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That a man should have a consuming passion
To do something for which he lacks the capacity?”
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RESUMEN

En el presente trabajo se procedié a caracterizar el receptor a4
adrenérgico en hepatocitos de pollo. En 1a fase inicial de la indagacién se
estudié la estimulaciéon oq adrenérgica sobre el recambio de fosfoinositidos, 1o
que nos permitid encontrar el siguiente orden de potencia para los agonistas:
adrenalina = noradrenalina > fenilefrina. Con metoxamina no se observaron
incrementos en el recambio. Utilizando antagonistas de accién irreversible se
observé que el recambio de fosfoinositidos se bloqued con prazobind, mientras
que la cloroetilclonidina inhibidé parcialmente dicha respuesta. En cuanto a
antagonistas de acci6n reversible se observé que la prasozina es méas potente
que el 5-metilurapidil para inhibir 1a accién de norepinefrina sobre el recambio
de fosfatidil inositol. Resultados similares se obtuvieron tomando como
parametro la actividad de Ia fosforilasa a. Estos datos sugieren que el receptor
o-4 adrenérgico corresponde al subtipo B. Todo lo anterior se confirmé al
realizar estudios de competencia con prasozina tritiada en los que se encontrd
que el orden de potencia fue el siguiente prazosina’> WB4101 > 5-metil urapidil.

Se sabe también que la estimulacién de los receptores o 1 adrenérgicos
genera como segundos mensajeros 1P3 y calcio y en ambos pardmetros se
observé que la noradrenalina estimula la produccion de estos mensajeros y que
sus acciones son inhibidas por S5-metilurapidil. En la cuantificacion de IP3 se
ohservé ademas que la prasozina presenta mayor afinidad y potencia al
bloquear las acciones de la noradrenalina. Los datos expuestos nos permiten
concluir que en hepatocitos de pollo el receptor a- 4 adrenérgico corresponde al
subtipo B y finaimente que 1a proteina fijadora de nucleétidos de guanina
acoplada a este sistema no es sensible a la toxina pertussis.



INTRODUCCION

Quizé no serla excesivo afirmar que uno de 10s secretos de la vida radica
en la capacidad que tienen las células de comunicarse las unas con las otras.
Se trata de un fenémeno universal, observado desde hace mucho tiempo y
cuyas caracteristicas y modalidades mds sobresalientes han sido objeto de una
larga y fascinante investigacion cientifica. De hecho no seria posible imaginar
siquiera la existencia de un organismo sin presuponer que todas sus partes se
hallan intimamente interconectadas, desde las méas simples y primarias, que son
las células, hasta los niveles superiores, que se hallan compuestos por
agregados celulares y en ultima instancia forman los distintos 6érganos de que
se compone la estructura general.

La necesidad de establecer un flujo de comunicacién sélido y constante
impulsé a la vida a crear una infinidad de métodos y sistemas destinados a
graduar y modular los diversos mensajes que el organismo debe enviar a todo
lo largo de su geografia fisiologica. Para cumplir con una empresa tan compleja,
tan compleja que a veces se antoja imposible, 1a naturaleza debié inventar una
serie de altemativas que le garantizaran un maximo de resultados con un
minimo de inversién energética. El primero y mas comun de estos recursos es
el contacto directo entre las células, que tiene el objetivo fundamental de
intercambiar materiales nutritivos y determinar la forma y rigidez de ciertos
tejidos, pero que interviene también de forma decisiva en fendmenos tan
cruciales como la diferenciacion celular.

La elegancia y la complejidad del sistema mencionado en las lineas
anteriores palidece, sin embargo, ante las estrategias de que se valen las
células para comunicarse a larga distancia. Se trata, en este caso, de
establecer una linea de mensajeria permanente entre determinadas regiones

del organismo y otros puntos, a veces muy distantes, en los que habra de
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efectuarse una funcién que a su vez generaré sefiales que promoveran nuevas
funciones en otras partes del propio organismo. Para cumplir con un designio de
esta magnitud las células han creado un aparatc de comunicacién que, en
esenclia, se compone de mensajes y receptores de mensajes. Los primeros han
sido clasificados, en primer término, teniendo en cuenta las distancias que
deben recorrer para llegar al sitio en el que habran de expresarse.

Las sefiales que pertenecen a este capltulo de la comunicaclon celular se
denominan endodcrinas, paracrinas y autécrinas. Las primeras de ellas se
originan en el sistema enddcrino y liberan unos mensajeros muy caracteristicos,
y muy caracterizados, que se denominan hormonas y cuyo efecto se produce
en lugares alejados del sitio en el que fueron fabricadas. Las sefiales
parécrinas, como los neurotransmisores y las neurohormenas, ejercen su efecto
sobre células adyacentes o muy proximas al sitio en el que fueron
liberadas,como sucede entre las células nerviosas o las células de! tejido
muscular. El tercer grupo de seiiales, por Ultimo, abarca, entre otros, a los
factores de crecimiento, cuya funcién consiste en inducir un determinado
cambio biolégico en la misma célula donde se origin6 la sedal.

El proceso de transmisién de cada una de estas sefales se halla
gobernado por una serie de pasos rigurosamente escalonados y de cuya
coordinacién y exactitud depende de manera eminente el buen éxito de cada
mensaje. El primer afan de la célula se halla dirigido a fabricar las moléculas
que habran de desplazarse a lo largo del organismo para cumplir una funcién
especifica sobre las células destinadas a captar y elaborar el sentido del
mensaje. Esta segunda parte del proceso se inicia sobre la superficie celular,
donde la célula blanco, que es la destinataria del mensaje, tiene la capacidad

de relacionarse con esos enviados del mundo exterior mediante un sistema de
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receptores de naturaleza protéica que fueron producidos en el interior de la
misma célula antes de ser exportadas, y enraizadas, en la membrana
plasmdtica. El tercer paso se inicla en el momento en que el receptor
interacclona con ofra protelna de membrana que tiene funciones de
acoplamiento. La molécula citada ejerce a su vez una serie de cambios
quimicos y morfoldgicos que se reflejan de modo gradual o instantaneo en el
citoplasma activando, a su vez, a un grupo de efectores enzimaticos que darén
tugar a lo que se llama el segundo mensajero, y que es una molécula que, en
Ultima instancia, habra de llevar hasta sus consecuencias finales el propésito

del mensaje original.

Es mucho, por fortuna, lo que la biologfa contemporanea ha lograde
desentrafiar sobre el origen, I2 estructura y las funciones de esas moléculas
prodigiosas, l10s mensajeros. Se sabe, por ejemplo, que las hormonas no sélo
pueden actuar en membrana plasmatica sobre una protelna denominada
receptor sino que algunas de ellas ejercen su efecto interaccicnando con
receptores que se encuentran en el citoplasma debido a la facilidad con que
pueden solubilizarse en un ambiente tipfdico. Un ejemplo notable de esta clase
de mensajeros son fos esteroides, como en el caso de la progesterona y
estrogenos, una de cuyas .misiones consiste en estimular la produccion de
proteinas del huevo blanco en el pollo. Estas hormonas tienen la capacidad de
interaccionar con proteinas receptoras en el nucleo o en el citoplasma de la
célula, lo que les permite acumularse en el interior del nucleo y alterar, de
manera directa o indirecta, la transcripcién del ADN. Estas hormonas pueden
ser liberadas al torrente sanguineo por diversas glandulas. La composicién
quimica de estas hormonas ha obligado a la naturaleza a crear un sistema de
transporte fundado en una serie de proteinas llamadas transportadoras, para

conducirias de la manera mds oportuna y eficaz hasta su lugar de destino. La
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vida media de estos mensajeros oscila entre los segundos vy los dias, igual que
el efecto que pueden ejercer sobre sus célufas blanco.

Las hormonas solubles en agua, por su parte, tienen la facultad de
interaccionar con los receptores de la superficie de la membrana plasmatica
produciendo un efecto tan veloz que puede medirse en milisegundos y
segundos. La accidn de estas hormonas tiene el poder de generar, en e! interior
de la célula, una serie de compuestos de vida transitoria llamados segundos
mensajeros, que tienen como funcién primordial acarrear el mensaje a otras
partes de la célula para inducir una serie de nuevos efectos. Ejemplos de estas
moléculas lo constituyen el monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) , el calcio
y el inositol trifosfato, que participan en la modulacién funcional del algunas

enzimas y algunas proteinas no enzimaticas .

Las hormonas encargadas de activar la produccién de estos segundos
mensajeros pueden ser de naturaleza peptidica, como e} giucagon, la
angiotensina o bien pequeias moléculas, como las catecolaminas, la adrenalina
y noradrenalina, estas dos Ultimas moléculas mencionadas, son
neurolransmisores de! sistema nervioso simpético y la adrenalina es una
fiormona que actua en tejidos periféricos (1,2,3). Las siguientes lineas estaran
dedicadas a describir y analizar las propiedades de fas catecolaminas, que son
las hormonas en torno de fas cuales giran las investigaciones realizada en el

presente trabajo.

Las catecolaminas, son aminas fendlicas dihidroxiladas cuya produccién
se localiza en el cerebro,la médula suprarrenal y en los restos ectépicos del
tejido de la cresta neural (4). La adrenalina y la noradrenatina, que son dos de
los miembros méas notables de esta familia de moléculas, fueron detectadas por
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primera vez en 1895, graclas a los trabajos importantisimos de Oliver y Schéfer
(5), pero no fue sino cuatro affos después cuando Abel (6) la bautizé con el
nombre adrenaiina, mismo que la ha hecho famosa y Slotz y Dakin (7)
consumaron la hazafia de sintetizarla de modo independiente.

La ruta metabdlica que lleva a la sintesis de estos compuestos se inicia
con la tirosina, que es muy abundante en los tejidos humanos y que, ademas de
ser ingerida en la dleta, puede ser sintelizada en el higado al efectuarse la
parahidroxilaciéon de la fenilalalina mediante la accién de la fenilalanina
hidroxilasa. £l organismo de los animales superiores ha disefiando un sistema
muy eficaz para regular la produccion de las catecolaminas, el cual se lleva a
cabo mediante la concentracidn local de la tircsina en el tejido cerebral. No ha
sido sino en fechas recientes cuando los investigadores lograron observar las
sutilezas de este mecanismo de sintesis y regulacién que de manera tan
fundamental afecta el buen funcionamiento de un organismo. Segun ha venido a
desentranarse la acumulacién de la norepinefrina inhibe de modo competitivo la
sintesis de tirosina en relacién con la 5,6,7,8- tetrahidrobiopterina, que es un
cofactor, y de modo no competitivo en relacién con su sustrato, que es la
fenilalanina (4).

La fase final de la sintesis de las catecolaminas presupone una serie de
pasos muy finos, pero los mas importantes son los que van de la
metahidroxilacién de la tirosina a la 4,5 dihidroxifenilalanina (DOPA), la
decarboxilacién de 1a DOPA a dopamina y la B hidroxilacién de la dopamina a
norepinefrina. Aunque algunos investigadores han propuesto la existencia de
una serie de vias alternas para la produccion de las moléculas que nos ocupan,
ninguno de ellos ha demostrado, hasta la fecha y de modo concluyente, que las
sintesis del compuesto se verifique a través de una ruta distinta a la que se ha
descrito (4).
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Es importante hacer notar que la velocidad de la sintesis se halla
regulada por lo general atendiendo a las condiciones especificas del érgano
Implicado, que en algunos casos acelerara o frenara la intensidad del proceso
asi como el ritmo y los modos en que habrd de efectuarse la captacién y la
liberacion de las moléculas para que ejerzan su funcién en los sitios adecuados.
En realidad, es a partir de esta fase del proceso general cuando las
catecolaminas, en cualquiera de las modalidades sefaladas, empiezan a cobrar
una importancia decisiva en el marco de {a economia corporal, pues una vez
que se liberan al torrente sanguineo habrén de implementar al organismo con
una serie de reacciones y funciones que en ltima instancia se hallan
intimamente vinculadas a la aventura procelosa de la supervivencia.

El viaje de las moléculas a través de la sangre, sin embargo, no es mas
que la parte inicial de ese milagro fisioldgico del que dependen, entre otras
cosas, el pulso cardiaco, la presién sanguinea, el tono vasomotor y una serie
muy importante de rutas y transformaciones metabélicas.Lo primero que deben
hacer las hormonas al llegar a su puerto de destino es hacer contacto con el
érgano en el que habran de manifestarse. El desembarco tiende a ser muy
especifico y en todos los ‘casos se produce mediante fa intervencion de una
molécula proteica que se halla anclada en la superficie de la célula y que ha
sido fabricada previamente con el mévil exclusivo de enganchar al mensajero y
convertirse en la primera instancia de! proceso que habré de culminar en el
interior de la propia célula una vez que el sentido del mensaje se haya

interiorizado obedeciendo a una serie de pasos mas o menos complejos.

No es de extrafiar, por tanto, que la estructura y naturaleza biolégica de
estas anclas prodigiosas hayan sido objeto de los estudios mas rigurosos y
exhaustivos durante los Ultimos aflos. El drea de la que nos ocuparemos en las
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sigulentes lineas pertenece a los llamados receptores adrenérgicos, o
adrenoceptores, que tienen como misién exclusiva captar y transmitir al interior
de la célula y al ntcleo el mensaje de la epinefrina y Ia norepinefrina, que son,
tal vez, las catecolaminas mas estudiadas en la biologla contemporanea.

HISTORIA

El misterio de los receptoreg adrenérgicos, o adrenoreceptores, empez6 a
ser develado en 1948, cuando Ahlquist (8) percibié una serie de anomalias en el
comportamiento de ciertas aminas simpatomiméticas cuya actividad no podia
ser explicada segtin las hipStesis prevalecientes en el momento en que inicié su
indagacion. Lo primero que advirtid es que habla una serie de catecolaminas de
estructura muy parecida que al entrar en contacto con tejidos diferentes exhiblan
un orden de potencia y una actividad distintas, lo que debfa atribuirse a las
diferencias estructurales de los compuestos. Sin embargo, cuando el orden de
potencia diferia entre un tejido y ofro no era posible atribuir la disparidad a la
causa mencionada sino a! hecho muy probable de que la diferencia se hallara
radicada en la estructura de los receptores, que desde un principio parecieron
estar repartidos en dos clases fundamentales: la primera, que tenia efectos
basicamente estimulatorios pero que también inclufa propledades inhibitorias en
tejido intestinal, fue bautizada con la letra o. La segunda, que fue bautizada con
1a letra B, tenia efectos puramente inhibitorios, con excepcién de los que ejercia
en el tejido cardiaco. Esta diferencia fisoldgica, que era desconocida para la
mayor parte de los investigadores, se mantuvo en calidad de hipdtesis durante
un cierto tiempo y no pas6 a ocupar el nicho de las cosas verificadas sino en el
momento en que surgid la era de los B bloqueadores abriendo un campo
insospechado a los trabajos que se estaban haciendo en todo el mundo
alrededor de las funciones y las caracteristicas esenciales de los receptores

adrenérgicos.



El campo de los receptores adrenérgicos se ensanché de modo
significativo en 1967, cuando H. Lands (9) propuso la existencia de dos tipos de
receptores R (B4 y B2). lo que pudo distinguirlos fue al efectuarse estudios
farmacoldgicos probados frente a doce diferentes agonistas, que son moléculas
que poseen !a facultad de acoplarse al receptor, activarlo y transmitir una sefal
al interior del citoplasma. Los receptores antes mencionados abandonaron el
reino de lo hipotético en ese mismo afio, cuando Furchgott (10) también
report6 la presencia de varios tipos de receptores B adrenérgicos en diversos
tejidos aislados , mediante e! uso de antagonistas selectivos, que son unas
moléculas dotadas de la facultad singular de unirse a un receptor sin activarlo.
Los antagonistas pueden ser clasificados obedeciendo a la Indole de sus
acclones, que tienen la capacidad de ser reversibles o irreversibles, Si el
antagonista se une al sitio activo para el agonista, los antagonistas reversibles
son competitivos y los irreversibles seran no competitivos.

La clasificacién de los receptores o, que empezé a florecer en 1957, tuvo
un desarrollo mas lento y azarose, porque se encontraban ublcados en la
sinapsis y en Ia postsinapsis del tejido nervioso, lo que hacla mas complicado el
estudio en cuestién. Algunos de los estudios més interesantes sobre el
particular fueron realizados por Brown y Gillispie (11), que observaron el flujo de
noradrenalina causada por la estimulacién nerviosa en el bazo y encontraron
que al adicionar un antagonista op adrenérgico se incrementaba el flujo de
catecolaminas, en especial el de la noradrenalina.

Las observaciones anteriores sirvieron de arranque a la deduccion, por
parte de Langer (12), de que los receptores o podian ser objeto de una
subclasificacion fundamentada en su localizacion anatémica. A los receptores
que se hallaban localizados postsinapticamente se les denominé o 1 y se pensé
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que tenian funciones excitatorias. A los receptores ubicados en la presinapsis se
les llamo6 o 2 y se les adjudicé funciones inhibitorias.

El siguiente gran paso en la evolucion tedrica y experimental de los
receptores adrenérgicos lo dieron Berthelsen y Pettinger (13), que propusieron,
mediante el uso de farmacos, la existencia de receptores «, que fueron
detectados segun su grado de respuesta frente a varios agonistas adrenérgicos.
Los investigadores mencionados decidieron clasificarlos por su selectividad
farmacoldgica.

La hipétesis anterior fue verficada mediante el desarrollo de ligandos
radioactivos que permitian !a asociacién especifica a diferentes tipos de
receptores. Es importante mencionar que 1la interaccion efectuada entre estos
componentes presenta también gran afinidad, trabajo de gran mérito que
desarrollaron, en 1976, Williams y Lefkowitz (14) . El estudio referido se hizo
utilizando ergocriptina radioactiva con alta afinidad para asociarse de manera
no especifica a los dos subtipos de receptores adrenérgicos.

Las investigaciones realizadas por estos autores son de tal importancia
que seria imposible estudiar la estructura y el mecanismo de un receptor sin
recurrir a los estudios de asociacion. El ligando radioactivo, herramienta
imprescindible de estas indagaciones, debe tener la facuitad de interaccionar
con el receptor de manera reversible y con alta afinidad para formar el complejo
ligando receptor. La interaccién referida ha permitido desarrollar tres modelos
experimentales: saturacién, inhibicién y cinética (15).

A continuacion se hard una resefla sumaria de cada uno de estos
modelos:
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Diremos, en principio, que en los estudios de saturacion es necesario
efectuar la incubacion de los receptores en concentraciones fijas y la del ligando
radioactivo en concentraciones variables. El anélisis de los datos obtenidos en
este experimento nos proporciona la siguiente informacién: asociacion maxima
(Bmax) que determina el numero total de receptores disponibles. De esta
manera se obtiene también la constante de disociacién (Kd), que es la
concentracién de radioligando que se necesita para ocupar la mitad de los sitios
receptores, lo que sirve para establecer la afinidad del receptor por el
radioligando.

En los estudios de inhibicién las concentraciones del ligando y los
receptores son constantes y se adicionan concentraciones crecientes de un
fa&rmaco no radioactivo. La concentracién de la droga no marcada (o del ligando
no radioactivo) que inhibe el 50% de la accién del ligando radioactivo se
denomina constante de Inhibicién 50 (IC50) y de esta manera determinar la
afinidad del ligando no radioactivo por el receptor.

En el tercer tipo de experimento, que es cinético, se determina la
interaccion entre el receptor y el ligando radioactivo en funcién del tiempo. De
este modelo experimental se obtienen las constantes de asociacion (k+1) y las
constantes de disociacién (k-1). La relacién de estas dos constantes nos va a
proporcionar la constante de disociacion en equilibrio (Kd). El experimento
descrito es de suma importancia porque permite que los experimentos de
saturacion e inhibicién se lleven a cabo en condiciones de "Steady State", es

decir que la asociacion del ligando radioactivo al receptor sea reversible.

Desafortunadamente es poco lo que se ha logrado avanzar en el
establecimiento de la interaccién especifica entre el receptor y las

catecolaminas, pero es importante mencionar que los estudios de mutagénesis
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en conjunto con los analisis farmacolégicos han sido una herramienta de
inestimable utilidad.

Los primeros resuitados de estos estudios se han obtenido para el
receptor B2 adrenérgico en donde se encontré que el carboxilo del residuo de
aspartato localizado en la tercera asa hidrofébica es la responsable de
interaccionar con el nitrégeno de las catecolaminas. Este dato es un avance
inicial de gran importancia para el conocimiento de la interacciéon entre el
receptor y los farmacos, que nos permitirdn comprender cual es el amino4cido
especifico que produce las diferencias en afinidad de los receptores por los
diversos agonistas o antagonistas utilizados en los ensayos de referencia (15a).

Es preciso destacar también la importancia indudable de los hallazgos de
Fain y Garcia Sainz (16), quienes sugirieron que los receptores «q estaban
implicados en la elevacién de calcio intracelular y en los incrementos de
fosfatidil inositol y por contraste los receptores a 2 estaban Implicados en la
inhibicion de la adenilato ciclasa. Las indagaciones de Fain y Garcla Sainz
estuvieron basadas en el andlisis de la respuesta bloquimica de los receptores y
no solamente en criterios farmacolégicos.

Los datos obtenidos por estos investigadores cambiaron de manera
determinante el estudio de las acciones y funciones de los receptores debido a
que exploraban la posibilidad de caracterizar las interacciones receptor-
farmaco y la respuesta bioquimica inicial, lo que propici6 que pasaran a
segundo término las determinaciones fisiolégicas que resultaban ser un evento
muy distante en relacion al estimulo inicial.

Es interesante hacer notar que los trabajos que se han menclonado fueron
precedidos por las ideas de Sabol y Nirenberg (17), que en 1979 propusieron
que en las células derivadas del neuroblastoma la respuesta o adrenérgica se

hallaba acoplada en forma negativa a la adenilatociclasa. En 1978, por su lado,
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Jones y Mitchell (18) encontraron que la activacion del receptor o 4 adrenérgico
se hallaba acoplado a la elevacién de calcio y a la movilizacién de
fosfoinositidos.

Los datos que se han sintetizado a lo largo de las ultimas lineas sirvieron
de base para realizar una exploracién mas concienzuda y enérgica de los
receptores adrenérgicos, que con el correr del tiempo fueron adquiriendo un
perfil cada vez méas definido hasta desembocar en la caracterizacién bioquimica
y molecular que terminé por subdividirlos en tres tipos:a 4, ¢ 2y 8 ( B1 ., B2 yp
3) (Tabla l).

CLASIFICACION Y FARMACOLOGIA

En fecha reciente, y como resultado de una serie de estudios de biologia
molecular, se han clonado y caracterizado diez subtipos de los receptores
adrenérgicos. Es pertinente decir, sin embargo, que la estructura primaria de
estas protelnas receptoras exhibe una gran similaridad. Todas ellas disponen de
siete dominios transmembranales y presentan siete regiones de aminoacidos
hidrofébicos que les permiten atravesar la membrana plasmatica. El extremo
amino terminal y tres asas hidrofilicas se extienden en un segmento extracelular
mientras que el segmento donde se halla alojado el carboxilo terminal se
localiza en la parte interior de la célula (19,20).

La disposicién topografica de estos receptores fue confimada mediante
estudios efectuados para la bacteriorrodopsina y para la rodopsina, debido a
que estas proteinas son susceptibles de ser purificadas con facilidad gracias a
la abundancia con que se hallan distribuidas en las células correspondientes
(21). Los estudios, que fueron muy minuciosos, se perfeccionaron con el empleo
de técnicas de microscopia electrénica. Un modelo similar se ha sugerido para



TABLAI FAMILIA DE RECEPTORES ADRENERGICOS

FOTENCIA
SUBTIPO | TAMANO | INTRONES | LOCALIZACION | AGONISTA ~ | ANTAGONISTA DISTRIBUCION PROTEINA EFECTOR
G

B, a77 ] 10q24-926 1S0>NAZAD | BETAX>>ICI11855 | CORAZON, PINEAL TADENIL CICLASA

B, 413 [] 5q31-q33 ISO-AD>NA | ICI118551>BETAX | PULMON,PROSTATA | G TCANALCaZ*
A8y |42 [ - NA>ISO>AD | ICIT18551>>ALP | TEJIDO ADIFOSO
‘ 0| 450 ] 10q24-026 OXV>>ADn | YOH>»>PRAZ AORTA, CEREBRO ADENIL CICLASA
: " VA

s 250 0 2 OXY=AD>3 | YOH»>PRAZ HIGADO, RINON G TCANALES K, Ca2*
o E NA
Hre= 261 B 4 OXY=AD>3 | YOHSPRAZ CEREBRO INTERCAMBIO TNa*-HY
; NA

TFOSFOLIPASAC, Ay
SiA B B s ADSNA 1 WBAT01=PRAZ | VASOS DEFERENTES, TFOSFOLIPASAC
CEREBRO

a 515 1 5q32-q34 ADINA PRAZ-WB4101 HIGADO, CEREBRO | G, TCANALCaZ

[T} 466 1 a ADNA N PRAZ>WB4101 BULBO OLFATORIO TFOSFOLIPASA Ay

ap 560 - 20p13 NAQAD>OXY | PRAZIWBA101 | VASOS DEFERENTES, TFOSFOLIPASAD

CEREBRO

1AD>ASMETOX 150: ISOPROTERENOL YOH: YOHIMBINA OXY: OXIMETAZOLINA

11 AD=NA>>METOX A: ADRENALINA NA: NORADRENALINA PRAZ: PRAZOSINA

I NA>A>>METOX ALP; ALPRENOLOL BELAX: BETAXANOL
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los receptores adrenérgicos con estudios de mutagénesis dirigida y anticuerpos
generados contra fragmentos especificos del receptor B2 adrenérgico (22,23).

Se ha logrado asi mismo purificar los receptores y reconstituirlos con sus
proteinas G en vesiculas de fosfolipidos. Por otra pare se han realizado
estudios de modificaciones covalentes, mutagénesis dirigida y construccién de
receptores quiméricos, lo que ha permitido estudiar de modo extenso la funcién
y regulacion de los receptores adrenérgicos (24).

Los receptores en cuestion presentan entre veinte y veintiocho
amino&cidos hidrofébicos que les permiten atravesar la membrana plasmatica
en conformacién de a hélice. Estos dominios transmembranales presentan una
gran identidad entre todos ellos, llegando, como en el caso de la familia de los &
adrenérgicos, a un indice de similitud cercano al 70 por ciento. Por otro lado si
comparamos las analoglas entre un receptor B y uno a-adrenérgico, la identidad
entre los segmentos transmembranales disminuye hasta ilegar a un 45 por
ciento. Es preciso subrayar, sin embargo, que las regiones que presentan menor
identidad son e! extremo amino terminal, la tercera asa citoplasmica y el
carboxilo terminal, debido a que son muy variables tanto en longitud como en
compaosicion (19,25-27).

Los receptores son muy similares en la primera y segunda asa
intracelular, asi como en uno o més sitios de glicosilacién cerca del amino
terminal y los sitios de fosforilacién en la porcién citoplasmica. Se ha observado
también que las asas extracelulares contienen varios residuos de cisteina que
permiten la formacion de enlaces disulfuros que estabilizan 1a interaccién entre
el receptor y su ligando.
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Todos los receptores que se han venido reseflando se acoplan a
protelnas fijadoras de nucledtidos de guanina (también llamadas proteinas G) y
a una serie, también diferente, de efectores. En los parrafos siguientes se hara
una breve descripcion de estos receptores adrenérgicos en relacién al sistema
de transduccion al que se hallan acoplados y su emplazamiento en el entorno
celular.

Empezaremos por decir que los receptores & se han determinado en una
gran variedad de tejidos, entre los que se encuentran el higado, el corazon, el
pulmén y el tejido adiposo.

Se ha determinado que los receptores B4 son activados con la misma
potencia por la adrenalina y la noradrenalina. En otra setie de determinaciones
se observo también que en los receptores 8 5 la adrenalina presentaba mayor
potencia en relacion a la noradrenalina (28). Utilizando diversos antagonistas
para su estudio se encontrd que el betoxamol es mas potente que el ICl-1855 en
bloquear las acciones de la respuesta B4. La potencia de estos agentes se
invierte cuando se trata del receptor & 2 adrenérgico (29).

Recientemente, al estudiar tejido adiposo, Emorine y colaboradores (25)
encontraron un subtipo adicional de receptor B al que denominaron & 3. Se
observé que noradrenalina es mas potente en aclivar a este receptor en
comparacién a la adrenalina y que cierlos farmacos, que para los otros
receptores B hubieran funclonado como antagonistas, como el CGP-12 177,
oxoprenolol y pindolal, funcionaban como agonistas parciales. Se sabe también
que, en la fase previa a la diferenciacion de los adipocitos, se presentan
unicamente los receptores B 4 y que durante el proceso de diferenciacién se
incrementan cinco veces los niveles de RNA mensajero del subtipo B 3y se

detecta una sefial correspondiente a los receptores B 2 adrenérgicos.
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El primer gen de los receplores & que fue clonado y secuenciado
correspondio al subtipo B3 (30). Los resultados mostraron fundamentalimente
que estd constitufdo por cuatrocientos trece aminoacidos y su colocacion en el
cromosoma humano es 1a 5q31q33. Se ha establecido también que para este
receptor ia tercera asa intracelular es la responsable de provocar fa interaccion
entre ef receptor y la profeina fijadora de nucledtidos. Los receptores 4 estan
integrados por cuatrocientos selenta y siete aminoacidos y se localizan en el
cromosoma numero 10q24¢26. Diremos por Gltimo que el receptor B 3 esta
formado por cuatracienfos dos aminoacidos y su focalizacién en el genoma

humano permanece sin ser elucidada.

Se ha demostrado, por otra parte, que los agonistas que interaccionan
con los receptores B son capaces de elevar los niveles de AMPc (figura 1). En
a década de los setenta Rodbell y colaboradores (31-33) observaron que se
requiere GTP para la activacion hormonal de {a adenilato ciclasa, lo que llevd
posteriormente a la purificacién de una proteina fijadora de nucledtidos de
guanina a fa que por convencion se ha denominado Gs. La proteina en cuestion
fue clonada por Gilman y colaboradores (34-36), quienes pusieron en claro que
la molécula tenta tres subunidades asociadas (o, y y)en un orden decreciente

de peso molecular.

El mecanismo fisiologico de la protelna Gs exhibe una sere de
particularidades en extremo interesantes. Al principio, en los instantes que
anteceden a la irrupcion del estimulo, se hailla estable en su conformacion
{rimérica original. En esta primera fase el fragmento « permanece vinculado a
una molécula de difosfato de guanosina (GDP) y el receptor conrTespondiente se
halta intimamente ligado a la proteina G en un estado de alta afinidad para
recibir al agonista. En el momento en que se produce la interaccién entre el
agonista y el receptor el GDP se intercambia por trifosfato de guanosina (GTP)
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Fig. 1 Mecanismos de inhibicién/estimulacién a la adenilato ciclasa
maediada por receptor.

La hormona al interaccionar con el receptor (izquierda) produce la
disociacién de la protefna Gs. La subunidad as-GTP estimula a la adenilato
ciclasa para que hidrolice el ATP a AMPc. La interaccién de la hormana a un
receptor inhibitorio (derecha) disminuye los niveles de AMPc a traves de un
proteina Gi.

La protelna cinasa A (R2C2) al ser activada se disocia y la interaccién del
dominio regulatorio al AMPc (R2-AMPc), libera al fragmento catalitico C2 y
fosforila diversas proteinas celulares.

Tomado de VOET, D. y VOET, G.J.. Bioquimica (1992) Ed. Omega pag.
1249.
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dejando en libertad al complejo By y al receptor en un estado de baja afinidad.
El siguiente paso de este mecanismo sutil produce la interaccién as-GTP que, a
su vez, tiene ia capacidad de activar al efector, que en este caso es la adenilato
ciclasa. Por su lado 1a subunidad os liene 1a facultad complementaria de ejercer
funciones de GTPasa hidrolizando ai GTP en GDP. Y cuando, por uitimo, la
subunidad o« haya hidrolizado al GTP estara en posibilidad de asociarse otra vez

al complejo By y al receptor para regresar a un estado de alta afinidad (37-39).

Ademas de estimular la accidon de la adenilato ciclasa se ha observado
que la subunidad as es la responsable también de la activacién de canales de
calclo sensibles a dihidropiridinas (40,41). La subunidad referida tiene asi
mismo la capacidad de actuar como sustrato de ciertas toxinas bacterianas que
tienen actividad de ADP-ribosil transferasa, como ocurre con la toxina del
colera, 1o que promueve la disociacion del complejo o de Ry dejando a la unidad
referida en un estado de actividad permanente sobre la adenilato ciclasa (42).

Las indagaciones efectuadas en este campo durante los ullimos afos
pusieron en evidencia que la adenilato ciclasa es una enzima que presenta una
enorme heterogenidad. Hasta la fecha se han clonado y secuenciado oche
isoenzimas que fueron denominadas, siguiendo el orden de su descubrimiento,
utilizando numeros romanos. Todas estas isoenzimas son estimuladas por ia
subunidad o de las proteinas Gs y las formas | y il han mostrado ademas ser
estimuiadas por la proteina fijadora de calcio denominada calmodulina. Cada
una de estas isoenzimas poseen doce dominios transmembranales (42-45), y
tienen el extremo amino y el carboxilo terminal, en todos los casos, orientado
hacia el ambito intracelular . La enzima hidroliza el trifosfato de adenosina (ATP)
para formar una molécula de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), que a
su vez se unira a la proteina cinasa A, como paso indispensable a su fase de
activacion. La proteina cinasa A es un tetramero asimétrico inactivo, formado
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por dos subunidades regulatorias y dos cataliticas. La unién dei AMPc a la
subunidad regulatoria provoca la disociacién de un dimero de subunidades
regulatorias y dos subunidades cataliticas en forma de monomeros. La
subunidad catalitica promueve la fosforilacién covalente de diversas proteinas
en residuos de serina y treonina. Se han caracterizado también dos formas de
proteina cinasa A, a las que se ha denominado tipo | y tipo 1l (46-48).

Se ha establecido que la proteina cinasa A tiene la propiedad de regular
la sintesis y la degradacion dei giucdgeno, lo que efectia fosforilando a la
glucdgeno sintetasa convirtiéndola en una molécula menos activa. La proteina
cinasa A, asi mismo, fosforila y activa a otra proleina cinasa denominada
glucdgeno fosforilasa cinasa que, a su vez, fosforila y activa a una tercera
enzima denominada glucégeno fosforilasa, que tiene como misién especifica
degradar al glucégeno convirtiendolo en glucosa 1-fosfato. Por otro lado la
glucosa 1 fosfalo puede ser convertida, mediante la accion de una
fosfoglucomutasa a glucosa 6-fosfato, que serd el metabolito destinado a
originar la cascada de reacciones que integran a la turbina glucolitica en el
ambito muscular. En el higado, adem4s, la glucosa 6 fosfato es hidrolizada a
glucosa para ser secretada posteriormente al torrente sanguineo (3).

Las indagaciones de los uitimos afos en este campo fascinante han
mostrado también que ta proteina cinasa A es capaz, junto a las funciones que
se han resefiado, de regular su propio sistema mediante a fosforilacion del
receptor B adrenérgico impidiendo su acoplamiento con la proteina Gs (49,50).
Este fenoémeno se conoce como desensibilizacion, debido a que la activacién
prolongada de una célula con la hormona provoca una respuesta cada vez mas
reducida en los estimulos subsecuentes. Es importante sefalar que en el
proceso de desensibilizacion participan otras enzimas igualmente decisivas, (
51,52).
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El sistema de la adenilato ciclasa, que se activa segiin los pasos
expuestos en las lineas anteriores, tiene asl mismo la propiedad fisioldgica de
ingresar en fase de inhibicidén mediante el funcionamiento de una serie de
mecanismos cuyos rasgos fundamentales serén detalfados a continuacion
(figura 1). La bioquimica actual les ha dado el nombre de receptores o 2
adrenérgicos y segun se verd en un momento se hatlan implicados en unza gran
variedad de tejidos, incluyendo plaquetas, cerebro, bazo, puimones, higado,
rifdn, corazdén e islotes pancredlicos y son responsables de mediar la
agregacion plaquetaria e intervenir en  la tiberacién de neurotransmisores y
participar en los procesos de vasoconstriccion.(53)

Hasta el dia de hoy se han descrito cuatro diferentes subtipos de
receplores o-adrenérgicos, denominados o 2 A B,C Y D - El primer gen de los
receptores op que fogré aislarse se obtuvo de plaquetas humanas (53). Se
haliaba {ocatizado en el décimo cromosoma, por lo que recibi6 ef nombre inicial
de a 2¢10. E receptor esta constituldo por cuatrocientos cincuenta aminoacidos
y en {a actualidad ha sido rebautizado con el nombre de a-24. El otro subtipo de
receptor, el a-2p, (55) se localizé inicialmente en el cromosoma 2 y estd
constituido también por cuafrocientos cincuenta aminodcidos y no presenta
aminoacidos glicosifados (56). Se ha detectado en higado , rifidn y pulmén (57).
El tercer especimen de estos receptores se localizé en el cromosoma 4, por 1o
que inicialmente se denominé op-c4 y en la actualidad se conoce como o-2( .
Esta constituldo por cuatrocientos cincuenta y ocho aminodacidos y fue detectado
en células de neuroblastoma. El tltimo subtipo de receptor perteneciente a esta
serie, el a-2p, cuya localizaciéon cromosémica no se ha definido con certeza,
pertenece sin embargo a esta misma familia en virtud de sus rasgos y
caracteristicas farmacolégicas. Se ha localizado en glandulas submaxilares y
pineal de bovino. Es preciso destacar que la topografia celular de los receptores

o 2A, B y C €s muy simifar, ya que los fres tienen un asa intracelular



26

relativamente larga y una regién carboxilo lerminal larga y los dominios
membranales presentan similitud de hasta un 75 %, lo que nos hace suponer
que a pesar de ser entidades auténomas las tres moléculas son homoélogas y
tienen un origen evolutivo similar (58).

Las indagaciones en el campo que nos ocupa han venido a demostrar que
la respuesta ap provoca decrementos en la actividad de la adenilato ciclasa y
en muchas ocaslones puede tener otros efectos relevantes, como la activacién
de canales de potasio (59), inhibicién de corrientes de calcio (60), incremento
en la actividad del intercambiador sodio-protén (61) y movilizacién de calcio
intracelular (62). La proteina G encargada de mediar estas acciones se ha
denominado Gl y a la fecha se han caracterizado tres diferentes formas de esta
proteina, a las que se ha denominado 1, 2 y 3. Se trata también de proteinas
heterotriméricas constituidas por [as unidades a, 8 y y. La subunidad a4Gl tiene
un peso molecular de 41 kDaltones y se ha caracterizado por ser muy
abundante en el cerebro. La aGip, con un peso molecular de 40 kDa participa,
segiin hip6tésis recientes, en la inhibicién de la actividad de la adenilato ciclasa.
La aGia, protelna de 41kDa, de secuencia diferente, estd comprometida

principalmente en la regulacién de los canales de potasio (63-66).

No se sabe aun con certeza cual es el mecanismo mediante el cual
subunidad of participa en la inhibicién de la adenilato ciclasa. Pero se ha
propuesto que es la responsable de inhibir a la ciclasa. Otras evidencias, sin
embargo, sugieren que al disociarse o de Ry seincrementa la concentracion
de este dimero quedando en posibilidad de asociarse a subunidades o
estimulatorias y bloquear de esta manera la activacion de la adenilato ciclasa
(35,67).

Hacia 1981 Garcla Sainz y cols. (68) y Ui (69) encontraron que al inyectar

toxina pertussis a hamsters la respuesta o2 adrenérgica registraba una notable
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disminucién y fue asl como se descubrit que la subunidad ol era sustrato de Ia
toxina pertussis agente causal de la tosferina. El efecto descrito se desarrolla
mediante la ADP-ribosilacion en un residuo de cisteina ubicado cerca del
carboxilo terminal. La modificacion que se produce sobre la subunidad oi, es de
tal' naturaleza que llega a impedir sus funciones inhibitorias sobre la ciclasa. A
pesar de la gran cantidad de datos nuevos y de avances innegables en el
estudio de la respuesta op-adrenérgica aun quedan muchos esfuerzos por
realizar para desentrafar con exactitud la relevancia fisiol6gica de esta
respuesta .

El dltimo tipo de receptor adrenérgico, y que es el tema bésico de esta
tesis, corresponde al subtipo a. El grupo al que nos vamos a referir de aqui en
adelante se halla distribuldo de una manera muy extensa en todo el organismo y
se ha reportado en forma preponderante en el corazén, en muasculo liso, higado,
bazo y terminales nerviosas. La activacién de este receptor se produce a través
de una proteina fijadora de nucledtidos de guanina (Gq), que a su vez activa a la
fosfolipasa C que genera dos segundos mensajeros: inositol trifosfato y
diacilglicerol ( figura 2).

El desarrollo teérico del receptor «eq, que se ha venido explorando en las
lineas precedentes, reciblé un impulso extraordinario gracias al empleo de
ligandos radioactivos, instrumentos que permitieron efectuar estudios de
asociacién destinados a caracterizar respuestas bioquimicas y farmacolégicas.
Los primeros antagonistas que se utilizaron fueron [3H] Dihidroergocriptina
(DHE) (14)y {3H] WB4101 (70), ligandos que entraron en accién tiempo antes
de que se hubieran detectado las diferencias entre la respuesta o1 y op
adrenérgica, pues [os agentes mencionados carecian de especificidad
necesaria para asociarse de modo selectivo a los subtipos de receplores a que

se ha hecho referencia. En fechas posteriores se sintetizaron dos nuevos
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Fig. 2 Mecanismo de transduccién de Fosfoinositidos-Calcio.

La hormona al interaccionar con el receptor (R) a traves de una protefna
Gq activa a la fosfolipasa C, enzima responsable de catalizar la hidrélisis de!
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG). EI
IP3 moviliza el calcio de reticulo endoplasmatico y con DG activan a la proteina
cinasa C, esta enzima requiere como cofactor fosftiditlserina (PS)

Tomado de VOET, D. y VOET, G.J., Bioquimica (1992) Ed. Omega pag.
1254.
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antagonistas radioactivos que vinieron a llenar el vaclo existente: la [3H]
prazosina (71) y el [1251]] HEAT (72). La prazosina tritiada reune todas las
caracteristicas necesarias para ser un excelente antagonista oq adrenérgico.
Presenta alta afinidad, un grade minimo de asociacion no especifica y sitios de
asoclacion de una séla clase. El HEAT, por su lado, presenta varias ventajas
sobre la prazosina, siendo su actividad especifica la mas significativa, pues se
ha reportado que es hasta 30 veces superior al otro farmaco, 10 que permite
utilizarlo en los casos en que la cantidad de tejido es limitante o el nimero de
receptores muy pequefio.

E! surgimiento de estos ligandos ejercié un influjo maravilloso sobre el
ensanchamiento del campo, creando, casl de golpe, expectativas muy
promisorias. En 1980, por ejemplo, Le Clerq y colaboradores (73), utilizando
como modelo de estudio el cerebro de rata, observaron que la respuesta o 4
adrenérgica presentaba diferente sensibilidad al tratamiento con et antagonista
cloroetilctonidina. Los datos obtenidos por este grupo estimularon a ofros
investigadores a estudiar la respuesta o y debieron transcurrir seis aflos antes
de que Morrow y Creese, realizando estudios de asociacién con los
antagonistas WB4101 y fentolamina en membranas de corteza cerebral de
ratas, encontraran que la asociacion de estos farmacos al receptor oq
presentaba un comportamiento bifasico. Semejante observacidn les llevs a
sugerir que la poblacion de receptores que presentaban aita afinidad por el
antagonista se denominaran a4a Y a la poblacién de receptores de baja afinidad
se le denomind aqp (74).

Desde el momento en que se lanzé al mundo la idea de 1a existencia de
una poblacién heterogénea de receptores oq comenzaron a sintetizarse una
infinidad de agentes farmacolégicos destinados a enriquecer el panorama de la

investigacion en el campo que nos ocupa. Entre los agentes mas destacados se
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encuentra fa cloroetilclonidina, cuyas propledades quimicas especificas le
pemmniten alquilar af receptor aq.adrenérgico. Ef compuesto fue utilizado por
Han, en 1987 (75), en membranas de hipocampo. Incursionando en otros tejidos
el mismo grupo de invesligadores encontré que el WB4101 y benoxatian
mostraban una enorme potencia en aquellos tejidos que no eran inactivados por
la cloroetiiclonidina (76). Los datos obtenidos a través de esta linea
experimental apoyaban la idea de la existencia de una serie de subtipos de
receptores oq adrenérgicos. Posteriormente se sintetizo et S-metifurapidit y en
fecha reciente la niguldipina, (77) que se mostraron muy afines al receptor aqa
adrenérgico. La esplperona (78), por su lado, se utilizé en gléndulas

submaxilares de rata y mostré una alta afinidad por los receptores a4p
adrenérgicos.

Otro grupo de investigadores , en 1985 (79), reportd que al utilizar
metoxamina en hepatocitos de rata el agente tenia propledades de agonista
parcial, mientras que en aorta de conejo funciona como un agonista eficiente, lo
que les llevé a suponer que en estos tejidos se expresaban diferentes tipos de
receptores. En épocas mas recientes, en el laboratorio det doctor Garcla Salnz,
se logrd caracterizar el subtipo de receptor a4 en hepatocitos (80) y adipocitos
de rata (81). Los datos obtenidos mostraron que los receptores detectados
pertenecian al sublipo B y en aorla de conejo al subtipo a8 (78). Los datos
anteriores fueron obtenidos mediante la determinacién de las acciones de
prasozina y 5-metilurapidit, lo que demostrd que el primer farmaco mencionado
presenta mayor afinidad en bloquear las acciones de noradrenalina sobre el
recambio de fosfoinositidos en hepatocitos y adipocitos de rata.

La investigacién en el campo de los receptores adrenérgicos recibi6 un
nuevo e importante impuiso cuando, afios después, el grupo de Lefkowitz apariir
de la purificacién def receptor a4g gue obtuve de fa linea celular de musculo liso
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de Hamster (DDT1 MF-2) logr6 clonar y secuenciar el receptor que se han
venido mencionando (82). Los resultados anteriores, ademas, fueron (82-84)
enriquecidos cuando el propio grupo caracterizé un subtipo adicional al que
denomind aqg. A conlinuacion se hard una descripcion de los datos mas
relevanles que se obtuvieron mediante experimentos de biologia molecular
para definir y caracterizar a cada uno de estos subtipos.

Hasta la fecha no se ha conseguido clonar el subtipo a1a. pero una de
sus caracteristas mas dignas de ser subrayadas es que muestra una
farmacologia de alta afinidad por los antagonistas Smetil urapidil, benoxatian y
niguldipina también presenta alta afinidad por el agonista metoxamina.

El receptor xqg, por su lado, es una proteina de 515 aminoé4cidos que se
halla glicosilada en los residuos 10,23,28 y 33. Presenta asl mismo serinas y
treoninas en la segunda y tercera asas citopldsmicas. Se encuentra localizado
en el cromosoma 5 y su farmacologia ha mostrado alta afinidad por los
antagonistas prasozina, espiperona y sensibilidad a cloroeticionidina. Los
agonistas, en cambio metoxamina y oximetazolina no muestran afinidad por
este sistema . En otra serie de determinaciones se encontré que un fragmento
de 27 aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 233-259 estaban
implicados en establecer la selectividad a la proteina G (84a). Otros auteres
observaron que la sustitucion de la alanina 293 puede conferir al receptor
activacién constitutiva (85a)..

El uitimo subtipo de receptor que fue clonado y secuenciado por el grupo
de Lefkowitz es el aq¢, que presenta 466 aminodcidos y sitios de glicosilacion
en asparaginas 7. 13 y 22. Dispone también de residuos de serina y de treonina
en la segunda y tercera asa intracelular y se encuentra ubicado en el
cromosoma 8 del genoma humano. La farmacologia ha mostrado que la
metoxamina y oximetazolina pueden funcionar como buenos agonistas en el
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subtipo que se viene examinando y que los antagonistas WB-4101 y 5-
metifurapidil presentan también un grado importante de afinidad por el mismo
subtipo. Es importante sedalar que los subtipos aqg y a1 contienen cuando
menos un intrdn, lo que podria servir para caracterizar de una manera mas
terminante la naturaleza de esta molécula una vez que se haya dilucidado en
forma detallada la funcién evolutiva de los intrones (Tabla #1).

En 1990, por ultimo, Pérez y colaboradores (85), trabajando en la
universidad de Ohio, reportaron la presencia de un subtipo o4 adicional que
denominaron a1p. El receptor en cuestion, que es el benjamin de la familia
hasta el dia de hoy, esta constituido por S60 aminoécidos y se encuentra
localizado en el cromosoma 20. Ef subtipo, ademds, presenta dos sitios de
glicosilacidn y varias serinas y treoninas ubicadas en el carboxilo terminal y en
las asas intracelulares. Hasta el dia de hoy no ha podido establecerse con

certeza la relacién de este receptor con el subtipo aqA.

Este mismo grupo de investigadores (86) en fecha posterior observé que
la expresién de los subtipos B y D en célutas COS-1 pueden incrementar la
hidrolisis de fosfatos de inositol a través de una proteina G Insensible al
tratamiento con toxina pertussis, estos mismos subtipos pueden incrementar el
AMPc y finalmente observaron la activacién de fosfolipasa Az mediante un

mecanismo que es sensible a (a toxina pertussis .

A partir del momento en que la hormona interacciona con el receptor, éste
transmitira la sefial al entorno celular a través de una proteina fijadora de
nucle6tidos de guanina, que es la encargada de activar a la fosfolipasa C, que
es en Ultima instancia el miembro efector del sistema o4 adrenérgico.
{nicialmente existian una serie de evidencias importantes que parecian indicar la
participacién de una protefna G en la actividad de la fosfolipasa C pero los

resultados eran poco claros.



TABLA Il CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DE LOS RECEPTORES a1 ADRENERGICOS

SUBTIPO

oA

B

«1C

AFINIDAD PARA AGONISTAS

ADRE>NORADRE>METOX

ADREN=NORADRE>>METOX

NORADR>ADRE>>METOX

ANTAGONISTAS

WB4101>PRAZ=5MU

PRAZ>>WB4101>5MU

PRAZ>WB4101>>5MU

SENSIBILIDAD
CLOROETILCLONIDINA

INSENSIBLE

SENSIBLE

SENSIBLE

ADRE: ADRENALINA
NORADR: NORADRENALINA
METOX: METOXAMINA
PRAZ: PRAZOSINA

SMU: s-METILURAPIDIL
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Se publicaron resultados en los que se mostraba la participacién de una
proteina G en la activacién de una fosfolipasa C citosolica en diferentes tipos
celulares entre los que se encontraban plaquetas, timocitos de cerebro y los
promielocitos humanos H60 (87-90). Posteriormente Balsdassare y un grupo de
colaboradores identificaron a la proteina fijadora de nucleétidos de guanina
como un miembro de proteinas con bajo peso molecular de 29 kDa (89).

En otra serie de determinaciones se encontré que ia activacion de la
fosfolipasa C requeria GTP, resultados que se observaron en glandulas
salivales, muasculo liso, fibroblastos, cerebro y células de rifién. Datos muy
parecidos se habfan obtenido también en membranas de hepatocitos de rata,
leucocitos humanos y eritrocitos de pavo (91-100). Otros autores hablan
afirmado que esta protelna G era sensible al tratamiento con la toxina pertussis,
lo que provocaba un blogueo en el recambio de fosfoinositidos en algunos tipos
celulares. Durante muchos arios la participacién de una proteina G permanecié
en un estado de incertidumbre, pero lo que es interesante subrayar es que
dependiendo de las condiciones del ensayo, como adicién de detergentes,
presentacién de sustrato y tipo de amortiguador utilizado se pod{an observar o
no efectos de una proteina fijadora de nuclettidos sobre la actividad de la
fosfolipasa C (101). Algunos afios desplés el grupo de John Exton (100),
usando como modelo de estudio higado de bovino y en las mismas
condiciones de ensayo mencionadas en lineas anteriores, lograron desarroliar
un procedimiento experimental que permitia aislar a la proteina G capaz de
activar a la fosfolipasa C. El ensayo consistia en la extraccion de la enzima con
colato y el paso critico radicaba en poder activar a la proteina G después de la
extraccion. Estos experimentos llegaron a feliz término cuando se logré
caracterizar a esta proteina G como un miembro de las proteinas Gq y se
observé también que la subunidad aq, con un peso molecular de 42 kDa era la
responsable de activar a la fosfolipasa C. La familia de las protefnas Gq fueron
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purificadas por Stemweiss (102) y reconstituldas en presencia de la fosfolipasa
C subtipo 4. La subunidades alfa y beta-gama participan asimismo en la
activacion de la fosfolipasa c, hallazgo de gran significacion que vino a
demostrar que la citada fosfolipasa puede ser activada de modo simultaneo o
paralelo por una segunda molécula que hasta ese dia habla permanecido en la
penumbra. La familia de las proteinas Gq comprende al menos cinco miembros
a los que se han denominado Gq, G11, G14, G15 y G16 (103). Este
Investigador confirmé ademas que el sistema no era sensible al tratamiento con
toxina pertussis. Se han realizado un gran nimero de estudios para saber si la
proteina G, encargada de activar a la fosfolipasa C , es sensible al tratamiento
con esta toxina. Los datos obtenidos en relacion a la sensibilidad de este
sistema de transduccion al tratamiento con la toxina permanecen sumidos en
una atmésfera de controversia y desacuerdo. Se ha observado que en
determinados tipos celulares presentan sensibilidad al tratamiento con la toxina.
Podriamos mencionar como ejemplo adipocitos estimulados con adrenalina,
higado estimulado por factor de crecimiento epidermal, misculo liso estimulado
por adrenalina, angiotensina y serotonina (108-111). En otros tipos celulares se
observd sensibilidad parcial en el tratamiento con la toxina, tal es el caso de
células gastricas, fibroblastos y neutréfilos. Otros investigadores no han
encontrado efectos en el tratamiento con la toxina pertussis sobre la activacién
de la fosfolipasa C, como en adipocitos, fibroblastos, plaquetas, higado y
mastocitos, (111 - 115) por mencionar sélo unos casos .

El cuadro general del sistema o adrenérgico se completa de modo
espectacular con la fosfolipasa C, que tiene como funcién primordial hidrolizar al
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato en inositol trifosfato (IP3) y diacilglicercl (DAG).
Las moléculas citadas funcionan como segundos mensajeros en este sistema.
Diversos estudios han mostrado que la fosfolipasa C es una enzima que reside
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de modo predominante en el citosol y también se han detectado algunas
actividades asocladas a la membrana .

Hasta el dia de hoy se han caracterizado tres miembros de esta
distinguida familia: &, y y 8. En fechas recientes se ha propuesto la existencia de
otros dos miembros complementarios: o y epsilon. Se sabe que {a familia de 1a
fosfolipasa C & (B4, B2 y B3) es regulada por protelnas G, mientras que los
miembros de la familia gama estan regulados por tirosina cinasas. La B4, que
ha sido caracterizada en cerebro de bovino y rata, puede ser activada por ia
proteina Gq y presenta un peso molecular de 57 a 70 kDa. Se ha sabido
también que la fosfolipasa C B4 es fosforilada en residuos de serina por la
proteina cinasa C y que la actividad catalitica de esta enzima no se ve afectada
por la fosforilacién en ensayos in vitro. Se ha observado que las fostolipasas B,
3 y vy presentan dos regiones de alta similitud a las que por convencién se ha
designado X y Y. Estas regiones estan constituidas por 150 y 240 amino4cidos,

repectivamente, y la similitud que comparten estos dominios es del cuarenta
por ciento (116).

Una vez que la fosfolipasa C ha sido activada se produce inositol
trifosfato, que tiene ta facultad de movilizar el calclo intracelular del reticulo
endoplasmico mediante la participacion de un receptor especifico que ha
recibido el nombre de calclosoma (117). Es pertinente mencionar que Leijten y
colaboradores (118) han propuesto otro mecanismo en el que observaron que
existen depodsitos de calcio en la membrana plasmatica que posiblemente
sirvan para liberar el calcio del reticulo endoplasmatico.

Los incrementos de calcio obtenidos por la via sefialada son capaces de
activar procesos tan importantes como la glucogendlisis y la contraccién
muscular. El aumento en los niveles de caicio puede ser regulédo por las
mitocondrias, organelos que se encargan de capturario mediante la activacién
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de un acarreador localizado en la parte exerior de la membrana intema
mitocondrial (119).

Se ha visto ast mismo que el incremento en el calcio citosdlico puede
responder a diferentes mecanismos de regulacidn. Algunos investigadores han
observada que al incubar células hepaticas en ausencia de calcio extracelutar ta
respuesta aqi-adrenérgica persiste pero no las respuestas a vasopresina y
anglotensina, que también se encueniran acopladas al mismo sistema de
transduccion (120). Se observs, por otro lado, que en ratas adrenalectomizadas
la respuesta o4 -~ adrenérgica es dependiente de! calcio extracelular (121).
Con los datos obtenidos por Dr. Garcfa-S4inz y Hemandez-Sotomayor (120) se
Hegd a8 la conclusion de que existian dos mecanismos para los efectos
metabolicos en ia activacion «q-adrenérgica en higado. El primero de ellos, que
es independiente del calcio exiraceiular, puede ser inhibido por insulina y
modulado por glucocorticoides. Ef segundo es insensible a insulina y modulado
por ta hormona tiroidea. Estos datos sugerian que los diferentes subtipos de
receptores o4 podrian eslar sujetos a diferenies mecanismos de regulacion.
En 1987 el grupo de Minneman (76) propuso que los receptores oq-
adrenérgicos en muisculo liso estaban implicados en promover la entrada de
calcio por medio de canales de calcio sensibles a dihidropiridinas mientras que
los receptores a4p Iniciaban su sedal por ef mecanismo que hemos descrito en
lineas anteriores. En fechas mas recientes, por Gitimo, encontramos que en
hepatocitos de cuyo, que expresan el sublipo aqp, tanto el recambio de
fosfoinositidos como la activacién de la fosforitasa a , no se afectaban en
ausencia de calcio extracelular (122).

Putney y DeWitt (123) sugirieron a posibilidad de que los depésitos de
calcio intracelulares no fueran suficientes para atender las demandas de calcio
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en respuesta a la estimulacién aq adrenérgica; o bien gue la activacién de la
respuesta oq-adrenérgica cambie segun el tipo celular.

El inositol trifosfato puede ser metabolizado rapidamente por dos vias
alternas. La primera de ellas lo convierte en inositol 1,3,4,5 tetrafosfato,
mediante la fosforilacién provocada por una cinasa. La segunda via se produce
por la degradacién de este metabolito a través de varias fosfatasas que lo
convieiten en inositol-1 bifosfato, inositol-1 fosfato y miolnositol, que lo dejara
en condiciones de volver a integrarse a una nueva ruta metabdlica (124).

El diacilglicerol, que es el otro mensajero producido por la hidrélisis del
fosfatidil inositol bifosfato, es un compuesto de vida transitoria. La veloz
degradacion de este compuesto lo convierte en &cido fosfatidico o en 1-
acilglicerol y 4cido araquidénico, que‘ podréd participar en la formacién de
prostaglandinas.

El diacilglicerol desempedia la importante funcién de activar a la protelna
cinasa C, lo que se produce de manera instantdnea pero ejerciendo efectos de
larga duracion. La activacion de la proteina cinasa C, que es el Ultimo efector
producido en la respuesta o 1 adrenérgica, fosforila residuos de serina y
treonina. Yatsutomi Nishizuka demostrd en 1977 que se trata de una proteina
con propledades de translocarse a la membrana mediante un sistema
dependiente de calcio. Estudios recientes han demostrado que la protelna
cinasa C requiere de calcio y fosfolipidos, en particular de la fosfatidilserina, que
interviene de manera decisiva en la translocacién de la enzima (125).

Hasta el momento se han caracterizado diez formas de esta enzima
denominadas «, Bl, BIl, v, 3, € .7, 0, , & Cada una de estas isoenzimas estan
constituidas por un solo polipéptido con un peso molecular de 80 kDa. La
actividad de cinasa se halla localizada en una regién préxima al carboxilo
terminal y que tiene un peso molecular de 45 kDa, que se ha denominado



n

dominio catalitico , mientras la regién del amino terminal tiene un peso
molecular de 35 kDa esta ultima corresponde a la region o dominio regulatorio
que es ademas hidrofébico. Estos dominios pueden ser separados por
protedlisis limitada en una regién que comprende residuos de aminoacidos que
difieren entre las isoenzimas. La proteina cinasa C posee cuatro regiones
conservadas y separadas por cinco regiones variables pequefias (125).

Se ha demostrado que el dominio regulatorio se asocia a cuatro dtomos
de zinc en una regién en donde se encuentran residuos de cisteina muy
conservados y que son los responsables de efecturar la interaccion referida, La
porcién regulatoria tiene como funcién preponderante efectuar la unién de
calclo, diacilglicerol y fosfolipido y ademés puede regular la funcién catalitica
de laenzima.

El dominio catalitico presenta dos regiones conservadas la regién
conservada tres (C3) cuya funcién principal es la de presentar la secuencia de
aminoacidos que permitan la asociacién de trifosfato de adenosina (ATP) y una
regién conservada de mayor longitud denominada C4 que presenta
determinantes responsables de la asociacién de la enzima con el  sustrato
(125, 126).

Se han desarrollado farmacos que poseen la facultad de activar a la
enzima en ausencia de estimulo hormonal. Uno de ellos es el 12-tetradecanoil-
forbol-13-acetato (TPA), cuya estructura presenta una similitud al diacilglicerol.
La accién del farmaco se produce al incrementar la afinidad de la enzima por los
fones de calcio, lo que permite activarla sin necesidad de promover, ademas, un
lncrem.ento de la concentraciones de calcio. Durante los Ultimos afios se ha
podido demostrar que la activacién de la proteina cinasa C por el TPA puede
Inducir una variedad de respuestas celulares. Como ejemplo se encuentran la
expresion de ciertos genes, como el de la ornitina descarboxilasa, la histidina
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descarboxilasa , la serotonina acetil transferasa, 1a calcitonina, la prolactina y la
expresion de oncogenes como c¢-fos y c-mye, lo cual es de suma importancia
porque sus acciones se hallan asociadas a la expresién de factores de
crecimiento y proliferacién celular (125).

Es pertinente subrayar que la proteina cinasa C no sélo participa en la
fosforilacion de sustratos citosoélicos sino que puede hacer lo mismo con
sustratos situados en la membrana plasmaética, como el receptor of
adrenérgico, en donde se observd que el tratamiento con TPA en hepatocitos de
rata provoca cambios en el estado de afinidad de estos receptores (127). Es
importante hacer notar que el efecto descrito es exclusivo para el receptor o
adrenérgico, ya que otros receptores, como los que responden a vasopresina y
angiotesina, y que se hallan acoplados’al mismo sistema de transduccion, no
presentan modificaciones cuando se produce la activacion de la proteina cinasa
C.

Es interesante subrayar que las acciones de la proteina cinasa C sobre el
receptor o4 se deben a un aumento de !fa fosforilacion en residuos de serina y
treonina que, por cierto, ya se hallaban fosforilados en menor medida antes de
que se produjera |a activacion de la enzima.

Se ha visto ademas que la respuesta aq-adrenérgica no sélo interviene en
la activacién de la fosfolipasa C sino que puede también estimular a la
fosfolipasa Ap y D. Podrian mencionarse, como casos ilustrativos al respecto,
las células derivadas de ftiroides, en las que la respuesta oi.adrenérgica
estimula a la fosfolipasa A a través de un mecanismo sensible a toxina
Pertussis y a la fosfolipasa C a través de un mecanismo insensible a la toxina
(129). Esta diversidad para la hidrélisis del sustrato origina la posibitidad de
incrementar la gama de segundos mensajeros conocidos que pudieran
intervenir en la regulacién def sistema.
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ANTECEDENTES

El estudio de los receptores o adrenérgicos, que se inicié en 1948, ha
recibido una atencién constante desde aquelia época y durante los Gltimos aflos
ha ingresado en una fase incontenible de expansién. Como se ha dicho en
lineas anteriores se han clonado diez diferentes subtipos de receptores
adrenérgicos, los que han sido localizados, posteriormente, en fos tejidos y los
organos donde ejercen sus efectos primordiales. Los receptores oqa, por
ejemplo, han sido caracterizados en cerebro, los aqg en higado, los aqg en
células olfatorias y los aqp en '"vas deferens”. La diversidad topografica de
estos subtipos sugirié a los investigadores que todos ellos se estaban
expresando de una manera muy selectiva segun el tejido en el que se hallaban
emplazados. Pero no fue sino en 1992 cuando se observé que en un mismo
tefido hepético, pero de diferentes especies, habia heterogeneidad en la
expresion de los subtipos de receptores o 1. Mediante estudios de
farmacologia, biologia molecular y comportamiento de los segundos
mensajeros, Garcia Salnz (129) logré determinar que en células hepéticas de
diferentes especies se expresaban distintos subtipos de receptores o 4
adrenérgicos. De esta manera encontr6 que en hepatocitos de cuyo se
expresaba el subtipo « 14 :en rata el a1 y en conejo el a4¢. Continuando con
esta misma linea de indagaciones se decidlé caracterizar el receptor o4
adrenérgico en pollo debido a que es otro representante de los vertebrados en
los que abundan estos receptores, segln demostré Susana Sulakhe en 1988
(130).



OBJETIVOS

Los moéviles de este trabajo se inspiraron en los estudios existentes sobre
la caracterizacién de los subtipos de receptores o { adrenérgicos en hepatocitos
de ofras especies que fueron realizados en el laboratorio del doctor Garcia
Sainz. A partir de estas indagaciones nos propusimos la caracterizacion
farmacolégica del subtipo de receptor aq-adrenérgico presente en los
hepatocitos de pollo. Se decidid, ast mismo, estudiar los segundos mensajeros
y el sistema de transduccién al cual se hayan acoplados.
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METODOS Y MATERIALES

La metodologia utilizada en la realizacién de este proyecto se halla

descrita en el articulo que se prepardé como parte fundamental en esta tesis y
que se encuentra a continuacion.

Determinacion de AMPc: se inctibaron 20 mg. de hepatocitos durante 2
min. a 37°C en presencia de las hormonas y 100 pM de metilisobutilxantina
para Inhibir la accién de las fosfodiesterasas.La determinacion se realiz6 de
acuerdo a Brown et. al. (131).
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RESULTADOS

Los resultados que se exponen a continuacién se plublicaron en el
trabajo: '

Gloria Gutiérrez-Venegas and J. Adolfo Garcla-Sainz.
Characterization of the alfa 4g-Adrenergic receptors of chicken

hepatocytes. Signal transduction and actions. Comp. Biochem. Physiol. Vol.
106C, No. 3 pp. 797-803, (1993).
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—1. In chicken

{abeling: (&) of inosital trisph

" idgk
£)

(2} cytosol ta!cmm. and (d) phosphorylase activity.

2, Prazosin (K, =0.2-04 nM) was more potent in inhibiting these actions thag S—melhyl-unpxdxl
the i

(K, = 30-60 nM); these actions were sensitive to
®p-adrenoceptors.

3. The stimulation of phesphoinositide tucnover w

2% insensitive 10 pertussis toxin,

4. In chicken liver membranes, P Hjprazosin binding sites (8,,, 872 fmolfmg protein} with high affinity
for prazosin (Kp, 0.3 nM; X, 0.4 nM} and lower affinity for S-methyl-urapidit (K, 46 oM} were detected,

consistent with the presence of a,y-adrenoceptors.

INTRODUCTION

~Adi ¥ an h family
of The of two ypes, the a,-
and the «,y-adrenoceptors, was initially suggested by
pharmacalogical eriteria (Morrow and Creese, 1986;
Minneman, 1988). The 2, teceptor has now been
cloned and expressed (Cotecchia er al,, 1988), but the
cloning of the x,,.adrenoceptor has not yet been
achieved. Nevertheless, when attempting to clone it,
two other subtypes, the o, and the @, pradrencrgic
reoeptors were  identified, cloned and  expressed
(Schwinn et al., 1990; Perez et al, 1991; Schwinn and
Lomasncy, 1992}, Thus, at this point, at least four
subtypes of x,-adrenoceptor family seems 1o exist
{Perez et al., 199%; Schwinn and Lomasney, 1992;
Garcis-Sdinz, 1993). The pharmacological defini-
tion of cach subtype is far from casy. Among the
ngcn\s that seem 1o be pamcularly useful I‘or lhc
ification are the
(Minneman, 1988) and WB4I0t (Morrow and
Creese, 1986). The former agent, is an alkylating
antagonist that scems to be sble 1o block alf of
these receptors except the a,,—suhlyp: {Minneman,
1988). WB41O! is a p ist with

h

express a e (G Sai
Garcm-Simz et al, 1992b), rat hepatocytes oy
{Garcia-8iinz ef al., 1992a; Torres-Mirquez et al.,
1991) and rabbit hepatocytes oc-adrenoceptors
(Garcia-Sainz et al, 1991; Schwinn ef al, 1991).
It has been pmkusly observed  that xhe tivers
from aves (bud M. undulatus and
G. domesticus) have a very high density of o
adr:noccploxs {Sulakhe ¢f af., 1988); howevet, to the
best of our ledge, neither the &
sublyxx(s) present in the liver cell membranes of lhcsc
species nar the signat transduction process to which
they are coupled has been characierized. Here, we

et al,, 1992a;

present the ch ization of the u,-ad
expressed in chicken fiver cells using both funce
tionat bolic and signal ion studies) and

radioligand binding approaches.

MATERIALS AND METHODS

1A 1- 4 % 1 .

bL-propranolol g\uco&eJ phosphzlc.

gl;cogcn.

relatively ltower affinity for the z,5-sdrenocepios as
compared to the other subtypes (Morrow and Creese,
1986; inn and L v 1992). R di
agonist aclivity, h i and i
have very fittle activity on o,,-adrenoceptors whereas
they are active on cells expressing o, or ac-
adrenoceptors {Garcia-Sainz ef ol, 1985 Garcia~
Sdinz es of,, 1993).
Wc hav: mxnxly obscxvcd that there §s con~
in the a;
in liver cells of different species. Thus. gumca pig

97

cafleine, B-gly
and Quin 2/AM were from Sngma Chemical Co,
Methoxamine was & gencrous gift from Burroughs
Wellcome. S-Methyl-urapidit and WB4101 were
from Rescarch Biochemicals Inc. {(PPJPi {carrier
free), [adenylate-"PINAD (800 Cifmmol), a-D-
{4C (UMglucose-i-phosphate (233.9 mCi/mmol) and
{methoxy-'Hjprazosin (60 Ci/mmol} were from New
England Nuclear. The b-myo-PHjinosito] 1.4,5-
trisphosphate 83say system was oblained from Amee-
sham. Pertussis toxin was purified (Sckura et m‘
1983) from p s vaccine
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ided by the

of Hygiene
(Mexlcu)

Y were obtained from chi -5
wccks old) by liver perfusion with collagenase (Berry
and Friend, 1969). Hepatocytes were incubated in
Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH7.4 at 37°C
under an atmosphere of 95% O,/5% CO,. Celt
viability was routinely higher than 95% as

quantified by the method of Lowry er al. (1951) using
bovine serum albumin as standard.

RESULTS

The labeling of phosphatidylinositol was dose-
y sti by i li

by trypan bluc exclusion.
Phosphatidylinositol (PI) labeling was carried out
as described (Garcia-Sainz, 1987); in bricf, cells were
incubated for 60 min in buffer containing 10 u#Ci of
[“P]Px. hplds were cxlmctcd with chloroform/
1(2:1) and h id d by thin

layer chromatography. Radioactivity incorporated
into phosphatidylinositol was counted in silica gel
scrapings. To quantify the production of inositol
1,4,5-trisphosphate (1P,), ceils were pre-incubated for
10min in buffer containing {0 mM LiCl, agonists
were added and aflcr 5min the reaction was sloppcd
1P, was llowing the assay kit

and phenylephrine (in the of 10 uM
propmnolol to block their f-adrenergic activity).
The stimulation induced by the natural catechol-
amines was of large magnitude (=10-fold) and
observed at relatively low concentrations (ECy
2:300 nM). Phenylephrine was less potent than the
natural catecholamines and cven at the highest con-
centration tested, no saturation was observed (Fig. 1).
Methoxamine was without any effect at the concen-
trations tested (Fig. 1),
The effect of ir ibl
was tested. Preincubation of the cells wnlh 100 uM
idine for 15 min kedly reduced the

Phosphorylase a activity was assaycd as described by
Stalmans and Hers (1975).

Intracellular calcium was quantified using Quin 2,
as described (Garcia-Sdinz er al., 1990). In bricf,
cells were incubated for 20 min in the presence of
Quin 2/AM. After this, the cells were washcd nnd
incubated in Krebs-Ringer buffer

effect of nor (plus 10 uM propranolol) as
compared to that of cells preincubated without any
agent (Fig. 2). Furthcrmore, in cells pre-treated
with this alkylating antagonist, the dose-response to
noradrenaline plus 10 4M propranclol, became
rather flat and did not reach saturation at the concen-
lrulmns (csted Preincubation with 1 uM prazobind

with 20mM Hepes and 10 mM glucose, pH 7.4, and
maintained in an ice bath. Cells were pre-warmed at
37°C for Smin. Fluorescence (excitation 333 nm,
emlssmn 510 nm) was rccordcd in an Aminco-
pped with a thermo-
statically comrollcd chamber and stirring.

In the experiments where the effect of pertussis
toxin was analyzed, chickens were treated with
100 g pertussis toxin 3 days before the experiment
was performed. In order to determine if the effect of
the toxin was complete with this treatment, liver
membrancs were obtained (ch:llc. 1968) and sub~
Jjected to pertussis toxi d ADP-rib
as described (Garcia-Sdinz et al., 1989).

Binding studies were performed by incubating
membranes (100 ug protein) with [*H]prazosin, alone
or with the indicated agents, in a total volume of
0.5 ml for 30 min, in a water bath shaker at 25°C.
At the end of the incubation, 10 ml of ice-cold buffer
were added 10 the membrane suspension, which was
immediately filtered on GF/C filters (Whatman) and
washed three times (10 ml each time) with the same
bufler. Saturation experiments were performed using
0.025-6nM [*H]prazosin and binding competition
studies with 1.5-2nM of the radioactive ligand
(B0-BS% receptor occupation). Non-specific binding
was evaluated in the presence of {0uM phento-
lamine; specific binding represented 75-80% of the

lished the effect of noradrenaline plus

propranolol (Fig. 2).
In another series of experiments we tested the
ability of prazosin and 5-methyl-urapidil to block
the effect of 10 uM noradrenaline (plus 10 #M pro-

Pl LABELING (% OF BASAL )
§

™ /9
/ »
4
200 /.4‘:A\‘—A

2 8 7 &8 8 a
—Log [AGONIST) M

Fig. 1. Effect of ic agonist on i

(P1) labeling. Chicken hepatocyles were incubated with
104M propranolol in the absence or presence of the
indicated concentration of adrenaline (open circles), nor-
adrenaline (solid circles), phenylephrine (open triangles) or
melhoxamme (suhd triangles), Basal labeling of phos-

total binding at the Kj. Binding ion and
competition data were analyzed using the EBDA
program (Biosolt-Elsevier). K,s were calculated
according to Cheng and Prusoff (1973). Protcin was

was 123 + 21 cpm/mg cells wet weight,
Plotted are the means and vertical lines represent the SEM
of eight different experiments, each one performed in tripli-
cate; where no ervor bars are presented they are within the
symbol,

S
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Fig. 4, Effecy or w,~ndm\emc agents on the production of
inositol 1,4,5. (1P, }. Chicken were
us o

and Methods in the
presence of 10 gM pmpranc)el lnd w-lh either (panel A the

sbed un

101 (P1) hbclm; Chiicken hepatocyles were pmnmbned for

15 min in the absence {open circles) or presence of 100 pM

chloraihylclonidine (solid circles) or prazobind (open tri-

angles); after this preincubation, the cells were washed and

the P labeling study was carried out. Other indications as
in Fig. 1.

pranojol). It can be observed in Fig. 3, that both
prazosin and S-methyl-urapidil were able to block
the effect in dose-dependent fashions; however,
prazosin (10, = 10aM; K, = 0.29 nM) was 200-foid
more potent than S-methyl-urapidil (10 =2 uM,
K, 2 58 nM).

Labeling of phosphatidylinositol is 1
sn;undnry to thc m)lml hydmlysls by phosphuhpase
C of phosp! ph o gener-

ate lwo second mcsscngcrs 1P, and diacylglycerol
{Berridge and lrvine, 1984). Therefore, we decided

L
Y

1
- 1\1
7 l\i

P} Labeling
{ % of Noradrenoline effect )

s, oo
W 9 & 7 8 3
~Log [ ANTAGONIST ] M

Fig. 3. Effecs of prazosin or S-methyl-urapidil on noradrena-
lme stimulated phosphatidylinosiiot (P1) fabeling. Chicken

tocytes were incubated with 10 #M propranolol plus
10 M noesdrensfine in the absence or presence of the
mdmled wnoenlulwm ol‘ pnwn‘n (cr?en lmngles) or
P bl idil

WwuM nondunzhne increased P hbelmg 1060 & 120% of
basaj, Other indications us in Fig. L.

indicated {open circles) ar

(panet B) with 10uM nnradrenahnc alone (A) or with

prazosin (1 pM, B; 10 oM, C} or S-methyl-urapidi! (I pM,

D; 10uM, E). Basal 1P, was 65 = 5 pmol/50 mg cells wel

weight. Piotted are the means and verticat lines represent the

SEM of 3-5 different experiments each one performed in
teiplicate.

to disectly quantitate the effect of a,-adrenergic
agents an the producnon of IP,. It can be observed
m an 4, that {plus p fol) dose-

ly induced the prod: of this second
mcsscng:r and that such an effect was blocked by
prazosin and S-methyl-urapidil, the former being
more potent than the later,

It is well known that IP, induces mobilization
of calcium from intraceflular stores, increasing the
concentration of this cation in the cytoplasm
(Berridge and Irvine, 1984). Therefore, we next deter-
mine if the apadrenergic action was associated
with increases in cytosol calcium. Basal calcium
concentration  was csummed 1 be xiiSaM;

ddition of 10uM ine {plus 10 puM
propranolol) immediately mcrcascd cytusol calcium
to =485 aM (see representative tracings in Fig. 5).
Such an effect was blocked by S-methyl-urapidit
(prazosin could not be used due 10 its intrinsic
fuorescence); the effect of S-methyl-urapidil was re-
cepror-specific since the cells were stitt able to increase
their cytosol calcium in response 1o the unrelated
agent, ATP (Fig. 5C).

Increases in cytosol calcium lead, in many cells,
to activation of phosphorylase and glycogenolysis
{Cohen, 1982). The effect of adrencrgic agents on
phosphorylase a activity was ncxl assaycd Nomw

phrine (plus 10uM p dose-
depcndcmly (ECy IOOnM). almost 2-fold 1the
activity of phosphorylase a (Fig. 6). Prazosin
{100 = 30 aM; K, = 0.29nM} and S-methyl-urapidil
{1c50 = 3 &M, K, = 30 nM) inhibited the a,adrenergic
action (Fig. 6).

Binding studics using {’ Hlprazosin were next per-
formed, hard analysis of ion isotherms
resulted in straight lines indicating that the ligand
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d without verifi from one species to
another. We consider the characterization of the
hepatic receptors exprﬁsed in different species to be
of interest smce i may glve insights on the physlologl-
cal and 1 of such i Rtis
of interest to mention that, for the §-ad

subtypes, signal transduction and regulation - (Minire-
view), Cell. Signalling (in press).

Garcig-Sdinz 1. A, Huena-Bah:naM E.and M-lbonC C
1989)
guanine nucl:oud:-bmdmg regulatory proteins. Am J
Physiol. 256, C384-C389.

Si

it has been obscrved that the f-adrenoceptor is much
less subjected to phosphorylauon and desensitization
than the §, receptor, and it is very posslblc lhal such
a diffcrence may have physi

| A.. Macias Silva M.. H S

S. M. T., Torres-Marquez M. E., Trivedi D. and Hruby

V. 1 (1990) Modulation of glucagon actjons by phorbol

myristate acetate in isolated hepatocytes, Effects of

hypolhyroldlsm Cf“ Srgnallmg 2. 235~2l3
T.

Al

(Liggett ef al., 1993). Activation ofplo\em kinase C
with phorbol esters blocks and desensitizes the

pi of rat hep yles (Corv:ra and
Garcla-SamL 1984; Corvera er al., 1986); i 1

Rand“ ins-Sit MC" Reyes A.
and Gonzakz-Espinosa C. (1992) Species h:lexogenmy
of hepatic aj-adrenoceplors: @, a4,y and u.c subtypes.
Bmch:m biophys. Ru Cammun Im 7

A

ingly, the a,-adrencceptors of guinea pig hepato-
cytes seem to be much less sensitive 1o phorbol esters
(Garcia-Sainz ef al., 1992b). However, the molecular
basis of such difference in sensitivily and its physio-
logical significance are presently unknown. Certainly
much more work will be required 1o clarify these
aspects.,
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Fig. 8. Effect of adrensrgic agents and ATP on intracellular
Ca?*, Cells were incubated in the presence of 10uM
propranolol; where indicated 10 uM noradrenaline (NA),
S.methyl-urapidil (S-MU; B, 1 uM; C, 104M) or | uM
TP were added. Representative tracings are shown,

interacts with a single class of binding sites in chicken
liver b (a i experiment
is presented in Fig. 7); a Kp of 0.30+0.17aM
and a B,,, of 870 % 102 fmol/mg protein were ob-
served (data are the mean + SEM of four experiments
using different membrane preparations). Binding

peti y indicated the  following
order of potency: prazosin (K; 0.4010.15nM)
>WB4101 (30 + 15nM) >S-methyl-urapidil (45 £
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Fig. 6. Effect of i i

on phosphorylase a activity. Ch:ckm hepatocytes were

incubated with 10 #M propranolol and either (panel A) the

indicated concentrations of noradrenaline (open circles) or

(panct B) 10 4M noradrenaline and the indicated connen-
)
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Fig. 7. Binding isotherm and Scatchard analysis of

(*H]Prazosin binding to chicken liver membranes. Mem-

branes were incubated with the indicated concentrations of

radioligand in the absence (total binding, open circles) or

presence of 10 2 M phentolamine (non-specific binding, solid

circles). In panel B, specific binding (solid diamonds) and
the Scatchard analysis (insert) are presented.

25nM) (see Fig. 8 for a representative displacement
study).

Finally, we addressed the point as to whether the
a,-adrcn:rglc ncuon in chu:kcn hcpalocyles was medi-
ated via G-p or inscnsitive to per-
tussis toxin. For this purpose, chickens wete treated
with pertussis toxin 3 days before the experiments
were performed. We determine that the in vivo treat-
ment with the toxin completcly ADP-ribosylated the
pcnussxs loxm substrate(s) by performing pertussis

1 ADP-ribosyl, studies in virro, as
shown in Fig. 9 (insert). It can be observed that
important endogenous (i.e. in the absence of toxin)
labeling tekes place in chicken liver membranes
(Fig. 9 insert, line t); however, a clear band of
4] kDa was obscrved when pertussis toxin was
present in the incubation with membrancs from con-

trations of prazosin (open triangles) or 5 pid
(solid triangles). Basal phosphorylase a activity was 17
units + [ unit: onc unit is defined as the conversion of
1 pmol of substrate to product in [ min per gram of cells wet
weight. Plotted are the means and vertical lines represent the

100
o
1 g ~ 80
F)
3
zZ 2 60
£4
-4
S
DR Y =2
T - 20
— Log [ ANTAGONIST ] M -,
a
12 1w 8 [ 4
~LOG [ ANTAGONIST ) M
F.g 8. Compctition by a, i ists for
in binding sites. b i with

IS—Z nM {*H]prazosin and the mdu:led concentrations
of prazosin (open circles), 5-methyl-urapidil (solid circles)
or WB4101 (open triangles). Ploited is a representative

SEM of cight different each one in
triplicate.

4-5 times using different membrane
preparations,



1
1200 3 1
. 73
0. N
g 1000 | 8 q
@ O
o,
O goo 4
®
-
L
o 600 | .
£
2 a00t
(-]
-
& 200t .
ol

9876 5 4

—LOG { NORADRENALINE ] ™
Fig. 9. Eﬂ‘e:l ol‘ pmasm toxin on norepinephrine-stimu-
lated abeling. from control
(open circles) or pertussis toxin-lreated (solid circles) chick-
ens were with 10 pM and the indicated
concenirations of aoradrenaline. insert: /n vitro pertussis
toxin-catalyzed ADP-.ribosylation. Line {, control mem-
branes incubated in the ubsence of toxin; line 2, contro)
membranes incubated with pertussis toxin; line 3, mem-
branes from pertussis toxin-t ed chickens i

of chick h 801
observed in rat hepatocytes that also express the
ayp-subtype (Garcia-Sdinz et al., 1985, 1993).

Our present data also mdxmle that acuvauon
of these oyy-ad the h
inositide lumoverlcalcmm mobilization signal trans-
duction process. The data clearly indicate that once

these receptors are the second
1Py, |s produced (putatively via the b 1 of
idyli 1 4,5-bisphosph by phos-

pholipase C) and that a sccandary resynthesis of
phosphatidylinositol is produced (classicat Pl effect)
(Berridge and Irvine, 1984; Michell, 1975). There is
a large amounl of evudcno: md:caung that z-
adrenergi ide  turnover
involves pertussis toxin-insensitive G- -proteins (re-
viewed in Garcia-Sainz, 1993). Our present data are
consistent with this. However, and as discussed else-
where (Garcia-Sainz, 1993; G Shinz et al,
1992b) the data do not rule out the possibility that
these receptors may activate other signal transduction
via G-proteins. There is now
cl:ar evidence indicating that a given receplor may
modulate more than one signalling pathway. We
a\so pn:scnl:d :wd:ncc that such 3,.-adrencrgc-
itide wurnover is
with mcuases m cyrosol calcium and activation of
phosphorylase a, as observed in many other cells
{Berridge and Irvine, 1984; Cohen, 1982).
We would like to comment about the data

with pertussis toxin: line 4, pertussis toxincatalyzed ADP-
ribosylation of rat liver membranes

trol animals (line 2). This band was not observed, at
all, in liver membranes from pertussis toxin-treated
chxck:ns Qline 3). Pertussis mxm-mulyud ADP-

of rat liver isp d for
companson (Fig. 9 insert, linc 4). Such complete
ion of the is toxin did

using p bind and WB4101. Prazobind is a very
potent and effective irreversible antagonist (Helman
et al, 1987) it has been suggested that it has
some  aj,-adrenoceptor  selectivity when it s
administered in vivo (Piascik ef al., 1990). However,
0o such selectivity has been observed when iso-
lated cells are used (Garcia-Sdinz e al., 1992a;
Mante and Minneman, 1991). The discrepancy
between m vivo and m vitro data could be due to

not alter the effect of noradrenatine on Pl fabeling
{Fig. 9).

DISCUSSION

In the present study, the subtype of a,-adreno.
ceptors present in chicken hepatocytes, and a signal
transduction system to which these receptors are
coupled, were characterized using a variety of ap-
proaches. ll is clear from lhe mulls that these

10 idine and that
hEy havc much lower affinity for S-inethyl-urapidit
than for prazosin. The data indicate, therefore, that
the a,-adrenoceptors present in chicken liver cells
belong to the z,p-subtype. 1t is worth noticing that the
K,s observed for prazosin (0.2-0.4 nM) and S-methyl-
urapidil (30-60 nM) were in very close agreement and
within the range observed in other cells that express
2,p-adrenoceptors. Further support to this classifi-
cation was obtained in the Pl studies where it
was observed that methoxamine has essentially no
activily, which is in accord with what has been

{tissue distribution/
bmuansronmuon) In any case, our data clearly
indicate that the :,,-adr:noceplon of chicken

are fully i d by p ind. On
the other hand, we observed a relalw:ly tow affinity
for WB4101 (30 nM) in the binding studies, which is
within what has been observed for a,p-adrenoceptors
in other cells (Morrow and Creese, 1986; Garcia-
Sainz, 1993) and therefore, it is consisient with the
classification of the chicken adrenoceptors as belong-
ing 1o this subtype. We would like to mention that
this antagonist was not tested in the whole cell studies
because it is very actively metabolized by hepatocytes
and therefore, its real potency is very difficult to
estimate (Han et al., 1990).

Finally, we would like to discuss the variability that
exists in the subtype of zj-adrenoceptor expressed
in liver cells. The reason for such variability is
completely unknown as are the factors that control
the cxpression of these receptors. However, it is
clear from our data that there is no “tissue-specific™
pattern of cxpression and that data cannot be
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extrapolated without verification from one species to
another. We consider the characterization of the
hepatic receptors cxpressed in different species to be
of interest smcc it may give insights on the physnologn-
cal and of such vari L Itis

G, GUNIERREZ-VENEGAS and J. ADOLFO GARCIA-SAINZ.

subtypes, signa! transduction and regulation ‘(Minire-
view). Cell. Signalling (in press),
Gamh-Sasz A, Huerla Bahena M. E.and Mnlbonc C
(1989)
guanine nucleoud:-bmdmg regulatory proteins. Am l
Pll):lol 286, CJ!LCJ!
G 1A

of interest to mention that, for the §
it has been obscrved that the ﬁ,-ndrenoocplor is much

Silva M., H
S.M. T, Torres- erquez M. E., Trivedi D. and Hruby
V. J. (1990) Modulation of glucagon actions by phorbol

less subj to ylation and
Ihan the B, receptor, and it is very posslhle lhal such

acetate in isolated hcpatocytes. Effects ol
hypolhymldlsm Cdl S:grmllmg L 235-243.
J.

may have ph

(Llsgeu ez al., 1993). Activation of protein kinase C
with phnrbol esters blocks and desensitizes the

of rat hep (Corvera and
Garcm-Smnz. 1984; Corvera er al., 1986); interest-
ingly, the au-udrenooeplors of guinea pig hepato-
cytes scem o be much less sensitive to phorbol esters
{Garcia-Sainz ef al., 1992b). However, the molecular
basis of such dxﬂ'ercncc in scnsmvnly and its physio-
logical signi are . Certainly
much more work will bc required to clanfy these
aspects.
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Fig. 1 Efecto del 12-tetradecanoil-forbol-acetato (TPA) sobre el marcaje
de fosfoinositidos estimulado por noradrenalina.

Hepatocitos de pollo se incubaron con 10 pM de propranolol y 10 p M de
noradrenalina en presencia de las concentraciones indicadas de TPA, La gréafica
es el promedio de 7 diferentes experimentos por triplicado.
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Fig. 2 Efecto de noradrenalina sobre la acumulacion de AMPc.

Hepatocitos de pollo se incubaron durante 2 minutos en presencia de
propranolol 10 uM y a las dosis indicadas de noradrenalina. La grafica es el
promedio de 4 diferentes experimentos por triplicado.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descritos en la
seccidn anterior podrian sintetizarse de la siguiente manera:

1) Se observd que la noradrenalina y la adrenalina estimutaron e!
marcaje de fosfoinositidos de una manera dependiente de la dosis y a
concentraciones maximas se observaron incrementos de aproximadamente
diez veces sobre fa actividad basal . A} ulilizar fenilefrina se encontr6 que fa
estimulacion era menor y no saturable. Y en la misma serie de experimentos se

establecié que (a metoxamina, agonista o 4, no mostrd efectos sobre ef marcaje
de fosfoinositidos (fig. 1).

2) En otra serie de determinaciones quedé claro que al preincubar los
hepatocitos de potllo en presencia de 2 antagonistas irreversibles, el primero de
ellos, que es la cloroetilcionidina, provocaba una importante disminucién en el
marcaje de fosfoinositidos en comparacién a los hepatocitos estimulados con

noradrenalina. La preincubacién con prazobind bloqued completamente el
marcaje de fosfoinositidos (fig. 2).

3) Se demostrd asl mismo que prazosina y S-metilurapidil, dos
antagonistas de accion reversible, eran capaces de bloquear la estimulacion
inducida por Noradrenalina sobre el marcaje de fosfoinosftidos, siendo méas
potente la Prazosina que el S-metilurapidil (fig.3) . Resultados similares se
obtuvieron al utilizar como parametro {a activacion de la fosforilasa A (fig 6).

4) Se vié también que la noradrenalina estimula {a produccién de inositol
trifosfato y movilizacién de calcio y que ei S-metilurapidil puede bloquear la
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produccion de estos segundos mensajeros (figs. 4 y 5) . Por lo que se refiere a
la cuantificacion de inositol trifosfato encontramos que prazosina presentaba
mayor potencia en bloquear la estimulacién inducida por noradrenalina en
relacién al S-metilurapidil.

5) Se efectuaron también estudios de asociacion y competencia en
membranas de higado de pollo con {3H] prazosina. El andlisis de Scatchard
present6é un grafico lineal y un sélo sitio de receptores « 1 (fig 7). Y para los
estudios de competencia el orden de potencia fue : prazosina > WB4101 > 5-
metilurapidil (fig. 8).

6) Se establecié que la estimulacion inducida por noradrenalina en el
marcaje de fosfoinositidos no es sensible al tratamiento con la toxina pertussis
(fig. 9).

7) Por ultimo se observé que la respuesta aqg en hepatocitos de pollo
disminuye al activar a la proteina cinasa C con concentraciones crecientes de
TPA (datos no publicados fig.1) y puede ademés producir incrementos de
adenosin monofosfato ciclico. (datos no publicados fig. 2)
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DISCUSION

Como se ha dicho en las lineas anteriores el mévil fundamental de este
trabajo consistio en la caracterizacién del receptor «q adrenérgico en
hepatocitos de pollo. Los datos obtenidos mostraron que el receptor en cuestion
pertenece al subtipo oiyg. En la fase inicial de este proyecto se observé la
acclén de diversos agonistas sobre el recambio de fosfoinositidos y se encontré
que la adrenalina y la noradrenalina incrementaban el marcaje de fosfoinositidos
hasta diez veces sobre la actividad basal en hepatocitos de pollo. Al comparar
estos datos con los reportados sobre hepatocitos de rata se observaron
incrementos entre cinco y siete veces superiores. Estas diferencias obedecen,
quiza, a que en hepatocitos de pollo las células obtenidas presentaron siempre
de un noventa y nueve a un cien por ciento de viabilidad, lo que se determiné
por exclusién con azul de tripano. Se vi6 ademas, durante la manlpulaélén e
incubacion, que las células conservaron siempre el mismo porcentaje de
viabilidad. Es decir, se trata de células muy resistentes al manejo experimental
en comparacion a los hepatocitos de rata.

De gran importancia, por su valor estratégico en los estudios de
caracterizacién subsecuentes, fue observar que la metoxamina (agonista o 1a)
no ejercia ningtn efecto sobre el marcaje de fosfoinositidos, resultado que es
muy similar a lo obtenido en hepatocitos de rata, donde se expresa el subtipo B.
Al utilizar el mismo agente, en hepatocitos de cuyo, por otra parte, se observd
algin efecto en dosis altas y en hepatocitos de conejo se cbservé incremento de
manera dependiente de la dosis.

Con la finalidad de proseguir los trabajos de caracterizacién se decidié
estudiar las acciones farmacologicas de agonistas Ireversibles sobre recambio
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de fosfoinositidos. Los receptores mostraron ser sensibles al tratamiento con
cloroetilclonidina y con prazobind. Es interesante hacer notar que inicialmente el
prazobind habla sido reportado como un antagonista selectivo o 1{A.
Posteriormente, sin embargo, se publicaron evidencias de que el farmaco citado
no presentaba selectividad, al menos in vitro, entre el receptor o« 14 ¥y g (132) .
Lo anterior nos Hlevd a explorar la accién de dos antagonistas de accién
reversible que nos indicaran con mayor certeza el probable subtipo de receptor
implicado en nuestro sistema. Encontramos que prazosina exhibia una marcada
afinidad en bloquear el recambio y la actividad de la fosforilasa a en’
comparacién al 5 metilurapidil. Los datos obtenidos hasta el momento nos
sugerfan de modo tajante que el subtipo de receptor @ ¢ en hepatocitos de polio
correspondia al « 13.

Para corroborar los datos cosechados hasta este momento nos vimes
obligados a planear otra serie de experimentos que indicaran de manera mas
fehaciente el subtipo de receptor presente en hepatocitos de pollo, por lo que
recurmimos a estudios de asociacion utilizando como ligando prazosina tritiada.
Los receptores mostraron alta afinidad por el ligando y un niimero de sitios muy
similar al reportado por ofros autores (130). Realizando estudios de
competencia establecimos que el compuesto que presentaba mayor afinidad era
la prazosina y que WB-4101 y 5 metil urapidil presentaban baja afinidad. Las
constantes de inhibicién obtenidas para estos dos Gltimos compuestos fueron
muy similares a las reportados por otros autores (129) en donde estudiaron la
respuesta aqg (0.4 nM para prazosina, 30 nM para WB-4101 y 45 nM para 5-
MU). Todo ello indicaba de modo pronunciado que el receptor pertenecla al
subtipo @ 1B.

Una vez que habiamos establecido el subtipo de receptor quisimos
averiguar si se encontraba acoplado al recamblio de fosfoinositidos-calcio. Para
ello utilizamos diversas técnicas que nos permitieran corroborar el hecho
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anterior. En primer lugar medimos la produccién de dos de los segundos
mensajeros generados por este sistema de transduccién; inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) y calcio, estimulando al sistema con noradrenalina. La accién de la
hormona, que estimulé la produccién de IP3 de manera dependiente de la dosis,
fue bloqueada por la prazosina y se requirieron dosis méas grandes de 5-metil-
urapidil para bloquear las mismas acciones, Estos datos fueron similares a los
recogldos en las determinaciones de recambio de fosfoinosltidos y en la
actividad de [a fosforilasa-a, lo cual verificaba nuestros datos anteriores y
ademds indicaba que el receptor efectivamente se encontraba acoplado al
sistema. Observamos tamblén que la movilizacién de calcio fue promovida por
la noradrenalina y se pudo prevenir casl en su totalidad utilizando § metil-
urapidil en concentraciones de 10 pM en el ensayo.

Otro ensayo que estdbamos obligados a realizar exigla la utilizacién de la
prazosina, lo que no fue posible illevar a cabo, porque lamentablemente y debido
a sus propiedades fluorescentes, interferla de manera muy importante con el
ensayo enmascarando totalmente la sefial. Observamos también que la
produccion de estos segundos mensajeros ocurre a través de una protelna G
que es insensible al tratamiento por toxina pertussis.

Como existian diversos reportes (127) en donde se sugeria que la
proteina cinasa C podia fosforilar al receptor en residuos especificos de serina y
treonina modulando con ello la capacidad del receptor para acoplarse al
sistema, decidimos investigar si en nuestro modelo la cinasa mencionada podia
modular la respuesta aq adrenérgica. Para ello recurrimos al empleo del TPA
para activar directamente a la proteina cinasa C. Encontramos que el TPA
bloque6 completamente el recambio de fosfoinositidos, lo que sugiere que el
receptlor es sustrato de la proteina cinasa C. Si consideramos que en sistemas
como el del cuyo la sensibilidad al tratamiento con ésteres de forbol es mucho
menos potente, no seria excesivo afirmar que la secuencia aminoacidica y la
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estructura terciaria del receptor o1 podria ser determinante en Ia afinidad de ia
protefna cinasa C por su sustrato.

Se ha reportado ademas que el receptor aqg transfectado en células
COS-7 puede incrementar los niveles intracelulares de AMPc. En el presente
trabajo hemos recogido datos que sugieren también que el receptor podria
acoplarse de forma positiva a la adenilato ciclasa pero adn se requiere de
indagaciones mas detenidas para corroborar, con un grado aproximado de
certidumbre, si el receptor, por‘sl s6lo, activa a la adenilato ciclasa o lo hace a
través de la casacada de segundos mensajeros producidos por la activacién del
receptor alfa [ adrenérgico.

Es Importante seftalar que los diversos tipos de receptores oy
adrenérgicos se expresan en diferentes especies pero en los mismos tejidos. E!
receptor ata.adrenérgico, por ejemplo, se expresa en hepatocitos de cuyo, el o
1B en hepatictos de rata y el a1¢ en hepatocitos de conejo. En la actualidad no
se han desentraiiado aun los patrones gue rigen la aparicién de uno u otro de
los subtipos en cada una una de las especies, Se sabe, en cambio, que la
expresion del receplor aqg es predominante en tefido hepatico. Todavia estan
por esclarecerse las estrategias que observé la naturaleza para elegir, entre los
subtipos conocidos, aquél que representara mayores ventajas evolitivas en cada
caso determinado. Sin embargo no seria temerario especular que la diferencia
en patrones cinéticos y de regulacion de la respuesta se hallara implicada entre
las causas que determinaron la seleccién de cada uno de los subtipos en cada
uno de los casos considerados.

Por otro lado, la velocidad apabullante del conocimiento en el campo de
los adrenoreceptores se ha potenciado mas aun gracias a la gran diversidad y
selectividad de drogas destinadas a definir nuevos subtipos de receptores que
hasta un cierto momento permanecian en un estado de relativa ambigledad. En

apariencia, el mecanismo de transduccién es muy semejante en todos estos
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subtipos, pero no es improbable que cada uno de ellos responda, en ultima
instancia, a maodificaciones microambientales y a otras caracteristicas atn
desconocldas, de las que podria depender de modo sustancial la especificidad
de cada uno de los tejidos comprometidos en la respuesta. Se ha encontrado,
por ejemplo, que hay clertos tejidos que a lo largo de su desarrollo van
expresando distintos subtipos de receptores adrenérgicos como una forma, tal
vez, de responder con mas eficacia a los desafios de {as fases mas tempranas
del crecimiento. Resulta evidente, de todo lo dicho, que la expansién
incontenible de nuevos farmacos no sélo Impulsard de modo vibrante la
investigacién en el campo sino que se refiejara de una manera muy positiva en
el tratamiento de padecimientos que hasta el dia de hoy siguen rehuyendo los
beneficios de la medicina moderna. Diremos, por tltimo, que no seria imposible
que algunas de las técnicas empleadas a lo largo de estas indagaciones puedan
servir en el futuro para acometer problemas, hasta hoy insolubles, relacionados
con la estructura de las proteinas y el hecho prodigioso de que la alteracion de
un sélo aminoacido pueda dartar de modo irreparable la coherencia de todo el
mensaje genético (134).
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SUMMARY

in the present study the characterization of aq adrenoceptors was done in
isolated cells obtained from chicken liver. In the first part of this work, we studied
the o4 adrenergic stimulation of phosphatidylinositol labeling, ebserving the
following potency order for agonists: Adrenaline = WNoradrenaline >
Phenylephrine. Methoxamine was not capable of stimulating
phosphatidylinosito! labeling. The stimulation induced by Noradrenaline was
blocked by prazobind, whereas chloroethylclonidine only partially inhibited this
response. Regarding to reversible antagonists, prazosin was more potent than 5-
methylurapidil for inhibiting the Noradrenaline action on the phosphatidylinositol.
Similar results were obtained when the activity of phosphorylase a was assayed.
These data sugest that the o adrenergic receptors of chicken hepatocyte
belong to the subtype B. The afore mentioned was confirmed by binding
competition experiments revealing a potency order as follows: Prazosin >
WB4101 > &-methylurapidil. '

It is also observed that stimulation of a4 adrenegic receptors stimulates
inositol triphosphate production and calcium movilization and that this actions
were inhibited by 5-methylurapidil . Prazosin showed higher affinity and potency
in blocking noradrenaline mediated production of inositol triphosphate.

The results obtained lead us to conclude that in isolated hepatocytes from
chicken, the aq adrenergic receptor corresponds to the subtype B, and the GTP
binding protein coupled to this system is not sensible to the action of pertussis
toxin.
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