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INTRODUCCION
Un si mplejo de 1 quimi es utilizado por las células para
di y regular sus actividades. Las diversss ! ful e i tal ,
ocurren a través de 1a mediacién de Iéculas que funci como mensajeros guitnicos
cuya ! pucde ser peptidi idal, il biogéni entre otras (Goodman y
Gilman, 1994).
El Sistema Nervioso Auténomo, al igual que otros si utiliza
d de fes para convertir un imul lular en una P ylo
hace a s de Ia si is de i idas como neur , y son: Ia
inefrina y la ilconina, que pland. & su recep 1 especifico
presente en la célula bl d d 1a sis is de otras ias IL d d
mensajeros y la activacion de este sisterna transductor counllevardi a respuestas
determinadas como por ejemplo Ia relajacién del misculo liso, glucogendlisis y otras
dependiendo del tejido involucrado (Goodman y Gilman, 1994).

Cuando el Sistema Nervioso Autd (o Sanpitico), es imulsdo por la
actividad fsica, la id icologi las r i térgi lizadas, entre otras,
lo hacen via receptores a o S-adrenérgicos y las P d dendas por la
activacion de estos p se ejeroplif en el drol.

Aspectos Farmacolégicos

A lo largo d¢l trabajo, nos referiremos a léculas tipo ag o i

cstos se pueden definir asi: los fir que imi ia ion de flcol o
d lina y p. un bio en una d. inada funcion se d 5

los serén que efectos de inhibicion de la ion de ilcoli:

o d 1 Alg jempl de ag adrenérgicos sintéticos son: la

1a clonidina, el isoproterenol, ¢l UK 14,304, etc.




Organcs efectores Tipe de Respuestas
Ojo
Musculo radial del iris @ Contraccidon (midriasis)y++
Muasculo ciliar B2 Relajacién para vision lejana+
Venss (sislémicas) afy Constriccion ++dilatacion++
Pulmén
Miusculo liso traqueal yi{f; Relajacion+
| bronquial .
Glandulas bronquiales &Pz i
aumentada
Motilidad y tono oy .oifs Disminucidn (genesaimente)+
Esfinteres @y Caatraccidn (generalmente)t
Secrecidn Inhibicién 2?
Intestino
Motilidad y tono @y,a3:0, 8 | Disminucion +
Esfinteres ay Contraccion (generalmentey+
Secrecion az Inhibicion
Vesiculas y conductos biliases Bz Relajacion +
Rifién
Secrecion de renina cy:fy Disminucion+ aumento—+
Veii;
Trigooo y esfinter a Conatraccion ++
Uréter
Moilidad y tono @y Aumento
Utero By Embarazado: contraccion
(a);relajacion B2 No
embarazado: relajacién (f
Organos sexuales masculinos T E |acion +++
Piel
Glindulas sudotiparas a, Secrecion localizada+t
| Capsula espiénica ay:f; Contraccion+++:relajacion+
Musculo esquelético Ba Aumento en ia
idn de K*
| Higado afy Gt nolisis uco. Enesigrt
Phncress
Isiotes (células B) o3 Mayor secrecién +++
Células adiposas a:fs (B Lipolisist++
Glandulas lagrimales @ Secrecidnt
Glianduia pineal 8 Simesis de melatonina
Hi Bis erior 4 Secrecion de hormona antidiurética

Cnldro 1. Respuestas fisiolégicas controladas via receplores adrcnérglco!.

req;uesmsaclutﬁmnds-ﬁa ~H-+ para indi w

yh

enel

(Tomado de Goodman y G:lman. 1993)



Existen 4 grupos de i delos P d érgicos y son:
1) A 1quil - Haloalouil

] i que blogt a los P al y a2

drenégi de

irreversible, como cjemplos se tienen a la fenoxibenzamina
(Goodman y Gilman, 1994) y la cloroctilclonidina (Han y col, 1987).

2) Imidazolinas.- Dentro de este grupo se 1a Fi lamina.L.a F lamina e¢s un

con afinidad simil

mp para los receptores al y a2 (Goodman y
Gilman, 1994).
3) Quk 1 pip iniles- La p i es el p ipo de esta familia, es un
antagonista al-adrenérgico muy p y selectivo (Good y Gilman, 1994).
4) Indoles.- Como la yohimbina, que e¢s un i 1 paralosr ptores a2
(Goodman y Gilman, 1994).
MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES.
Los eft biologi dela drenalina y 1a ad lina son diados a través de
P b 1 alfa y beta-adrenérgicos; estos se encuentran
\| lacionados, pero lan pr dologi disti al lar 1a
i is o lib ion de dife d

os (Good: ¥y Gilman, 1994).
Los receptores adrenérgicos se han subdividido en tres tipos denominados «l,a2 y

B. La ivacion del recep al-adrenérgico lleva a ia lib ion del diacilgli 1l e
incrementa el calcio & lular. Los r P a2 y B ad érgicos se

plados de inhibitoria y esti i specti ala i denil
icl A i i6 i ¢ al isti de los 3 componentes
principales de los i de tr d i6 laci d & estos receptores
adrenérgicos, con particular énfasis al recep a-2 ad crgi

ot et e P o M A



RECEPTORES

Los P d érgi P a Ia familia de receptores de sicte
domini b les que se plan a p i G, d de esta familia también
se los P! lin érgi inicos, los P parala is K,
y los P de rodopsi etc. A su vez, ti risti partidas entre sus
miembros: 1) son p s b 1 con sicte dominios hidrofébicos

e r

designados del I al VI, 2) poscen residuos de icido aspirtico ap
pars demarcar la regién citoplasmitica de los receptores em los dominios

transmembranales IT y ITI, 3) conticnen residuos de prolina, en los dominios IV, V, Vly
ind dobl en la estr alfa hélice de 1a proteina para formar

VII que se pi
regiones interdigitantes (Hoffiman y Hartig, 1990).

Receptores B-adrenérgicos.

Los receptores B-adrenérgicos, f1, 32 y B3 que son los subtipos descritos a la
ia de innal, inala

fecha; se acoplan a una proteina Gs que a su vez se P
i denil icl (AC), esta enzima cataliza la conversion de trifosfato de
adenosina (ATP) en 3°,5" monofosfato Ciclico de adenosina (AMPc). La activacion del

d ala lacion de AMPc, esta acumulsacién activa a la proteina cinasa
d a la ale ion de

P

dependiente de AMPc y csta al fosforilar diversas pr
funci )| (Good ¥ Gilman 1994) ver esquemal.

diversas

Receptores a-adrenérgicos.
La i ion de los P
(Gyg) provoca Ia activacion de la enzima fosfolipasa-C que hidroliza los fosfoinositidos

a,-adrenérgicos, al acoplarsc a una proteina G

mp de la brana pl ati en dos Iéculas, el diacilgli 1 (DG) y el
inositol-1,4,5-trifosfato (IP;). El DG tiene como bl de i6 1} 1 dela
familia de las pr = C. El IP; estimula la lib i6n de Ca** de los depésitos
intracelulares y el Ca®" libre, a su vez, imula a p i i ibles a calcio,
1, de las I T 1 demas a otras pr i i como por ejemplo la

lulares incluyendo canales, bombas y

proteina cinasa C que fosforila hos sustratos



P inas de i bio ibnico pars regul " PP difica la
de este ion di en otros mparti; lul. , asi como la
actividad de enzimas que tienen al calcio como dulad 1 itico, p do 1a

Esq 1. Rep ién de los ) d érgicos plados a sus efe
Al abrevi das en este esq son:
Hormona (H), ptor a2-adrenérgico (a2AR), enzi denil. iclasa (AC), P

B-adrenérgico (BAR), p ina cinasa dependi de AMPc ( proteina cinasa A 6 PKA),
fosfohp-s- C (PLC) receptor & l-ndrenerglco (axlAR), Inositol-1, 4 5- mﬁuﬁlo (aP3),

idilin 1 -4,5-bifosf (PIP2 6 referido en cl texto como fosfi ), P il
cinasa C (PKC).

activacion de vias boli mp lizad como la ghiconcogénesis y la
énesis (Torres-Miirg 1991) ver esquema 1.

Los receptores a2-adrenérgicos se acoplan a una proteina G (Gi) que inhibe Ia
actividad de la i deni icl P do la disminucién en la produccién de
AMPc (ver fig.1).

Exi 3 subtipos de r ptores a2-adrenérgicos: los receptores a2A, a2B y
a2C. Cada reccp iste en una cad: polipeptidica cuya composicion de

aminoacidos varia, asi el receptor @2A y el a2C son proteinas de 450 aa., mientras que el



a2B tiene 461 as. Tienen un masa mole-ilar variable, el receptor a2C tiene una masa
lecular de ap imad: 50 kDa, el x2A de 64 k Da y cl a2B de 73 kDa. Sus
secuenciss son muy similares, se observa una h logia de aproximad. el 45%

entre los tres subtipos de
y.lah logia en sus regi b les es de apr

d 75%

(Regan y col., 1988).

El
subtipos de receptores a-2 adrenérgicos, se encuentra glicosilado en dos sitios en los
a2C (Weinshank y col., 1990). Los

inal que posee una homologia pequeiia, entre los tres

subtipos a2A y a2B en los, pero no en el subtip
oligosaciridos no forman parte ¢n la union al ligando y no tienen actividades biolégicas; se
! del que de

piensa que su funciéon radica en proteger al extremo

proteasas (O° Dowd y cols., 1989).
Los genes que codifican para los 3 subtipos de receptores a2, han sido clonados,

iados y exp 4 i < de biologi tecul. que das a
técnicas de unién a2 I dos (i i y agoni dos radiscti han
jitido su izacion fa logi para dif iarlos en subtip como se

présent- en el cuadro3 (Regan y cols., 1988; Weinshank y cols., 1990; Kobilka y cols.,

1987).
Cusdre 2. de los 2 é
SUSTIFO DE LOCALIZACION EN EXPRESION EN SELECTIVIDAD
RECEPTOR EL CROMOSOMA CELULAS FARMACOLOGICA
@A io HT29,COS-Cl10 Prazosina >ARC-239 >
clorpromazina
@B 7] COS-C2 Cx i
>praosing
a,C 2 OK, COS-C4 C 2
on X

S b et i



PROTEINAS G.

La subfamilia de p i Gp a Ia familia de protcinas que ligan GTP,
cuyos b tienen isti ales y funci les en in; todas son
h iméri fi das por las idades @, B ¥ ¥ . La subunidad a liga a los
nucledtidos de guanina con alta afinidad y posee actividad intrinscca de GTPasa , las
subunidades B y v estén fi ligadas (; que no 1 ) para formar un

complejo funcional By (Spicgel y cols., 1992).

Los receptores activados por una secilal extracclular apropiada (Fig 2),
como h s, f de luz, etc., provocan que cl GDP ligado a 1a
subunidad a sea liberado y que el GTP sc uns a dicha subunidad; Ia uniéon del GTP

P! un bi fe ional en la subunidad @ que causa la activacion de la
proteina G y lHeva a la disociacion de la subunidad o del comple'ju By.
La ivacion de la p ins G es suprimida por la actividad GTPasa , que hidroliza el
GTP ligado a la subunidsd o pro do un bi £ ional de la subunidad y
do su afinidad por el complejo By (B vy cols., 1991).

Dos herramientas utilizadas en el estudio de las proteinas G son: Ia toxina
Pertussis y la toxina del colera que p modificaci 1 en 1a subunidad a
de las proteinas G (Fig 2) por la transferencia de ADP-ribosa del NAD a un aminoicido
especifico dentro de esta subunidad, tales modificaci it bién en alt i
funcionales de la p i
1) La ina Pe i it ¢l ADP-ribosa a un iduo de Cisteina®’ en 1a regié
carboxi-terminal de ail, ai2, ai3 ao, at, do el d plami del P ala
proteina G y provocando con esto una activacion i de 1a adenil icl (Spi 1
y cols,, 1992).
2) La toxina del cél liza 1a ADP-ribosilacién del residuo Arginina®™ en Gs,
impidiendo Ia iscion de afy, por inhibicién de la ividad GTPasa, causando una

activaciéon “‘sostenida’ (Spicgel y cols., 1992).



2]
/ Recepeor
ecrx @ GDP
-.- o)
EFECTOR.

Figura IAE! cicio de la GTPasa de 1a proteina G. En su estado basal o estado inactivo, Ia subunidad
ueﬂiunidllGDPyau inda como un h conel jo By. La i i6n con la
fulsr de un ivado por su agoni duce al io de GDP por GTP.

iacién de la p Goa tanto del receptor como de las

El enlace con GTP d als
bunidades By. La subunidad a-GTP i conyreguhefectcus, como en slgunos casos
b i da & Ia hidrolisis de

tanbién lo hace fy. ummaaﬁmdela
GTP a GDP + Pi. Enoccunll iaci deln bunidad @ del ysu iacién con Br.
i a ia subunidad a y por lo tanto

dando fin al ciclo. Las
1a ion de (ver texto).




La subunidad a se entre los 39-52 kDa de masa molecular sparente
basado en una el is en gel de poliacrilamida SDS, y tiene cinco regiones
altamente conservadas, no sélo entre la subfamilia de proteinas G sino incluso entre Ia
superfamilis de proteinas que ligan GTP (Boume y cols., 1991; Jhonson y cols., 1991);
una de las regiones participa en la unién de los fosfatos 8 y v del nucleétido y una
porcién de esta region participa en la unién del ion magunesio. En otra region rica en

se ia Arginina™' ptible de ser ribosilada por la toxina del célera
(Boume y cols., 1991) . Otra de estas regiones participa en forma imp en el bi
f i 1 que Iea del ! i de GDP por GTP, asi como en Ia
hidrélisis del GTP unido a 1s subunidad « . Las otras 2 regiones participan cn la union del
anillo de g ins del ledtido (M y cols., 1989; Graziano y Gilman, 1989; Wong
ycols, 1992; Wu y cols., 1992).
Criterios bioquimi funcionales , i dos a las técni de

ido clasificar a las proteinas G

i i - lecular, ¢ hibri , han per
en tipos y subtipos; asi, las subunidades a de mamiferos pucden ser agrupadas en
clases con base en la identidad de sus aa :1) ag y agle. 2)ag). 2, @41 @32, @43, Ag »
(Northup y cols., 1980; Fung 1983; Bokoch

@z 3,000, @ DR, @,

y cols., 1983; Gilman 1987; Bimbaumer y cols., 1990).

£l pleio By p Las sigui P 1)suprime Ia disociacié

de GDP y por tanto i ala subunidad a en su do i ivo,2)es io para

que la proteina G se acople con alta afinidad a su receptor , 3) esta involucrado en la
lacién di de ci fe s, 4) scuncala t tular (Spiegel y cols.,
1992). Ademis de estas fi di lizados con cl de adenil icl

(AC), d que Ia ividad de esta ba r tada por el complejo By;
este complejo inhibe a Ia AC tipo 1 do éstaes lads por aGs o Ca®* calmodulina;
By p el 1} ia de aGs tanto para la AC tipo I como la de Tipo IV

(Tang y Gilman, 1991), mieatras que otros tipos de AC no parecen ser afectados por By .

£




Este es un claro i de regulacion en este i d ya que

enzima AC es activada por Gs, puede ser inhibida o estimulada por By.
La subunidad B esta formada por una ia de 340 inoicidos y migra como

una proteina de 35-36 kDa en una clectroforesis en gel de poliacrilamida SDS; esta
compucsta por ocho segmentos repetidos de 40 aa cada uno (Simon y cols., 1991). La

T rei dad

Y esti comp por 70 aa y tiene un tamaiio aparente de 5-10 kDa en una
electroforesis dependiendo de las condiciones del buffer utilizado (Spiegel y Weinstein,
1992) .

EL EFECTOR

La ima Adenil iclasa es una 3 b 1 con doce dominios
transmembranales, en la gran mayoria de los si diad il b

1a presentan en el citosol (Tang y Gilman, 1992). El motivo estructural mis comiin en los

cucariotes superiores incluye una corta regiéon amino terminal, y dos dominios

citoplismicos (C; y C3) aproximadamente de 40 kDa; antes de cada dominio se

una region flexible al hidrofébica (M; y Mj3). Cada una de estas
regiones conticne scis hélices transmembranales. Esta es la forma de la adenilato ciclasa
mis ampliamente distribuida (Gilman 1987). Se han cl da ocho adenil icl de
este tipo general , scis de éstas (desi das arbitrari I - VI) provienen de
mamiferos, una es producto del gen rurabaga de Drosophils. y otra proviene de
Dictyostelium y la masa molecular de wvarias peci de adenil icl es

aproximadamente de 120 kDa (Pfeuffer y cols., 1991). Entre cstas 8 Adenilato Ciclasas
las porciones Cl1 y C2 (designadas como Cla y C2a) estin bien conservadas (50%-92%

en la identidad de sus ias entre las enzimas de mamiferos).
La actividad catalitica de esta i requi bas porci ClayCay
pueden ser r ladas por su i ion. Mutaci en la Cla o en C2a, comprometen la
bunidad litica sev (Tang y Gilman, 1992). Las similitud en la secuencia de
inoicidos de varias Adenil. Cicl, radica en las regiones Cla y C2a , mientras que

en los dominios hidrofébicos existe una gran diversidad en las secuencias de sus



aminoicidos, y son estos dominios sitios de ivacién por la forskolina (un diterp

soluble en lipidos que cs un activador di dela i Adeni Ciclasa ).
FUNCIONES DE LOS RECEPTORES a2-ADRENERGICOS EN RINON
Una gran variedad de si: fe son lados por los receptores a2-

4

adrenérgicos, incluyendo a Ia enzi denil icl lesde K y les de Ca **
ibles al voltaje (Limbird, 1989).
En rifidon y especificamente en el epitelio renal, los receptores a2-adrenérgicos son

A4,

los mis abund en las células de los tubulos proximales d participan en ¢l
aumento de la resorcion de Na* via dulacién del inter bio Na*/H* (Summers 1984;
Clark y col.,1990).
Estudios de unién con radioligandos, utilizando como antagonista especifico a la
[’H] Yohimbina, han d do que este tipo de receptor se enri ido cn las
i b les b 1. les tanto de tubulos renales de rata, como en los del

prep

cuyo (. 1984; M. hi; ¥y col., 1987).

Modificaci de los el del si tr d en ¢l hipotiroidismo.

q 1,

Lash iroid: produci por la glindula tiroides, son cap de
boli por i poco didos hasta ahora, también regulan 1a
t ipcién de al genes al estar iada con su P intracelular. En el

h el hipotiroidi se i por un do retraso en ¢l crecimiento,

dismi i6n en la produccion de calor y obesidad (Voet, 1993).

El estado tiroideo también es capaz de dular la resp de las células a ci
hormonas o agonistas, cntre cllas la respucsta adrenérgica (Ros y col, 1988) y Ia
respuesta a adenosina (Franco y col, 1996); por lo tanto la dificacion en el d
tiroideo puede afe esta El i por el cuil sucede esto no es un

P

i 1i: a todos los tejidos, pero, como se d ibe a i hay

B

evidencias de que puede ser a través de la regulacién de la expresion de los el que



| por un P

fc al

lular, Ia p ins Gyls i
himatiroaid. se

Entre otros los, o adipocitos bl de ratas hip
imulacion en is p p-adrenérgicos (Malbon

uns d ién do AMPc via P B gi
y cols. 1978a), existe bién un may fecto de l1a resp al ptor Al de ad
duccién de una idad de AMPc,

emos dos estimulos en conjunto Uevan a la p
que so ha relacionado con una disminucién de ia lipélisis. El por qué de esta poca
érgicos y Ia p

P do de explicar a nivel de los P B-ad:
Gs. Se pil que Ia hipotiroidi ndi el en el de D 8-
drenérgi yd pla su i ion con la proteina Gs que estimuls a la enzima
Adenilsto Ciclasa (Malbon y col, 1984); pues no existe bio en Ias produccion de Gs
(Matbon y Gill, 1979), ad ind un i en Ia subunidad a-Gi y a-Go
(acoplad; inhibitori s la i A ik Ciclass). Contrastantemente, ¢l
hipertiroidisrno se ia con un d en la lipdlisis y en Ia produccién de
AMPc en resp a la cpinefrina (Deykin y Vaughn, 1963; Ichik y col, 1971;
Malbon y col., 1978); existiendo pars este do, un d& (aproximad, 30%)
en los niveles de a-Gi (Ros y col,, 1988) y un ligero sumento en los niveles de a-Gs

duccién se ha

(Rspiciko y Mailbon, 1987).
En mamiferos, el tejido Adiposo café es ¢l sitio donde se Ileva a cabo Ia

termogénesis In cusl es activada por el frio via Sistems Nervioso Simpitico. La
Iscidn adrenérgics del tejido, por Ia norepinefrina (NE), causa una lipélisis vigorosa
duccién de calor (Carvathe y col, 1996); estos cfectos som

iroidi e

con la p
diados vis P drenérgi oy . Ha sido d do que ¢l hip
1a rata, se ia con imp 7 i de Ia via que regula la norepinefrina: existe
un incremento en el namero de r P 33-ad: érgicos (Rubio y col, 1995a) y se ha
do una reducciéon en el nd de fecep Bl-adrenérgicos (Rubio y col,
ion en la produccion de AMPc (Raasmaja y

1995b). También se ha observado dismi
Larsen 1989), la cual ha sido asociada con ef incremento def 45% de o-Gi (que es

pequeiio comparado con el aumento de 2.5 veces en adipocitos blancos de ratas



hipotiroideas) y con el i del isotipo dela i Adenil Ciclasa & una de
tipo VL.

En rifién, uns istica patofisiologi inda al hipotiroidismo, cs 1a

iccién  que pi ke 3 h dindmi como Ia disminucién en et

grado de fikracion glomerular (GFR) (Capasso y De Santo, 1987). La Adenosina por sus

iedad ivas, ha sido implicada en 1a lacién de Ia GFR, porque regula en

uns gran variedad de p les, tales como el Sp de Ad - lado a
sodio, (Le Hir y Dubach, 1984), el transporte de Fosfato de Sodio a nivel tubulo proximal
(Coulson_ y col, 1991), v en el asa d delgad ind bi en las

tul de calcio (B ka y Spiel 1991); sus cfectos son
diad principal por P de superfici hal. La i i6n de los
receptores del tipo A1, inds iccién, d enla i6n de i
d bién en Is actividad de la i Adeail Ciclasa. La activacién de los
P de Ad ina del tipo A2, ind vasodilatacién renal, en la idad
de AMPcyenla ion de i (X y y col, 1991). Franco y col (1996) han
que la iccién predomi para este estado esta relacionada con la
ptores de Adenosina del Tipo Al.
Estos antecedentes nos llevaron a pk 1a sigui hipdtesis y objeti

de los




HIPOTESIS.
Si 1a hormona tiroidea ejerce un efecto directo sobre Ias respuestas celulares a

través de la lacién de los el que fe los si d de
les, especifi aquel disdo por 1a i il iclasa como efe
el hipotiroidi modificara Ia respuesta a2-adrenérgica a través de Ia
! que comp esta resp

regulacién de uno o varios de los

OBJETIVOS.

GENERAL.

-Determinar coémo el estado hipotiroideo modifica la resp a2-adrenérgica en

membranas corticales de rifién de rata.

ESPECIFICOS.

~IDx inar si el hipotiroidi modifica Ia resp a2-adrenérgica en b

corticales de rifion de rata.

Precisar que el de ls resp a2-adrenérgica se modificados
itate o por infk ia del do hipotiroideo en b

corticales de rifién de rata.



MATERIAL Y METODOS

Reactivos.
UK 14304 (S5-Bromo-N-(4,S5-dihidro- 1H-imidszo}-2-yi)-6-qui i ina), Ro
20-1724 inhibidor PDE (4-[(3-B i-4 xifenilymetil}-2-imidazolidinons, sc
obtuvieron de RBI; Ia i i se ob de Bochri Mannheim; el ATP ,
T e itol, NAD, argini S 1 brillante

fosfocrestine, GTP, AMPc, f
de Coomassie, Dowex y ahimina se obtuvieron de SIGMA; el (2,8-°’H] AMPc, [** -P}-

NAD, [*? -P] ATP, [°"H] yohimbina de NEN (Boston MA.); Ia tcofilina de Calbiochem. La
ionada por el Dr. J.A. Garcis-Siinz del

Toxina P is fué g prop
Instituto de Fisiologia Cefular, UNAM.

Animales.

ANIMALES CONTROL
Se utilizaron ratas machos Wistar de 350-450 gramos alimentados al libitum

RATAS HIPOTIROIDEAS
Se utilizaron ratas machos Wistar de 350-450 gr E! hipotiroidismo se produj
iroid: (M y col, 1986)

por tivroidectomia quinirgics, con reimpl de p
realizada por 1s Dra. Mastha Franco en el Dep de P logis y F logia del
Insti Nacional de Cardiologia, Ignacio Chivez. Las ratas se wtilizaron dos semanas
después, Ia efectividad de este p dimi fué d da previ; por M y
col. (1986)

Ob ién de branas de corteza de rifién.

les de rifion sec siguié el método propuesto por

Para ob las b

Boyer y col (1984).
Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajeron los rifiones y se

mantyvieron en NaCl 0.85% en un baiio de hiclo. Se eliminaron la cipsula y la médul.
I da y ionada en lucién salina, se

para trabajar con la corteza renal; ésta, fué

e Y



h geneizd en 10 volb de buffer Tris 10mM, EDTA 1mM, Sacarosa 0.25 M pH
7.5 con un vistago de teflén, en un homogeneizador de vidrio (Wheaton), en un tiempo de

proximad 20 mi Elh do fue fitrado sobre dos capas de gasa y se
centrifugd por 10 min 8 1500 x g, la pastilla fué resuspendida en 2 mi de sacarosa 2M, y se
volvié a h i La la fue centrifugads 10 min a 13000 x g. El sobrenadante
se diluyé con agua (1:8, siendo la ion final de de 0.25M ) y se
centrifugd 10 min. a 10000 x g. El sobrenadante y un anillo rosa formado alrededor del
di idad: P dos y ambos centrifugados en un mi tubo 15
min a 35000 x g. La pastilla obtenida se r pendié en el mini t de buffer Tris
50 mM, MgCl; 10 mM pH 7.5. Todas las ifi i se hici ad4°C.

Ensayo de actividad de adenilsato ciclasa.

La actividad de adenilato ciclasa fue determinada por Ia medicién de la produccién
de AMPc segiin Salomon y cols (1974).

Se midi6 1a actividad de Ia i denit icl tras la esti i6n de los
receptores a2-adrenérgicos con cl agonista UK 14304 (5-Bromo-N-(4,5-dihidro-1H-
imidazol-2-yl)-6-quinoxalinamiria) o tras Ia estimulacién de los de Ad =

P

del sutipo Al con cl sgonista CPA (N°-Ciclopentilad ina). C do se midio Ia

" -

P de los ptores de s itié a la teofilina, porque aunque csta se
usa como inhibidor de 1a fosfodi en el yo para lquier otro i
bién puede funci como goni de los P de ad 3 por lo que en

su lugar se empled el Ro 20-1724 (4-[(3-Butoxi-4 ifenilymetil}-2-imidazolidinona)

104 M. El ensayo se realizé como se describe a continuacién.

El dio de i6n estd p por: GTP 10-% M, el agonista selectivo
(UK14304 0 CPA) en concentraciones de 107'°-10"° M, forskolina 10™°M, teofilina 10 mM,
f’-l’] ATP 1uCitubo , ATP 20 nM , como si de ién de ATP,

fosfocreatina 20 mM y creatinacinasa 0.8 U/ml, buffer (Tris-HC1 25 mM , MgCly SmM

PH 7.5). La reaccién se inicio con la adicién de 350-400 ug de membranas de corteza de
rifién . La incubacién se llevé a cabo en agitacion, a 30°C d

10 min., se detuvo la




reaccion con 1 ml de SDS 1 % , se adicionsron 10 ul de [2,8-3HJAMPc (12000 cpm

aprox), se agité y vertié en las cohumnmnas de 0.4 x 15 cm que contienen un 1 ml de resina
da con HCl y lavads con 10 ml de H;O, ¢l cluido de ésta y un

D »
lavado de 2 ml dc aguas se d haron, se )| Ias col Dowex sobre las de
lumina que pr fi favadas con 8 ml de imidszol 0.1 M,se agregaron 3 ml
de agua y se d ho el eluido, se agreg: 4 ml de imidazol 0.1 M y se colecté esta
11 se ifico la

fraccion en viales a los que se les afiadié liquido de
lleo Beck clase LS6000TSA.
detcrminada por el método de Lowry y col, (1951)

d

radi ividad en un de
La cuasntificacién de proteina fue
utilizando albimina como d

L a

Ensayos de ién con radi
Estos cnsayos se realizaron como Saavely e Insel (1982) reportan: la solucién de

reaccion en un volumen final de 250 pl, esté compuesta por buffer (Tris 50 mM, MgCl: 10

mM, pH 7.4), fentolamina 10® M, gonista utilizado para determinar el pegado no
especifico del ligando a los recep a2-adrenérgicos, [*H) yohimbina (70-90 Ci/mmol),
antagonista especifico de P a2-adr i en i de 0.8-90 nM.
El ensayo de union se inicid con la adicion de aprox. 300 ug de membranas de corteza

les 1a 1a de ién fue

renal, se incubé durante 30 min a 24°, después de los
filtrada ripidamente a través de filtros de fibra de vidrio (Gelman Sciences P/N 66213

25mm), previamente incubados con polictilimina al 0.1%, utilizando un cocechador de
células, Brandel 48-R. Los tubos y los filtros fueron lavados 4 veces con el buffer Tris 50
mM, MgCl; 10 mM, pH 7.4, a 4°, los filtros se transfirieron a viales a los cuales se les
afiadié liquido de centelleo y la radioactividad retenida en cstos fuc cuantificada en un

dor de lico. Los yos fi hechos por triplicado.
Las curvas de saturacion y el anilisis de S hard fi fizsdas utilizando el
programa EBDA-LIGAND 2.0 de McPherson G.A.
La cuantificacién de p ina fue d inads por el método de Lowry y col.

P

(1951) utilizando albumina como

17



ADP-RIBOSILACION

El ensayo de ADP-Ribosilacién fue hecho como d ibe por Hemindez y cols.

(1991) brevemente:
Ls Ia de ion se comp de buffer de KHPO, pH 7.4 ,1.25 M, timidina
0.4 M, arginina 0.4 M, MgCl: 0.1 M, ATP 0.02 M, NAD 0.2 M, GTP 0.01 M, [**P}-
la se & b6 d 1h a 30

NAD (104Ci / tubo) , en un volumen finat de 50 jul. Esta
°C con 100 ug de membranas de corteza de rifién y Ia toxina activada, la activacion de la
toxina se llevo a cabo al incubarla por 10 min. y 37°, con ditiotreitol 200 mM.

La i6n se pard agregando icido perclérico a una ion del 60%, se

centrifugd por 30 seg. cn una microfugs, se agrego buffer KH:PO( pH 7.4 ,1.25 M,sc
icrofuga por 30 seg. y las pastillas, fuecron

agité y se ifugd en Ia
resuspendidas en buffer muestra ( Tris 62.5 mM, EDTA SmM, B-mercaptoctanol 5%,
idas a una el f

glicerol 10%, SDS 2.3%). Las muestras fucron hervidas y
en gel de poliacrilamida-SDS al 10%, ¢l gel, fue tefiido con azul brillante de Coomasie R-
250. El gel se secd y se expuso en una ‘placa de slmacenaje para fosforo™ (storage
phosphor screen) por 24 hrs. La radioactividad se determiné en un fosforimager tipo

Storm de Molecular Dynamics.

18



RESULTADOS
En rifién, el AMPc controla diversos procesos, como son la filtracién glomerular,

la ion y la i6 bul de que su prod ion esta lad.
estrictamente; sin embargo, en dici patolégi como el hipotiroidismo esta
lacion puede al .

La produccion de AMPc en la respuesta o2-adrenérgica involucra 3 niveles: 1) el
receptor a2-adrenérgico 2) la proteina Gi (que inhibe la actividad de AC) 3) la Adenilato
Ciclasa y las fosfodiesterasas de AMPc , enzimas que rompen el anillo del nucledtido para
dar lugar a un molécula de AMP; por lo tanto alguna modificacion ya sea cuantitativa o

iva de cualquicra de estos el dundari en la produccién de dicha lécul.
La respuesta a-2 adrenérgica se evalué por medio de la inhibicién de la actividad
de la adenil icl es io tener una forma activada de la enzima para poderia

inhibir, lo cual se puede hacer utilizando a un activador directo de la adenilato ciclasa,
como lo es el diterpeno forskolina, por lo que se procedié a determinar la actividad basal

de la adenilato cicl en las b de corteza de rii} les e hipotiroid

En la Figura 1 se observa que, independi det do tiroideo, la actividad basal de

la i denil icl es muy similar (aprox, 2.5 pmoles/min/mg de prot.); sin
bargo, tras i lar con forskoli la activacidon de ia adenilato ciclasa en membranas

de corteza de rifién de ratas normales es mayor (19.6 vs 9.6 pmoles/min/mg de prot.), es

decir, el patrén de i ion de la denil icl es di en el d

hipotiroideo.

Posteriormente se evalué la respucsta a2-adrenérgica en membranas corticales de
ratas normales e hipotiroideas a través de curvas i6 p dida ésta
como disminucién de la actividad de la i AC, al i lectivo a2-ad.

UK 14304.
Tras tar con el ag lectivo a;-adrenérgico UK 14304 (Figuras 2 y 3),
i una dencia a !la dismi ion dosis dependi de la actividad de la enzima
adenilato ciclasa, lo que indi una P inhibitoria, diada por el sistema

transductor de interés, tanto en membranas de corteza de rifion de ratas normales como en



20 -

ZE 1
o3
(& g, .
s
g § 10

5 —

: £

F B F
NORMAL HIPOTIROIDEO
Figura.l.- A dad de ia Adenilato Ciclasa (AC) en membranas de corteza de

rifién de ratas normales ¢ hipotiroideas.

\ctividad basal (.Z B) y la obteaida tras

iar con 10 uM de forskolina (F) los

Iatos se presents como Ia X + ES de 3 experimentos realizados por duplicado.
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NORMAL
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Actividad de Adsnilato Ciclasa
(% de Forskofina)
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-Log [UK14304] M

Figura 2. Actividad de AC en respuesta a UK 14304 en membranas de corteza de
riién de ratas normales. La actividad se representa como el % de Ia activaciéa de la
enzima por forskolina, los valores absolutos para las actividades basal y estimulada
por forskolina, se muestran en Ia Fig. 1. Los valores presentados en ias curvas son la
X ES de 3 experimentos realizados por duplicado. *Estadisticamente diferentes con
resp alar para dichas i del i en Ilas membranas de

corteza de rlnénrde ratas hipotiroideas p< 0.0S.
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Hipotiroidea
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Actividad de Adenilato Ciclasa
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-Log [ UK 143041 M

Figura 3. Actividad de AC en respuesta a UK 14304 en membranas de corteza de
riién de ratas hipotiroideas. La actividad se representa como el % de la nctl\mcién de

Ia enzima por forskolina, los valores abol para las activ basal y
por forskolina, se muestran en ia Fig. 1. Los valores presentados en Ias curvn son Ia

(:: ES de 3 experimentos realizados por dupllcado. *Estadisticamente diferentes con
a Ia resp para dich del agoni: en las membranas de
cortm de rifién de ratas normales p< 0.05,




de la actividad de la

el de las hipotiroid Sin bargo, las di ias de r
i denilato cicl: al i que fueron estadisticamente significativas en el estado
las obtuvimos solo cuando se utilizaron las maximas

normal ¢ hipotiroideo,
concentraciones de UK 14304 (10-100 nM). La disminucion de la actividad de la enzima
adenilato ciclasa fue de hasta aprox. un 30% en membranas corticales de ratas normales,
mientras quc para las membranas de corteza de rifion de ratas hipotiroideas (Fig. 2), esta

disminucion solo es del 15%, es decir la resp del si. tr d > se
menos activa en el do hipotiroideo. La resp del rifldn normal es ligeramente menor
a la que se observa en si: con pre iada resp -2 adrenérgica, como el
adipocito blanco (40%) y las plaquetas (45%) (Garcia-Sai y Medina-Martinez 1989;
Garcia-Sainz y Guti -Venegas, 1989).
Estos pri Itados nos indi ya una diferencia en el comportamiento del
i d en el do hipotiroideo; ¢ 1 nos sugi una diferencia a nivel
actividad de la i denilat icl No ob {o anterior no descarta que tanto a

nivel receptores a2-adrenérgicos, como a nivel proteina Gi puedan darse modificaciones,
ién de la a2-adrenérgica para el

P

que en conjunto provocan esta acti

estado hipotiroideo.
Por lo anterior, se evalué la cantidad de aGi en membranas de corteza de riiién de

rata normal ¢ hipotiroid por dio de una ADP-ribosilacion mediada por la toxina
Pertussis. .

La Fig.4 muestra bandas con una masa molecular aproximada de 40 kbDa,
cor di a las p 1} G; de b corticales de rifiéon de ratas normales ¢
hipotiroid . Los itados de la i ion del area pada por la banda de aGi, en
ambos tipos de b nos un relacién 2.7 veces mayor en el estado
hipotiroideo en i6n al normal.

Aunq i estos Ttad no explican la respuesta a2-adrenérgica
observada en el rifion hipotiroideo, por lo que determinamos la cantidad de receptores a2-
drenérgicos, di: yos de unién con el radioligando [*H] yohimbina, antagoni!

ida y reversibl La

especifico para este tipo de receptores, el cual los satura rap

cantidad de receptores.



Hypotiroideo /Normal = 2.7

Figura 4. *ADP -Ribosilacién catalizada por toxina Pertussis en membranas de
corteza de rifién de ratas normales (N) ¢ hipotircideas (H). Los datoa de la integracién
de Ias dress, se expresan como una relacién siendo 2.7 veces mayor para Ias
membranas de ratas hipotiroideas, comparadas con Ias normales.
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(Bmax) , la obtuvimos del intercepto con el gje x, al graficar la relacion de radioligando
idad de radioli; do libre (B/F) vs la cantidad de radioligando unido

unido entre la

especificamente (B). grifico denominado Scatchard
iva de las i obtenidas en los yos de

La Fig.5 es una curva rep!
icales de ratas normales; en

unién con el radioligando [°H] yohimbina de b cor
esta figura se¢ observa que et fue répid ble con un de
receptores de 452 + 141 fmol/mg de proteina.

iva de los yos de unién con el

En !a Fig. 6, s¢ muestra una curva rep
id La unién al

dioligand {’H] Yohimbina de b corticales de ratas hipoti

dioligando fué bié i ble y el ni de recep fue de 137 £ 64
fmol/mg de proteina. Por lo que a nivel de receptores a2- adrenérgicos se ve una
disminucién de éstos en el do hipotiroid Itados que dan con la
respuesta al agonista UK 14304 (30% vs 15% de inhibicién de la AC estimulada por
forskolina en ratas nc les e hip ick pecti ).

Los datos indican que a pesar del incremento de aGi para el estado hipotiroideo,
prevalece la d . inada por el receptor, por lo que nos planteamos medir oua
respuesta mediada por Gi; la resp de los P de ad. ina del subtipo A1.

En primer lugar se requirio utilizar un sistema libre de metilxantinas; las xantinas
(teofilina, cafeina entre otras), son p inhibid de las fosfodi de AMPc,
pero al tiempo, son de los ptores  de Ad« (God: y

inhibidor de fosfodi

Gilman, 1994), por lo que fucron substituidas por otro
Ro01724, que por ser de naturalza quimica diferente no interfiere con la accién de los
P de ad ina
la actividad de adenilato cicl en b

Asi, determi e
corticales de ratas normal e hipotiroidea en estas nuevas condiciones. En la Figura 7, se

observa que la actividad basal es mucho mas baja (4-9 veces) que la respuesta en presencia
actividad se observa también para la

sugiere que Ias fosfodiesterasas del AMPc no

de teofilina (Fig.3). Esta aparente

respuesta a forskolina, lo que nos

25



RINON NORMAL

160 —

-

N

[~]
!

UMON ESPECIFICA
(fmoimg prot)
3
i

0 200
UNION ESPECIFICA
40 (tmolimg prot.)
o] T T T T
0 20 40 60 80

{ °H] Yohimbina nMm

d. 3 Yahinhi en

Figura 5. Ensayos de unién con el radioli ra] Y
corticales de rifiénes de ratas normales Curv- representativa de 3 experimentos
realizados por triplicado.
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Figura 6. Ensayos de unlén con el radioli do {°H] Yohi i en membranas
corticales de ratas b Curvsa repr de 3 experi realizad
por triplicado.
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Figura 7. Actividad de Ia adeailato ciclasse de membranas corticales de rifién de ratas

normales e hipotiropidess medida en ausencia de teofilina. La actividad basal ( ZB) y
con forskolina 10 uM (F) se presenta como X+ ES de 3

lizados por duplicado.

3 1,

ia ob ida tras

experii
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ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIDTECA
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Figura 8. Actividad de adenilato ciclasa en respucsia 2 CPA de membranas corticales
de rifién de ratas normales e hipotiroideas. Las membranas de corteza de rifién
normal (N) o de ratas hip (H), sei on en pr de 10 nM de
forskolina unicamente (F) o forskolina en presencia de CPA 1 uM (H y N). La
actividad se representa como el % de Ia activacién de la enzima por forskolina, los
valores absolutos se muestran en Ia Flg 7 Loc dntos corresponden a Ia X+ ES de 3
diferentes con un p<0.028.

experimentos realizados por phi
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fi L] inhibidas en el si y ap nos p ver la i6n de la
enzima. AGn bajo estas dici nos i ba d inar la resp del ptor de
como agonista al N°~ciclopentilad i

adenosina del subtipo Al, pera lo cusl utili

(CPA). )
Como se observa en la Figura 8, las membranas de corteza de rifién de ratas

les no p al agoni de ad ina Al, mi que en las
membranas corticales de ratas hipotiraideas, si existe una inhibicién del 15%, la cual es de
x-2 adrenérgico, lo cual podria

la misma magnitud que la observada para el
ia de la AC que se puede obtener en rifion

L

sugerir que ésta, es la
de rata hipotiroidea.
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DISCUSION

Trabajos previos (ver pigina 11 de esta tesis) han demostrado que en el

hipotiroidi i It i en el si d de ptor-p

G-AC, cualitativas, que impli en e plami entre los P del
i itath © de ambos tipos, que incluso cstas ak i son las
Sp bles de resp P iologi d insdas .

Exi muy poca infi ion de como el estado tiroideo en riiién puede afectar
este sistema transductor, pero ya que en rifién son varios los procesos regulados via
producciéon de AMPc a través de dife tipos de resp no es P d
especular sobre Ia posible modificacion de al, de éstas eun el hipotiroidismo. En el
p bajo, se ué la P a2-adrenérgics en t de ri de
rifiones de ratas les e hipotiroid: bicn se mplé el dio de Ia idad
de P «2 adrenérgi y delap ins aGi.

La respuesta global del si d en b de de rifién de
ratas hipotiroid so modificads, istiend uns P a@2-
adrenérgica. Proponemos que esta respuesia se debe a la disminucién en el nu de
receptores o 2-adrenérgicos y posiblemente a un pobre plami entre P y
proteina Gi, pues, como vimos, existe un de esta p ina en rifién hipotiroideo.

También evaluamos otro tipo de resp h ] inhibitoria de la produccié:
de AMPc en membranas corticales de rifién, Ia resp de P de ad ina Al y
lo que encontramos fue una disminuciéon en 1a produccién de AMPc para el estado
hipotiroideo, mientras que ésta no fue d ds en las b de riién 1. Estos
datos dan con los efe fisiologi observados en el rifién hipotiroideo (Franco
y col, 1996), en a una y iccion producida por ad & 1
que en principio se ha ibuido a una dismi ion en la idad de AMPc.

Aunque no d i el nG de P de ad ina Al, por falta de
radioligand i ibles para Ia ificacion de estos P en

tejidos no excitables, sugerimos que el aumento de éstos y/o su mejor acoplamiento a la
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P ina Gi, en

acién con los a-2 adrenérgicos, podris influir en gran medida en

1a respucesta obtenida.
Estas 2 resp jue pr un efecto inhibitorio en 1a producciéon de
AMPc, en el estado hipotiroideo son diferentes, esto ¢s, que Ia respuests a Adenosina se
encuentra mis activa que en cl d i, mi que la resp a 2-adrenérgi
se encuentrs wenos activa en ¢l estado hipotiroideo.
Para el do hipotiroideo se ha prop que las modificaciones de las
respuestas son tcjido especifico. En este trabajo, sugerimos que incluso un mismo tipo de
P inhibitoria de 1a Adenil Ciclasa, diada por dife recep en el
rilén, puede afe se de independi es decir, 1a modificaciéon puede ocurrir a
PR Particul 1a idad de - «-2 adrenérsi e .
junto con esta resp i que la resp de los P de ad ina Al

sumenta de manera semejante a 1o que ocurre con Ia proteina aGi .

CONCLUSIONES

- En membranas de corteza de rifion de ratas hipotiroideas existe una menor respucsts ca2-

drenérgica lo cusl correlaci con Ia dismi

IFY

en el nu de P
- En corteza de rifidon de ratas hipotiroideas existe una respuesta del receptor tipo Al de
adenosina que no se observa en el rifion normal.

- Existe un aumento de aGi en rifidn de ratas hipotiroid
1

en relacion al rifton de rata
indica un aumento en todas ias respuestas mediadas por

que no
esta.
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