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RESU:\IEN 

Los rcccp1orcs n 1 ouJren~rg1cns e . .-.1:in actlpfados pnnc1p:ilmc:mc al M~tcrna de 

tran . .-,Jucci6n di..• n.·'-·.1111t,111 de f11.-.f111111).'>íl1d11 ... ·cah.:111. mcd1~1nc.Ju as( un gn1n 

número de t.•fC"ctn<> f1siolt"'1g1..:o .... En 1111c ... 1ro Jab1JJatonn ... ~ han ..:I01 ... 1f1cado en 

fun1:ión a -'U-' al1n1d;1dc ... p11r d1vL·1.-.o.-. l.:11rnpw.:,t1i-.. 111" suh11po ... de- rl'.'cep1orc.-. 

a. 1 ·~HJrcn~rgü:os pn .. • ... 1..·n1e' en 'º" hcp.1tti'-·11n' U.: d1 ... 111H:1_.. i:.-.rwc1l•s. L'nconuamJo 

~orpn:ndc111cn1.:nt...• que ~ ... l11-' 110 "'ºn Jo-. n11 ... n111'> par,1 c;aJ;1 un;i de ella:-.: as(~ 

cncontn"> que en lo.-. l1L"p.1ft••:1t1•" d1..· 1.11.1. h.1111 ... tc1. 1.11{111, p1•1l,1 )' p1..·,, .... .._. c'llprc.,a 

el suhlipo u 1n 11111..·ntra-. qu1..· 1...·11 1..·I ~~,1t•'. p1..'rf!1, c1111L"J11 y hun1a110 l·I ... uh11po 

fC!l.UllL"> ~r u:1 .... .-\ ... 1 lllhl!Hl -'l" L"ll1...1•llt1t't ,¡u..: L'll el fllllllP 1h1..''ll' .'t..' t.ºJH .. llCOlran 

Clk!'xprc!->ado' J,1.., .-..uh11p11' u 1 , y u 111 

En el cuyo. el ~uht1po d~ r~ccrtnr pn:,cnlc en In" hL"pal1ic11l1,. 1..:u:11..·tl·n.';ido por 

mcda:1ón de pa1.írne1rn' Jum.:11)n,11L· ..... 1..·.., l."! n 1 , Sin ctuh;11~11. en...,1)11<; 11po 

""Nonh~Tn bJul'" 1nd11.:an l.1 prL"" .... c.·m.:1;1 lk' un Ull.°11-':IJ<.·ro p;ira l'I ... uh11pn et.11 1 

Debido a Ja 11Kun.._1 ... tcn<.·1;1 C.'\1-"lcntc cntr1..• C-'IO~ r<.·sull;ido~. el pn.•..,1...·nr1.~ t1ah.1.Jo 

de tesis con!<.1-'IH"> en Jlc\"Jr ;1 ..:.1ho la carac1cn1";1c1<1n 111oh:L ubr dL"I ~uht1po lk 

rcccplnT a. 1 ;uJrcn~rg1co qlll.: ''-' C:\prc ..... 1 cn lt>" hcpaltH.:1tu~ del 1..·uyo. E!l.la 

carac1cn.'..acil:i11 ~ Jogr1") gr.inas a la cl1,n:u.:i6n de rC!!1or11.:s c ... pccffii.:as 

pcr1cnccicn1cs a lH~11n1a .... reg1nnc~ t.fc:J cDNA que ..:-od1fica par¡1 cslc receptor. 

empicando 1.anto nligonuclc(ituJo!I. y;1 rcponados en la fllcralura para Ja 

arnphfic:u.:u">n cspccffica de rc!~1nnc!'> pcncncc1cntc!I. al ~uh11po ya can1ctcnl'.ll<lo 

(a1A). así corno lle oligonuclc(1lJdos s1ntctúaúos e "t" profeso para Ja 

amplifu.:ación de b. región cod1f1cantc completa del cDNA 



Al establecer condiciones C:\pc!rimcnraJcs par.J. la amplJficación de dichoL'\ 

regiones. se oh:o;cr\"ó Ja degradación c.hfcrcndal del nh:n.-.aJCro potra d ~uh11po 

ah en muestras de RNi\ oh1cn11.J;L<¡ ;1 p•tnu- úc hc.•p;11rn.:1lo.s rcc1~n a1.-.l;u.Jo .... 01 .... r 

co1no Ja 1nducci1ín de la 1ran...;1.:npc1<'>n ú1..·I nH·n.-..qcr¡¡ Í""ª el ... uhupo u,., 

conforrnc el pn.x-c.;o de .u ... J.11111L'lllo de J.1 .... célul.1 .... ;¡v,111.r~1 

Ya que el RN .. \. mcns.11cn, para el fL'Ccptur u 1A no _..,e modtJ1ca 1.:u;u1do ...... ~ C:\trac 

de muestras del hf,¡:;uJo 1..·n1npJctu. ·"''"-~ uuli.rt• c .... 1 ... • Rj'OA para clnn;ir en un vct:ior 

plasn1Cdico, d1s1intas /"Pn:..t.. .. úcl r~·i.:eplor lJtiluando Ja l~t:nH.:~t tk RT-PCR ~ 

Jo~ró Ja amplzf1i:ac11')11 1.h: 3 Jr;1grrn.:11tn ... (J lr1. ti::HJ y 1.~7~ rh> In.-. cuales l11hndan 

en condü:1onc .... de 011!;1 a.-.tring.:ni:1.1 c11n u11;i "'"nda ,~ .. p.:t..·ít11.:a paro1 el .-.uhltpo ai... 

La sccucm..:1a pan .. ·1.tl lk un11 ~k L"lfth 13 lh phJ lll·nc una ... irn1htud con el c.:DN .. \ 

que cod1fh.:a para el -.uh!1p.i u 1,., 1.:lun.1d11 dL" ho;.1n11 dd 11.i•: ..:on la 5cc.:ucnc1a de 

nucJcótu.Jus y úcl X/'-i··; en .... ..:c.:u..:nna de .1n11nn.h.:id11<> 

Se cJnnó el lr~1~111en10 de 137.~ pli, d i.:ual L.'tllllll..'flc 1:1 n:!!u"in c.:nd1ficanle 

t:omplcta para c'll' n .. •cepror. E'>los lfalo~ 1T1t1fet..·tJlan: .... cornpn.1chan que el lapo de 

rec.:cp11.1r a.1 adn:ntrg1co 4uc ~e cxpre ... ;1 l.."11 Jos hcpahx:1tos de cuyo es del 

~ublipu A. 



INTROnUCCIO:" 

1.- Ln.Ci t.•éluhL"i se cn1nu11ican. 

Cada c~lula que forrn;t r~ntc de Jo'> org:uu"'rno.'> plun~t.·lubrc, esta programada durante ,<;u 

dc..<i.arrollo para rL• .... pt1ndc:r una M.0 111.: tk "'c-rlalc'> c:-.pct:ffh:<t<; que actuando 

coonJinadantcntc. f"L~gul.m t..•I 1,,.·,·u1ruH1;1n11t•111n di: la n11<>n1a. ntt:luycndo scr1alcs para 

pcnn:incccr t'tl 111lc-r1.l-.c C•'n u11 1J1L'1.1htJl1">r1111 ri:dut.:1dl1, p.u;i dtvHhrse ''para rnonr. J..;L<.; 

c~lul;L<; corno :-1s1c:n1;i ... h1nl•'1!~h:•1 ... lu1nl;11nt·n1;1k .... "ºn c1p.1<.'C!.. de pcn.:thir carnhio.,. en el 

an1bicn1c y 1111HI1nl..'..1r .... u 11-..1c•ld}~f;1 y.1 'l.º·• p.11a ",1dap1.ir~e·· ;:1 Ja"' ntH.':\.'a' cundu.:1oncs y 

sohrcv1v1r, :1 . ..,f t..'tHlltl p.u.1 l..·0111¡ik1.u '>U 1.:11..:ln de vnl.1 el que 1nv0Ju1.:1;1: ... u d1v1sión, 

crcciniicnto, d11l.·r.:ni:1.11:11~~11 ,. 1nL ltr'•" l.1 nu1l·rte 

Por lo tanto l;J •.:0111un11.:.1ut'in cduL1r tL'ljllll'rL'. de mol~1:ul:1-'> que actt'Jen corno 111cnsajcros 

(horn1on;t'i y n .. ·ur111r.111 .... n11-.i>t<.·.-.) :-. dL· tHI -.J ... ll·n1.1 11H.'l.1ht",J1t.n p1L-,t.·111e L"ll Jo, ll'pdos t"llan\.'."o 

que le f)\!'nn11.1n tL""P•llHk·r dL" 11Ll11<..:1.1 L·.n.i...-ll'lf'>llC.1 y progr-.1111.tLl.1 .1 d1ll·rcnl.::'!. c.-.lirnulos. 

La célula Lk:-.pu~:-. de n·1.:1h1r t.'I rncn-..IJ~ lll·lw 1r.111 ... n1111tlo h.1.:1a d Ullt•11or. par;1 encender 

los mci.:an1:'!.tno:-. met;1fll'11i1.:11 . .., qul· le pt.•rm1tan dar rt.• .... pui:,1.1 .1 d11.:hP 1ncn'>aJe. :\1 procrso 

mcdi;1ntc el i.:ual l.t .... ·rJal c=-..tr;u.·1..•lular i:., nitnL•fl1d,1 L'fl 1n1r.tC,·lul.ir. t.'S tknonunado 

transducciti11. 

Para que se IJe'\'e a caho el pro;.:csp d..: 11.1n-;duc1.:16n, adcrn:b de n1nl~culas que ~actúen 

como n1cn~aJCrn-.. es necesaria la cx1s1crn.:1a de tnolécula.-. que sean t:;:1paccs de 

reconocerlos, esto cs. moh~cul;L-> que pcrmi1an a ... nciar el proceso dt! 1c1.:onoc11n1cn10 del 

mensajero con l;1s molécula.<; efectoras rc!.ponsahles de generar lns can1h10 .... fisiolt';gicos. 

A Ja.e¡ mol~culas que acllJan con10 mcnsa;eros qufmu:o.">, se JC"s h;1 dasifit.:ado en función a.I 

alcance de :-.u efcclo ( 1) como: a) rncdfadorc..'i lornlc.s o nulacoidc.s. que a.cu1an sohrc 

c~Julas hlanco muy próx1m:1s (i.:omunh:adón paracrina). o sohrc ellas n1ismas 



(comumcaci6n awocrlna); h) horrnon:L"" que son hhcraf.Ja..c; por un ICJnJo c ... pct:1ali.r.;uJo 

(glándulas) al lurrcnrc c1n:uJa1oru> y por Jo ramo <>u e~pcclro de acc1tm e' mm.:ho nt:ls 

arnplio (con1umcac1ón endocrina) y i.:) 11c11rnlran .. 1uisorc'>, JihcraJtJ"> prinr.:1paln1cn1c por 

Ja.e¡ células Ol'íVll>• .. L'\ l.::i.'> 1:u:tk<> tonn.1n uruonc"> t.'">pt:c1.lluada.'i. t1L•n11n11n.1d.1-. sinap.o;i.\· y 

cuya ;iccz{,n l.!-' di:' .tl1.:.ir1L-l' l1n111.1d11. (fl·h1do a que l.1 cc1n1tHlJC.1CJ1')n -..,__· t .. ·.r,1''l<"ll! ..,,·,10 t•fllrt: 

Ja céluLt -t.'11ll'itJJ;i- <pre.">111;Jpt1t.·,1) y J;i ··rel't.'PltJr,1" 11 c~Jul;1 po'>l.,1n:'1pr1L.1 

J__;t fonna en J.1 qw .. • l.1d;1 uno d .. • c ... 111 ... 111cr1.'>.1JCr<1 . ..; ac!ú.1n. t'<,f."1 th:1,•rrn111.ulo.1 pPr ... u 

na1ur:1h:.1":1 quí111H::1 1::.1 J_o, n1l·r1-.;.1wr11_.., dt~ 11rH1 l1pfllict.>. rr11.:h11d1•' Jo.., C\IL0 ro1tk·'>. Ja-. 

honnnJl.l!'io IHtlHJl';t-. y 1(1-. rL'[lrJ!lJdt•-.. dJtund:..•rJ :1 t1;1-. .. ~-. d,· J,1 Jlll'fllf'l,ITl.I rLn:t1.il1i..:~1 de J.1 

c~lula hJ:1nco y ;1cfn.;1n .t pr1•!l"Ít1:t'i f<.'Cl'rtor.1'> HHTa\..·L·Iular .. • ... Ja.., L"tJ.l/L'" rL•guJan 

nílnl.:"n y el 111Pn1"'l·o..J,1 de- L·:ub1•1111 ljllt~ ;d .. • ... 1.1r d1..,11 .. ·l1n .. en 1:1 Jih:d11l d1Jund~·n 1an1hten. ;1 

rravt.':-. <.k• l.;i 1nc111hr.111.1 pl.1-.in:i11c,1 y pttL'd1·n .1L·l1\,1t 1·11.nrn:1.., 1111r;11.: ... ·Jul.11t·-.. r..:nt.:rJrHJo a_ ... í 

una n:.">puc.-.1.1 r1-..0J,\!-'.IL·;1. Sin L'l11l1.11r11 J.1 m.t)-Pr p.111c d~ l.n rnnlt~Llll.1 ... c'1rai..:clul:1tl· .... lJUL .. 

srrvcn ctirno r11cn-..qt'f1l'> ~nn /11d1nJll1c:1., !rllL'fl';lll'I1•:-. d._· n:1nJ1.dc/.1 pcr1id1l'.1 )- an11na.-.) 

la~ que -.nn L·ap.U:t''> lh· .11 .. fJ\·:1r r .. ·..:t'f11t1IL'-... \<lhrl' J.1 "upcrl1L·11· de l.1 L- .. ~1l11:1 f'l.tnl·n. 

l.-:is n10J~t.:ul.1 ... i.:.1p.KL0
.-. dc rcL·,1r11•i.:cr t•I n1~·11 ... 11e L' lf1JC1.1r c-J pn•i.:tº"' <le rr.1n-.duL·l.·1(in lle la 

~rial -""n <l,:ntJn1111adtVi tL'Lºl'JHi>TL'' 1-:..-.10-.. llcv.111 :1 L·.¡b,J d(h hHIL'IPtlL'' 1und..1rucn1alc.'> en 

d11.:ho proL·cso· uni:n .11 tnl·n-.:11cro quín11L:11 y tr;111..,11111cn J:i .-....·1ial hat.:1:1 cJ 1111cnor de la 

c~Jul.a. 

La un1ún de la hormona aJ re'-·cp1or c.'i aJt.tn1L·r11c c_..p.:cffica úchuJo a ~LJ c.·nmplcmcntandad 

cs1crcoqllín11c:1, C!. .aúcm'1.'i. r.1p11.fa y n:ver .... 1hk La vcloc1úotd Je as1)Ctac1l"1n y <le 

disoc1ac16n del cnrnpf.:10 honnona-reccplor depcnUi..~ lk: Ja temperatura y el pi l. 

Se sabe 1;:1mh1~n. que el número de rec..·l'Pt<lTl'_.. 1:1 :'\iU{ll!'rfic.·c Uc una c.·i::Jula es Jim1t.:1do y 

por lo 1anto la t:•1pacidad Je unión es saturahk-. -'Ítl ctnhargo, se ha <..lcn10.straúo que 



algunos mensajeros puec.11. .. n 't'r rccono<.:1do~ no por un lipo, .'irno por diverso~ tipos de 

rcccprorcs y cslo puede o<..·un1r p.u.1 J.1 n11\llW l1'1rrnl•n~1 l"fl un m1 ... m11 re¡ido. 

Los rcccplnrc~. <.1dc111.i ... l.k unu .d n1en ... :1¡crn naruL11. ptlt..'d1..·11 (.1n1t-ia~n unir :11~t·n1cs 

farmacoJ6g,,.;llS c.1p.u .. ·l • .., dt• mndll11...u .•.iJ c ... tnJLllH.1 ya "L'.1 h/.,qm_-.1ndC1Jo. a lo!'> que .-.e Jcs 

ha llamado .anl:t!!Ptll~l.1-., P f11c11 .1cl1\.:índ1•ln. cnffln•:l''\ :<.e¡.._..., ll.1111.1 .1gnn1 .. 1.1~ y a . ..,f. se h•1 

podido rc.;iJi.1ar un.1 c/;1~1111..·.K1l'io n•n t•~J'<l' .d ••flkn dt• .d1t11d.1d tJUt! p1c.'>cn1an pnr Jo._ 

compuc .. 'itn ... :ulfer1ort· ... l·'<fo'> .1gl·n:.._·-. puc1kn J11i..·11r d~·J 111,·n .. .i¡t·ti1 o.11ur;iJ. r.1nto en 

afinidad( _gr;uJo de ,1'\ut..:1.1<.:1{•11 cnu,• t'I llt'..111d<> y el rc1..·cptPr 1 y ,·n .1crn·H.J;1d HHrfn"'t'l..',1 

(capac1d .. uJ de' J.1 horn1<'n.1 p.1t.1 rr,,d111.:1r tltl.1 z,·-.r 1 1ll·-.:,1 hH1l<•1:1'-·.11 

Con el dcscuhnllllL'flf11 .!~ tL'l..·t..·p11irL·-. 1111J!.1d<•'> qu·-· pcr111.11!'.·l·,·n ._,1n'>1111111v.unente .1r..:(i\.·11:<. .. 

CSIO eS, llUC .:H .. 'IJV,ln eJ pr1Kl""<I dl' (f,jtl ... dl/L.lll'•ll Ctl olll'<L'tJ,.:J.I dl• ,l!'.llfil'\f,1, '\l~ lJ,J JlO ... fUJ;.H!O 

un mudcJo en dPnJ..._'. t~n f.1rr11.1 ... u1nl.u .1 /¡,... l,111.1lc-. 1t·n1...:u ... qu..._· c..,ponr.ínt.·ouncntc 

isomcri7...'.ln cnrn.: un L"Slaúo '-·crr:1di1 1 1n.11...l1vt>) o :1hh·r1•1 1.11..rn.11. 111.., íl'Ccplurc'.'> c.'l.Jstcn en 

dos estados h:rn111J1n:hn11.::11u1..·r11e ir11 .. ·r'-·,,11.,.c1ri/1h·-... 1111.• .u.:11\,1 -" 1111•1 1t1 . .11...·uvn.<3) En csrc 

modelo el agon1_..1:1 ~e une ¡,;nn r11:1)1ir :diri:d.1d :d l''>LJ,f•• .1 ... r1-..11J.i, 111 IJllL' c.-;l,1h1Jr/..a t.·~t•t 

conforn1ac1ón y ¡x-rrn1tc el u111.·10 tkl pr(l-\..·1..· . ..,11 de rr:1n~du..._¡,_:11'tn 

U unión de Ja hllrmtHl.J. .d rct..:L"plor Jtlll.:1:1 un:1 t.:.iúcna d..._• c\.~t11tJ ... h1oquin11<..·o:-; que 1crn1in=i 

con Ja pnH.Juc.·dón de una ,uq;1nc1;1 1.·.1p.1.-: de ;1Jlcrar d func1on;1rnu..·1110 cdular, a Ja que se 

Je ha denominado ~gundo rnen .... q~ro Una ve/ q1tl' l°".,!c .... i: gern:rn. c ... rL"conoddo por 

proteína_.. intraccJuJare'.'>, qtH! conducen a 1..·:imhiw; en el func1onanuc1110 cduJar. 

Los rc:ceprorcs pueden ~er da..'\lf1<..".ado.'> de .acuerdo a .su JocaJ1:.1";1c1(tn <.'cluJ;ir en receptores 

mcmbranaJcs e rntr.tceluJarcs, que .a ... u ve...: pueden ~cr cHnpJa ... m;Hrcos o nuc..:lcarc.s. 

Con base en su acuv1dad Jo~ rcccprnrc.'i mcn1branalc.'i se dasific;m en: 
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t.- Receptores tipo canal. Tienen Ja capacidad de abrirse o modificarse cuando .se produce 

161. interacción ligando--n:ccptor. 

2 ... Receptores con actividad en7Jmática. 

3 ... Receptores acoplados a proteínas G. ( Es a este grupo al que pertenecen todos Jos tipos 

de receptores adrcn~rg1cos). 

2:·l ror <1ué c. .. tudiarnos a la adrcnalln:a? 

El sistema nervioso autónomo, denominado tambi~n vegetativo o involunL.'lrio está 

representado anatómicamente por ncrvios. ganglios y plexos que proveen de inervación a 

órganos internos como el cora7.tm , el bazo y el hfgadn. asf con10 a los vasos sanguíneos. 

algunas gl.1ndulas y la musculalUra ·Hsa. 1:...~11: s1.<.1cma regula funciones :mtónomas, es 

decir aquellas que ocurn:n sm con1rol concicntc corno son Ja n:spir.icH"'in, la circulacil'ln, la 

digestión, la tcn1pcr;:1taura corpor:il . el n1ctaboh5mo y la ~crccuin cndm.:nna. 

Este sistcrna se d1vu.k: en !\l~tctna ncrv1050 sitnp.111cn y Sl!-.tcrna ni:rv1oso paras1mp.1.tico. 

Una de las pnncipaks t..11fcrcnc1;1s an:it{1m1ca'i cnue c!-.lo...., do.-. .<.i .... tcmas es que la 

incn:aciún de 1ipo simpática c ..... t:\ ampliamcn1c d1~tnhufda y los sistemas cfct.:torc.'i están 

muy incn.rados, m1cn1ras que la'i flhras úc 1ncrvat.:1{1n p;iras1n1pjtica cst.1n mucho rnJ.s 

limitadas en distribu1.:ión y por lo tanto su ;u,;¡;ión ~.-. mud10 m.1.s lor.:aJi1..ada. 

El sistema parasimp:\tít.:o funciona principalmcnlc por descargas discretas y frn.:::alizadas y 

está asociado de manera primordial a la conservación de energía y al mantenimiento de la 

función de los (irganos durante períodos de mínima actividad. E.1 sistema simpático se 

asocia con Ja m~dula adrenal y bajo condiciones de cstr~s las funciones simpáticas se 

encargan de mantener Ja homcostasis corporal mct..liantc Ja a<.:ción de medidas 

compensatorias. 
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La activación del sistema sirnp.1lico ocurre cntorH.:c ... en rcspucsra a diverso.'> c_..tfmuJos. 

incJuídos la aclividad ffsica. eJ csrr~s sicoJ<Jgico. Ja p~nhd.1 sangufnc-a y muchas otra'> 

alteraciones normales y p.'.lWlúgic..·:is sohrc el organi~mo. 

J-a.s rcspuesla.'i fisioJ{1gic1s y mc[~f11'1flca ... :-egu1d:1." a l•t c5(tmulaciún de los nervios 

simp.:1ticns en Jos mamíft.•ru.s C.'.>t.1n rncJ1:1<J.1s p1mc1p:.t1rm:nte pnr cJ ncuro1r;:1nsn1isor 

norcpincfrina. Como panc de fa rc ... pucsl•J ,tJ 1: ... 11~ .... J.1 móJ11J.1 ;HJrcnal e~ c.'ilmHdada, lo 

que· trae ~on10 consccucnci;:1 la cfc..-;1c11'm Lfc fa ~oncc11traci6n <le al1rL·n:dm;1 en Ja 

circulación. 

Ésta homH>na actúa en sllios di~t~1nte.s .:ti de .'.U l1ht·r.1cn'1n J.:1.,; .u.:1.:101tL''i tJd ~btcrna 

simp;Hico sobre el s.i~lcrna nc-n.·1050 cen1ral c,tjn 111ed1.1d.i.. 1:1n10 por d 111.:urn1ran ... m1sor 

noradrcnallna corno por un.:i rnoJ~cuJ.1 1..kn1J1t11n:1d.1 dnp:11nn1~1. q11e ;ic!tL1 .'>nhr.._• H.'l."eptnrcs 

distinros a Jos adrcnon:ccplnrcs. o rccc..·ptnrc.-. p:u:i /.1 ;1l1n.·11.1J111.1. 

l\fccanismos tales C<llllo el aun1cnro en Ja JrcctH·nc1a c;núl.11:;1, Ja clcv:u:rt''" t.Je J;i pre .... ión 

.sa.ngufnc.1, cJ incn.:n1cn10 de- las. cunccn1r:K1PnL'' úe 1!lucus.1 y J.:icr.Hl' en s:mgn.:, el 

aumento del Jlu10 s:mgufnco hacia t.·:1piJ.:irc:. <.Je la piel. c-1 .aumento en J.:i CtHH.:cn1r:1cil'1n de 

ácidos gra$oS en c1rcuJ:u.:1ón, a.,f comu la dil;11:1L·11'Jn de pupilas y hronquw .... :-.on algunos 

efectos mediadl1s prunonl1almcnre o ref1•r/ .. adu., p11r l:i act:16n de Ja hormona adrcnallna y 

es debido a Ja acc11Jn plci1Jlníp1ca de c..•.:.1a hormona .-.lihrc el oq;anisrno, Jo lJUC Ja reviste de 

una gran in1port;:111c1:1 a ruvcl tcra~u11<.:o. E.-.ra horrnon.1 tJl.!nc una gran vancdad de usos 

dfnicos. 

En general, rol.Jos estos u.'>o.'i c .... 1.in n.:J.1c1on;11.../os con su accit"Jn sobre Jos vasos s.angufneos. 

cJ corazón y la musculatura hronquial. Se cmpk~t como agcnrc broncodJlatador en crisis 

asmtlücas y tamhi~n p;1r~1 n.:.'ilahlcccr a pac1cnti.:.<,; con arntmia cardiaca. Ac.:tuaJmcntc se 

h.ln Jogr.ldo ohtcncr su~1anci;1s ;mlag<'inzca ... a Ja aL:ción de esta honnona. pcrmilie11do 

entre muchos otros ejemplos. el control de pac1cn1cs cardiópatas y as:m.1ticos. 



Debido a lo anterior. es que resulta de gran 1mportanc1a estudiar los mcc~nismos 

moleculares n1cthantc los cuales esta hormona c1crcc sus acciones.( Fif.!. l) 

Con10 se ha tncnt.:1onat.10 .intl.·11011ncn1c. la hn1n1ona ;1d1cnalin;1 n1!.!dta rnudios efectos 

fisiult.,gü.:os en lCJ1d11..,. hl;1nt.:n d1.'>llfllO'>. E'>t.1 v.1ricdat1 'k cft.:i.=to ... !>on po~.1hlc!'. gr:H;i:ts a la 

existencia dl'." d1vcr-..\ ... 11rn<> ,k tC• ... cpl(lll"' p;ir;1 c-.t.1 hnnnon;s qui: ;ulcrn.~ .... ~~encuentran 

acoplado.., a !>l'>lL"tna.., lk tr:1n.·.dt1L.:i.:1('111 d1lt:IL'ntc:-. y cuyo núnlL'ro y d1'>lí1t"iuci(Jn ti.-.ul:ir 

generan la rc.-.pul~ ... 1a !'.IPh:tl t'h~L·rv;ul.1 en cad.1 uno de c.<-.tos. tcpd11s hacia la accit."'tn 

adn:nér~1ca 

3.- Receptores arln.•ni-ri.:ico"i. 

Desde 19-tX. c!>tut.111,...,, Lun1.H.:ull'1g1cos en tcju.Jos aislados. pcnniheron la 1dcntificacit')n de 

dos tipos de n:ccptorco.; aún:n~rg1cos, que fueron dc.!.ignados por /\hlquist como 

rcccpllHCS alía (u) y bl!t~' q~).(ú) 

El desarrollo de compuc~1o'> rn;h sdccuvos y el uso de lécnica.s de DNA rccombinante 

han penntt1dt) la ü.kntll1cacu'"in de tri:s tipos de receptores adrcnér¡;1cos. cada uno con. al 

n1enos, tres subtipos n:lac1onados . 

Existen tres famtha.s de adrcnoreccptores, la.-. familias ct1o a.2 y la p. Estas familias han 

sido suhd1vididas <le acuerdo con su homología en secuencia, su grado de afinidad por 

diversos compuestoo.; y a.I mecanismo de transducción al cual cstan acoplados. La 

homología entre l;\s familtas es ccn.::rna al ·H)'7c, (7) y cmrc subtipos la similitud aumenta 

ha.."ita un 75r:;,. Cada una Lle estas familias tienen un perfil de a11nidaLI por ciertos 

compuestos, caractcrlslico y distintivo. Todos los miembros de cada una de )as familias 

activan al mismo sistema de transducci6n, cada subtipo adem:ls., es producto de un gene 

separado y tiene una dtst.rihución tisular cspccffica.(8) 
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F-.slín1ulo externo 

~ 
Sistema nervioso central 

~ 
Médult>adrcnal 

Adr~1alina 

Complejo Hormona -rcccp!Or 

l lcpatocito 

1 ATP AMP Cíclico! 

Proteína cinasa .-\ 
inactiva ...,...~=--------------' 

Glucógcuo fosforilasa a 
inactiva. ;icriva . .__ ___________ _, 

Gluc{>gC"no 1 e::::::::::> Glucosa J -~osf;:uo .[!, 

Fii:. 1 E.squcn1a de aclhaciün de Ja glucogcnülisis generada por la hormona adrenalina en 

los hcpatoci1os. La aclivac1tJn de una sol.::a mol~cula de receptor p1omucvc Ja ac1iv.:1ci6n en 

cascada de d1s1inla.."i enzima..<>, .:1mpliflcando la sdial. 



Estos reccplorcs. son ¡;lucoprotc(nas de membrana que fonnan panc de la supcrfnmilia de 

receptores acoplados a protcfnas G, por Ju wnto. son capaces tlc activar o inactivar 

indircctan1cntc(v(a prolt.•fnas (J) cnl'.illla.'i que ~ encuentran unida.'i a las rncmbrana 

pJasm&itica o a c.:anak.-. i(Jn11:os.(.t-5) 

De la familia 0. 1. -.e h.m carac1cnl'~·lllo lo'> suht1JH1s u,,., u, 9 y 0.10. tlc Ja farn1Ji~1 u._,: ct.:.oi.. CL:r. 

y CX:c y tres subtipos úc n.:1..·t..•ptt11cs fi: fl1o f~: y Jl,. 

La familia de rcccptllrc ... acopl~uJos a la ... protc..·ínas e; poseen una estructura con siete 

dominios tran.-.1ncmt1r.111.dc.-. que s<.!' unen por rncc.110 de tres <L .. a.'> intracelulares y tri:s asas 

c~traccluJarcs l'.:J c,11crn11 am1n1• 1enn1n.iJ se encuentra ll"Calu .. ado en el espacio 

cxtracelul.'.lr y el t.·arDn'"'ilo en el mtr:u::clular. E .... 1.1 familia cst.1 integrada por los receptores 

adrcnéri:ico'>. h1s Clll111~1¡:1c11 ..... 111<; rnu ..... c;1rfn1c.:~1.'>. lt>s n.:ccptorl.".'> .a rod<lpsina y para Ja 

scrotonin.:i., J;i h1sta111u1.1. J;1 ~1Jc:nu'>1na. J;1 atl!!1o!t·n~ina y Ja v:i.'ioprc~1na entre otros .. 

El prototipo de n:-..·cpcor para c ..... t.:1. f;11n1lla de prolcfnas 1n1cg:ra1cs de membrana es el 

receptor P~ adrcn..!"rg1co ( Fir.:. 2) 

Las prolcfnas G qut.! panicipan en l•1 1wnsducc1ón tic scr"\aJcs unen nudcótidos de guanina 

con aJt:i cspcc1ficid~1J y poseen actividall de G'll'asa (4) , con Jo que modulan sus 

interacciones con otra.<> proteínas. E!'>las proteínas son hctcrotrímcros fom1ados por las 

subunidadcs a. íl y ·r ( J ::?.) cada una codific.:ada por un gene d1fcrcncc. 1_,, .-.ubunidad a 

contiene el sitio de umón GTP-GDP y se halla unido al complejo íly de manera no 

covaJcnlc .. Este complejo también ancla a la membrana pla.smjtica a Ga, al menos 

parcialmente por una cadena lipídica isoprenotde que cst.1 covalcntcmcnli! unida a la 

subunidad y. De esta manera funcionan modulando la afinidall del agonista por su 

rcccp1or, acoplando esta interncción con Jos sistema." cfcctorc_.__ 
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EXTRACELULAR 

:unino fcrntinal 

INTRACELULAR 

e:~. : .. :.:.:.:.:: .:::::::: .... "; 
c-.arboxilo lcrn1inal 

Fig. 2 Esquema del rcccplor p2 adrcnéri:ico. Cnnsra de una sola cadena poJipcplfdica 

de siete dominios rransmcmbranaJcs, unido.-; por tres asas inlracclulares y rrcs 

extraeeJuJarcs. Tiene sitios de gJucosilación en Ja región amino terminal. 



En el estado ba.imJ las proretna...~ G existen como hcrerotrfmcros con GDP umdo a la 

subunidad a. el receptor para la honnona se cncucnrr;1 Jihrc y el cfcc1or no es regulado. 

Desput!s de Ja unión de Ja honnona y Ja activación t.Jcl rcccpror. ~ ... re úlruno Jntcr:u.:ul;i con 

la proteína O. par:i pron1ovcr un camh10 confonn.11.:1onal con do-. t:nn .. t.·cucru:1;1s: Ja 

prirncr.'l, J.1 pro1cína <i se t.Jisocia t.JcJ complejo hurmona·rcccpror, u.·t.Juc1t'tllJo J;1 at111id.'ld 

de Ja honnona pnr ~ ... re. c.•J cu;iJ regresa ;1 !.U c~r;1t.Jo J1hrc para otr.1 11ucv.1 ;u.:uv.1CJ•'m y la 

segunda; C) ("¡-fl> UO!dl> n:U°llt.'C Ja afJnllfad de \,(.t p11r (jf\·( y lH.:UJ?l' /,1 dJ-.1)c_·1;11_:¡¡Jf1 U°l! 

suhun1datJc . .; <1w.: 1.:llUlponcn ;i 1:l protc(na Ci. qut.•d.:111do Jihre Gu- CiTI' para 1c<Jlu<Jr su 

papel corno regulador de cfc1..·[orcs. 

En algunos s1~h.'tn~L'i d curnplcjo G(ly lthrc rarntllc_1ón u11cr.icu:í;1 U'tn•cr:um ... ·mc '-·on .algunos 

cfcc:roreos (c:orno ;tlguna" 1.sofonnas de Ja PLC( fo ... foJJpa_o,;a c:) y nHHJul.J J;1 ~u.:lJvüfad del 

cornple;n aclivo. A c.-.rc cornpkJo .o,;.c le h;t tfadn un papcJ 1n1pl~rl:1n!l' t'n el pnh.:cso de 

dcscns1b1J11".acn"m dd rcL·epror ~1c1ivado ya tJUC pan1c1pan en cJ pllll.:l.''.'>O de 1ransJocaci6n 

de cJna._<;,;1.'i c ... pccff1cas para lns rcccphlrcs :..ic1•pl;1do... .1 pruh:ín;1-. G!GRK."), que 

pron1uevcn Ja tJcscn ... 1h1hí"~l'-"iún vía fo.'i'orilacil'in t.ld receptor. In c¡w: rc.-.uUa en un 

bloqueo de Ja scñ;:1l p1)r tlc..•sacoplam1cnro del n.•'-"t.•p1c1r a J;i pr(Hcfn;i G 

Ll subunu.Jad Gc.r. posee ;icrivldad in[rfnscca de GTP;L .. ;1. t:on Ja cual determina cJ 1iempo 

di: vida de las c$pC..:ic.s ac11vadas y Ja rcspuc!tla fis1oh"'.lgrc:t a.\m:i;1Ja. La h1tlníh ... 1s del GTP 

a GDP en cJ sitio de unil"in, causa Ja diso~io.11.:il"ln y Jc~ac:11vaci6n dd complc;u aciivo de 

mancm que Ga-GDP prcscnla m.1yor afinitJad por G(ly. produciendo la reasodación 

posterior de Ga-GDP con G{ly. con Jo que el sistema regresa as.u cs1:1do hasal. (5) 

Por orra pane. las proteínas G son sus1ra10 de alguna .... 10."\inas baclerianas que iicnen 

actividad de ADP-nhosil -lranfcr.:1.'ia, L"omo Ja ro~ina pcnussis, producida por Bnrdetelln 

perrus.ri.r y J;:1 loxrna del cólera. producida por Vibrio clzo/erac. Estas lo.,jnas catalizan la 

transferencia e.Je una moJ~cuJa U'c ADP- ribosa del NAO• intracelular a la subunic.Jad Ga 

de las prolcfn•1s G. producicnc.lo una alicración a esla subunidad de 1aJ forma que Ja 

impo.sihllua para h1droll:.r.ar más GTP. En el caso específico de la toxina del c6Jcrn. una 

vez ADP-ribosilada Ja subuniU'ad Gcx.s. prm..lucc una elevación de Jos niveles del AJ\..1P 



cfclíco porque promueve la acriv:1c1l'in de Ja c1v.i111:1 ai.Jcmlato ciclasa en las células 

epileJiaJcs del intestino evitando J;1 rcsnrciljn de iones sodio y agua, esto produce Ja 

diaITCa. síntoma c;,r;:u:tl"rhta:n th~ Ja cnfL"rrllt•d;1d dd ctJll"ra. 

i\ Ja fcch;:l se h;1 dl" . ..,cuh1l"rto que c."\1.'>tcn vano'> tipo'> tk protdna.<> G, h:1y por lo menos 

dos fom1a.'i de e;-. (tknnn11n;1J:i G.'> JHJfljlll~ t' .... ta 111vt1Iu1.:r;uJa en J;1 csli1nulación de Ja 

adcnilato c1da.,;l), 1rcs torm.i.s Lk G1 ( Jbm;1d.1 ,l.<.f porque 1nl11hc ;1 J;a adcniJato dchL'ia) y 

Ja fan1ilia úc GlJ que ;1..:11v;1n .t J,1 f'l .C .-\w1qu"-' no~ c11n1icc l.1 l11nc16n de Jodas clJa..'i, 

se .sabe t¡uc un rcccpfor puede 1111t•1.1c1u.u con nl:h de t1ti.1 proll'Íll.t C• y que ~st;:1 a :i;;u VC7. 

puede mod1fi1.:ar !;1 at:t1v1U;uJ de m:1. .... de un l'fL'CltH flll"Jutn.1n;d I~1ls dos .sistemas. de 

transduccil'in rncjor con1x.·i<.Jo .... ,tC\lplado.., a prnfl..•fn;t_.,. {j _..,ow el .<.1.'>lcma de ndeniJnco 

cfc!asa y el de rcca1nhio de fo~foinosítido..,-caldo. 

Las prolcínas G . .<.un cnloncc ... c1i:mplos di.: rnol~..:uf;ts qui.: permiten c.J ;:11.:oplanucnto entre 

el rc-ccplor y Ja.-. mol~cula .... clcctor;1 ..... que L'n el ,,;,1so c!.pccfr1co del sis1cma de 

transducción Je i-cc;:unh10 Je f(,.<.fo1n1} .... 111do~- c;tlc11,, son rnolt!culas n1ernhr;:1nalcs, como 

la fosfoJipa.."ia A 2 • la fosfolipasa C. Li ai.-1n:~ic11ín de csla.<> molécula.s por Ja..<i: protcfnas G 

conJleva a Ja generación de sus1:inc1a..'i cunoc1tlas cnnH> !'.Cgundos mcnsa.1cros , los cuales 

son Jos rcsponsahlc.s dc Ja_<,; mud1f1cacionc.s mc1ablílka...,, gcncr;idas en la célula. tJcspuc!s 

de recibir el mcn<,;ajc. ( FiJ.:. 3) 

Es al sistema de transducción ames mencionado • :il que cs1<.1n acopJ;u.Jos los receptores cx1 

adren~rgicos. objcro pnnc1paJ de c.<i:IUdio del prcscnic 1rabajo. 

Por análisis de h1dropa1fa se ha llegado a csrahlcccr que en Ja región transmcmbranal de 

los receploi-c.s adrcnl.'.':rgicos exis1cn cnirc 20 y 25 amino<.1cidos que constituyen cada uno 

de los dominios hidi-ofóbtcos, qllc cslo.s at!cm.1s. se ent:ucntrnn separados por residuos 

hidrofflicos. Los s1c1c domrnios hidrof6hu:os son los más conservados entre Jos dislitnos 

subtípos dc rci.:cp1ores. m1cn1ra.'> que 1.a.s regiones amino y carbox1lo, asf con10 Ja tercera 

asa intracelular • .son Ja~ rcgwncs mjs variables ( J 0). 



Receptor estimulado 
por agonista 

i 
~ GDP ~-~ ~~~ 

GDP ~ 

p¡~+~GTP 

GTP r><J 

Fi¡::. 3 Esquema de activnci6n de las proteína..~ G. El complejo ligando receptor activa 

a la proteína G. Se llcv:1 a cahu el rccamhrn de GDP por GTP. Jo cual. induce Ja 

disociación de ~.sta en las suhuntdadc.o;;; Ga.-G"O' y el complejo GrlY· 



Tnbln No. J ClasfOcacJón far1nncoJ6i:fca de Jos rcccplorc~ ndrcnérgfcos: 

SubUpo 

a,. 

p, 
p, 

p, 

Anl:lgonJstns selectivo.o¡: 

5~mculur:1piú1J. 

(+)-Niguldipina 

Loc.alización rfsular 

flfg;n..111,c,:crchclo, 

t:orlcJ',.;t t:crchr;:4J, pr6slata, 

puhn1J11 y vasn.'i dcfcrcnrc:s 

.1\orr;1 de r;1l;1. pulmón y 

cortc/.•l ccrc~ral 

J.::11i(1n. ha...-:o .• wn.1 y pulmón. 

Pl•l·{-iueta.<>, t..·inlc:l'..:l cerebral. 

m~úula espinal. 

ARC 239 ( con fHJlcm.:i.'1 Cnrlt.!.1'-"l. cerebral 

n1cnor al amerror) 

:-..tcroprnlol. CGP .::!07 J :?A 

ICI 118551 ~1üsc:ulo liso 

gasrromrcstinal. 

genitourinario y hronquial. 

ICI 1 1 855 J y CGP ::!07 J :?A Tejido adiposo 

3.1 Los receptores p ndrcnérgicos. 

Los receptores beta aúren~rgicos cstjn acoplados al sisrcma de acüv.ación de Ja adcnilato 

cicJ.as:a. Esrc sistema tiene como protcfna efectora a esta enzima, capaz de producir AMP 

cfclico a panir de ATP, con Ja lJbcración de pirofosfatu. El sistema csrj acoplado a Ja 

subfruniHa de prorefnas G. Ja Gs, que estimula a fo adeniJaro ciclasa. EJ A .. '-1P cfclico 
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generado es un modulador de l~a aclividad de Ja prolcfna cinasa i\(protcfna dna..-.a 

dependiente de A~f P cíd1co). que C..'i un tetrámero :L<>im~uico con.stiturda por dos 

subunidadcs rcgutn..lor~ts y Jos cat•tlft1ca:. L.;a unilm de A:--..tP cfdicu a las suhunidadc.,.. 

reguladora.<> allcra :-.u af1n1d;1d Jh1r l:L-. :-.uhun1d:nk.-. c<1t;11í1u:.L .. , provocandu su L!isoci;u.:ión 

en un dín1crn de' ~t1hun1d;nk'> r1.·!~ul:1dora.-.-A;\f P ¡;khco y dn.,; !-.llhun11J.1dc ... c;1t;tlf1ic;L'i en 

forma de n1on,.\n1c..·r,1 La '>tthur11dad 1.:;1talit11.:;1. pr1nnuL'V<..' la IP'>l1ird.tcll',n d~ ••an:L'i 

( ~u..lrcnah1M> nor;uJrcnalina) 

El recl!ptor í\, cs 1gu:drn1..·nte ~.1..'t1'>1t~Ic ;1 arnh;L.,; c:11ccol:nn1na.. ... nucntra_ .. que el receptor (l1 

es c.:1en .. ·ccc.'> meno" S1.!ns1hk Arnho'i. rcccplorcs .\.tHl al1;1n1cntc .o;,cn.-.1t1h:s ;11 ant::ignnista 

propanolol. nucntra.'> que el ¡-.._•c1..·ptor J\,. poi" .-.u p.11"l1..'. t:s rncnos .scns1hk·. 

Los rcci.:pro¡-c<> f} 1 ~nfrcn~q!1L·P:-. sun lo.'> encargados di: mediar las pnndp:lles rcspucs1as a 

la adrcndma cn d 1nl1.,,culo 1..·.1HH.u:o. 1n1..•d1an1e la unn'•n de la hom1on;1 a estos reccplorcs 

se produce un .1umL•nto en J.1 f1"ecucnc1a y en la lucr1:a de contran:ilín cardíaca as( como 

un aumcnio en Ja vclo..:1ú.1d de L·ondu<.:c1tui. Los receptores del suhupo íl: n1cdian Ja 

rclaJaC16n en musculatura l1s;1. :..oh1c ludo ;1 111 .. cl gastru1ntcsünal y bron4uia.l. Los 

receptores p, median Ja rc:..pm·:-.ta úc tCJH..lo adipo:..o ~\ ;.nJrcnahna promoviendo la lipólisis. 

3.2 Los receptores u 2 adrcnér(.!icos. 

Escas receptores no presentan diferencias not::iblcs en Ja afinidad por Jos agonistas 

endógenos (adrenahna y noradrcn::ilina). Sm embargo. se bloquean de manera diferencial 

por distintos ant::igonista..c;_ Los receptores CL:,., son Jos menos sensibles a la prazosina. 

aum.¡uc su afinidad es 5000 veces mayor pal"a los CL1 que para Jos CXi 
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Esm famiJia de reccplorcs CSl~n acopJ;u.Jos al si~t&:ma de atJcn1lalo cida.'ia. pero de manera 

inhibidorn .. l..a diferencia con Jos rcccplrn1.·s bcla, e!'. que Jo~ n:ccp1orc.'i a, se acoplan a Ja 

subpoblación de pro1eímL-t Gi. que al mtcracc1l"mar con e ... ta cnl'.ima, Ja inhihcn. 

Estos receptores se cncucnrran en las c~lul;L'i fi pr1.".'>l."ntc ... cn Jos i~Jolcs dd p.incrcas, en 

donde disminuyen Ja sccri:cll">n de rn~ulina, ... !.'! encuentran ;u.Jcmá'i, en loL,. plaqucla.'i 

disminuyendo su agrcgac11">n y l.-n tcrnunac1onL• .... ncr.·10~:.i ... donde conlrolan Ja liberación 

del ncun>transrnisor norcp1ncfrin:t. 

En la n1Uscula1Ura v.;i.-.cular promueven rclajad(1n, ú1.'iminuycndo Ja resistencia pcrif~rica. 

(Fl¡:.4) 

3.3 1 ... os rcccprorcs ex,. 

Esta familia esta compuesta por un grupo hcterog~nco de receptores. que llevan a cabo 

una amplia gama de funciones fisiolt.")gicas y metabólicas. entre las que destacan Ja 

regulación de Ja conlracción del músculo Jiso. Ja gluc:oncog~nesis y glucogcnólisis en el 

tejido hcpj1Jcn, entre 01ros pnx:csos.( 15). 

E."'tistcn evidencia.~ fannacolúgica..s y de carac1cri:.r-acil4in molecular de por Jo menos trc..~ 

subtipos <le rcccp1urcs a 1: a 1 ... , Ct.iD y CLw ( 16). Los r-cccplorcs a 1 ... adrcn~rgicos presenian 

al1a afinidad por Jos agonistas mc1oxam111a y oximctazolina y por Jos antagonistas 

\VB 410.t, fcn10Jamina. 5-mctilur;ipidil y (+)-niguldipina. Se cncucnrran Jocali:r.a:dos de 

mancr.t homog~nca en cura.1.6n, hígado. ccr-ebcln. pn")stala. pulmón y vasos deferentes. 

Los receptores a 111 tienen una afinidad n11.,. ha1a por Jos agentes an1cs mcncwnados y se 

cncucn1r.m Jcx.:ah ... ..ados en nrlún, bazo. aorta y pulmones. Por t~cnicas de clonación 

molecular y farmacología ~e ha de.-.c:nto el 1erccr subtipo ex .. el Oio. Este últin10 se 

diferencia del a 1,..,. porqui: licne una menor afinidad por (+)-niguldipina y mctoxamina. Se 
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La ::uJrcnalina se une 

El rc.:rr11•r .a-;.t'''"''" .... c,1,.1 d 
rrcn•l'lvndcl(;!li'uru..J,i.1(;, t"'' 
GTJ' ... .au<.a_.,,Jo l.1 .a..I•"' ..._ .. on Je 
G, 

e 

1_ ...... ,.,,,,.,1 ... Jr-:· ...... 1,, .... 1 .. 
cnr11n.a ... 1cn•l.11.• .. ,.!."" 

1 .:1 .. m.a~ .. drpo.·udocntc ,¡., 
A~fl•,,,¡,._,. f f'r,.1c1n ...... n.n .. A) 
._., .a..i1v.a.1.,, I"" .. ,,~u· 

l ... í<ut .. 111 .... ,.:.n J.,. 
f'lt>ICCl.n~<.clUl~cs ..,.,,, .. , 

pru1c1n- c1n .. .1.a.1 c;1u•.vl 1 .. 
rc .. pu.:11.;i c;cl1.1l .. r C"ncr.:iJ• 
r-'r •.Vrn;i,Jan.1 

_,..·T·: ... 
~·-AMP 

1 .. ...Jc1ul.1h• L ,._¡.,,,,. 
r...at.1h.r.:1 l.1 f<1nn.:i<.1<\ndc 

A:l.fJ'Lld•L" 

l..a fu,!0J11atcr~.1 Je nu..lc01uJ<1.1 
ud1.:11• J .. ¡r-:ooh •I ,;AMt'. re"lthcruJn 
1 .. ol<.l.IY01o<.1<~n p.•r l;o prulrj~ Clll."lliól A. 

Flc:. 4 SJstcm::. de 1::. Adenilaco CicJa.~n. Los receptores cx2 adrcn~rgicos acoplados a la 

protcfna Gi promueven Ja inhibición de esta vla, por inaclivación de Ja enzima adcnilaln 

ciclasa. principal proteína efectora e.Je Ja misma. Los receptores Jl en cambio; acoplados a 

Gs. producen el cfcc10 inverso. lluslración: l.1hning~r A .. Ndson D: Co.i: /1.1 .• -principks of 

Oioch~mistry• . Segunda edición. 



encuentra di!\lribuido en la conc7.a cerebral. hipocampo y en menor proporción en aorta y 

prOstam. 

Una vez. que hay actívación del receptor por su unión al ligando. ~stc interactúa con la 

subpoblnción de la..-i; protcfna.."i- G, la familia de proteína.<;. Ge¡. Es la subunidad G<.¡o. la que 

intcrachla directa.rncntc con la fosfolipa. .. :i C (Pl.C), cuyo sustrnlo cspccffico es el 

fosfatidil·inositol (-l,5) hifosfatn, que rcprc.">cnta menos del 1 % de lns líplllos de la 

membrana. La acc1(m Uc la PLC promueve Ja prm.1ucc1tm de d1ac1lgliccrol ( DAG) e 

inositol (1,.t.5)trifo,.fatn OP1J. El D/\G ;u.:ttva .i la proteína cm;isa C que tntcia una 

ca.sc:ada de fosforilacionc:s. por otra p;utc el 11•, promueve la lihcraci6n de calcio de 

rcscrvorios inlr•icdularcs por :u.:i.:16n y,11hrc receptores cspecíf1cos sobre retículo 

cndopl:1smico. El D/\G produc1do por 1.kgradac1(1n del fosfattd1t -mositol (4.5) hifosfato 

es además r:ipidarnc-ntc mctaholll'adn. pud1cndn ~crv1r i.:otno fucntr.: para l=i generación de 

ácido araquid(mu.::o. que Pl'r ~{ n11:-.nll• .ictüa cotno mcn~;,Jcro o stroc: como fuente para la 

síntesis de prostaglandtnas. kucotncn11s y tromhl1:...anns 

Se ha observado que la clcvacH'm de la t.:Pnccntrac1(1n de: cak10 intracelular, despu~s de la 

cstimutación de los rcccptnrc:~ ;u.:oplados =:. c.<.tc :<.1:<.tcn1;1. pro ... ·icnc de dos fuentc:s: la 

primera es la hbcrac16n de: c;1k10 de la...<. pnl'.as mtcrna...'i y la .segunda, es la entrada de 

calcio del medio cxtracclular. 

El calcio es un segundo n1cn!.aJcn) quc: achv•1 a una sene de proteínas. dependientes de 

calcio. entre ~stas tenc:mo:'i al~unas isnformas de la PKC y a la cina.....,a de la fosfonlasa a, 

entre otra.."i-. El D1'\G por su parte- p:m:cc permanecer en la mc:mbrana plasmática. donde 

interactúa directamente con la PKC produciendo un aumento en su afinidad por el calcio. 

lo que trae como consecuencia su acu...-aci6n. 

Al referirnos a la PKC. habb.mos de una familia muy amplia y diversa de isoromas Je 

esta proteína. Se conocen al menos 12 isofonnas que han sido clas1ficada..o; en tres 

familias. Las. cPKC con.,,.encionalcs dcpcr.i.licntcs de caldo ( a.. f\l , ~11. y) , las nPKC 
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(0.e,i:). insensibles a caJcio. que son reguladas por fosfoJCpidos. dfacilgliccroJ y c!srcrc.o; de 

rorbol. Por dltjmo Jas aPKC (dcnomrnada..; u1!picas~ isoforma.s c;.A,'t) insensibles a 

diacilgJiccrol, ésteres de forbol y calcio 

Esta prorctna, atkmjs, llene: Ja c.'tp~1cidad de modular Ja función de elementos 

participanrcs en los sr.,tt:"mas <le uan.'iducctt1n cxi.stcnrcs • como Jos rcccp1orcs. pro1cfna..o; G 

y cfcctorc.-. mcmhra.nall!.-. corno Ja adcntl.:uo cícJ;isa, la fo5f0Jipasa C y algunos e.anales 

iónicos, en Jos cuales mtu~ o polcni.:ia .'>U ac1ívhfad. ( Fig. 5) 

Todos Jos mccamsmos clc~~rÍH>S anrcnormcmc conrcmplan sólo la activadón de las 

diferentes: \.'fas de tr.ln.,dui:cit1n que pt:rmttcn Ja gcncra~ü;n de: Ja rc~puc.sta tisuJar a Ja 

hormona adrcnahn;i, ... m cmhargn y qut:i'~ iguaJ Je ímporianrc que: el proceso de 

activación sean los procesos .. moduladorc.o;'" e.fe estas rcspucsta.s. 

/\fuchos rcccprorcs acoplados a prolcfnas G • rcguJan J;1 accíón de su.s agonislas cuando 

~stos s.: prcscnran tfc m;:incra pcnsfcnlc o repetida. Cu.1ndo ésto oc:urrc. la respuesta al 

cstfmuro hrirmonal S\.' ~·e thsnunufda e incluso ausente: csrc fcm"lmcno es <:onocido como 

dcscn.c;ibilizadón. 

La ocupac1t~n del rccCf>lor por su agoms1a adcrn.:ts de tkscncadcnar Ja c.'.lscada de c\•cntos 

para la gcncracit~n de la rcspuc~ta fhjoJógic.a. lhspar~ tamtii~n un:i ~ric de: eventos que 

modulan Ja ct1cJc:ncla del pr°'.:cso tk· transdw.:ción; éstos incluyen fosforiJación de 

rcccprorcs. comp.:.irtimcnrnJí..i:ación de Jos mismos y t.:ambio en el mímcro de receptores o 

al menos de ;lt}ucJJos que c.s1jn <li.'lpomhJc.'> en Ja mcmbran.1 plasmátu.:a. 

4.- Oq:aniz¡¡dón i!CO<.Ímica y rci:ulacicin de los nh·cks en la c.~prcsfón de los 

mensajeros de Jos rcccplon•s o:, 

A diferencia de oiros genes de muchos rcccpzurc.s ;:1copJados il G. incluyendo a Jos bcra 

adrcnérgicos. y Jos tres subtipos <le la famrha c..r: i que contienen varios inrroncs. Jos genes 
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\':'\ ... 

f~ rcu:[':nr •'-Uí'Jd•) ~·.1tJ~.1 

el 1nt<.."ri..·.11nt'11J ( il H' íi 11' 
sobre lñ_¡ 

Gqa.ur11>.!.1.1l c;·n•.1.JJ\.1.1 l.1 
fofolip.u.J e .: 

L3 PLC 3..:tival!.l u;n;¡-c .d f, •,t.1: ,::! 1:: 

blflSí-llOC'n IP, y D1.1~i~~:1:~Lr l 

hnnnun,1 

Fi¡::. S Sistema de Uccanihio tic FosfoinosíCidos. Cnlcin. El D1al:ilglkcrnJ y d Ca:•. ;icriv;in a Ju 

prOlcfna cin:L'ia C que se C.:11'-"UC:n!ra en Ja membrana plasmjtn:a. La fosfonJ;1cü1n de d1stinras 

prolctnas JntraccJuJan!.s por cst¡1 dna.'\a, produce Ja respuesta ccJuJar gcncraú;1 por J.1 ;uJrcnallna. 

llustr~ción: l ... ehnin,':er A .. ,Velsntt D., Cox ftl., ''Principies o/ Oiochemisrry ... Segunda Clhción. 



que codifican para los rcccplorcs Cl. 1 sólo comicncn un intrón. l .. os gcnc.'i para cada uno de 

Jos subtipos de rcccprorc.'i er.1 consisten en do.'i cxonc.<> y un int1ón muy largo ( l ·S a :20Kh). 

que intcr-rumpc Ja región l:"o<.hlkanrc al fin=il e.Je! scx10 dominio lrJ.n.')mc...·mhrJnaJ. En todos 

los ca.sos. l:i.s vccin<.13.1..ks m1n'Jn/c,\'in e.-.1.1n s11uadas despu~s de Ja pri1ncr;1 h..a.-.c del cod6n. 

indicando s11ios para procc.samicnru 

Por análisis tipo Southcrn hlot .se ha podido ic.Jcnt1ficar que el gene que ~mJ1fica p:ua C'I 

sublipo u 1a se encucnrr.1 en una sola copia en el genoma humotno ( 17· 1 SJ 

Las regiones 5" y]' nt> tro.1iJ111:iJas sc.'\Jo .'>C han cvalu;1Jo 1.;"0fl dcralk p:1r.1 el subupo CL 1n. 

La rcgil.,n 5' no rradta.:nJ.1 ( 92.S ph ) Jcl gene u,,. del hurnano c..'.. n1.;";1 en ... u contenido de 

G+C (70c.;>). algunas dc csla.<;; rcgHines (CaJ:i.<; GC) .'>C h:1n 1.;"arai.:tcr1.l'~do i...:orno sHios 

consenso para respuC.'>la a .t\~IP cfd1i.:oí l'J) Se han encontrado t.:unh1~n rc1!1one.-. para 

señales de poliatlcnilai.:1{111. una de ella.-. inic1:1 26~ ph ;1haJn tkl \..'ndt•n de t~rn11no. P1..u !u 

tanto ~e ha dcscnlP quL• el R.'\.'A mcn.'>a1cro m:1duro tiene de long1tu4..J 2 2 kb 

Divcr~º-" c~cud1os h;!n 1rH.Ja:.;:1do qu.: la 1ran">o1p~11''n del !!L"llC que i.:ot.hfa .. ·;¡ p;ira el reL:cptor 

a:, 11 cst:i muy rcguJ;1d;1 y oc une dt! n1•1ncr.1 opuc~ta en rnuch1•.-. rc11du.'> y línea .... celulares, 

así como duramc el dL".'>~trrollo y la Jifrn:nc1acuín cdular. 

La r.:gulac1ón lk l.! expresión para c,-.1c suhllpo de rcc1..·1nnr- ha sido muy cstudiac.Ja en el 

h!gado de la rat.:.i, en donc.Jc llls efectos de Ja homHma adrenalina se Jlcvan a cabo 

mcdiamc la acción t.ll! receptores a,. a.'..! corno a Ja acc1<'Jn de rcL.:cptorcs í}2. En cs1c 

sistema se ha podido caraclcnz .. -¡r Ja respucst.;1 adren~gica en un;1 variedad de condiciones 

fisioMgicas. como el cnvc1cc11111ento en ralas (23) y patológu;as en Jonúc se ha 

demoslraJo que t.<>ta ..... '..e regulan de manera recíproca. Es1os estudios indican que en el 

ór-gano inl.:iclo e.Ji.: un ~:11111nal adulto. Ja aclJvacJón Je Ja glucogcnólisis hcp.1tica cs1á 

mediada por Jos rcccpinrcs u 1 •• Sin cmhargo, en c~lulas en proceso de diferenciación. esta 

respuesta cst.1 mcJiada prcfercnrcmcnte por Jos receptores 13 1 _ (20-21) 
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Algunas allcracioncs como Ja dispersión de Jos hcpatocitos en culfrvos primarios. 

hcpatccromfa pan;iaJ. coJcstasis y rransforrnación maligna. son algunos ejemplos de 

procesos que prodm.·cn que Jos hcpatocHos corren en etapa de diferenciación. y es en 

algunos de estos procesos, en donde se ha comprobado se JJcva a cabo Ja transición de 

tipo.'i de rcccprorcs adrcnérg1cns principaJmcnrc de a:, a (l;. ( 21. 24·25) 

Es: en el marco anterior y rornamJo en cuenta la imponanda fisi0Jógic•1 y potencial 

rerapéutico que tiene d t.•srudiar los mccam.'>mos niolccularcs <JUC intervienen en Ja 

generación de Ja respuesta o:i<lrcnérgii:a en cJ hígado, que nuestro JaborarorJo se ha 

dedicado a estudiar Jos eventos in,,·oJucrados en fa rcspucsra a 1 • 
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Anteceden les 

Con In comprohac1ón de la cxistcnda de sutnipos de rcc.:cpton:s y su hctcr•l!~cnc1dad en la 

cxprcsi6n tisular entre cspcc.:1c.s (32). se dcmucs1r;1 que el mecanismo mcd1an1c el l.:'U:1I -.e 

genera una rcspuc~u 1.·L·luJ;u L':'> t:ornplcJ11; dcnHlL"'>lr.1 1a1nlHl<;n que hH.lu'> l".-.111'> nlecu11s1110-. 

Je permiten a la célula TL"!-.pondcr ~'los diferente~ c~lfrnulo~ y le cunf1c1~n la cap;ic1Llad de 

modular c:-tas rc.-.put:sta."i, Jo qut! en conJUllln tacd11a .-.u.'> pn'>1hllu.faJc.-. de aúapla1.·1ú11 

Ejcn1(ll<.1 de h• an[cnor C!-. la hc1t•r11gcne1datl que prc.'>cnt.1 l.1 f;1n11Ji;1 di.! lll'> rL'Ccptnn:s 0:1 

adrL"n~r!!1i:ns. l lacc apru"m.1tJ.1nlcn1.: 15 a(10.-. d.1t1 '·"' m1c1..ilnH:ntc t1,1.'>J.do'i en estudios 

funcion."tlcs, fannacol(1!!1cu.-. y ti1oqufm1L·n<; pcrrn1ttl•ron J.1 acumul;u;¡(,n de <.Lilo..J~ que 

sugerían l.:i c't!'>tcnc1a dl .. ht:ll'lll!'l'rll"HJ.1d en C'>Ll Lunil1:1 de recep101c.,,. 

En 1982. :i..kGralh 122) y H.utloln rr~1pu ... 1e-ron )·I la L"'(l.,tl'IH.:1a de al flll'OO.'> do.'> suhl1pns 

de rcccp1<1res adrené1!!1...:o-., en furn.:ll"ln a Ja_.,, ú1-..11r1ta-. .al!nuJadcs que ~Shl.'> prcscntahan 

por Ll1.'>tintns compue,1u-. En JIJSJ 1 lolk ,·r al lklllo.'>lt:1r1ir1 las Ulfercn1cs uucraccumcs 

de la clonahna y Ja rnctox:11n1n.l L·nn Jos rcceplPfl .. • u, l:n .urcna ... pulmon;ucs de <.:onc.io 

sugancndo Ja cx1 ... 1cnc1;1 lk múlt1pks .'>Uhl1pos de rl'l."l'JHores 

En 198-t ~1cdgctt y Langcr Llemo!.lran111 que en :1ne11a!-i L·a1HJalc$ de rata existían dos 

poblaciones Lle rci.:cptorcs u, aúrcnl!rgil.·os, un;1 c11n tia1a afinidad y otra con alta afinidad 

a la pra.r.osma. 

Pero no fue sano h:1!->ta el afio de 1986 cuanl111 se ctmtaba ya con una gran batería de 

agonistas y antagonistas específicos para la idenltficación de estos receptores, cuando los 

investigadores !\.tnrrow y Crc.'>sc (:!6) nb1uvieron clara evidencia de la existencia de al 

menos dos !.Uhllpos de rcL"Cplnrcs u,. Ellos e ... 1ud1aron mcLhantc cnsayoi. de "binding··. en 

mcn1hranas de ccrchro d..:: rala. que muchus úc Jos llgandos empicados cxhihínn curvas de 

dcspJaz:unicnto h1fj_sil:o ind1cand1> s1tíos de alta y haja afinidad por los difcrcnlcs 

compuestos. Así Jos s1t10,-. de alta afinidad por fcnilcfnna, cpincfrina, norcpincfnna • y 
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fentolamina fueron denominados como receptores del suhtipo ª'" y los de baja afinidad 

Por otra panc. Jonhson y ~1inncman en 1987 dcmosrranm que el :1gcn1e ah¡uiJan1c, 

an.11ogo a Ja cloni1.hna. la cJorctih.:IonaJrna <CEC). n.~dw:fa. aunque no <:Pmplcl~uncnh! Ja 

aclivhJaú de cs1;1 fam1Jaa de tcceplPrcs. Tom~111do en cuC"nla que Ja fcnoxihc1u .. "Sn1ina y 

otros a,gcn1cs alquiJ;1n1es t."ran c.1pacl"'s di." r..•lim 1n;u 101:llrnenlc J.1 ;u:lividad de Jos 

receptores a .. concluycn1n cnlonccs qul" c.~1,li.1n dos pohl¡l1.:1nnt."'> de recc..•p!orcs u 1 • un'> 

sensible (subtipo u 1.,) y otrn m.-.cn .... 1blc ( .\uh111w o,,. > .1 CTC 

mostradas por cad;1 uno d..:- 11• .... d1f<:n:nh·., ... ut,11p("' por d1VL'"r~o.~ cornpue.<itos, l~HllO 

agonis1as con10 :i.n1a~lHH.\t:1s. Esta 1.-·Ja ... ifH:;u..·H'1n ... 1n ernhargo . ... e con1plic:{> por el uso de 

las 1écnic:i.-. de hwlogf.1 molei.:uLH que pl'"tlllHH:ron la clon:K1{ir1 de In-. <.:DNA's( DN/\. 

compJemcn1ario) de lo., in: ..... uht1pt1.-. U1:-.11nlo' de- .1dren11n.:ccptnn:s Lk Ja lamilia a1. 

debido a que úo' úc C-'>ltJ-. r..:..:cplorc.<. rccPmhrnantc... no pn .... scn1ahan cJ perfil 

farmacológico c ... pr..·.r~1dn para lo'> '>Uhllpos n~11n11 .... una \.C.t: que eran tr.1nsfcc1aúos en 

Jfnea..c;; celulares modclt) 

El pnmcr subtipo de rcccpwr de C.'>ta fam1!1a fue donacJo de una bihhotcca d~ cDN.-\ e.Je 

hamsrcr en 1988 (:!.7). La cs1rarcgia de clon;~u:1lm con!-.1.'>lh"i en la purificacil'Sn por 

cromarograffa en columna úc afmiúad par;1 glucoprulcfn;L\, úcl reccplor a 1 prescnie en la 

línea celular DDTl-:'\.tr-.2 {linea rumoral ohrcnida de miosarcoma de hamslcr) que 

expresa Jos rcccprorcs adrcn~rgicos a, y fl:. Por prcd1<:cic.."in de la sccucncw de nuckl"itidos 

a partir de Ja secuencia pan:1al Lle 01n11no.1c1úo.'i de un p~p1hJo ohtcnido por hidrólisis del 

receptor purificado con hromuro de cianógeno. ~e sinlc1tzl'S un oligonuclcl"illdo e.Je 4:? 

pares de base.<. de JonglllllJ. ~lh! .. -.e cmplcl"i como son.Ja en una hihlioleca de expresión 

( cDNA) de la mism.'1 Hnc;i r..:-clular. Se oh1uvo un cON'A e.Je J.7 Kb de longiluú. L-¡ 

lransfccción c.Jc csh.: cDNA en la linea celular Cos-7 comprobó que csrc rcccplor 
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rccornbinantc era capaz de activar Ja vía de rccamtnn de fu ... foinn ... fliJos y moslrJba 

además un perfil farmacológico corrcsponJicnrc al rct:L•ptor c-.11 • n;,ilJvo 

La clon;1cilm Je Jos demás !'.Uhrtp11s, .-.e Jlcv.-; a L"Jhu rncU1~u1tc J;i hú.'-<¡uc:da <.•n J1 .... 1mt:L'i 

bibhorccas ~ent>m1cas c:nlpk•ando como -'nnJ;1 J;1 ohtl·n1tJ:t ;u1tc:rr<.1nn<.•n1c. varíando 

condiciones de lutir-üfacH~n. Estu pudo Jlc:v;u ... c ;1 cJh1> gr.11.::1;:1_ .... 1 que J,1 suuuliruJ cn 

.secuencia cnuc Jos suhtipos u:-;i.;rJJ <.'nrrc d 75 y d so-:;;. 

EJ siguiente suhupo de n:ccp1t1r o, i.:h1t1:1dt> fuL' nh!<.'Illdo un~ t11hJ101eca gcnt~m1ca de 

cerebro Uc hnvinu, y cJ corrr.: . .;,pom1icntc rt:C<.'plnr n:cl>mb1n:1n!r.: 1r;1nsfc(.:rado t~nfa 

afinidades por a¿.:oni ... loL'> y ant;:1~or11 . ...ra.'> que er;1n con_..1. .. 1cnres L·11n lo c.spcrou.Jo para el 

subtipo de receptor u 1,.. nativo . .\111 crnhargo. i:J rcccp[ur rc<.:omhin:inic fue parnalmcntc 

.sensJbk aJ agcn!c: alquiJanre CEC. alkm:h de lJUe 1~1 c:,prc.<o:HJn 11 ... ul.1r del RNA mensajero 

para C..\ofl! sutH1po no t:oncunJah:i L'<Jll b L'~p~r;i~J.1 L"fl Jo.,, l<.'púo:-> mndclo di.! r;Ha. l)chido a 

lo anterior Ja clona ful! con ..... 1der.1da <.··nnu un _.,,LJfH1po nuevo de rL'l.L'pl11r de e<ota t"an11lia y 

se Je designó Lom1' el ...... uhtipo u:,. .. <2X) 

Un tercer ~ubripo Je adrcnorcccptor o, fue clonado de b conc.ra ccrchral de rata y se 

dc:signó como como el .-.ubtipo u ... ba.,aú.:i c ...... ra cJa_.;,1ficac1t,n L'll que J.a t.•.11:prcsión del RN.-\ 

mensajero en hls tejidos de rara eran p.1recidos a Jn., cs~ro.1dos, ac..JC'm.1s lk ser muy po<.:o 

sensible ;t Ja alquilac1ón irrc.vcrsrhlc por CEC. Sin embargo. olro grupo <.:Jonlj de manera 

indepcnd1cn1c en J991. un receptor nf~n11co. y se mostrt\ que. ~sic rcnfa afinidades para 

muchos an1agonista.o¡ sdccrivos que no ccnrc.-.pclndfan a Jos esperados para cJ sub1ipo 

naUvo. Dchrdo a que ya había una clorw 1úcntifi1..·atfa como o: 1c a t!:sta ~e Je dc ... rgn6 como 

a, •. (29) 

Rccicnrcn1cn1c, se han hct.:ho n1ut.::hos repones en donde se nHJC5lra que Ja f"llmrncoJogfa 

del rcccpror rccornhinatc idcn11flc:1do como a: 1,. es casi id~nrica :1 la encontrada para el 

sub1ipo o:,,_, nauvo. con cxce("l(:i<'>n de Ja scn.'iibJiidad al agente alquilanlc CEC.(30) 
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As( también. mediante récnicas de ··~onhern blot'" y ensayo de protección a RNAsa..~ 

empleando sondas espccff1cas para cada uno de Jos dis1intos subtipos donados. se ha 

demostrado la presencia del suhtipo u.lentificado como u 0 en cada tejido de rara en donde 

se h.abfa idenlific!ldo farrnacológu:.:unentc el suhtrpo n.,. 

La diferente scnsib11it..lad ~1 CEC de Jos d1!"'11mus suhlipos de receptores rcconibinantcs se 

ha explicado como el re.-.ullat..lo de Jas d1terern:1as 4uc existen entre Ja...,. caractcr!stlcas de 

las mcmhrana.s pla.s.m;t1H;¡1_'> d~ Ja..-. c~lulas en donde han sido transfcctado.<;. 

Para hacer m1s hnmng~nea.<i. f;H cond1c1on~s en las cualc.'i cr¡1n expresados los receptores 

rccomhinantcs. todos los .-.ub11po". de rcccpton:s a, clonado ... fueron expresados en Ja 

misma linea celular (62) y al ha":c:r los en:-.ayos l..lc inact1vac1ón por CEC. se demostró 

que Ja clona l..le~1gnada (.'lJmo a 1, sufría mactivac1ón en1re un 20 y un :25% en comparación 

a las clonas u: 1• y ni_, que se mactn.-ahan entre un 75 y 90%. Dett1do a Jos resultados 

antenorcs a Ja clon:i designada como a,.. se Je con.sidcró ins.cns1blc a CEC y hoy C."ita 

clona es identificada cnmo ~• .suht1po a,. que corrc ... pondl! al receptor a,,. nativo. 

Actualmente Ja ILTPI f.t\R ( lntcrnational Un ion of PharmacoJogy) adnutc la c.1(is1cncia de 

3 subtipos de rcccptorc.'i rccomh1nantcs designados a,., 0: 1• y cz,4 cuya fam1acologfa y 

distribución tisular. corresponden a Jos suOtipu:> nativos u, ..... a. 18 y a. 1u respectivamente. 

De aquí en adelante la letra como suhfndicc p:ira designar a los suhlipos scrjn minúscula.s 

o maytlscuJa.s para diferenciar entre Jos rcccplorcs rccombianre~.,; y nativos 

rcspcctivamcnte.(31) 
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TnbJn. 2 Clasilicncidn .ncrual de Jos subtipos de rcccprorcs a 1 ndrcnérgico~. 

Rcccpror Hcceplor Norncnclarura l~ocnliu.c:ión ScnsihilJdad 

nnth·o '-·lnnado. hisrórJca crorno.-.:órnlc41 CEC. 

No1ncncJn1ura en el hun1ano 

nctual 

ª" ª" ª" es E.'i~cic 

dcpcmJ1cnlc 

(32) 

ex.. a,. ª•• es +++1\fuy 

.'icn.'iibJc 

0<,D ª" C.t, •• u,,. U1- C20 plJ •'-1cdianamente 

scns1bJe. 

En el laboratorio en donde se real 1zó el presente lrabajo de tesis, García-Sáinz y 

colaboradores. en el afio de J 992 nH1!.1Iaron por pnrncra vez. Ja hcrerogcncidad en Ja 

expresión hepóJ.lJCa de Jo~ adrcnorecc-plOrcs a, cn1rc CSf"!CICS. Ésta se mostró tanto 

f.armacoJógicamcntc como por ensayos de llpo .. Northcm blot" como prueba de expresión 

de estos subupos en Jos hcpaloc11os de- rala, cuyo y conejo. En estos ensayos se empicó 

además como crilerio de cJa..-;;1fic.icll'in fam1aco16gico Ja inacrivación por alquiJación con 

eEC.( 32) 

Asf. al receptor pn:scn1c en J3 mcmhr;.,ana Lle Jos hcparocno~ de l..·uyo, quc rcsuJló ser n1uy 

po-.:o ~cn.s1blc a Ja in:1ct1v<1C11"ln por CEC fu~ clas1ticadn con10 ª'" cJ de hcpa1oc11os Lle 

conc;o. mcLl1an.'lmcn1i: scns10le a c~tc ag:cn1c, se Je cla.s1ficó como a 1c . El úc rara como 

especie protoI1po de c"prc~1ún hcp:iuca úcJ suhtipo 0.1 11 • fue sumamcnlc sensible a Ja 

inacth·ación a Ja CEC. En c.\los cns:1yo.-. !..e verificaba Ja capacidad de hiúr0Ji7..ar 
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fosfatidilinosiwl por hcpatociws ;1L"iólar.Jo.c¡ de cslas: especies. prctratados con cJ agcnle 

CEC a unJ. f.·onf.·cntr;,icu'in r.Ji.: O. JmmuUL. ( FiJ!. 6) 

T:.bla No. 3 Caractcrí . ..tka.o.; de Jos rcccprurcs a.1 clonados. 

Suhupo 

Número 

amino.h:rdus 

S1110.'i 

glu<.·osilac1ón 

(...\m1no-rcrminal) 

Organ17..ac16n 

gcnómrca 

lntroncs 

Exoncs 

Selectividad 

farmacológ1ca. 

Tejidos promtipo 

de ·166 SIS 

de 3 _, 

2 

5-:\..fculurapuJll. (+--) ,.\JIJ J IOA 

niguldipma. 

ox1mcrazolina, 

A-61603,RS 17053 

S61 

2 

2 

(+} Norcpincfrin;:m. 

BMY 7378 

Ru1ón 

r;.ira,hígaúo 

de "ª"º .hfgacJo y Aon:a. pulmón y 

de cor<uón de rata. 

conejo, cora.r.t'in e 

hígado de humano. 
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HAUUil 

Fi~. 6.Efcc10 de la cloruculdoru.Jin;_¡ "l)brc l.'I man . .-aJc tk PI (fo!tl;111Ll1hnos11ol) inducicJo 

por adrcnahna en hcpatocill>s úc lrc.'> especies d1'>lin1as (cuyo, ra1;1 y conCJO) po1nclcs 

A,C y E. La.'i c~Julas fueron pre1ncuh;1das en ausencia de .:igentcs (cín:ulos daro.'i), con 

O. J mmol/L de cloruetilclomdma (cuadr.:idos negros) o 1 µ moUL. de prazobincJ 

(círculos oscuros) durante 15 minutos. En esta figura puede apreciarse el cfcc10 producido 

por CEC sohrc los diferentes !-.uh11po.s de rccepiorcs prc5entcs en las membranas de Jos 

hcpatocitos de cMas cspccics.Efcctu de an1agnm . .,.1as a.,-adrcn~rgicus sobre d man.:aJc e.Je 

PL PJnclcs n. D y F. Prazosina ( rombos vacíos) y 5-mctilur:1p1dil ( rombos llenos). 

Estos datos fueron obtenidos en nuestro lahoratorio en el año de 1992. (32) 
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Para los ensayos lipo "Northcrn hlot'' ~e empicaron como snnda.'i los cDNA's de los 

receptores cx.1 clonados hasta c.'>t! rnotnt!ntn. es decir. snrnl;:,,. para lns suhtipos u 1.,... con10 

sonda para el suh11pn a. sonda., p;1ra el suhupo a.1• prototipo y p;n:l el U 14 . En estos 

ensayo~ se cncnntrt"'1 ~L·1lal lle._• Juhrid:il.·11'1n c._•,pccifica y lh~1101a entre l;L"> c.'>pcc1es. 

A n 2 3 2 2 3 

Kb Kb 

4.9 4.9 

1.9 1.9 

Vsa, ... 

Fi~ 7. Amilisis tipo Northcrn. Panel A. RNA total de cuyo. Gel de agarosa al 1.5 % con 

fonnaldch!du • tcrl1du con hronH1ro de cl1dio. P:.ncl H. RNA lota! de hcpatocüos Je cuyo 

(líneas 1), RNA tutal <le hcpatoc1tos de rata (líneas 2) y RNA de hcpatocitos. de conejo 

(lfnca.'i 3). Cada uno de lo~ filtros fueron hihridados contra cal.la una de las sondas 

cspccffica.'io baJo condiciones de alta astringencia. (Garcfa·S:lmz eral. 1992) 

Sin cmb=i.rgo con l:l n:das1t1cacH'>n de los subtipos hecha en 1995. Ja sonda a ..... cn1plcada 

para caractcn:rar al .suht1po u, ... en el c.s1ud10 antcnor. hoy concsponllc al cDNA para el 

subtipo ª'° y la ~unr..Ja empicada p;lra c:iractcrizar al subtipo a .. corresponde al subtipo O.a. 

actual por lo 4uc lus resultados obtenidos por ··Nonhcrn blot" no son (:1cilcs de 
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mtcrprcrar, en el caso del cuyo. La clasificación farmacológic:1 del suhupo a 1 adrcn~rgico 

presente en los hcpatoc11ns de c...._la especie fue hecha r:unh1cn en nuc:.'>llO l•1horaiono, en 

donde se c.:ompr-ucba por cns=iyos t.le ''hrnJing'" que el n;t.:cp1or que c.'l:prc.s.1 L'I cuyo 

corresponde al ... utlt1pt1 u,.., e 33) 

Pn,. lo tan1n. ac.:lu;aJm~tJ[C c.,1 ... 1e uH.:on.-.i.'>lcnci;1 cnrrc los t.bro .. l)t•tcnH .. 111-. por ··,....,•onhcrn 

hlot"' y los <J:ilo.s rcporl;idn ... por 'ºhtndmg ... dch1do a que hutH1 l11br1dac1(,n <.:tln la ~onda 

p.:ira el suh11po 01.i )'no :.e: cnL.·unlHÍ .'>C:lial de: hihnd;.H;1t'1n con J;1 !'.Pnda C.'>f'<Cffic.1 para el 

sutH1pn ª'•·que c .. t..•l .... uht1po pn•scnlc reportado en c.sla d .. p1..•i:1e. 

fi..<;;cnC1Jlrnt..'nll." l",[.l u1n[tn'l.crs1a. e:. !;1 que condujo a 1:1 necc .... 1dad tk clonar el receptor 

prcscnll! en In.., h1._•p.it••<.:1t{1s dL· cuy•l 

Con C.'>t.1 don:1<.:11'>n ~e pretende C'!:pla:;1r, por una p:1rtc. el p11r qu~ de Ja h1hr11.fac1ón con Ja 

sont..la csp<.'<.·ff1<.::.i p;ir,1 l'I suhllpo u 1..t en los en.'>ayos cipo ··:-.=orihcm" .• hkm.1s de aponar 

m'1s rnforn1acHín ·.11hrc l.1 C!>tr-uctura y nrgani ... acJ6n f:Cn1jmii:;1 de c~ra fan111Ja de 

rcccpiorcs. 

En C-'>lC 1r:1haJo, J;1 caractcn.1"..:H:1ún molc¡;ular del 1c-ccpror cz 1 pre~cnrc en Jo.s hepa1ocuos 

de: cuyo ~e IJcvl\ a t:abo rm:d1ar11c Ja amphf1cac1tín por RT-PCR di.! una región de 316 ph 

(pares de ba.".C.'>) cmple;rndo oli!;onudc6tl1Jos espccffkos ya rcporiados en Ja hlcratura 

para el suhlipo a 1• ( sublipo ya caraclcri:t .. adn en e.su c.:->pccic por "hinding .. ). 

Para Ja clonaCllín del cDN.-\ que cnd1fic;:1 para el ... utll1po de rcccplor adrcn~rgu.:o prcscmc 

en el hígado de cuyo. se empicó Ja t~cnica de RT·PCR potra lograr Ja ampliftcachín de 

un fragmcn10 corrc.spomJ1cntc a Ja rcgi,Jn cod1frcan1c completa lk esrc gene. utih;r..ando 

oHgonuclctJlidos cspcciOcos. 
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OOJl-::TIVOS 

GcneruJ: 

- CJonar el cDNA que codifica para el 5uhtipo de receptor u. ad.-cnérgico que se 

expresa en Jos hcpatncitos de cuyo. 

Especincos: 

- E.stablcccr cond11.:1lmi:s "-''.'tpcnmcntaJcs de reverso transcripción para Ja obrcnción llcl 

cDNA que cnc.Jific.l para el !<.uhupo de rcccpwr a.1 adrcn~rgico prc.."IOCnrc en el hfgado dcJ 

cuyo. 

- Dclcmiinar cond1c1om:' c:,pcnmcnraJcs p.ua Ja amphf1cación por PCR de una región 

central pcncncc1cn1c .1 l',\lC rcc .. :plor mediante el empico de oligonuclcótidos cspccfficos. 

- Discflar ul1gonu..:Jc .. j11úo.-. c~pc..-cffH:os para Ja amphfu:ación de fa región t.:od1fican1c 

completa de este receptor 

- Establecer cond1c10ncs cxpcnmcntaJcs para Ja amplificac16n por RT-PCR de la región 

anterior. 

- Caracterizar los fragmentos generados por PCR mcdiamc dalos moleculares 

(hibridación y sct:ucm.:iacü.".in). 

- Subclonar c~tos fragmentos en vcclorcs plasmfdicos. 
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1\IA TERl ... \LE....;; \' 1\tETODOS 

Ohgonuclcó1HJos cmpJc.ados para Jos llifcrcnlcs ensayos de RT-PCR. 

Rcíercnd:t Tru 

.1.1 60"'C 
s·-1cc.:~.:·.r~r.t .. 11: .. -....... .., .. ,.,i...:n,;.1,i:. l' r\n(1.scnsc <.tr,~ .1.1 6I"'C 
.s· .. ug.r;1,:111ctd~ .. 1:J::"'".aftt.dh·¡::.:i. t' St.•n:"C u JA r,5 .. c 

cxtrcrno 5' (AT\.) E.o; ta lC.."iiS 
.s··l1"'&~u1: .. 1H .. c,.11u .. · .... 1,.>',:""""" r r\.nliscnsc c.1 JA 62"C 

cxtrcrno 3' (C;SP.2) E"Ota rcsi-. 
, •.• ,1i:t.J:IJ:<=J::.>1 .. .a...¡i:1 ........ i;:cn;t..>¡:I.:> ' ,\nlt~COSL"" U 1u E~t:i rc:-.h 62ºC 
, •. .:.a-.-1.-g .. .:.a~u.ac...,c .... ¡::r,i._..._ ......... r .. ,. Sen~ Ulf> E.sr:1 tc.."ih: fi<J"C 
'."i··•¡;;a1.:c;a.::.a..._,, .. 1 ....... 11 1· i\rJll.'ioC11-'C GAPllll .:5 -l'l"C 
.s·.rc .. c1<.:;1.;1K•llc1'-.ai:, .. .a '1" Sen~ (;,.\J•J>Jl .:5 51r'C 
s· .. 1c .. r,.....,,1:11:1i:.a.::c11:1:.a.:·· 1· Sen~ (l-,.\.crin~• ·•6 52"C 
,· . .u..:q,:..i.::ttt.ltK ....... 11 .... -1 r\.Oll'iCll~C {i-,\ctin:t ·-16 53"C 

Sond.::a.s para hibridación: 

ex, ... de bovino: Fragmento Dgl 11- Dgl ll de 812 pb. 

a,. de hamsrcr: Fragmenh> E1.:oRJ-BamHI de 803 pb. 

a.1~ de rara: Fragmento nam 1 il Lk X50 pb suhdonado en el veclor pM"'r2:. 

Sonda V~. GAPOJ 1 de r~l:i: Fragrnenzo S.:iu JA de 599 pb subclon.ai.Jo en el vector 
pRGAPDll 13. 
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Anfmnlcs 

Se empicaron cuyo.'i machos con un pe.o;;o corre 200 y 500 g .• aJimcnr..::11.Jos ad libi111m. 

EquJpo 

Tcnnociclador ERJCO.l\.IP Single Block ""' Sysrcm. 

f\.ficroccmrffuga para cuho.'i cppcndorf 

Ccntrffuga DECK~IAN RC5U 

E.spcctroforómctro BECJ-..:,\IAN DU"' 650 

Incubadoras con :1giG:iC1l'Sn 

Conrador de ccntcJJeo BECK~fi\N 1-"\6000SC 

Baiios rt:-cin.:ul;:idorc.'> 01 v.:ina.s 1cmpcraruras ( 16 .. C. 37ºC.55"C y 65-C) 

CJmara..' de cJc ... ·rn;lor1...~~1s l locfcr hiirizonraJ y vertical (l\.JjnigcJcs) 

Cjmara para cJccrrolúre ... 1~ B1uk:1LJ 

C.1mara p:ira geles de ~l..'.ucnci.::i BRL 

Fuentes úe poder parJ ckcrrofprc.'>i-"' 

TransiJuminador de- Ju.-: U. V. 

L:1mpara de U. V 

Entrccruz.:1úor U. V. FOTODYNE 

Unidadc-s de fillrac115n 

Autoclave 

Incubadora a 37 .. C 

Vórtcx 

Ul1rarurrax 

Pcrfusorcs 
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l\lnlcrinl 

Tubos cppcm.Jo.-f 1.5 y 0.500 mi 

!\tau-acc.'i Erlcnmcycr l 25~S00ml 

Vasos de precipitados 

Tubos CORl~X • para centrífuga 

Tubos de ensaye c~l~rih..-s para prccuhivus 

!\lcmhrana de Nylon p;tr;i transferencia Amcrsham• 

Criotubl)S 

!\1icroJt.!nngas 1O·100 Jll 

!\1icrop1pctas GLJSON• 

Puntas para pipeta cst~rilcs y con filtro (PCR). 

?\.techen> 

Rcaclj'\·os 

Todos los reactivos cmpkados son de alta purc7.a (G.-::uJo Biología Molecular SIGMA) 

Kit RT-PCR Pcrkin Elmcr ( l<X) reacciones) 

Aceite mineral (PCR) SIG!\.fA 

Agarosa Slandar Lov.· B10H.ad 

Todos los rcact1vo.,. :-.~">lidos fueron provistos por la casa comercial BAKER• y SIGMA• 

S1gmacotc (silklín) StG!\.t.A 

TE!\.IED GIBCO 

Kit para :-.ci:ucni:1a USB Scquc-nasc Vcr.2.0 

Kit 5'R.-\CE <Haptd Arnplif1cuion t.:DNA's cnds) GIBCO BRL 

Kit 3' RACE GIBCO BH.L 

Kit Gla ... s !\.fl\.X " DNA 1~0Ja1wn Spin Canndgc Sys1cm GIBCO BRL (Purificación de 

productos de PC'R). 

Kit N1ck Translal10n (marcaJc de sonda ) A~fERSllA:-...1 
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~igasa T-t Biolab.r .SU /µJ 

Polimerasa de T.S Biolabs .;LJ/µJ 

Todas las cn;rjma.s de restricción y marcadores de peso molecular provienen de Ja casa 

comcn.:ial Bio/ab.,·. 

X-gal 5-brom(l-·l-cloro-3 -induhl-fl-D-galactósido SIG!\.tA 

IPTG lsoprop1ltJo-P,-D-galactósido SJG!\.1.A 

l\..lcdio LD (Luria Dcnani) 

Vccwrcs riasmfdicos 

Ampícilina 

K.anamicina 

l\Jétodos 

Obtendón de RNA de tejido coniplcto. f°!Sta l~cnica consislc en disgregar el tejido con 

liociana10 de ,l!uanuJina 5 moUL. (3.S-36). 

Obtención de RNA de hcparocitos aislados. 

Se cmpJcó como 1..:;1dtl mot.klo. el h..:p.111co d..:brdo a la gran relevancia del papel 

fisiológ1co que c...-.-.tc órg:inn lkv~i ;.1 c...·Jhl) ... \dcmj,s la rc.spucsta adrcn~rgica que presenta 

e.sic ICJrúo en animales aúullo.<> c-.tj nwd1ada pnnc1paln1cntc por Jos rcc..:p1orc:i.. a 1. 

Obtención de hcpatocilos 

Los hcpatoct1os ~aislaron por el n1~ioúo de d1gc.s1u~n con colagcnasa de Ucrry y Fricnd 

(37). el cual COO'>l<>tc en c:inular la \.'cn:i porta hcpj,[1c;1 y p.:rlundir ..:J hígado c:un 

amortiguador Krch:.-Rrngcr hicarbunaro (KRB) :-.in c:ilr.:"10. ;i 3T"''C, h.:tJtl una atml"1.<;fcra de 

carbógeno ( 959; .. 0/ 5•;;., CO~) a pll 7.-l: una ve~~ perfund1do, el hígado se digirió 
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pcrfuntlicndo con C:l>lagcna.'i.a en KRH con calcio J.2 mmoULnUL. Dc."spué.'i se .separaron 

la.'i células y se fonnó una .\u.spcnsión. lav:1ndosc é~la tres ,,·cccs con KJU1 con caldo. 

Extraccii>n de H.NA 

Se n::suspc:nd1cron ~ g tk l.:~lula'i. r1.·c1L<n ;11.slada.<> en JO rnl di:J IL-;u .. ·11vn TRl-Rc.:1g1..•nl 

(3S) y :o;c ;i~itaron ... 1goro.-.;11m .. •mc en el vortL~'I: Dc:'i.pu~ .. ;.,k 5 m1nulPs de 1ncuh;1cu"in a 

lcmpcr¡lltJra anilitl'Otc sc: .;1du:1on:1rnn 6 r11J t.ft: un;1 rrn .. •1cf;i clnroftlJ rtlO·t'i.n:in1fla:n (.l9: 1 ), y 

Ja n1cJ.ct;1 si~ ;1gitl't dllr;1n1c 20 sc~unLlli:-. en el \.'1Hll''- L.1 fllL'l'l.·J,1 ;:n11.·rior .\.e c1.·n1rifu1:f; a 

27 O(X) :irt g dur:ultc 15 n111HJlt'·"· Se lonl\'1 J;1 f;t'>C' •KWJ .... 1 L•'tl 1111.1 p1pe1,1 p.1.-.lt...•ur t' .... t~ril. se 

midió el volun1en y ~i: le: ;1..Ju:1n111"i un "l•h11111.·11 1ru.1l d~· l'"'í't"f'.tr111J t111i. L~t'> rnuc:..,tr.1'> .-.e 

dejaron en h1i:lo durante JO nunuto,_ Dt·..,pué.s di: e•.1,· lrem¡•n ,1..• l.0 l.'nt11tug.aron a 

27 000 x g. durante 15 rn1nu1os. El ··reltc1" rt:..,ulr;inlL' .... .: /,1.,,,"-t 2 \t"L"I.:''> i:on et.aH•l :.d 70<;:;, 

frio.J_;t."- mueo .... 1ra"> s..: .'>C<.:anHt al v.1 .. :ío y ->i: rc .... uspi:11d1L'rnn l'íl Jf)(J pi de: ;1i::u.l tr;1t.1U;:1 1.·on 

DEPC. El RNJ\ .... e 1.:uanl1f11..·<1 Pl'r 1..'"Pei .. :t11•!1J!nnh~trí.1 :co/:so '."" ...,._. YL"t1f1t.."•') .... u 1111c:grid.1U 

por clccrrofor1...· ..... 1s l."n un .1_!1..'I dL' ª!!;:un . .;;:1 ;ti J 5•:: .. 1ef1uJr1 cPn br1111u111l tk• 1.'l1d10 

Se empicó el .. kit par.i R-1 -PCR" tk J.'l man.:a PERK.IN-EL~IER. 

Reaccirín de tra,1.tcnpcúín '"''t•r.\a. RT ( Obtenciún dt• cDf.."A) 

En un tuho cppcnllorf <.k 500 pi. .se colocaron ;1 rcnccionar 5 µg: de RNi\ total con 

amortiguador úeo :-..tg.CI: a una conccrllrac1ón 11nal de 5 mmoUL. amoniguador IOX para 

PCR JI ( J X corn.:cntr.1C1ún nno:d), 8 µI de una mezcla de nudcótidos (lmmoUL final e/u) 

y J ~ll del olignnm:ktJtu.lo an11.-.ensc { oligu Jown: 15 µ moUL final) con 2.5 U/µJ de Ja 
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cn7.ima l\.ful.V RcvcrSt! Tran .... ~11pt~L-.c en un 1cntHx.·icJador con un ciclo compuesto por J 

hora a 42"'C y 15 minuws a 7{f'C. 

,.\. Ja n1c;,.cJa de rcJcc1t'•n oh1cn1lfa por RT. equilibrada a tcn1pcratur:1 un1bicn1c se Je 

adicionl".I amor11gu;uJor de :'\.1!.•;CI ( :?:nunol/L fin;1L). I0.1t PCR A.!\tORTJGUADOR II 

(500mmo1/Lol/L KCL, IOOmrnnl/L T11~·1 JCJ; pi 1 S J) para un:..1 com:cmr•u:i(in final 1 X • 

.3.!_!Ua dt:!>toni.l'oHJ•1 y ... ·.<.t~rll .. u11 ... ·1L~nte p:H.l ¡,;ompkr.1r J()() pi t.Jc volun1cn tina! y 1 Jll de 

oligonuch..•(Jtrdo ~·n.'-.: ( oli.f'' up. 15 nHnol/L t1n:il ) L:l n1c.1cl.1 antcnor ~e puso a 

rcacci0nur con 2 :"i lid ... · l:l l.'.'n.l'1n1.1 r1i,·,,11:n a.¡11,a1. 10 JJ:'-.'A pol1n1eras;1 con el siguiente 

perfil de ;1n1plif1c.11..·1<·n ,dui:1nr .. .- ;5 (:a.:Joo; .• Hli1.:J()tur:do tJn t1 .. ·n1ro de 7 n11tJLJ111.-. <..t 72 ··e al 

finall7ar ~.'>t<>s. para l,1 e'-len-.11 1n l n1111 .1 1>.J .. < •• J mw .1 .S.S .. C. y 2 5 nun a 72"C:". La.'> 

cond1c1ont.·.-. ;1n11..·.., n1cnc11\/l;1d,i.. ~..: ..:~!.tnd.111..-.tt,•n 1.·n nu..::-.1r11 labor•1fl•110. probando 

thSl!OtaS h:nlpCí;lllH,l' :'-" lrL'l!Jro-. d~ .iJl!h'.l!lll<."lllP d._• Jo'> •'l¡!'.U/llh.k{l{!l.fO .... s.._• ó.!tl~tJj./.,;iron 

JO pJ dcJ pnldll!."l\l tk 1~c·R p1•r t/fl.1 cJ.._•o,.:tr1•14Jll''1-. L"fl !'.d de =i1.:r1f;11n11l.1 ;aJ 7.5•.~, en 

.amonigu..idor TBE 1 X 

Puriflc::.ción de'º"" íra:,.:mcnto~ de l"CJ< 

Se lJc"Vó a caho J;i punf1¡,;;u.·i(,t1 de- Jo.-. fr:1gmcntos obtenidos por PCR mcdíante el empico 

de un kit dabor•n.Jo pur GJBCO Bl<L• . GJa!-..<>~1:.i."t DN/\ Jsola.lion Spin Ca.rlril.lgc. 

Clonación de h>s fraJ.:n1cnros de PCR 

l. Liga.c:ión 

Se empicaron Jos vectores plasmfdicos pTZl9U n. y pCR~ Script TM SK+ (39 -40) 
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Reacción tic hgación. (41) 

Para la reacción de ligación se empicó t~1g del producto de PCR punficado con l~1g de 

vector. La rcaccú~n de ligilción SI! llC\.'Ó a caho a t6"C toda ta noche. 

Fr:igmcmodc 
DSA~in~t.:ir 

Va;lof 

pl:u.mfdKll 

r..tol~cul3 

rc=\:ornb1n.intc 

--

' ~ (~ """3 (-f;".,.,J•'3 

Fii,:. 8 Clonacicín de un !-.l.'J.!tnl.'ntc> rfl.' D:"<io'A en un -,.·cctor pla."itttídico. El sitio de 

pulu.:lonac1lJn c1int11:nc .:1 g.:nc r~ira :-.intct1:1 .. .:u a Ja subunidall alfa de la cnúma 

~-galacto~nJ:isa ( u. comph:m.:nt.acH"ln). Sí et inscno fue ligado. interrumpirá el gene de 

la cn;r.ima 1mp1L1i~ndoll! a la h;u.:tcna uuli:r . .ar el sustrato X-gal en el medio de cultivo 

aparcc1cn<lo con fenotipo bl.:1m:o, las duna..'\ sin inscno aparcii.:cn a;r.ulcs. (42) 
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IJ. TransforTnación de baclcrias con los produclos de ligación. 

Se cmpkaron b;ic1crJa.,. i:ompc1cn1cs i:nn dünJH> de hcxaminocnhalto de la cepa e.Je E.co/i 

JM I03. (48) 

En un tuho cppc:núnrf de J .5 mi !-.C i:ol(~aron 200 µI de una suspcnshJn de haclcri;L'i 

compc1cn1e.,.. con lo-. :!O pl de J.1 n.•;n:dt,n tft: ligación 

Se dejaron 1ncuhando dur.rnlt: 1 f1or:i en hzdo D1..·\ptll~'> dd 11cn1po de 1ncuOa¡;1t1n . .....: Ir.:.-. 

dio un choquc: l~n111co a -L~"C duran!~()() ~c:g y '>\! coloc.1rl111 en t11clo 2 m1nu105_ .Se les 

adrciont; l n1I de medrn LB ) •;(• le~ 111cuh1"1 dur.ullc un.1 f1ttr:i .1 J7'"C 

Dcspu~s de c.stc- tter11po '>L' 1..·._·11111t11~:;irun Jo-. i:tJ!o\·o.\ ;1 .t 000 .'I( t: dur;m!c .'l nun en una 

microfu¡.!a. 

EJ '"pcllcl'' rc .... ul1.rn1e .'>e H''>tl~pcnd1<'1 ~.-11 :;oo pi de m1.·úw LB y i.1do el volumen se 

cxtcntfró soOrc ª!!;1r LB .1U1uo11.1d\) ..:1111 ;Hnpa:dm...l. X-g.ll e JPTG. L;1.<> placa.'i de ag.ar se 

dejaron incuhando a 37"C 1oda b n1H.:IK" 

Ul. Selección de clonas po . ..;111v~1.'> 

Se llevó a cabo mcú1;1n1c Ja t~cnü.:a de h1bnt..Jac1ón en colonia. 

l.;is colonías que cn:1.·1cron blancas despu~s de Ja tro1nsforrnacit'Sn se estriaron con palillos 

cst~nlcs sobre una membran;1 tfc Nylon colocada sobre una caja Pctri con medio LB 

ampicilina. La.s c~11.::i . .,, se 1n..:uharon invertidas duranlc J·l horas a 37 .. C. De todas las cajas 

se hi.1:0 una r~plica pero ~lrl J.1 rncrnbran.t. 

Las mcnibranas ~e rctir.iron di: J:is i:aja.s y ~e lavaron ::? vccc5. t..Juran1c 3 min <:ada l•ivatfo. 

colocando la n1cmOrana subrc un papel fil1ro 1mprc,gnat.Jo cnn las siguientes soluciones: 
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J.. Solución de NaOJ-1 0.5 moVL 

2.- Solución de Tris-BCI pM 7.4 1 moUL 

3.- Solución de NaCJ J .5 mol/L y 0.5 moUL de Tris·l-ICI pll 7.4 

Dc.o;pu~s de los lavados se dcJarnn secando 30 minutos a tcmpc.-atura amhicntc. 

El DNA se fija a Ja m::unhrana con lu1: U.V. 

Para eliminar el ''dcbri ...... celular, las membrana...;; se lavaron durante 30 minutos a 55ºC 

con una solucit"1n 5X de SSC y 0.5~ de SDS. Se dejaron secar a lcmpcratur.i ambiente. 

Se continuó c.:on el protocolo para el ensayo de "Soulhcrn blot'' 
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~-": 
1 ·, ~: !-º·. 

.. ~.-i·:. 

.Jcl.1(.1¡• 

fl J.a& ~oh•nw.:1 :1c 
.. .z.,.,,r,,..nc:n .,J lUttn 

o 

Flg. 9 Técnica de hibri<JuC'i6n en coloni;1. 1 > L1 rncmhr.u1a csl~1il se colc>t:a sotnc l.:1 

placa de agar. :?)La mcmhr•m;i s~ ri:11r:1 y :.e f11a el D:-.:.-\ a la memt1rana con luz U.V. 

3) Hibridación contra Ja sonda c.<;pcdfic;i. ·l) E~po.'>1c16n de Jo.s rHrros. 5) Con la pJ;u.·.a de 

auroradiograffa es pos1hJc detectar las L:olonia.s posi11vas y .sclcccmnar-las de la c;11a 

original. 
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Oblcndón de plá.~rnido por lisis aJc:1lh1a. (:\JINJPREI•) 

Si! colo~aron en iuttos cpfwnt.forf c.-.r~nk•s 1.5 mi de t:ul1ivc> de IX h e.Je <.:ada una de J;L'i 

clonas pos1t1va..-.. S<.· r.:L•ntnfug.1ron .1 12 000 ~ g a f<.'mpcralura arnhicnrc dur:m1c 2 minurc>s:. 

Se rctin' cJ sohrcn;ufante y d ··rx-·Jh-1"' .-.e rt'.'i.1J\pt.~n<116 en 100 ~11 de Glucosa mrx 

(glucosa 50mmol/L. JO mmoJ/l. de l!DT,.\ y .25 mmnl/l. Tn-. 1 lCI pll X.f)} ;11f11.:uwada con 

6 mg de li'io/.Ut1a y 100 irJ lk UJJ.l .-.nlut.:1l'ln de JO rng/1111 úc RNA'i."l J p<n c.;:.1d;1 2 mi de 

Glucosa m1x. 

Los tuho.,. se úcj.;:uon ini.:uh;wdo dur;uHc rncc.11a h(lra en J11clo. Dl!!-.pu~s <.kl l1cmpo di! 

incuhac1l~n :..e aii~HJ11:ron 100 pi de un~ soluc16u de N;10ll O.:!,N I SIJS J ~.::.Lo.~ rubos :-oc 

agitaron por 1n\·cr.-.11ín k·nta ha.-.1.;:i lJUC la mc/cJ;1 ck h;u.;1cri;1.'>: Glw. .. -o-.:i nu.'C- ."J;10ll/SDS se 

voJ\'ió 1ransparcn1c . .-\ la n1c/c.:J.;:1 ;1nfl·nnr ~..: Je ;1d1c1onaron 75 Jtl dL' una .-.olucu'm Je 

accr.'.lto de sodro 3;\f a pi 1 5.5 y ~ ;igH:lfon por 1n\'c1~H">n ha .... 1.1 qu.._ .. !.t~ fonnú un 

prcc1p1tado gnunoso de <."olor t.Jani.:o. úc1.1nd11.<,c Jo-. tuhn'> en hielo dur:ulfc J 5 m1nt11os 

Dcspul'."1. de cs1;1 1rn .. -ub~ch'\n s1..• c.:cnrnfugaron .;:1 J.::? OOOXg cm f110 dur.1111e JO mmuro.'i 

Se U."lnsf1ncron 2:?0 pi del .~uhrcn;itl;ullc a luhos cppcndo1f nuevos y .<>e les .;:1lfH:1nnl> l.'l 

n1ismo \'nlun1cn úc fL·noJ .-.;l[ur.;:1do <..'nn agua. Lo.,; ruhns .-.e <..·cnlnfug;iron JO n11nu1os a 

l.::? <X>OXg. Oc.-.pu~-; de <.".-.t;1 cc111rift1ga<.:ll~n !>C ;1ii;td1cron fiOO pi de cl:moJ .;:.ahsoluto tno y 

se dejaron toda Ja nnchc pn:c1p1l1h"ldt> a -7'1'C. 

Para l.l rccupcrac1lSn del DNA plasmíd1<.:o. Jo.'i tubo.s !.C <.."Crltnfugarnn a 12 OOOXg durante 

J 5 mJnuros en frin. el ··pcJJcr .. se !'oc1..·1j ;:¡J \'ilCfo durante 30 minutos y se rcsuspcntJh'\ en 

50 µJ úc agua úcsulada cs1~nl. 

Sccucnd.ación 

Para la s..:cucnciaci6n de los fragmcn1os clonados ~ $C empleó el método de S.anger.( 43 ) 
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Obtención de cadcn:i scnr.:illa 

De cada una de Jas <:oJomas itfcnhficad:L'i <:omo positiva ... por hibridación se tom() una 

asada para in<)<:ular 5 mi tle mcL . .ho LBamp. Lo.<. precult1\.·os .'>C tlcJanm rol1;1 J;1 mx:hc 

(18 h)cn una rncuhaúora con :1gu;1c1lin a 37"C a ~oo JJJnl. 

De los cultivos O.N. ~e ll'maron :!00 ~11 y .... .: monil;1ron 20 mi t.k n1cdio LBamp en un 

n1atraz Erknmcycr <..k ~OOrnJ, y .... <... ua:uh:trt1J1 ;1 J7"C con .'.l!!ll:H:1tn1 con ... ranrc ha.'ita que su 

crecin1icnto gcncr~ua llfl.t Ue:.1tJ.1tl (•p111.:;1 cnrrc .l O y f1.0. Los t..:ull1vos anteriores fueron 

inoculados con 10 iu dd f.11:,) hl·lpl.'.'r ~f l ·u~o7 ( ."l'' ' '-"" cuJ11\.'o.., ;1n1L·nl)l"t.'.'> .'>e incub;uon 

30 min sin ;1!:!1L:..u . .:1i.'m ;1 37''C y 30 nun con :11:ir.¡¡,:1(1 n ráp1d.:i ;1pro'"' J50 rprn a la nusma 

temperatura. C'on ~(}O pi .J.: z,,.., ..:uft1._.11, 1rill.·1.:l.1<l"' l·on el f.tc!n ... e 1n1n:..:11laron f> n1I de 

mcl.110 LBarnp a...t1c1unadn t.:llll J..:an.ull1l.'.H1.1 .d O :-.··7 l.o ... lllll1\.(1'> 'Hº di:¡:urin 1ot.l;i );1 noche 

a 37"C con a!:!1t:1<.:it•n cnntan(e ( 350rpm 1 

Se transfincron J .5 n1l de ..:-¡1d.1 u1111 th~ '"' l·tJltn•1'> 111tcc1;1d1•' .1 un 1111>~1 i:ppe1H1nrf c ..... r~nJ. 

y se ccntnfugaron ;1 12.fHJiOg f'llJ 5 n11111Jl•h ,, IL"tnpo..·r.11ur.1 ;u11h1crJ!l' en una 1n11.:1ofuga 

1.2 n1J úc lo.'> <>11hrt.·11.-id..1n1l'S .111i....·r1111c ... ,._. u·.111/111.:n•11 .1 llll ruh'' nu.,·..-11 y c .... 1~nl. a Jo .... 

cuales se les ad1l.'.'1onl'1 3fH) pi tk 11n;1 ·"du1.11'o11 de l''>lll'ld~nFlH.1.J .d 20'; l.'.'n ."-'a('f 2 5rnol/L 

rnczcljndo~c cu1daJn .... an1 .. ·n1l! y .... e 1n<.-uharnn 30 rnin a 11..·mpL·r;11ur;1 .11nh1 ... ~nrc 

Dcspu~s dd ticmpu de in1..·uh:H:1t'1n lt''> rnbn ...... e L·cn1r11ug:1fPn al2.f>'JOg durante 15 

mi nulos en una mit.·n1fug:L I .o.,; '"p ... ·lkl'·, rl''>ult.1n1c ..... '>;.! ~ci..:arun 1..·11n p:ipcl aM~nrhcn[c 

cuidando de cl11n1n:lí todo lo<> r1..• .... r1i... dt~ pnlict1knglu..:ul Lo'> "p..._·llc1'".,. .... e rc.'>U.'>pcnd1cron 

en 200 µJ de amort1guadt)r TE pi 1 H O ,.\ 1.::1d.1 UtllJ 1.k In~ tllhtl.'> .'>C le ;nh..:1onú un 

v0Jun1cn igual de fcnol .... atur.1l10 t.~n .;1gu.1, ~e ag1t;iron en el \. ortc::tt. y ..,e separaron las dos 

fases por mi1..:roccntnJug;1L'itín a 12.(.)()()g en frnl Durante Ja.<> c .... 1racc1tmcs con l11~0Jventcs 

orgánicos .<.e rcL:upcra siempre 1;1 fa~c ;:u.:uosa que es Ja supcrror. A las f;:L,.es ::u;uosa.'i 

ob(cnidas se les e:it:tra10 una vc.1. rn;1_.,. con frnol .<.;Hurado en agua, una vez con una rnczcla 

fenol-cloroformu ( J :2) y por úll1mn una cxlr¡,¡1..·1..·ll',n L:on doroforrno,pcm1iucndo cada 

vez que las fases se separen por ccn1rifug:ación en frfo. 
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Las fases acuosas obtenida." al fino.ti de! las cxrracciones se pr-ccipir;iron con 1110 de este 

volumen de aceta.fo de sodio 2~! y 2 112 vohlmcnc.s de cranul al JtXJ'k-. Se dcj;1ron 

precipitando una hora a -7()''C. 

Se recuperaron los prccipiratlos por L·cnrnfugaci(in en frio tluranr1.• 20 nunulOs a J 2,<XXJg 

y s,c secaron al vJcfo duranlc J hora. l...os prccipJlados se Ja\.'aron rrcs "'t..'l.°C.'> (;on cr:1110J al 

75% dejando en Judo duranlc 30 min cada ve.-: que el cr;uHJJ se ad1cwnahJ. y 

rccupcro1.ndoJu nucvarncnrc por ccntnfugadón a 12,<X)(J X!!· 

Los prccipu.aJos se rc.<.uspcmlu.•ron fin:tlmcnrc en I 5 J!l dc amonrguador TE pf f 7.5 y .<.e 

guardaron a -7ff'C. L•t.'" reacciones de sccucnciac1ón .-;.e hicieron :-.cgljn uurw:c1tn1cs del kü 

de USO Scqucn.i.""c (ver 2 0). La.>i muestras ~e comcron en geles .al -l'.:;'· y al 6% de 

acnlamida en condiciones dcsna1uraJi7.anrcs. en un !!r.llhcnrc de ;Ke1a10 de sodjo 3 moUL. 

( ·15) 
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En.oi¡ayos de hibridación 

Tod.1...'i las sonda..."i cmplcad:i.-.; fueron rnan .. ·;.ida..-. con 1 O pCi de dC"TP (a.- nP). con el kit de 

.. N1ck-Transl;1uon" d·.: Ja t:a.'>a ,.-omcrdaJ t\rncr~hanL Toda ... J.-L"; sond;L ... ~ cn1plcarPn con 

una activilfa.d c.'>p~1.:ffica mfn11na <.!!.! J ..t Y. !ll"" '-·pm/pg de D.'.'.'A.Po1r:1 vcnfu.:ur Jas cantidad 

de cuenta.'> ini:l'rpo;ad;L"' se cmplcl'> d m~todo de prcc1p11ac11"ln •;un #rCA en un cont~1t1nr 

de ccntclJco ( OEK!\.1AN LS6f){}{lSCJ 

··Nonhcrn h1ot .. 

Obtención de las mcmhr;ina..s p.:ua h1hridar-. 

El análisis de ""Northcm hl<it'" (-IC.) . ~l· ri:.1h;1."\ por clcctn_•forcs1s hurt.l'untal •.:n un ~C'I tJc 

agarosa al 1.51/c dcsnaltlrali;-anlc ( c.:on formahkhfdu al l 7L::.). :!O pg de R~A tolal poi 

caml. Como amen1~u;1dor l.!c cornda se ulil1n'") !\.1ENP 1 X ( ·'- 18 g J1..•. ~10PS. 0.68 g de 

ac.:ct.aro de ~rn.110. () 37 g Lk EDT..\ y :!O mi di: un;1 ~olucu"ln 1..k fn~r.uo ... de Na ·y K. 

lmnUL a pJI 6.9) P;1r-a aplicar al ge:! cada una de las nu1e: ... 1r;L._: ~ ... t;:1..,. ~: mc;-claron L:on 5 

mi e.Je una ~l)IUCl\Ítl lk 1H~H: ... 1r.1s ( ·H>Opl d~ lnrrn:u-;i11Ja dc~wil1Z¡)d;1. J :!O pi de 

formaldchído al 37c,:;, y 1H> pi de :'\.tE:-.=P lOX). y !'.>C ctlcnt;_uon úurante 10 mnH:lo"' a 65"C. 

Dcspu~s !>e 11..-.'> allu;rnnarl~n Spl de 1..·nlorantc !J·l.r.1 H.NA ( 50'.i- !!ii1..·1..·rt>J. l rn~t de EDTA. 

)() m~1 de fosf<.ilos de :-.,•;:1 y K pll 6 9 y f} OS'.1', de aJ.u) l.!c r>rornuJl.!noJ) y ~e 1..·arga1<in c.:n cJ 

gel. La ckct.roforc~1s 'e corrn"l ;¡ 1 rn.-Vcn1~ en el cuarrn frio. dur;uue tres hor;1s. 

L.os geles, fueron transfcndos Pl'r capiJand;uJ a lrn:i rncmhr<.ina de Nylon (1\mcrsham) y ci 

RNA se fiJl"> a la mcmhr;1na por cntrc<.:ruz.amic:nlo con lu;. U. V cun cidos de 0.1:?5 J/cm 2 

(3·4 ciclos). 
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Condiciones úc hitnidacit'5n. 

Las mcmhrana..'i tlc Nylon _:..e prcl11hridarun durante 4 hora..'i &J .55 ºC en una solución 

preparada: con formanHú;t tk!'.roni; .. -ida <1J J5';l'·, J()"lf, de dcxrr.in sulforo, SSl'E SX. 

soluJdón Dcnh.:irdr 5X. J '.{,SOS y 5 mg/rnl c.k ON.A inc.spedfico (cspcnn;1 <le .5almt.n) en 

una hols;1 de.: pt>llcrrlcno ~t."JJ:ut.1. Dc.'>pu~_.,. tJe este riempo •. -.e Je ;1d1c1t)11:1rnn :!00 pi lfl.! la 

sonda cspcLUka marc.HJ.1 1:<1n dC'TP rz- i:p. Se dejaron 111hriúa11d11 c.Jur.Jnl.: J r. hnr.as a 

ss·c. 

1..os fiI1ro~ !'>e J.1\·aro11 do ... v1.'Ct..'.<i i:on una .'>oluci1'5n de SSC 0.2':{, ( 1'.'aCJ J 50 m~1. l.'Uro.tro di.: 

sodio J Sm!\-J. pll 7 -S) y 0.2 11, úr.: SDS duran re J 5 n11nuto .... ;1 55"C c:uJ.1 \~;.;do~ vcc1..~s con 

SSC O. J •.'; y SDS u. J <.::- por J 5 mrnufo.~ 1..·•1úa ve" y finalrncnrc c(Jn .SSC O. IX dur.;:rnre 15 

minutos. .'>11Jo una Vt."7 ;1 J;1 rnisma tcrnpcratura. 

Autora1..hogr-al fa. 

Se uriliz:1r-on pJ;1cas par.1 :-iuf11raú1o¿~r:df;1 (r.'.:uú;1k X Orno.I) que se c.~pu~icnin en prcs~nda 

del filtro úc 7 a JO úf.J.:•. Los 1..·:1.ssc11cs ~ ¿:uarc.J;1ron :1 -7<r'C. 1~1.'> pla1..·as se revelaron con 

los rcactJ\"P.'i 1nda:ado'i por t."J fahncan1c 

""Soud1cm hJot .. 

Prcp:tración úc Ja.'> mcmhranas. 

Se corr11".1 una cJcL"lroforc!>is en un gel 1.k ,'lgaros;1 al 1 'A-< o en aerilamida al 7.5% 

(pn>duclos dc PCk). Dr..·'>pu<'.:!s <.k L1 CPrnd.1 Jo_., geles . ..e tr:.itaron con una JCX) mi de una 

s0Ju1..·Hín úc~n•Jlur:.ilu...:inrc <N:10JI O 5 mol/L y NaCJ J molfl_) dos vece.-. durante IS 

m1nu10.s y dns veces durantc eJ n11.,mo 11empo 1..·on solucil'5n ncurraJizunrc 

( NaCJ l .5 moJ/L y Tn.">-1 ICI l mol/L pi I 7.5) 

Los geles a.sí trat:1úo~ fueron lran.'>fcndD-" por 1..·apdar11.Iad a unu mcmhrana de Nylon.(49) 
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La.s condiciones de hibridación y lavado fueron lle alta astringencia. con Ja misma técnica 

emplC3da para el ••Nor1hcn1 hlol". 1-as placas se expusieron 24 horas a -7lf'C. 

-~hl_ft11 

<-'~-
¡ 

-IJ~'-J 

FJg 10. 1-:.o;querna ¡;::cneral del nnúhis ele ácidos nucleicos por Southcrn hlol (DNA) y 

Northcrn blot (H.NA). 1) Aplic;1c16n Uc Ja.s muestras para cJcclroforcsis. 2) Transferencia 

por capilaridad. 3) !\.tcmhrana. -1) 1 Jihridacil~n de la membrana conrr·a Ja sonda cs:pccffica. 

5) La sonda hihnda <,:on Ja secuencia complcmcnlaria en la muestra. 6) Placa de 

au1orad1ograffa. 
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Ens:i.)"os 5' y 3' Ri\CE ( R:1picJ Arnplincafion cDN'As End"i) crnplcando los kJls de GJIJCO• 

.. _...,.,. ......... 
>+···-----------·-1"1"T'T 'P'"TT-=:::::::::J• 

---------Hf ... ""'i"f_.-

_. - .. ..,_=-==::::lll 

-~ 
,:_5? 

/\,n1i1fk:.&1toopT 10< Ul4"1!••1fl 
'.:j,~••a.lc-."<.t.lJ ....., ..... u .... .u y d J1"111TU' prll 

.><r1t.f" ...... Ll<.0.-(,."\l'J") 

H .. .11,,,¡,r..._ ... ~ .• ,,i,¡ 
f"·!i~to¡••m""'o.Ji.;ICX 
•11•···•11. ... ..,.._.¡,a·¡;to•••· 

Fii: J J. Es11uc1na de rc:u..·ci•jn par:1 lo~r;1r lu ::1n1plilicad•:in del c.'\:lrcrno 3' con el kil 3' 

RACE. Esta rcacci<'"ln .. ">1...' f,¡i ... ¡1 cu la ;unplrfic;:ic1l':in d..: la rcgh'"ln 3· dcJ gene mcr.Jian1c el empico de 

un oligonw.:lcó1ido o:int1sL"n!-.c {down) poli JT. que h! pcmulc unirse a la región <le poliadcniJación 

dcJ mensajero. El pnmer ... cnsc (up) es c.<>pccífico para el gene deseado. 
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RNA tn~n\.ijcrtl 

~ ,\!inc.:u,;1<"in del pnma 

·---~--------~---~· ,._. __ --·--- - - • - ----- -- ............ S11itc'1' del cDNA por 

---.. ~&&-·,;,•n¡;.:; ___________ _ 

~--· 
~ 

:~0~============:::::====:::::::::11: --

rc\cr~1J 1r.tn .. cr1pc1\">n. 

Ix¡.:r.i.J.KIÓO dd RNA con 
n ........ t.:i de RNA~.J\ J"1.u1fii.:ai.:1(in 

del dJN,\ (\.olumna!\J 

,.\~:1¡•lin.:a..:16n por PCR l.:Lill 

\.'I L"'1H.'Uhl .JC, ctnplc.;inoJo el 

••,\t,r1dgc.J ,.\n\.·hor 1"11mcr.·· 

HcHT1pltl1c:h."1<'in lld prr1du..:1n 
rrim.1.11opor J"CH.. 

Fig. 12 1-:~qucnm de la rcaccUt11 p:ira amplific.ar Ja rcgiün 5' con el kit 5' R.r"\CE. 

Esta rc~cc1t'in .!<.:: h;L"ª en Ja ~íntc ..... 1'.'> d..: un.1 cnla úc poli UC, en el C'.'1.trcmo 5' del cDN.-\ por Ja 

enzima didco:11.muclcotH.Jil 1rarl' .. fi:ra,...,a Se lkv;i ;1 L·:1ho b arnplitlcacitín de la región c ... pccífica 

conteniendo el C'.'1.tn:mo s· del t!enc empk:1ndo un pnmcr qui: !>e aUni:a con la regil"'m poli dC y 
otro di:nonunado '"nc ..... 1i:U pnmi:r" c'.'>pccitico para el mc11sajc10 que~ desea an1pJificar. 

Se cmpkaron 5 pg de R :--.:A úc hfg.1Uo l.'.llmplctu de cuyo ( .srn digcnr) par.i hacer ambos ensayos. 

Para cada una Ut: Ja.'i n.C";to.:1onc .......... e ~1guicron l.;1.s in~truccroni:s provistas por los fabncantcs. 



RESULTADOS 

J CnrnclcrizncJón rnokculnr tJel suhlipo de receptor a.1 udrcnérglco en los 

hcpnlocitos de cuyo. 

Para lograr J;1 1.:ar;11.:h'rll';11.:1(111 111oki.:uJ.1• del .... uhupu de rcccpH1r u 1 presente en Jos 

hcpatocítos de c ... ta 1.·,p1.·1.:11.·. .~ crnplL·t) l.1 h_\crnc.t de RT-PCR. Se empicaron 

oligonucJc(111dos c .... pccí111.:o..; par.1 .unplllh.:ar un;1 rC'g1(Jn i.:cntr;il de .'.\1(1 ph. l~ta 1cgic.">n 

abarca 1.•I VI y el V(J d11111u11u 1r.u1-.n1crnhran;1J J:>.tos ohgonU1.:lc1">t1d~1~ ya han sido 

reportados por GL).tPh Tn11111111t(I y 1.·Plahorad11rc.., (-l1JJ par.1 dctci.:tar l.1 pri.:scncia del 

mcnsaJt,."ru para t.:I ..,u1't1po cz ~ 

En esto"' 1.'n">ayo.-. ,nJn no .... L • ...:t>nl.1h.1 1.·,,11 oli!:111nu..:kt•l1du.-.. quc p1...·1n1111t·r~Hl arnphlu.:ar 

rcgionc~ c .... pL"t.:if11..·;1:-. p.ir.1 1.·I ... uti11p•1 u, .. 11•1t i: ... P 111• i:~ pt•..,1hlt: ª"1..'.'!:~ur.tr l.1 1..·,1 .... 1cnc1a o no 

de c! ... tc .... uht1po i..·n c'>t.1 .... n1tlL"' .. 11.1 .. 

Para Jo .... cns.1yos 1..k RT-l'l 'R "l" cmpk·.trnn 5 rnv. dt." RNA t~~t;il d1..• hL•patpc11os a1~la<lns <le 

cuyo por el nl~l<H.1t) ):l d..-..,t...:r1tt1 L.1 11..·vet.'.tl 11.1n-.1..·ripc1{1n -"L' 11.:vt·, .1 i:aht1 durante una hora 

a ·l:?"C, completando el ca:lo i.:on 15 mrnu1n.-. .1 72'"(' p.irot rn;u.:t1"\ac1(in de J;i RT. L.as 

cond1c1oncs de a1nplafu.::;1i:1(ln IÜ1..·1011 e~1;1nd.1r1.l';1da.-.. t.'fl llllL'.'.trn labnr.1fl1r10 : 1 111111 a 9-t"C, 

1 nlin ;.1 (ill"C p:1ra alinc.11111.:nt11 úel ullgn y 1 m1n ;\ 72"(..' par:1 ext..:11 .. 1(,n; durante 35 

c11.:lns. 

Se tomaron 1 O pi dd produ1.:10 de RT- l'CR para unrcr en !~t.·k.-. úi: polia1.:nlanlida al 7 .5% 

por triplicado. E!-.to.s !;!Clc!> fueron tr;:m.-.1i:r1dos a papel tk nylon p.1r;1 ~u h1tindac1tín contra 

cada una de las :-.ondas p;ira dc1c~1ar a In" 1rcs !-.Uh11po ... d.:- rc1.·cp1uri::-. clonados. 

En todos los cn..,ayos de H.'I'- PCR se ":orn(i una nu1c~lra ~in transcnplasa reversa con10 

control de la mnplif11.:ac16n dt! rcg10nes c:~pct.:ffn:o1 . ., generada!'. 41 partir de un cDNA. Como 

controle .... posilivos lk :unplzfu;aci(1n con lo:-. oligonude<>tulos y de hibridación se 
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empicaron muestras de RNA de c~lulas Rat·I( fibroblasms) que fjcncn uan.~fcctados Jos 

tres subtipos de receptores a., adrcnérgicos.(52) 

En estos cns:iyos en lugar de ohlcne,- el produclo de 3 J 6 pb que .se esperaba. se 

ob1uvicron dos produccos de PCR uno de 260 y otro de 2·10 ph en las mucstms de cuyo . 

Estos dos fragmenlos hibndan en alla astnngcncia solo conara una sonda especifica para 

et sub1ipo ª'"" 

Ambos fragmenlO.'i fueron puril1c~u.Jo.o;. por cJ m~todu de ccntnfugacit~n por columna. Ya 

purificados se empicó aproximadamente 1 µg de este DNA para hai.:er Ja reacción de 

ligación con Jos vcc1orcs pl/..19 U y el pCRSk+. Con los productos de ligación se 

transformaron bacterias pcrtcncc11:n1cs a Ja ccp;1J1'.t103 de E co/1. 

De Jos ensayos de ligación anlcnorcs se ol11uv1cron :?X coJoma..'i 1r.msformantes, 24 de 

citas con el vcc1or p·I"ZJ9U y ..i con el \'CClor pCRSk+. 

Para comprobar que c,:;.ws clonas lu\·1cran el 111ser1u, .-.e c:-.1r.::i10 el pl.1-'nudu por el m~tol.lo 

de lisis ah.·aHna y ~I! corncrun en gck~ de a~:un.c.;1 al 1 '."{,_ 

Los pl.1.o;midos ~ tran.c.f1neron :1 p;1pd de nyJon y se h1hndaron con1r:1 Ja sonda específica 

para el az •. Los cn.,ayos de .. Sou1hcm hlnt'' demostraron que solo 5 c..:lonas contenían el 

inserto. Las clona...'i pos111v:.i..... por h1hndac1tin -'C an.::ih7 ... uon por ~cuenciaci6n, 

obtcni~ndusc un:i similJtud en ntH:k:t".ilidlls del 65•.r con rc.<.pci.:to a la secuencia del cDNA 

rcponadu para el .suhtipo u,..., clonado de hovmo. E•aa similitud se incrementó hasta et 

76C;:{, en .secuencia de amznoji.:1do!I. 

Se c~peraha una ~imuli1uJ mayor con rcspci.:10 a Ja secuencia reportada de bovino • sin 

embargo en función :1 Jos ensayos de h1hnd:11.:1('>n y Ja homología en aminoácidos. se 

comprueba que amhos fraA;mcntos pertenecen al receptor c.r.19 • 
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11.Ensnyos parn lo,:rar la clonudón de.• la rc1-:frin codifican h.!' camplcln n partir de 

lt..i"1A Col:JI obrenido rJc céluln .. ..,. ai.\.J.ad:L~. 

Para 1r.u.:1r <le otHcncr J.l rl"g1t111 ..;0J1fh.:anrc (.:ornph:1a de este receptor. ~e C'mplcó ramhJcn 

J;J t~c.·nka de H.T-PCJ{. Sc utllulí '-'omo l.'\lratcgia l;1 ;unplificac11"1n <le la rcgMn 5' y 3' 

1nth\.'lduahnc-nrc, mcd1;nm.: d cmph.•o de uligonuck•t"llido~ que pcnnit1cr<in d ahncamJcnh1 

'-'On la reg1l"'>n poli A d1..•J tn1..'rh;•J~ro 1..•n e! c01~0 Jcl <..'X.lrt:"tno 3' P.1r.1 Jof!rar ;unplUH:.1.r la 

~cuenc..·J:J s· ~e tlldJ.l'.:Jh'!J <;L"i;U1.."0í .. .'l;tS ;1k;i1nna.'\ de (l ph ( hl•x.:írncrn-. al a.t.;J.r). En C!-.tOS 

ensayos par..i a.'.<..'gtn.:ir J,1 ~11npJUi1.::1\.:1t"ln <le J.ts rc!!1onL" ... pcrtcnec1enrl·, .d mL·no.,.:i¡1..•n1 <lcl u,, 

se crnpkó un 3uo..•go de- nl1¡:l'fllh:kúudo_.., C.'.f>1.·cí11<..·n_<; par;1 d .1ouhr1ro n.•rH,tr:iJo. cJ u1 .... Se 

utdu ... aron <.hfi.:rcnti:.\ (.;on1h1n;lc.:11,nc ... ··up .. y "1.hi .. ._n .. con }(,.., "ptH1lL'r'>·· n1:...•n<..-1onaúo.'. 

arnba. 1...:1 c:..rr;i1c_!.!1;1 ut1fs.i';tú.1 '-·nn esto:·· '"k1L<;"' :-.e 1.•ncu1..·1Hr~' \.:1)n dl.·r.lllc en m~Jf.:n~1J )' 

m~lo<lo.s .. Se cn1pJ1..·arun ú1JL"rcnte.-. p:itn1nc-" de :11npJ1f11.:.1i.:1ún } ... e pr1)b:.lron J1.,,11nta .... 

l.'.'ond1c1oncs U1..• allnc;un1cnrn para Jn.'i ohgunudct•r1Ll• 1,,,, ... in 1.·r11b.1r1!-' L"ll nu1!:uno de Jo'i 

ensayos anlcnnn:s ~e ohru .. ·1.:n1n rc-.'iultallo.<> po:-.JtJ\<'S 

Cahc mcndon.;:1r que- en todos JDs cn!ta)·o:•. ~ cornú un "·nnrrnl un.:rno de la prcp.;ir;t<:tón 

de RN,.\. <.JUi.! cons1.\h! en Ja ampl1fil.."'<lci1ín t..'<Hl oft~onui:.;lc(itafi>s c ... pccffu.:os de rcgit..,nc~ 

pL"rt..;ncc1cn1cs aJ gene de Ja cn.1:ima G.t\PDll (glJ1.:cr;1JUdüdo J-Jo.ü.:.iio dC',<.h1drngcnC'asa) 

Se emplea como conlrof porque ~u mcns.;:1jcro es de los n1;"1s c: .. '>Wflks en mucsrras de RN.t\. 

hcpálico. En los cn.-.ayos de amphf1cadt"í:n p;,u-;1 Ja .. <0 rcgsonc:s J' y 5' del mensajero para. el 

a, Jos t.~onrrolcs antcrinrcs siempre lu,,;ron JHisitivo:;; Jn <..'U:.tJ es un ir11..fl1.:ador grueso de '-JUC 

Jas prcpara\.:1onc .... de RN/\ U~ J."JS cuafc.:i; se parti<J eran :1t.Jcc:uaúas. 

En función <le lns dalos anccnl)r1.~ ..... en tos cuales se Ucmucslra que nu es posible 

.amplificar Jos cxm.:mo . .; dd gene:. cJ no haber podido amplíficar el fragmcnlo 

pcr1cnC"cicruc a Ja rcgt<ín ccnrra1 con Jos oligunucJcóticJ'os rcpom1dos. adcm.1s <le f<l 

dcmoslrad6n por .1mplíficadt".1n con Ja G.t\DPEf de J;1 1mcgri<Jm.J úc las prcpar¡,¡cioncs, se 
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pensó en la posibilidad de una degradación d1fcrl!'ncial del RN/\ mensajero cspccffico 

para el reccplor a, " de c~h1lzL'i aisladas. 

Para comprobar dicha hipó1csis. se 1.ll~cfüí un c:i1.pcnmcnto que permitiera poner e.Je 

manifics10 las. n1rn..!ifi~•H:innc'i t:n l..t cxprt:~i<'m tk c .... tc mcn~ajcro durante el proceso de 

aislamicnhJ de las L"~lul~1..-. Nuc~l1·u~ c:,pcrunt:nto~ t:on .... 1:.11cron en seguir tcrnporalmcnlc 

el curso de la cxprc . ..;nín 1..k este rncn:.ap.:ro, por RT-f->CR. durante el proceso de 

d1sgn:gacion del hít!;ult'- Para C')Ji), :.e c.'\tr•iiu RNI\. de dt!'>lmta..'i muestras de !ejido en 

cada uno de los poi.sos scgu11.h1!> para el a1!>larn1cnt11 de: Jo" hcpatrn.:1tos. Corno referencia o 

basal se cmpk6 una rnw:stra dc RNi\ 1otal dt: hf!!¡u.Jo completo ~m digerir ni lavar. 
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316 pb 

2 .¡ 2 4 

a,, u,d 

Fig.16 A Cursos lcmporak~ por RT·l'rn. de las 1h11m1i1 mu~ltm de RNA obtenidas de 
hcpalocitos durante su aislarnicnto. I) Producto se RT·rCR hfgJdo completo 2) Hfgado la~ado 

con Krcbs Ringcr 3) llígado digmdo 5 rnm.wn col.1gcnasa 4) flepatociws aislados. 
Se empicaron oligonuck1\lidn.1 c.1p.:dfico.1 pJra caJ.111110 de los suh11po.1 señalados. 

Geles de pnliarnlam1<la al 7 .5','f teñid ns con br<imuro de ctid10. 
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111. Obtención de la rc~ión codificuntc cornplct!I a p;irtir de rnucstra.."i de RNA de 

híi:ado con1plctn. 

Debido ~ que el R:--: .. \ d~ hcpatrn.:if(lS aislado~ no se logró Ja amphf1c~1ción e.Je Jos 

c.'\tremos 5· y 3' del ~en..:-. en t~mro que <.."n mucstra.'i de hígado <.:omplcln pudo 

amplificarse el fragnH·nto 1.k J 16 pfl c~pcrarJo y c,\IC pcrtl!nc<.:c ;ll subtipo a, •• porque 

htbrida en condt..:H)nc:-. di: ;.i.H.1 .1:-.tnngi:n.:1;1 <:nn unJ .-.ond.1 cspccff1c1. cJccnJ1mo~ ob1cncr el 

cDN.A que <:Pnl1cnc .1 J;1 ri:.!!1t1n i.:11¡_hf1can1c- <:ompJcc1. part:cnUo de muc'itra.-. de R.!'JA úc 

hf~.:i.do Clm1plctu. 

l.os pnrnc-ro'> t~n-..1:.(''> p.ir.1 ohicncr !tJ-. c-..t1cn11)-. .._:,: lh.• .. art'n :i c:thd t.:n1plcant..ID lo'> Jol:-> 5" 

y 3' R,.\CE. < rap1U ampl1111.:J.11t•n nJ 1.:IJ:'\:,.\~ cmhl U:.: GJBCO'"'. 1.:lln muc:str.t.'> Je RNA 

obtenidas de híg.H..Jo ..:<•mpl....·10. cmplc.1nd11 5 pg t.h: R:"A 11·:.tl 

Sin embargo. en nin~unu di.! c.:.,1,'S cn:-.ayo:. :-,:.: 1•httJ'>1cron rc:-.ult~1ú11_<, po<.Jtno~. ya que 

nunca se Jogrl• amplificar tr.1!-'.rn~nto'> dd pc.'>o n1(Jk•cubr t::-.pcra.Jo ni n1ngün produc;to 

que hibridara con Ja 50nda c:-.fk"t:íf1ca p.1r..1 ~l u .• 

Debido a Ju anterior y p~1r;1 1r;it:ir tJc ;.impliftcar la rcg1ún 1..·cH..hlicantc completa. a partir de 

la secuencia del rcccp!or ª'""· donado de ho..-ino. se d1~cñaron un par de oJtgonuclcótidos 

cuya secuencia pcncnccc a las :"cg1oncs amino y carboxJlo terminales de estas regiones. 

Estos oligonuclcótiJos se nomhraron como ATG ( codón Je inicw ) y como GSP::? (que 

aparca con una región 30 ph ""Jowns1.rcam" al codón de t~rmino). EJ tamaño del 

fragmento generado por estos oligonuclcóth.Jos se esperaba alrededor de 1380 pb. 
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prt.l<.Jo~ Jos Jr;igrncrHPSi •U1h."nPr1..•!o. ful."Tt)rJ p1111r11..·.1d"' P''f el nll'l11d" (f¡: l"l'11rr11tq.:a1..·1•1•n en 

t."olurnn:t y pm:~ll'' 01 li!!<U C1•n J,,, \"l"1.:111r1..· ... p('HSk 1 ~ pTZJllf" SL· ll.ui-.11•1111.uon 

t1;:1ctt.•na .. tk• J.1 1..·1..·p,1 J '.\J 10.\ ¡J.._• /," 1 o/J 1.."( •1up .. 0 h'lll•''- 1..·, •11 1.:/c •I ~H t• th• 11~· '-lfll!llt 11..·11h,1/111 1,.·,111 

..:ada Ullllde lo'> lr~q!HlCnfl1, :11up/ll11...1Lf•·'> 1-:-.r.1'> fl-11..·1L·11.1"> -.~· 1·.,f<'n•fh"f(ln <'rl rncdr•• l.H 1..~in 

r-1.,. 

< ·.,,.ft••l 1+1 h1l>rit1 .. ._¡,·,n 

Fii;:. JH Placo1 de aurorndiogrnfin en tfondc x· rn11e ... 1ra l.1 híhnda1..·1ón de colonias que 

contienen cJ pJá.,n1n.Jo con el fragmcnr11 ur/tlo\\·n , pnr el 1n~1ndn úc h1hnúac11">n en 

c0Joni;:1. 
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De Jos eventos de ligación anteriores se obtuvieron 3 clonas positiva..;¡ con el inserto 

up/ down (360 pb}. con el vector pr.t:J9U. 5 clonas posi1iva.s con el mismo vcc1or c.:on el 

fragmcnlo upJGSP2 y 2 con el fragmcmo ATG/GSP2. De Ja.s clonas positivas amcliorcs. 

se ex.rrajcron cadcna.'i .scndllas y ~ .secuenciaron por el m~todo de S•rngcr. Se 

sccucm:rawn en prumcc..hu 270 pb pcncnccicnics a cada una de las donas positiva.'i con el 

inserto de JJf1 pb ( up/down } La simihtUtJ de es1as secuencias con la secuencia del 

cDNA que codifica para el suhlipo c.r. 1 •• clonado de bovino fue del 90"ft-' en nudcó1idos y 

c.Jcl 88% en protcfna 
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Tr.• c,,. .. ,.ct•r tQ •l"\O- th•t t....:> •llQn•a .. ••&a...•• ..... la•,..tl<:•l 1• •r· 
Cl:lNAaCVINO- CC:GC~~GA<l'AGC:iGCCAAAAC:C.CTC>GGC:ATC:GTGGTC:~CTGC'TTC: -::O .......... 

C:GYCTGCTTC: -lO 

C%>NA8CVtNO- <iTCCTCTo;..:::T::OGC7:iCCTTT-rT'"'TCTT&.GTC.ATGCCC.i.TTGG:::;TcmcTT 
•••1111111111101111111111111111111•••••1•111111111 

- GTCCTCTGCiG-CC'Ti:>CCiT":'"T":"TCTTl'oGTC..-.TGCC':::::ATTGYYTC~TCTT 

CDNADOV ?NO- TCCT::O.:OTTTCAGGCCCTCAc.;..AACC::O T"':""TTTA.:.AAT.r.GCAT"'!"TTGGCTC:.G -1 ~ 
11111 1111 •• , ••••••••• ···········••1 •••••••••• 

Fll;AG:llb - TCCTG:::OATTCAJ:;.GCCCTC~~GmTT~T.i.GCc.T"TTTo;GcTCC. -110 

CtlNAltCV% NO- GTTACCTAA~AGCTGCA TC~:::CCATTAT&;,TAC::CATGC:TCCAG TCAA -::00 
1111111r111r11111111••····· ,,,,,,,, •••••••••••• 

- ATTACC•.:.AACAYCTúCATC.;i..,¡:".cc::::::.:-.•c:ATAT.:'.CC::AT~":"CC:<..-:;.Tc~ -l•O 

C:NADO\I t ~.io- G.;..'.;.iTT.;.A.:...;..;.c,c,cc:TTTCAG'"' ... TC>TC":'"TC.AC.AATC::AGT:i •c•GCG~G -::.o ................ , ,,,,,,,,,,,, 
- c;.;.GTTCAA-"'...,..C.3-CCTTTG.:..c..:..;.T::¡,TCTT~ 

1c:1 .... t1t~ , 101 • c;r ... o:~; 
Nu""o•.- a<I' O•P• ,,.. .... t•O l"1 C:NA80VlNOo 0 
~111t::•r a.= Q•P• , ....... -:•<:i ,.., 1'""1AG:::Olo• O 

FJg. J9 Comparación entre Ja secuencia de nuclcótidos obtenjda del inserto up/down y un 

fragmento de Ja ~cucncia dcJ cDNA para el subtipo c.t19 clonndo de bovino.La similutud 

promedio de esta sccucnc1a y los demás Ct1. clonados es del 90%. Con esta similitud 

podemos afinnar que cJ mensajero que se produce en el hígado completo de cuyo 

corresponde al subtipo u1 .... 



DISCUSION 

EJ objetivo central del prcscnlc trabajo consislió en Ja carac1cnza1.:ión molecular del 

subtipo del receptor 0. 1 adrenérgico que se c.:ir;prc.sa en los hcpatucrto.'i de cuyo. median re 

la clonación del cDN,r\ que codifica para el mismo. El ol>Jc[tvo que se JXf.'>Cgufa con esta 

clonación era cxplic:1r Ja íncons1stcncia que existe entre Jo<;. resultados ~cncrarJo-. por 

ensayos tipo "'Nul"lhC'rn hlu1·· rcal1:t'..ados por nuc.<>tro grupo en el arlo de I 99.::::. en dom.Je se 

dcmosrr-aha la prc~n<..:1a de U.NA mcn.o.aJCto para cJ ... ub11p11 ºª' s1cnt..!o que d ~uhupo que 

expresa esta especie es el u,. 

Como c.o.tr.:ucg1a 1n1c1al p;ua Ja car~ctcn7 .. .-ic1ón n10Jcc11Jar de este rc1.:t."JHc•r !>C cniplcl"l Ja 

l~cnica de RT-PCR. 4uc pcnn111ó, partiendo de muc.\tro.1s de H.:-.;A rola! ohrcnida.s de 

hcparociro.<> ::usJados. l.:t oOlcncHjn de 2 lragmcnto-., uno de 26() y 01ro ú~ :!.J.O como 

resultado c.k Ja arnplil11:ac1(JO cun ollgonuclctJlHJo-. (up/duwn) rL'fllHt;tÚlh par..i Ja 

amplllicacit;n tic una rcg1~'ln ccn1ral de C~lc .\ub11po con un ramailo U..: 316 ph. E.<>IOS tllls 

fragmcnlos h1bridan1n en conUit.:ioncs de alta asrringcncc1a con un;1 sonda .::~pcc-ffu.:a 

(F1g. IJ). W sccucnc1.1 úc C....\!os dos fragmentos subc.:Jon;tdo~ en vcc(on: ... pJa5rnft.lu.:os tiene 

una :.imlliruiJ prorncdto al 65'.~: en nuclcót1Llos con Ja secuencia del cD;.;A par.:i c.\tc 

suhupo don;.ido de hovino, porcentaje t¡uc aumenta al 75')~. cuo:1ndn se tr:tlluc~ a proteína. 

Aunque .'>U stmilrtmJ en ~cucm.::1a es má-. baja a la c.<.pcr;.atl=i ( 90-95i;:;"·) se puede concluir 

que ~stos fr"agmcnlos pertenecen a un receptor del .'-.t1ht1po u,a adrcn~rgico. En c.'>IOs 

cn:.ayos se espera ha Ja an1pJif1cacll';n de un solo fr;1¡.~rne11t•1 d<.! 3 J {¡ pb, .iunc1uc 5e protiaron 

t.IJ:.tinta .. 'i <.."ont.l1c1onc .... de arupJz1il..:ac1(m. no pudo obtenerse el lragrncnln anlcnor 

El hecho de h;:ibcr ohrerudo ~ frai:n1cntus t.le menor 1amar10 con una sin11Jitud en 

secuencia h;.aJa y la 1mr>os1brl1dad de ampJ11Jcar los cxlrcmo.<> 3' y 5" del gene en muestras 

de RNA de c~Julas ai~Jadas. podrían indicar Ja degradación d1fcrcncial de e.sic mensajero. 

En todos cslos ensayo.'> s1c111prc se corrrti un control interno de Jas preparac1oncs, en 
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donde se lograb:in amplificar fragmentos pcrtcnc~u:ntcs al cDNA que coc.Jifú.:a para lo. 

GAPDll. 

En Jos ensayos donde !>e prc1cn1J1tj dcmo~trar c!'>ta degracJacii":m mediante Ll cm~lica de 

exprcsit.,n de 1..·~tc mi:n.-..aJl!ro durante el pn1cc:-.o úi.: .. 11~lam1cnto de l;ts c~lula...~ <F1g~- J(1), 

puede observarse que Ja !'>eiL1l Je h1t111J;1c.:11'1n par;t el subtipo et:. thsminuyc c..:onfom1c el 

proceso de ;uslam1cnto .n;:1n/:1. t.''>t•J e'> en IL'Jl,lo fntq_:rd o --.e;1 en el hígado cornpkto, por 

RT-PCR se obucnc un :-,,,Jo :r.i.~:ment•1 de 3lt1 r:h que hihnd:t en t.'(>ndic1nne ... de alta 

astringencc1a contra d n •. en 0.:1>!11t.1p.1rh:. J.1 •.:.1ntic.bd d..: c:'>le prudtH.:to d1<;rnmuyc en 

mucstra.s de RZ".-\ di: c1..~lt1J.1.. .... u:-.l.1J.:i_<; 

Se ha demostral.!o qw: 1..·l pr••Ce\(J L!·-' ;11'>!:1r111e!Hti tk Jo:. hcpatr1<.:110:. '-'.•ln cql.1gcnc;L..,a 

produce alteración en la cxprc.'>H~•n d~ d!'>llt1l"" f'.C'<~.:<. en el h!gado f53). en parte debido a 

que la colagenea~.1 de!!r.lúa J.1 matrl/ e.'\tt.Kdubr que m.tnl1i.:nc u111d:1'> :1 Ja .... célula.o;, 

hcp.1t1ca._<> C{1nformand11 el IL·pJu. S...:: h.1 l'f1'pUL'.'>!1) qu..: l:1.'> 111tcr;:1cc1vr11.::. c~lul.1- n1atnz 

extraceJuJar n:~ulan el pr1'c-.·~o dc diterenc1.1c11'1 11 cn k!'> hcr;.ltPC!lO"> 1..k rat;1. prcc1sarnen1c 

porque el uso LJc la col~t;cn...::;i_'>a p;:i.r;1 b. d1~!!r.:gac1(m úcl ri.:J1úo hcp:it11.:o. al rncno.i,; en la 

rata. produce un cambn> en el p:itrtin 1..k tran-.cripcHJn de gi.:ne:.; con10 c-n:yc, c-fos ~· 

jun-b. El aumento en los nl\:clc.'> de t1...i.n:.cnrc11'in de c""ios ,f;Cncs .'>e relaciona t.:on procesos 

como la difcrcnc1ac1ún y prnl1fcrac1t1n ccluL1r ! 55-59). En nuc-.tro lahoratono se ha 

reportado que otros. rcceptnrcs acoplaJq~ a m1:-.mu s.1!.tcma de tr.insúuccu';n que Jos a. 1• 

como los receptores a ang101cnsma II müdula la expresión de c-fo.t en hcpato<.:11os 

aislados ( 63-64). Siendo el !;ene que busi.:amos. un genec que coc..lif1ca para una hormona 

cuya acción se ha rclac1onado con prL"'Cl.!:.o~ de prollferac16n, aunque de n1ancra t~1nJfa con 

respecto a las rc!-.pu.::.ta.<,. mmcd1;na.-. que la ;1Urcnalma pruUucc en el hígado, cabe la 

posibilidad de que su tran!-.t.:ripd<in sea regulada 1:1mhi~n por es.te tipo de intcr~H.:cmne.s. 

Con la cJcmostrac16n de la degradación d1fcrem.:ial del mensajero para el subtipo c.x 1 A en 

hcpatocitos aislados. en conjunto con Ja dcmostrac1ón del aumento en Ja trnnscnpción dd 

mensajero para el subtipo am. puede explicarse el porque en los ensayos tipo 



••Nonhcm blolºº hechos en 1992 hubo scHal de hibridación positiva con una sonda 

específica parJ c...o¡tc sub1ipo. 

Como el RNA mc11~1Jcro para cJ !-.Ublipo u 1" c.'itá degradado en muc.s1ra.'i de RNA 

obtenidas a p:Lr11r de célula ... aisJ;1da.'i, c!.. .. te se cncucmra en baja cantu.Jad. Jo cual no 

permitió ponerlo en cv1dcnc1a en los L'ns.ayos de '"Nonhcrn blot'" que: es unJ t~cnico1 prn.:o 

scnsjhlc para dcrnos.1rar Jot prcscnc¡¡t de rncn!'>aJcros ptx-o rcprc~nt;idns en :muestras de 

RNA total. dchido a que Ja .... pohlacwnes de men..,.a¡..:ros rcprc:-.cnt:in el _>•-; di..·t RN.-\ total 

de una c~JulJ. 

Corno en los Crt!'.>a}o" de Nurthcrn .-.e dc11lo.'>lrt'.'1 h1hndac11"ln con un:t .,onU:t cspccffic;1 para 

el ~ublipo a!f>. M: t.h.'>Czl;uon un par de ohgunudct1udn-. cspccílu.:o-. p:ua IJ Jn1pllfu;ac1ún 

de un fr;1gmcn10 de .:so ph pcrtL"ncc1en11: .;i Ja reg1<ín c..:n!ral (V y VI lransmcrntlranal) de 

este suhupo. Los ol1gonud~t1t1dn.'> an1cr1orc_.. fueron prohadus con R;-..; .. \ de céJuJ;is l<at- J 

que tienen 1ran.<>fcc1:1do t.•I n:ccplnl" ... uht1po u 11 ,; en c . ..,1a,:-. rnu..: ... ua ....... e uhttP.1.l un Jr.tgnicn10 

de 480 pb que h1hrHJa en condH.:1ones de al1;1 a<,lr¡ngcnC"c1.1 con un.:i. .<.on~fa C!>pCcff1ca para 

este suht1po. f:>c d1fcrcn1cs L'O_..,;.iyo.-.. para dLlcnn1n:ir J;¡.., condn:1onc.<, Lk an1pllf1cac16n se 

ob1uvo que Ja lcmpcr.Hura de ahnean11cn10 del 0Jigonuck6l1do es Lk 55"C, con una 

ex1ensuín Je 7 n11nu10.'> a 72"C, durantc 35 ciclo<> 

Al probar estos ollgonuclct'>1idos con t.:;1.Ja una de Ja..s mucs1ra.s ohlcnrdas durante cJ 

proceso de ai:-.Jam1cn10 de l:ts c~lula<>. ~ puso en c.vic.Jcrn.:1a que el mcnsa1cro para este 

sublipo no ;<.e;: cncucntr:1 en ICJ1do fmcgro, en cambio en las muestras de hígado digerido 

durante 5 y :?.O minuto .... y en l:L<> muc ... tras nhtcnH.las de células aisladas, si existe este 

mcns¡¡Jcro. porque por RT-PCR .-...e: oh1tencn a partir de éstas, un fragmento del tamallo 

C...'i.pcrado ( ·lSO ph) que h1hrHJ;m en cund1cioncs de aha astringcnecia con una sonda 

específica. 
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Esios ensayos ponen en cvuJcn~1.1 la po.'>rh1JaJ.:1d de un.:1 fr.::in!:.1crún dd ~uh11po de receptor 

ex, adrcnérgico dur.:1nrc el prrn: .. -eso de ;:1i_..,J;inuenro l!c fa_.., cC:Julas. Len rc.\tllt;.idos anrcnorc...,; 

ponen de man1ficsro i..·arnt-.111.., L'll J.1 rr.1n ... u1pc1•'1n i.!t= Jus rncnsajcros, t:~uuh1os que ocurren 

mucho mois r<1pido tiui: llis <..";:unhw.'> en l.'"\fll~'>zc'1n E-''" c"\phca port¡u~ en rncmbr.:mas de 

hcpatocitos rcc1~n ai-"'J;1Jo ... nl' e'> posible dt·1cc1.tr pur ··ti:ndm¿!" Ja pn: ... cnc1;1 tlcJ subupo 

0:1tk a pesar de que por H.T-PCR :.e puede LfL•fL•i..·t;ir el rncn~~IJCro para eJ rn1.\mo 

EJ tiempo real de a..i~L1tn1l"nf\• ,k 1.h ci.!Iul.1"' rlP e'> rn.1:-.•'t .1 J 5 rn1nu10, po.-.rcnorcs a J."l 

digestión cun coJ;1¡:1.!n1..•a..,.,1, c:-.re ricrnp·J nP e' ... urH.:~cnli: u 0 n1u p:ir;i f'Pt.!er ;1pt<..'<..·1ar un 

c:unbio en la prorc:ína quL' _ ... e e-...prc">.1 cn l:i rn:.::nbr.u1.1 ú.: lt):" fl._•p..1rncJ1u\ Por eso el 

Esros ensayos son "<;lo un 1niJ:c10 de l.1 r(~'>1h/1d.hJ i.J.~ un:t rr..1n'".1crún d.:- .... ubt1pos. que 

aunque no en conc..hc1oncs f1s111h'•gn.:.l.'>, t-in ... •n p<1drt.1:1 ~><.:urnr en rr••CL".'.1!'> ~/tJI.'.' alh.:rcn esa ... 

condiciones. <..."OffiO Jll.'.'p.J.rccrnn1fJ J'~líCJ.iJ, lr.11J<,f11rrn.ii..·¡,'1n fll;il1¿'.tl,I <I L"Jf!4l.\J'>. l'ZllJC O!tfl.'>. 

La ohtcncit~n úc ¡J,1lo!> l.k ··tnnL1u1g·· cun n1c.·rnbr.:.1n.1.'> de hcp;11n..:1f•·~ <..·ul!1v~do'i podr.1n 

confirmar Jas obscr..·acioncs a111t:norlº.'> 

Existen evidencias úc una fr.1n~1c1t•n, pero de trpo., Lle rt.<occprore'> adrcn~rgu.:os en el 

hfgado de rara.s Jú\"cncs donde J.1 ;1cc1<Jn :1drcn~q_:1c.;.i L'S n1c<l1.il1 • .1 prc1f«,ininJnlcmentc por 

receptores a.1; en proceso~ con10 Ja ú1fcrt.:nc1;u:1l~n de hcp.1ro..:1r11 .... <-''>lo'i e/ceros son 

mcd.iados predornrnantcmcntc por rc-ccptorc.'> t.JcJ llpo JJ;. <S·lJ 

Se ha comprobad0 1amh1C:n que <..Jur;1111c J;1 rcgcnccr:ici<m. r.kspu~s de Ja hcparccromfa 

parcial en rata .... Jos nivele~ de R:-.i,.\ mcn.sa1cro p'-lra suhripo r:r. 10 cambian . .Adcn1.1..o;; en 

función a que :.us nJ'\:ck.'> úe transcnpcir'm aumentan dcspu~s tlt!I nadmicnro. se h<l 

propuesto al mcnsa1cro para el subtipo a 10 como un marcador tlc maduración celular y 

diferenciación del lcj1do hcp<11ii.:o .(5·i,60J 

'º 



Esto hace pensar con rc..."ipeclo a la mull1phc1dad de sublipo'> para Jos CX1. que reconocen a 

las C.31ccolamina..'i cnde\gcnca.'i adrenalina y nor:u.Jr-cnalina con una afinidaiJ muy simdar, 

adcm.1.._ de ac1.ivar el s1 ... rcma de transducc11~n om Ja nu.s1n;1 cfic:ac1a; c1uc en condiciones 

nnnnalcs hcp.1trcas. l;1 prc..-.cncra de un suhtipo u otro no e_ .. relevante para responder a Ja 

hormona adrenalina en condicmncs tic c.'i.tré .... Sm embargo. la habilidad dl! c ... ws subtipos 

para cxprcsar .... c de rnancr:1 difcrcnc1al duranrc el dc.. .. ;arrollo y la posible transicü~n de 

subtipos por ahcrac1(1n de la ma1n;. c:~rracclular, ponen de mamficslo que la rt!'li:vancia de 

con.\Crvar cvnlu11 ... ·:trncn1c estos .. uht1po.,. c.'i prcci .... an1cn1c ~u rclac1ún con proceso-. a 01.1.s 

largo pla.l'o como pro1Jlcrac1(1n y d1fcrcnclaci(>n celular genccrados por acción 

;uJren~rgic:t. 

Como en l;1s muc..stras tfc RNA obtenu.Jas de célula .. -. aisladas no fue pos.1blc lograr Ja 

amphficac1ón de la.'> n.~~1ones 5' y 3' scguramcnrc porque el RNA se est.1 degradando, 

empicamos RNA de hff!;HJo completo p:ua tratar de dunar Ja región cod1ficamc completa 

Se u1iJi.,_aron m1c1'1Jmcntc lo<o kit:;, 5' y 3• J<.1\CE pOlra amphficar ambos e'<trcmos. En 

ninguno tic c:-.to_<¡, ensayos~ oh1uvo rcsulrado pos111vo En Jo.<> ensayos s· se obtuvieron 

una sene de fragmentos que h1hru.Jahan conlra fas.onda C."~cffica para el subtipo a 1A; sin 

emt>.Jrgo ningunl} t..::nf:t cJ pc ... o molecular c5pcrado y Ja ... canlidades que se obtenían por 

rcamplificac16n de Jos fragmentos m:í.'i i;r;:mdcs ( 1 130 ph) no eran suf1c1cntcs como para 

purificarla..<> y Jigarl:ts en vcctorc'i plasmfd1cos 

La amplif1cac1ún de J.1 región 3' quJ.1:.1 no Juc po!-.1ble tJctndo a que Ja región no traducida 

es de ;1pro:omatlamcn1c 'JJ-t pb ( tamafiu de Ja rcgi6n 3' no cud1fit.:ante del cONA 

obrcniúo de hovinoJ. lo que en conJun10 con el 1an1a11o de Ja región cotliflcantc esperada 

(900 ph porque ~e u'ia como ol1gonucJc(Jlido ant1~cn~c el ohgonuclcól1do up ya repona<.Jo) 

dan corno rc:-.ullaúo un fr;igmcnro tic ca~i 2.0 kh. un fr:1grncnto muy grande que es dif!cil 

de ampJ1f1car por PCR.. 
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La región 5" del cDNA que codifica para el sutit1po u 1• en el bovino conuenc una región 

de 94 pb no traducida. rica en sccucnc1;L" GC, h> que: ;1umcn1.'.l Ja posibilidad <Je Ja 

formación de estructura secunda.ria en c .... a tcg11~in ;1 1.1 tcmpt:r~tura ;1 Ja que se lleva a c;abo 

el aparcamiento de los oligonucJcóLJdo~ C 55''C ), lo cual 1mp1ú16 e\tc proceso. no 

permitiendo Ja ampHficacil"-'n de esa 1:una en l.t'> mw.::-.!ra .. de cuyo En funci6n de Jos 

resultados antcnorcs se d1se11aron un par de ol!gonuch.:(,t.Jdo.,; CATG/GSP2) que aparcan 

con los extremos S' y 3' respectJvamcnlc tic la n:g1<Jn cod1lu::1ntc c.:omplcta de c~te 

subtipo. Estos 0Hgonucleótidonucleljl1úos fucn>n proh.u...l!l'> con R:--.:A de células R.:1t- l que 

tienen el receptor a 1• transfect.:ido para mont.u c1111da;1ll11i.:::.., úc an1pllt11..:;:1c1ón e.Je un 

fragmento de 1370 pb. 

Las condiciones de amptif1cación ha10 las cualc .... c .... tL' fr;1gmcnto pudo ohtcnerse fueron: 

aparcarncinto de los oligonuclcótidos( annealing) a 55"C:: J mmulo • c~1cns1ón a 72 ... C 

7 minutos, acompa.fladt)S de 2 minutos de dc!i.amur~1ll.1.~1c1<in "-' <J-l"C al in1c10 de cada 

ciclo. El número de delos empleados fue de 35. U:iJo 1.· ... ta'> cunú1c1oncs Ú!! amphf1cación 

se obtuvo un fr.igmento de 1373 pb, que h1bndl"t en c11nt .. hc1onc:-. de •tila a.. ... tnngenec1a 

contra la sonúa específica para el subtipo a., •. 

Dcspu~s de montadas estas condc10ncs, Jos ollgonuclc(JthJo'i s<: probaron con la.o; muestras 

de RNA de hígado completo de cuyo y pudo obtener~ un fragmento de igual tamaño. 

aunque en menor cantidad que los controles como se muc .... 1ra en la figura no.16. 

El fragmento anterior fue clonado en un vector pJ.:ismíd1co y la región que ha podido 

obtenerse de la secuencia (250 pb) tiene una .similitud en nudc(1t1do!. del 95% con 

respecto a la sccucr:cia reportada para bovino. 

Para comprobar que se t1cnc el marco de lectura completo es necesario terminar de 

secuenciar el fragmenm completo, además de ana117..a.r vo:1na.."i clonas con el fin de corregir 

errores durante la secuencia o bien Jos errores generados por Ja amplificación Jl.:vada a 

cabo por Taq polimerasa . 
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Los da1os moleculares ( J1jbridación y secuencia} obtenidos durant(! mi tratlajo de rcsis 

comprueban que el fragmento dcJ receptor subcJonado en el vector pl.L.J9U pcm!nC'CC al 

subtipo a.,.,, 

Solo mcd1anh! la lransfccción de este fragmcruo. clonado en un vector de expresión 

cucariotc en líneas ~cluJarcs modelo, <JUC pcrm;ra hacer !studios funcionales de Ja 

prorcfna. que éste co<.Jífica~ se podra confirmar si pertenece o no al gene esperado. 
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CONCLUSIONES 

- El receptor a 1 adrcnérgico prcscmc en cJ hígado del cuyo c.iractcri.l'.ado rnolccularmcntc 

corresponde al suhlipo e.ti,., Esta clasificación se basa en que. en muestras de RNA 

aisladas de hígado completo, se logró la ampfilicación dt!' un fr:1gmcnto de 3 J 6 pb que 

corresponde .-i unn región ccrnral de este subtipo 

Este fragmento hibridit en c<1nJic1oncs <le aira a~aringcnci.a con una .-.on<l;1 c:<.pccifica 

- Se encentro tan1bién que, la tra.nscrlpción del f{'.\.',.\ meno;,;iJcro p.-.r.:i el subtipo a 1A 

d1sn1inuye contOrrnc ;r\.·,uua el pruccs<.• de aisl .. Hnic..·nto de /o.,. '1c.:p.H!lc1to...,, 1ncrc1ncnt.:indosc 

a su vez. la transcripc1ún del mensajero p.ua el ~uhtipo rL 11 , 

- La transiciún de ~uht1po'> Jurante c.:1 procc':.d de ;usl:unu:nlo de los hcpatoci1os. puede 

deber.se a alteraciones gcm:r.:1das por Ja :1cc1on Je l.1 cn.r.irna colagcn.:isa sobre las 

interacciones célula-matri7- cxtracclular cxbtcntcs entre lo!> hcpatoc1tos l!stc fCnómeno de 

transición explica el porque en cns.i.yos tipo "";'\.'orthcn blot'" con RNA total de cCJulas 

aisladas no se haya podido detecta~ Ja prcscnci:::J del subtipo a, .... que es el subtipo 

caracterizado por .. binding"' E~ra transición c.xphc.i. 

positiva con una sonda especifica para el subtipo CLrn 

tambicn la ser1al de hibridación 

- Se determinaron las condiciones experimentales para la amplificación por RT-PCR de 

tres fragmentos pcncnccicntcs al receptor a 1 adrenérgico presente en el hígado del cuyo 

(3J6 pb. 6JO pb y 1373 pb) que hibridaron en condiciones de alta astringencia con una 

sonda para el subripo a.1., El fragmento de 13 73 pb corresponde a la región codilicantc 

completa de este gen 



-Los fragrncnlns anteriores fueron subclonndos en vectores plasmidicos. El 3n31isis de una 

secuencia parcial de c!>los f1agmcn1os, reveló una similutud promedio del 95~~ en 

secucnci3 de nuclcótic.Jo~ con !i.ccucncias ya rcponnda'.'> para el subtipo a 1,., obtenidas por 

clonación de olras especies 
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Apéndice 

Preparación de soluciones. 

TBE 10 X lOS g de Tris ba.sc 
55 g de :leido bórico 
40 mi de una solución 0.5!\.1 de EDTA pH 8.0 

Aforar a 1 L 

SSC 20X 175.5 g de NaCI 
88 g de citrato de sodio 

Estcrili"_ar con vapor. 

SSPE 20X 175.3 g de NaCI 
27.6 g de ~aH~PO-t 

Aforar a 1 L 

7.4 g de EDT A ( .:1cido ctilcn diamino tctracético) 

AJUSla.r pB a 7.4 

TR.1-REAGE:"-'T (extracción de RNA) 

10 mi de solución D 
10 mi de reno! ~aturado en agua 
1 mi de acetato c..k sodio 2 molJL pl-l 4.0 
SO µ1 de P-mcn:apto\!tanol 

Aforar a IL 

Se prepara fre\>Co con pipetas csti!nles. Cada componente excepto el fcnot debe 
cstcnlizarsc por separado. 

Solución D. 

250 g de ltocinato de guan1dina 
293 mi de agua con DEPC ( D1clllp1rocarbamato 0.2%) lnhibidor de RNA ·sas 
Añadir: 16.6 ml Je citrato J..: sodio 0.75 moUL pH 7.0 
Aiiadir: 26.4 mi de Sarko~yl al 10% 
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l\.1cdios de Cultivo 

LB ( 1\tcdJo Luna Ucrtani) 

JOgdc NaCI 
10 g de p..:ptona de cascfna ( GJBCO•) 
5g de cxtrat:IO de Jc .... adura ( GIBCQ•) 
1 R e de agar ( s<11o par.- medio sólido) 

Disolver en J L de agua. 
Esccrili,.ar 

LB nmpicihna 

Por cada JOO mi de medio Jfquido se Je adiciona J mi de una solución de ampicilina al 
2.5%. 
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