efecto bifdsico, ya que el
efecto inhibitorie se presenta a concentraciones bajas ¥ se
revierte a concentraciones mayores. Esta respuesta bifdsica es
posiblemente debida a la eficiente estimulacidén de la  respuesta
beta adrenérgica, la cual sdlo es prevenida parclalmente por el
antagonista beca adrenérgico, propranolol.

La incubacién de las cdlulas, con agonistas selectivos de la
respuesta alfa 2 adrendrgica resulta en una clara inhibleidn de
la acumulacién de AMPc inducida por forskolina. Clonidina,
pfaminoclonidina y UK-14304 presentan un efecto inhibitorlo
dependfente de la concentracldn. El efecto del UR-14304 es
ineluso mayor que el de los agonistas naturales. FEsto Gltimo
probablemente se deba a que a medida que se aumenta la

concentracion de los agonistas naturales, estos interaccionan con
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receplores beta de las c¢é&lulas, lo que no sucede con el
UK-14304.

Por otra parte para documentar el perfil farmacolégico de la
inhibicidn de AMPc inducide por el UK-14304, examinamos los
efectos de dos antagonistas alfa sobre la accidn bioldgica del
UK~14304. Observamos que la yohiwmbina, un antagonista alfa 2,
altamente selectivo, bloquea totalmente el efecto del UK~14304,
pero no sucede lo wnilsmo cuando empleamos la prazosina, un
antagonista selectivoe del receptor ailfa 1, lo que nos indica
elaramente que la accidn del UK-14304 se debe a su interaccidn
con receptores alfa 2 adrenérgicos.

Cuande estudiamos el efecto de las 3 imidazulinas sobre las
células grasas de rata, observamos iniclalmente que ninguno de
ellos inhibfa la acumulacién de AMPe. 8in embargo, cuando 1la
cantidad de forskolina fue disminufda 10 veces, se observaron
efectos claros de inhibicién de la ciclasa. El orden de potencia
asi como la eficacia para estos tres agentes, 3 muy sImilar a lo
observado en hamstera. El UK-14304 fue nQevamente el agente nis
eficaz y su efecto fue bloqueado por la accién del antagonista
alfa 2 yohimbina, * pero no fue asf con el antagonista alfa 1
.prazosina.

Al obtener est(;s datos, ya no nos sorprendid, que tanto en
los adipocitos de rata como en los de hamsters, obtenidos de
animales pretratados con toxina pertussis, 1la accién inhibitoria
del UK-14304 se encontraba bloqueada.

En los adipocitos de hamsters, el incremento de AMPe
egtfmulado por forskolina, fue marcadamente potenciado por el

tratamiento con toxina pertussis. Sin embargo en los adipocitos
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de rata, observames unag ilmportante dlsminucidn en la sensibilidad
a la forskolina en anilmalus pretratados.

Aunque otros estudios han mostrade ligeros decrementns en la
estimulacién por forskolina, después de un pretratamiento con
toxina pertussis (45); 1la explicacidn para la reduceidn en  los
niveles de AMPc en adipocitos de ratas, pretratadas con  toxina
pertussis es desconocida.

Una posible explicacidn para estos resultades, es que la
toxina pertussis no solo se encuentra alterando s la subunidad

a1 de la protefna Gi, sino que, posiblemente se encuentra
alterando otras proteinas, entre las que podriamos encontrar a la
adenilato ciclasa*: (que e5 donde actlls  directamente la
forskolina),. (46)

Por otra parte, se sabe que existen diferentes varledades de
la enzima adenilato ciclasa (47,48) lo que de alguna manera
podrfa explicar la difercncia de resultados en la respuesta a
forskolina entre los adipocitos de hamsters y de ratas,
pretratados con toxina pertussis.

Nuestros datos en ¢&lulas grasas de rata, indican claramente
que los adrenorreceptores alfa 2 se encuentran presentes y son
funcionales en los adipocitos de rata., Estos rcteﬁcores se
encuentran acoplados de wna manera Inhibitorls a la enzima
adenilato ciclasa, a través de una protefna GL sensible a toxina
partussis.

La dificultad para detectar la accidn alfa 2 adrenérgileca en
adipocitog de ‘rata, se¢ debe probablemente a la accién prominente

de los receptores beta adrenérgicos en estas células, Por esta




raedn, cuando se utilizan agentes con actividad tanto alfa como
beta adrendrgleca o agonistas sintéticos con baja actividad
intrinseca, como la clonidina, es muy diffcil observar la accidn
alfa 2 adrenérplca. 5in embargo, no podemos descartar que otros
aspectos tamblén contribuyen de manera muy signiffcativa, vya que
es sorprendente que en los adipocitos de rata, la inhibiclén alfa
2 adrenfrgica se puede observar, s6lo cuando los niveles de AMPc
son muy bajos.

En contraste, observamos que adn cuando se utflicen wniveles
maximos de AMPc, el efecto inhibitorio del Acido nicotinico se
puede observar muy clarumente.

Por el contrario, en los adipocitos de hamster, la accién
alfa 2 adrenérglca se observa claramente, aunque los niveles de
AMPc se eficuentren muy cercanos al nlvel midximo.

Estos datos podrian ser explicados porque en la rata
existlera una densidad muy baja de receptores alfa 2, Sin
embargo, Rebourcet et al,(34) utilizando (3H)-UK-14304, detectd
un - nimeru de sicios muy similar a lo observado en hamsters {740
fmol/mg protefna).

Otra posibilidad pedria ser que existiera un ineficiente
acoplamiento entre el receptor - protefna Gi-adenilato eciclasa,
sin embarge, mne contamos con los suficicntcs datos comn  para
apoyar esta posibilidad.

Por otra parte, se ha propuesto que exlsten 2 subtipos de
receptores alfa 2, basiindose en que los receptores alfa 2
adrenérgicos en varios tejidos exhiben marcadas diferencias en
sus propledades para veconocer clertos llgandos.

La heterogeneidad de estos receptores, se ha basado
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principalmente en estudfos de asociacidn de lipandos radiactivos
{49,50). Ademds se han clonado los genes para estos subtipos de
receptores. Es interesante menclonar que la informacidn gendrica
para estos subtipos, se¢ encuentra locallzada en diferentes
cromosomas en el humano (51)

Los receptores alfa 2 adrenérgicos, han sido subclasificades
como alfa 24 y alfa 2B, basindose en sus afinidades relativas por
la prazosina y la oximetazolina (50). El receptor alfa 2B, tiene
una gran afinidad por la prazosina, wmientras que la afinidad a
este antagonista por el receptor alfa 24, es aproximadamente 40
veces m@enor.

En nuestros experimentos, tanto en adipocitos de hamster
come en adipocitos de rate, 1la prazosina fue totalwente Incapaz
de antagonizar los efectos del UK-14304, adn a muy altas
concentraciones. For otra parte los dos sistemas presentan un
idéntlico orden de potencia para las tres 1lmidazelinas que inhiben
1la acumulacidn de AMPc. Esto sugiere que los adipocitos de ambas
especies presentan receptores alfa 2 adrenérgicos, pertenecientes
a la misma clase, es decir el subtipo alfa 2A.

En resumen, nuestros resultados indican que los receptores
alfa 2 adrenérgicos se encuentran presentes y son funcionales en
los adipocitos de rata, sin embarge, su respuesta s6lo se puede
observar cuando los niveles de AMPc no son muy altos,.

Por otra parte, la accién alfa 2 adrenérgica en adipocitos
de hamstérs. es muy clara adn cuando los niveles .de AMPc ~se
encuentren muy cercanos al méximo.

Nuestros datos demuestran que el UK-14304, es un agente con
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una effcacia muy alta, de tal manera que se podr¥a
como  una  herramienta para estudiar -las acciones

adrenérglcas en ocros modelos.
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CONCLUSIORES ! '

Se completd la caracterizacidn del receptor alfa 2 adrendrglco en
adipocitos de hamsters, observando que:
- E1 UKR-14304 es el agente mas potente para Inhibir 1la
acumulacidn de AMPc estlwulada por forskelina.
~ Las acciones alfa 2 adrenérgicas sélo se pueden observar
de manera parcial cuando se utilizan los  agonistas
naturales, epInefrina b4 norepinefrina, ya 4que a
concentraclones mayores, cooienzan a fnteraccionar con el

componente beta adrenérgico de las células.

En los adipocitos de rata, encontramos que:
- Los receptores alfa 2 adrenérgicos estan presentes y sun
funcionales.
- La respuesta de los receptores alfa 2 adrenfrglcos en
adipocitos de rata se puede observar claramente sﬁlo.

cuande los niveles de AMPe no son muy elevados.
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