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RESUMEN 

Tanto la epinefrina como la norepinefrina son dos imponantes mensajeros celulares que 

inician su acción al interactuar con los receptores adrenérgicos. un grupo heterogéneo 

de proteinas penenecientes a la familia de receptores de siete dominios 

transmembranales asociados a proteínas G heterotriméri!=as· 

Al estudiar a los tipos de receptores expresados en tejidos de distintas especies de 
. ' - - . 

animales. se ha observado qu~ el tipo, J3 ad~enérgico ~rese~ta un patrón de expresión 

tejido-específico. a diferencia de los rec~ptores pc;nen.;~iellles al ª' adrenérgico. 
. ._, ' 

En trabajos previos a esta tesis 'se deÍc;rniinó que el receptor expresado en 

membranas de hepatocitos ·de cuyo corresponde farmacológicamente al subtipo ª'-"' 
' . 

( Garcia-Sáinz et al.. i 992a: García~Sáinz et al.. 19921:>:. G~Í:cia-Sáinz y Romero-A.vil a. 

1993: García-Sáinz et al .• J 99S)~ Recientemente nÚestr;;, laboratbrio realizó Ja clonación 

del receptor ( Gonzalez-Espiriosa. C; •·et . al.._. 2ob1 >>Ckn;~~t~ tesis • se. presenta la 
·.:C> ,': 

caracterización farmacológica: del •re.;~pt-;;~ ~;~~~ci~~Jérgi~6·:c:1~riaé:io'de céJ~i~ de 

::::::::~~:!E~l"~iii~~f ~t~~t1~i7~~~~:: 
[3 H]tamsulosina y[3H]~razosi~a: Al ~~~iri¿~;~ 1~f~~h,'b';~n~~-;dc!'; 1:i;:~i1dtas COS-1 

con cloroeÍilclonidiniL- se .observó ·una p~~u~~a ~is~i~u:i6d'~n ·.;lv~l;:;r'clel b<!gado 

máximo con ambos radioligandos .. · Utiliziindo al a~~l1~~- [3~Jt~s~Iási~a se ~eaÚzaron 
·,.., 

pruebas de competencia de asociación con distintos ~gentes::.L~s ag~nistas presentaron 

el siguiente orden de potencia: oximetazolina >. epinefüna :> norepinefüna_ > 



metoxamina: y fos antagonistas el siguiente: prazosina <:: 5 metil urapidil = benoxatián 

> fentolamina >> BMY7378. Para d.etenninar la funcionalidad del receptor se midió 

el incremento de fosfatos de [3H]inositolante el estimulo (epinefrina) el: cual fue 

bloqueado <~~i t6~almente: co~ ~l antagoni~ta ~r.ú:dsina: Tan~o Íos ·.·parámetros 

farniacológl~o~-~omo lC>~füll~io~ales'iñctlca~queé.1 ~ecepto~ 'cÍo~ado.cÍe. ~epa{~citos de 

cuyo corres~cmde al ~ub~ipo a 1 ~~ad~enér~i~o, 
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INTRODUCCIÓN 

l. COMUNICACIÓN CELULAR 

Un organismo multicelular requiere de mecanismos que permitan a sus células 

comunicarse unas con otras para poder. coordinar de manera óptima procesos como el 

crecimiento. la división celular. d desarrollo y la diferenciación (Shinitzky. 1995). Las 

células de los animales superiore.s s~ comunican por medio de moléculas mensajeras que 

incluyen protein~.'.·peq~~ft~~ pe~ti~os.:'aminoácidos. nucleótido's. esteroides. retinoides. 
'(, ~:y'·'-.:::~~;'-·:>_:·~~~" i-~··: ,_·~.'' < 

derh·ados de ácidos graso~ e inclÍ.lsÓ gases disueltos. En> general. según Shinitzky 

( 1995) las céÍiilas se púedeii comunicar de tres formas: 

1) Por pequeñas moléculas.- Estas pasan a través _de uniones .. gap.. formadas en la 

membrana plasmática y que conectan el citoplasma de dos células contiguas .. A través de 

estas uniones se da el intercambio de moléculas intracelulares pequeñas como el cálcio y el 

adenosin monofosfato ciclico (AMPc). pero no de macromoléculas como proteínas.o áddos 

nucleicos. 

2) Por moléculas localizadas en la superficie celular. La comunicación seda da entre 

células adyacentes donde moléculas de la superficie de una._célula hacen contaéto con 

receptores en la membrana de la célula contigua'. ~orno ~s .la cci~Ü~l~ación•yuxtacrina. 
"·- , ..... ~ .. -- - -- ' -

3) Por moléculas secretadas. Estas pueden á.cruar.sO"bre belulas blancó que están a cierta 

distancia. La comunicación celular vid ~olé~hi~~;~~t~~i~~~'J;e·i~~de clasificar en tres 

categorías. basándose en la distancia ~~~rtfa~J~·I~ s~~~1 '~~n:J co~unicación endocrina y 
,,_ ·-:.'.'·:· ·:-'.-;,"·.· 

neuroendocrina: paracrina y autocrina: ~ináp~i~~}n~tí;~t~~~isión. 

7 



a) Comunicación endocrina y neuroendocrina: 

La comunicación endocrina ocurre a una distancia relativamente grande .en.tre las células 

que secretan. af . ménsájero (homiona) ;. Ias. ~é;~las ·. pla!lco. Las:·. célul~ secretoras 

usualmente s~ organizanéngláild~l~queviéhedia5hor:;r¡ona5 alto~~nte'~arigúilleo por el 
. • , . ·-· , . - , ·-:..'.' ..• ·:•.. , '·I::·., ·1 -;:-,.-· ,··'.;:,· ·:,: 

cua1 son. t~~~~~;ci~º\:tiaitI~iib~~~s~•.• ~ºº .5t;5• <:é1;;.·a.s ''1)_1Wi<±o. 'Ell'' !a c;;n1ühicación 

::::~::~~7;~~e~:.:t~rr~;1~Y~r i'l~:iY:T~~,t·.~··· , .. 
' - f)/'.-~,·· 

<~\ ',. ·-
··:,.~ 

' ' . ,, .·,• ·:< 

b) Comunicación paracrina y a.:.tocrina: 

Cuando las moléculas son secretadas por una célula y ·actúan como mediadores locales 

afectando sólo a las células en el ambiente inmediato de'I·~ célui'a que lo. produce. se dice 

que es un proceso de señalización paracrina .. Las .. celúlas con· comunicación autocrina 

secretan moléculas que pueden asociarse a sus propios';~cepto.re~. 

. . ' . 
c) Comunicación sináptica o neurotransmisión:. 

··r.··· 

Es la comunicación qüimica medÍad;{'pci°~:(l¡;'ú"rotraris.ri:tisor~s que se obsen·a en el sistema 
• • . -, ·.,' - <Y:. .,.·;' .' ;, ' ' . .,: ~ • 

nen·ioso y aunque es una modalidad de. c~~tinlcación• paracrina se le separa en otra 
. · ... .-·:·· '<~·-. ··:;_~~--- :_-:_·'~--,,~·~;:::~·.;::~}-. :~:t:~- ~'~~:~:.(_'.~(/ :' -~-.- •.,<··.: 

categoria porque: la distanda' entre la .célula que. ¡:iroclüce el neurotransmisor (presináptica) 
. ~· _,: .. ';"- ~f.;> ,·; 

y la célula receptora (póst~inápti°ca) es·; ext·;~madament~ 'corta ·y especÍalizada. Le: el 

espacio sináptico. 

' . . ' 
En el cuadro 1 se indican algunas hormonas. su origen y sus funciones principales en 

diferentes tejidos. órganos y en algunas especies. La epinefrina. por ejemplo se considera 

una hormona y la norepinefrina un neurotransmisor. ambos son secretados en la médula de 

s 



la glándula su¡:>rarrenal y ambos tienen efectos fisiológicos sobre células nerviosas. 

músculo. etc. 

Estos sistemas de comunicación tienen en común qué la molécula señal tiene que 

interactuar específicamente. con una proteína' panicular ,de ·la célula, blanco .llamada 

receptor. 
~ .. '/·, . -._ 

Los receptores son macromolécuÍas ;esped,i.f_i~a5'-u.~ligomer;,s que reconocen y se 
.. -~':. ; - . ,-;>;,_-. 

asocian· a ligandos específicos. Los recéptores ··~~··. eipr~SiÍn. eri .las' ~él~!~ tmto · soÍubles 
... ··- .. -,,_,.~ \',:".;"-'. ~:~~~/ :\--· .:',/;_-.. ;:~-~>:.~·-:-::::· .-·<, ::·~·(:: ,_,<·,.;. ::·_.,_ : 

como transmembrana1es y presentan cara~te~sl:icas partic.u1~.;~; i~1ei como :11Aa afinidad 

determinada. número saturable .de si ti~~; • r~ter~nim~'a~ 5' .. ~~te:eo;s~~~¡tcidad ·.por sus 
<:;.: ·-"~:;> . ;'.-:··::"·>.:.,~ -\~»-·{~-- ))~· e:>·;: :.>;~-

' •. • •. ·.:. ' . . '{,-- ~·:O·;~ .<.·~-.·,_· ..... · 
~ ', ~·" .. ,'.., ' ¡¡-··' , . . -

' . ,. :-~.--~.~~:;~ o·"'.; '\~:. :'.j(;·· ~.',; --,;-~/ 
- • - '::_ > - :.~¡-. ,. 

En la comunicación endocrina •\'· paracrin~ .. 'ias?'.;t;oiécuYils 'se asoéián con 
. . . ·. ,,._.,~' , .. d'.<~~~: .. :;".-.. ~-. ,;;~:;,~:~' ~~~{<;~~'~:,:,.~~-::;~::º. -~.:~:.; ~~-:> .. ~·-. _;'./; - ... 

relativamente alta afinidad (aproximadamente. 0.1 •'nM) )· responden :a :cqncentrac1ones baJaS 

del ligando en el rango pM ~ n~t ~~-u~~:·esbi1if~~;y~~~~·q.@'{;~i~;w¡1Í;~ÜiJ~:~~·;~lg~nos 
casos: mientras que los ligandos p~: loi'.:ec~pt~;;~'.~~: neurcirran~~i~b"~~-se' iisocian con 

. ' ''; . :~: .. : :.1: ... /~ (1 ·- - .•. _;;, ·. , 

ligandos (Howard. 1993). 

relativa baja afinidad entre 1 . "'- 1.00 nM' por_._ lo'': que se .:activan : a ccincentraCiones 
. ' ' 

relativamente altas del ligando (ÍiM)~ pero' con una rápid:\~espues¡a del recepÍor (ms - sl 

(Shinitzky. 1995). 
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Cuadro l. Principales glándulas y tejidos endocrinos de los Yertebrados. 

GLANDULA HORMONA 

Pituitaria Adrenocorticotrópica 

(adenohipófisis y Tirotrópica 

neurohipótisis) Foliculoestimulante 

Corazón 

Suprarrenal: 

Coneza 

Médula 

Luteinizante 

Pro lactina 

Estimulante de los melanocitos 

Honnona del crecimiento 

Antidiurética o vasopresina 

Oxirocina 

Factor narriurético arrial 

Glucoconicoides 

~tineralocorticoides 

Andrógenos y progesterona 

Epinefrina ,.. norepinefi"ina 

FUNCIONES PRINCIPALES 

Estimula.me de la corteza adrenal 

Estimula la tiroides 

.· 

Desarrollo folicular en ovario y de los tübulos seminíferos en testiculo 

En hembras ovulación y conversión del folículo. en cuerpo luteo: 

producción de progesterona. En machos silitesis. y secreción de 

andrógenos. 

Producción de leche y osmorregulación en peces. 

Dispersión de melanina en células pigmentarias de la piel en anfibios. 

Estimula el crecimiento~- la producción de factores de crecimiento 

Reabsorción de agua en el rii\ón: contracción del músculo liso vascular. 

Concracción del musculo uterino y eyección de leche. 

j Aumenta la excreción renal de sodio y agua 

f\-1etabolismo de Jos carbohidratos y reacciones de estres. 

Metabolismo y excreción de sodio. 

Estimulación de los caracteres sexuales secundarios masculinos. 

Efectos mliltiptes sobre nervios. müsculos. secreciones celulares y 

metabolismo. 

Hipotálamo Neurohormonas que actúan sobre Regulan la secreción de hormonas en la adenohipófisis. 

la adenohipófisis 

Higado Factores de crecimiento Estimulan el crecimiento. 

Ovario 

Pánc~as 

Paratiroides 

parecidos a la insulina 

Estrógenos 

Progesterona 

Relaxina 

Insulina 

Glucag.on 

Somarostanrina 

Polipéprido pancreático 

Honnona paratiroidt!a 

j.------··-----o~••·------

Inician y mantienen los caracteres sexuales secundarios femeninos. actuá.n 

sobre el endometrio. 

Desarrollo femenino: secreción del endomerrio: inhibe la liberación de la 

hormona lureinizante. 

Relajación de los ligamentos pt!lvicos y del cervix uterino durante d 

pano. 

l\tterabolismo de glucosa y almacenamiento de nutrientes. 

Aumenta la glucosa sanguínea: gluconeogénesis y g.Jicogenólisis. 

Inhibe Ja seCreción de insulina y glucagon. 

Estimula la secreción gástrica de HCI 

Aumenta la concentración de ca-- en la sangre y disminuye la 

concentración de PO./; 
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Pineal Melatonina 

Placenta Gonadotropina coriónica 

Plasma Angiotensina 11 

angiotensinógeno 

Rir'\ón 

Testiculo 

Timo 

Tiroides 

Tracto 

gastrointestinal 

Casi todos 

'tejidos 

Algunos tejidos 

Renina 

Dihidroxicolecalciferol 

Eritropoyetina 

T esrosterona 

Honnona timica 

Tiroxina y rriy.odotironina 

Calciton ina 

Colecistoquinina 

Quimodenina 

Gasrrina 

Neurotensina 

Secretina 

Subsrancia P 

Péptido vasoactivo intestinal 

los 1 Leucotrienos. prostaciclinas. 

prostaglandinas. tromboxanos 

1 Endorfinas 

1 

Factor de crecimiento epidénnico 

Factor de crecimiento de 

tibroblascos 

Acción antigonadotrópica: regulación de algunos ritmos biológicos. 

Síntesis de progesterona por el cuerpo lureo 

Vasoconstricción y secreción de aldosterona: conducta dipsogénica. 

Aumenta la presión anerial y estimula la coneza suprarrenal. 

Aumenta la absorción intestinal de calcio: calcificación de huesos. 

Eritrop<!yesis. 

Inicia y mantiene Jos caracteres sexuales secundarios masculinos. 

·. 

f Proliferación y diferenciación de lintbcitos. : 

l\f1etabolismo oxidativo (calorigénesis): metamorfosis en anti.1bios: inhi;,,en 1 

la liberación de honnona tirotrópica. 

Regula el nivel de calcio en sangre. , 

Secreción de enzimas pancreáticas y de bilis vesicular. 

Secreción de quimotripsinógeno del pancreas exócrino. 

Secreción de ácido gástrico CHCI). 

Neurotransmisor entérico 

Secreción de bicarbonato por células acinares pancreáticas. 

Neurotransmisor entérico. 

Secreción intestinal de electrolitos. 

Regulan la tbnnación de nucleótidos ciclicos 

Actividad similar a los opioiceos. 

Proliferación de células epidénnicas. 

Proliferación de tibroblastos. 

Factor de crecimiento de los Desarrollo de neuritas 

nervios 

Somatomedinas Desarrollo y proliferación celular. 

11 

_,... -·---.~------------·--·~·---------------



' " 

II. TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL EXTRACELULAR 

Cuando la molécula señal. debido a su naturaleza hidrofilica no puede atravesar la 

membrana plasmática. el mensaje es transmitido al interior de la célula mediante un 

mecanismo llamado transducción de señales. permitiendo que el mensaje se transduzca a 

través de la membrana mediante la asociación y disociación de la molécula señal o ligando 
. . 

~xtracelular con· próteínas de membrana. sus ¡-eceptores específicos. De es~a. manera las 

células responden á los iéquerimieriíos d~léiig~ism~. 

La ~so¿lacÍÓ~ ~~~l ;¡{¡g~~~,'~¡¡~~~gJ~ t~6iéri primer mensajero con su .·receptor 

conduce a la a~tivacÍón de ~~otelFas'~.efec~o~Oes decir proteínas asociadas a, él. La 

activación del receptor pUede r~~uli~~ ~ri ~n.ai'.imento de la actividad catalitic~ intrins~ca del 

propio receptor. Las proteínas erectora!iinclÚyen ciclasas de nucleótidos: aderiiHI ci~lasa y 

guanilato ciclasa (AC y GC). fosfolipasas A2. C y D. canales iónicos como los.~?c:a~~ y 

K-. proteínas cinasas de residuos de tirosina y serina y/o treonina )'.Ccitras ériziinas .o 
<·.~·,, ''.'S·· 

proteínas reguladoras. La mayoría de estos efectores son capaces de ·procti:i'i:ir···moÍéculas 
: . ::_~~·~t:\j:::;~·~:~-.~t;~--:>~: 

conocidas como segundos mensajeros. los cuales son moléculas no proteicas.'.iale~'.'..cómo el 

adenosina mono fosfato cíclico (AMPc) y el guanosina •monofo~~a¡~~\'~.l~l~?~f (~MPc) 
fosfoinosítidos. diacilglicerol (DAG). Ca~-. etc .. que· reguian\la '~c~i~idad;cle( dl~~rs~ · · 

;: - - .:,.'_;·~-. :.- 1'·.· ' ·¡". -·~, . 

proteínas transductoras como por ejemplo las cinasa5'.dé ~~ririattié'oriina'.Ias ~uales son . 

capaces de regular la actividad de enzimas. canales y la trariscripcióri de'.ciertos genes 

(Shinitzky. 1995). 

Existen.tres familias principales de receptores ubicados en la membrana plasmática. 

con base en su estrucnira: 



Receptores canal 

Estos receptores están involucrados en el componente ionotrópico de la sisapsis .química 

entre células con membrana exitable; i::/~eurotiansmiso~ al a5ociars~ al receptor canal lo 

abre o lo cierra de m~nera tr~~sitbrl~ irict¿ciencÍo con ello cambios selectivos en la 

permeabilidad de 1~' :mid¡~riaT~~i:~je~Jlo ios receptores nicotinicos de ac~tilcolin~ que 

al activarse ca~b¡~·la i~i~;b~·lldj~·por K- ~·Na- (Eckert. 1997). 
:;:3~·~ \f~'.;? .·.-' ··-~ ',~ . ·t.,'°"' 

e'' ' :•C: ~·~':} .. 
>i;~fr~.: ' -'1 •• ~' ·.¿ .',. ; 

Receptores .;~n'i'icrl~ida-d ,e~zlmátfca o asociados a enzimas 

Es un grlip6.~eitrogé'n~~ ~~·:~~c~~tores. la mayoría con actividad de cinasa o asociados a 
·' :.. . .. _, ;:,·: 

proteínas cina5a5: tíe~én su ~Ítio' de unión al ligando en la parte exterior de la membrana y 
-.· .. - .· -. ' :-; .-." 

su parte c~taliti~~~n '¡~ pine~í~te~rir o citoplasma. Por ejemplo los receptores de la insulina 
'. . ' ~. ; ' :, i. ~·:· .. •. 

o los receptores del fa~toide crééimiento epidermico (Eckert. 1997). 

Receptores de siete dominios transmcmbranalcs asociados a proteínas G 

Los receptores que pertenecen a esta superfamilia son proteínas transmembranales. que se 

encargan de transmití~ señales al interior de la célula mediante la interacción con proteínas 

G heterotriméricas. Estos. responden a agentes como lipidos. aminoácidos (aa). derivados de 

aminoácidos. péptidos pequeños y a esHmulos muy específicos como la luz. los sabores y 

los olores (\Vatson. S. et al.. 1994): En la siguiente sección se ampliará la discusión sobre 

estos receptores por sér-el tem~ central de· ésta tesis. 
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11.1 RECEPTORES DE SIETE DOMINIOS TRANSMEMBRANALES 

ASOCIADOS A PROTEINAS G. 

Estos receptores intervienen en la regulación de la actividad de otra proteína de membrana. 

que puede ser una enzima o un canal iónico. Entre las proteínas pertenecientes a esta 

superfamilia están receptores a hormonas._ neurotransmisores y a fotones. La interacción 

del receptor con la proteína:efectoht:~é da:~:traJes;~'e protei~as intermedias. las proteínas G 
'·, ._ ·. ·-1;'~·,· ~:,;·,:~<;.:·~·:>."k,·· ·'> .~·.·: . 

heterotriméricas.: ¡JOr ello a este ~PI). dt: _recepto~k·s~}es_den()lllina GPCRs, ( d~linglés .G 

Protein Cou;J~d-~_Re~;P~?~>:,:·.-~~~~·;·~;~:-~~~~t~;~~·:;·~~; . ··~:~:~ '.:~¡;~~~-Í',~e~u~nbi::s -···de . 

aproximad~m~nte •• ~º ~-~~;;;a·',t~~1fó~~~f,Tu_~r~:-f.~~~t:·e-~~t;~1r .• t1.iJ~-?et,;~f?~~b-ta·les 
de la proteína con' una disposició~'estructÜraid~ .. a~hélice (Findley_-éi··.á1.:.1990).' tienen. un 

extremo amino. terttii~:l··:~~~~~;i;~~:~~:'#~d~\~~~r-l~~~~~; ~~,~~ l~~klt~~:~d~~~e; ~enos 
de 1 o residuÓs de aa h~,i~ den;~~ 'd~. ;¡~~s. ~;e~~~<~,:~~:"~~lnt;~~~i~1~~~~ ~; tre~·:· ~as 
extracel u lares qui: ~o*ii~;~~ .;~~~cl~-f i o•;la;·h~i!--JJ;~[~--·-~~~-~~¡r¡~~·;~ar~~~¡¡¿i. te;rniflal 

intracelular que jun'to C:-~n la t~~cej~áSa idt~c:~~lar.~~'.:éie'i~~er;h~fo !so. f~sicl~;;{Je aa 

(Watson et al.. i99d{ 0 . 3' ,·· · ~ > ;;e~ /'~ s,~'. r:~:r~;• ~;~ ;{~ '<,~;: -,,_ ···-··•_ ~> 
:·· \-.·--. >::· > -:·.; '··::.~:·:,: • :;,.-- •'..··',· _'.<·~·;.': ;~~-,''-;'e','.(.;-'.;•:: :'..~·.'_/ ,·' 

: '. ·,' ·, :>, .. ; . ; ~·: ';':·:;- - - -.-. ,-.. : -, :·~.;~~\· ~~;'{~.:~- .. 

El sitio -~e·_ ~~ió1f d:i' re:épt~r p~~ ,~li\,~~n~,\1-~~~'é !~(~~Ú~·i!'~n ·(a mayoria de los 

casos. incluye resi~uo~, de la '},~e~i~?,,y~~nsmembranag¿,E,~~:15 ··~o'fi. ~egÍ~ri~s altamente 

:::::::::;t~~~tJt2~~?.~~~q~~~~¡~~{Z~i°'" quo m l~ regioo~ 
; ~::, ;-.'.~·.: · _';···.:·, -/~<~~ _: .. "· ::-:;~--~- -·~:~ 

Aunque -los GPC~: g~neralm~nte; se réco~¡;cen como entidades monoméricas . 

existe evidencia que sugiere que _- pueden· formar dímeros funcionales tal como lo 
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demostraron Angers et al.. ( 1999) para los receptores 13~ adrenérgicos de humano. los cuales 

pueden formar homodímeros constitutivos cuando .éstos se expresan en células HEK-293. 

11.2 PROTEÍNAS G 

··' . 

Las proteínas G heterotriméricas que interactúan con .. receptores de siete 'dominios 

transmembranales están formadas cie tres p61i~é~ticlos: ~na sub~nidad ex que s~ 'a5ocia e 
" '•·"·., -" . . ·- -;._ ' ' . 

hidroliza al GTP. una subu~idad 13yiu~a' subunidadj. ~odas ellas codificadas pordlstintos 

genes. La subunidad 13.;·,hi~:r~ffi~;q~~ídi~~o ~strucrural p~ro funciommco~o,~o~ómero 
ya que sólo s~ diso~la~'~ns¡;¡;;;¡¡:i:it~~~''d~ ~~snaturalización. Mientras ei GDP está unido a 

la subunidÍci : .éz:, ~~,'.~~~¡jf;1 ".~·¡mero 13y para formar un heterotri~ero ina.ctivci que 
,·.·" ·,.;··· 

adopta la <:C>nform~clón ~u¡;·~e'Ü~e ~~n alta afinidad al receptor. Cuando una señal estimula 
¡ .. '~ ,: ";'.~' . '. .. .-:<;~ __ ' . 

al receptor. éste sé ~cti~a );cambia su conformación. la consecuencia de este cambi() en la 
. . .-::_-_ :.;-·_. ': ;: :::~ "?~-f .. :-

proteína G .es que la sÚburii~ád a disminuye su afinidad por el GDP. el que se separa de la 

subunidad y es sll~s~it~t~cf ~or_hTP (debido a la alta concentración de GTP en ta' célula) 

asumiendo la süb~~ida~s~'.'~o~formación activa y ocasionando la disociación ~:J:t6 d~ J3y 

como del rec;~tor. E(esi:do/activado dé la subunidad a dura mientras el GTP es 
'., 

hidrolizado a GDP/cl~bido' a la· actividad intrínseca de GTPasa que tiene la subunidad. a. 

entonces se fo~a de nu~vo d heterotrimero inactivo que se reasocia con el receptor ( fig. 1). 

Tanto lii'sub'unicláci 'ci cC>mo el dímero 13Y son capaces de activar y/o regular distintos 

efectores. por. ejemplo canales de potasio (K-). fosfolipasa Cl3 (PLCJ3). fosfo!ipása A 

<PLA). fosfütidil-inositol3 cinasa. etc .. Hace algunos años Wei-Jen Tang y Alfred Gilman 

( 1991) demostraron que las subunidades J3y de la proteína G presentan diversos efectos 

. IS 
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regulatorios sobre cienos subtipos de adenilil . ciclasa (AC). todas. activadas por la 

subunidad et de la proteína o •• un tipo de AC se.inhibe con J3y. otro tipo de AC .de manera 
. .. . - '· .-_ ._. .·, . 

. . ' . ' _.- : :-.- . ·: · .. :.:,;- _.·· 

sinérgica se activa con J3y~ y la actividad de otro· tipo no cambia en presencia de 
. . . ,. - . , . . - . . . -.. - ._ ,... :·,. ~:. - ' 

decir. el efecto final depende del tlpo e~~~¡;mco;~e.e~e~t~~.m~lll~~n~~; ;C.i, 

J3y. Es 

En mamíferos se .conocen 20 distintáS sÚbÚnid~des a que aebido'a la .homología de 

sus secuencias se pueden \1i~·i1ii id 4.:.c~H~s: . ~; ~r a~'.·)' '~~;:;'.J~~,,;~~·ié~, de~n;n a · 1a 

familia de la proteína: ~·· G;. Gq y G ,;:<.:Entre l~ ~llcionesde las diferentenu~unidades 

a están: Cts estimulació,ndtl~·~~fSa'~~~~\'.¡1:.f/c;+~/'.~~Fg~HAJ;;'.i{~~~~~~~~~Ca~-: et¡ 

inhibición de la enzima 'ad~~~lil éida.Sa: ~egtd.a¿ióll ~~· ¿~á1tj de ¡(-y·q~~; ~,ac~~"'ación de 

la cGMP fosfodiesteraia: ;i;{ a¡;fivá¿~ión de I~ · PLC: a;/~e~~láciÓri ,~~I i.~te~¡;a~~io '.de los 
... 

iónes Na-/K-. Las células usualmente contienen cuatro o cinco tipos ~e .:subunidades a 
- -. :1-;:,;. ;·:. f~- ·,::.' 

(Neer. 1995). en tanto que de la subunidad · 13 en marhifer()s se .conocen 5. tip()S. y· de. la 
-~ --~,. ·- - ·:.:_«;:: _.:. 

subunidad y 6 tipos. Laugwitz et. al. ( 1996) de;,,()s~I'!lr~l'l que el;• rec~pt~l humano de 

tirotropina activa ªmiembros de las familias o •. ¿q,,1:G;~); o;;~• 10 qJé ;J~~j;cli~a una 
. " - ,. . : ,- _.. ~.::~, -,. 

compleja modulación de los efectores. ,_ j.·:· ·•·· <·. . , .· .·· .. 
En ... células intactas algunos grupos . d~·. re~~pt~~e~)p~o·t~il'las ~;¿ ):; ef~~tores se 

organizan en microdominios y no tienen ~cce~():ª•i~~ro~Cgfu~·o~f1p~~'.~j~7plo :{~fipo. de 

:::~~~::::::~:E~j~jgg~1~1~~~~~[: 
idéntica a la organización en 1,!ls·cc!1u1~'n,~,~~~¡:~~~~~~} c7JblJ6':~;\~tieS~i~br~~~j~ie~iÓn 

- - - .'-::-:;;· ".-•. -,,_~-;"e,• 

satura los companimentos nomiales despl~dÓ ~'1;;,s'compon~ntes de la señal a lugares 

anormales (Neer. 1995). 
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Entre las herramientas bioquímicas útiles para el estudio de estas proteínas en las 

vías de transducción están el empico de toxinas bacterianas que actúan sobre sitios de 

activación o desactivación de la proteína G, tal es el caso de la toxina pertussis (aislada de 

la bacleria de la tosferina Bordetella pertussis) que ADP-ribosila a una cistcina localizada a 

4 residuos del carboxilo terminal de algunas proteínas Ga, como la Ga; y la Gao. Esta 

modificación bloquea el efecto de acción inhibitorio sobre la adenilil ciclasa (Watson y 

Arkinstall 1994). Las proteínas Gaq no poseen el residuo de cisteina sustrato de la 

inhibición por la toxina pcrtussis, por lo que no son ADP-ribosiladas por esta toxina (Neer, 

1995). 

L 

L 

GPCR GPCR 

GDP 

11,0 

GTP 
........ 
...::.:;:''· 
GDP 

L 

GPCR 

GTP\ 
.. -. .. 

Fig. L Repraentlldón esquemitica del ddo JrTgulatmio de la pn>telna G heten>trimérica 
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Los sistemas de efectores y. de segundos mensajeros con los que se asocia la 

actividad de las proteínas G son diversos e incluyen canales de calcio y potasio. 

fosfolipasas. ·'vario~ subtipos de adenilil ciclasas. entre otros. los que controlan .procesos 
' . ' 

celulares muy importantes como .el ~tencial de membrana. los ni ve' le~ citosóÜ~Ós·.'?e Ca~-. 
·'·-·: •>< . 

la activación· de cinasas. etc. Los receptores adrenérgicos. por ejemplo: al as6ci~se ·a 3 

tipos de proteínas G (Ga. G; y Gq) modulan dos sistemas de transducción. el de la adenilil 

ciclasa y el sistema de recambio de fosfoinosítidos-cakio. (Zhong. 1 999). 

11.3 ALGUNAS VIAS DE TRANSDUCCIÓN DE PROTEÍNAS G 

SISTEMA DE LA ADENILIL CICLASA 

Tanto la· proteína Gs como la G; están involucradas en la modulación de una enzima de 

membrana. la adenilil ciclasa. Esta enzima en la mayoría de las células eucariontes está 

formada por: dos regiones transmembranales con seis segmentos cada una y dos regiones 

citoplásmicas en. las que se encueniran los.dominios catalíticos (Hurley. 1999). Cuando el 

agonista se une ;I receptor por~je11lp1<:i 1a epinefrina al receptor f3 adrenérgico. éste-~ctiva a 
:-'. ·~ - .,~ ":- ·r-,- -

una proteína G que e'sti~~Ía ·(¡}~)' I~ ~ctividad enzimática de la adenilil-ciclasa.)nfl~yendo 

positivamente en los niveles· citosólicos del adenosín monofosfato cíclico. (AMPc)~ si la 

epinefrina se une a recept~re~ a~· ~drenérgicos entonces inhibe. la activida~.: EIA~Pc. un 

segundo mensaJero formado p~r !a enzii:n:a adenilil. ~_i_c~3.~a_-~ -P~~~~~cÍ~(~d~~~~iri·_ tiitOsl~uo_ 
(" ,,._ ._, ::;· :,:::»__·-

(ATP) activa a la proteína cina5a dependiente de AMPdo'pfot~i~d'~ill~a P;:';('PKA)(flgU). 
. .· -~- ·;'--:;.~:' -\>< ;_~:.<_:,:-:;:~.·:.::/"i~·',;~~><·«::;t·;~·::~-:~c.>;· <~~~: ·;:,_': ~ . 

La PKA fosforila residuos de serina; treonina o tfrosina'eri:una'gran.cantidad'de súStratos 
.< ': ·,;'.';'>~-: . '·--·~_:_._ --~- •.,:_~-

específicos. cambiando el plegamiento de lai:adéna poiipé¡)tídic~ )' por lo ian.to su función. 
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Entre las proteínas reguladas por este mecanismo están receptores. canales iónicos y 

proteínas estructurales (Fanjul. 1998). 

Ejemplos de respuesta celular mediada por el incremento en el nivel de AMP cíclico 

e inducido por epinefrina al activar a receptores 13 adrenérgicos son la mo,·ilización de 

lipidos en tejido adiposo: relajación en músculo liso: secreción de fluidos en intestino. etc. . . - . 

En cuanto a 1á ~ismi~ución de niveles AMP cÍ~Íico en la célula ind~cidopor la a~th;áción 

::~:::::.:~ ~~::l!!É)~~~]¡~~~r~f.:~~l9:{~~~::~~· d• 

El glucagon es otra hormona qu~ ·~c~f;,n'áje~pue~~a' 2elulárn1edi'ada,por los niveles de 

AMP ciclico. que al activar a la PKA produce I~ fosforlÍ~~ión d~ ta fosforllasá b cinasa que 

a su vez se activa y fosforila ala k'1ucógeno fosforilasa'io~ual .éondÜce a la liberación de . . - . . . . 

glucosa al torrente sanguíneo (Garcia-Sáinz. 1988). Comoes_te-efec.to en la regulación de 
" -- .. _ ;'· ___ ·_·;•,:;-- .. · .-

los niveles de glucosa. el AMPc estudiado por Sutherland en fa década de fos <)Os .. regula 

respuestas celulares muy importantes como la síntesis :lo'. secreción de la_ hormona tiroidea. 
. .. '" 

secreción de progesterona en ovarios. de testosteroná · en I~ _ céluias _intersticiales de . . .- . - .,.· ... . 

testículo. reabsorción de agua en riñón. etc. (Fanjul. 1998 y Eckert. 1997) . 
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Flg. 11. Representación esquemática de los sistemas de transducción de la adenilil ciclasa y de la fosfolipasa C. H=Hormona, DAG=Dlacllgllcerol, 
IPi=lnosltol l,4,S.trifoslato, PIP1=Foslatidilinositol 4,S.blfoslato, PLC= Fosfollpasa C, AC= Adenilil ciclasa, GDP= Guanosina bifosfato, GTP= 
Guaoosina trlfoslato.Tomado de Goodman and Gllman (1990). 
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SISTEMA DE FOSFOINOSÍTIDOS-CALCIO 

Las hormonas. los neurotransmisores y los factores de crecimiento son capaces de activar a 

las isoenzimas especificas de fosfoinositidos. la fosfolipasa C. que hidrolizaal fosfatidil 

inositol 4. 5-bifosfato produciendo dos segundos mensajeros intracelulares: el inositol 

1.4.5-trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG) (fig u):' 

Después de la producción deL inosit~l trit~sfato. 'una ,~o.Íé'cu1ri ~¿lu~lé ~~ ~gua. en 

células estimuladas se observa. además~ laformación d~: in6siio( ~i'f~sra'!ó'' ;. cÍ~ 'inositol 

mono fosfato. En ia flgú~~' III :~e muestra gráficamente el ~iclo ~e~~b~l.l~¡;·d;l ~ijsf~,i~ositol. 
El ·inositol IA.5~trifÓsfato actúa como séguncici'•mensajé'ro':§a·'.~h~cse asocia a 

' • .v" •r·y,•' ·,~:~;'. :' ~ .-•'•-' .:'.'t:_;-.-~·.;:··;.·,,:-,_..-:;•· 

receptores situadÍ:>s en reglon~s modificadas del reticÚlo ~n'éiopiáSriíico:IlamadaS calcisomas 
• • • : •• - .... - ,,,, - - - • -·· • -- • - •• - , •••• - ••• --- - ' -- ··,,' ··-. < •••• - ·i'• . ·. - .. 

que almacenan Ca~~ (re¡icul~sarcoplásmico :~ rÜús~ú,lo;·~n'.;~~~i~gl~~ ~ki~i;i~·;~~~p;ores 
·"'• · , ~ ::.>~·-- · ' -,. ~:r\.::,; -:·.;,:_, ·. 

tipo canal sensibles a IP3. C~ando i~te~ctúa co'O el recéptor ~an~l. éste se ab~e ; •. permite 
'.< :-·- ;- . •.; ':-- --- -- ";'.:>~:~"·~~~~~----~Ú~~: '· ~;-· ::;;:_ 

que el ión .salga de los '~!~~cenes ¡,()~'710 ~i'ié'~etci~. un auritento en eL nivel' de ;ca~-

intracelular. En células ~~-e~citables:,el.Ín~~Jó d~: C:~F ~;:g:~~:.(~ 'fr~~é~ de'Í~ ~d~ióXdel 
IP; sobre proteínas· canal 'en la , ~embriÍ~~: '~';J~fü;;·a~ •· ~Ó;~ o ~n 'co~jÚ~ción • con. 

mioinositol 1.3.4.5-tetrafosfáto (IP ~ i\m ~eÍ~bÓli~bd~l ¡p} (Exto~. 1994). 

Existen dos mecanism~s básic~~· ·~~~i~~e los' cuales los agonistas · inducen la 

hidrólisis del fosfatidilinositol 4.5- bifo~flti/eJ··~a~l uno sé activa u~ tipo especifico' de ' 

:if ~,' . 
al Fosfolipasa C gamma (PLCy;. 1:::~ este ca5o:la acti\·ación de, l!J~ receptores con 

• ;,, •-r~· ;<:•._ ¡:: 
tirosina 'cinasa · ::. , para , : factores 

fosfolipasa C: 

actividad permite de la 
,-_i·.··-~:'··-:,-::_:-;'~-'.----;;o...--_;·._:o·,'.-'.~;-~:~·-, :__-_,_: .. :_-:·_-._ ... -",.-- .. · •·--o ' 

autofosforilación en resicÍÜos-espec-ÍfÍcós de tirosfria e~"los dominios citosólicos del 
' . • • l . . ' • 

receptor en los que la PLCy s~asocia )· a.umenta su a~ti~~idad enzimática. 

:?I 



b) Fosfolipasa C beta (PLCJ3). En este caso la enzima se activa mediante proteínas 

Gq111 principalmente. las cuales están asociadas a receptores de siete dominios 

transmembranales que son activados por dh:ersos tipos_ de hormonas y 

neurotransmisores. 
. .. - . ~ . 

Por su parte el DAG _ aciÜa tambié~ ~orno lln segtlndo ~ensájero regulando a la 

famÚia de prbtein~ cina's~ que ~~~ 1iariihct~'proteinas ci~asas C (PK~). ya ~ue algunas de 

estas formas sori activadas ¡;ri'?c~1~ • ~I ~iácilglicerol se asoci~ al domini-o regulatorio de la 

PKC ubiéada en'rl:í meÍnbrrut~-pl~ITláiicá::Ocasionando un cambio en su conformación que 
- . . . . ·,,.- :.~.·:':r. ~':' . ~>:,.--- -

deja libre el ~iti~-, C1(;'a~6~ia~ióri>a1 '~ubstrato del dominio catalítico. lo cual permite su 

activación {SÍnith; :1~~¿;'\:á' PKC cataliza la fostbrilación de múltiples proteínas celulares 
··.'· - . - ··- :· •• ; ,.».:;', '. ),_, ,··· - -~ .,_ 

en residuos 'éte 'tre'onin~ -~'lo serlna. entre los que se encuentran algunos 'rc;ceptores cuyo 

efecto es la inhibi~i~nC~~-:~~ re~puesta o desensibilización (Smith. 1 ~96). 
-En esÍe si~telTI~ d~~h.msdlli:ción la respuesta a la horm~lla. {p

0

rl'1ler me'nsajero). se ve 
>--!.'.'· - "<'".· ~- - ' .;-;:~; .,: ~·- -~-:~.~-

potenciada por la fÓ!nu:ii:ión' de .los 'do~ segundos mensajeros (IP3 y,OAG).: Existe una 
} -~··.... --- ~-'-

relación directa ~ntre .1f éonc~ntración de. diacilgli_c~r~L y :Ía' !lctiv~ción de. la PKC. 
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111. CATECOLAMINAS ENDÓGENAS 

El sistema nervioso autónomo regula un gran númerode funciones viscer:des sin el 
' . - -

control de la conciencia: en este sistema se puede, distinguir la reg¿laciÓn simpática y la 
:·:_., ··.!/" 

regulación parasimpática que difieren tanto en :~su::: ubicaclón'~i-ariatóf;;ica cómo en sus 
. ·.,,_ - ,' __ ... ' :, ·'.:. : 1'-~-·:' ., '~:, ~ ."_, 1';:)' . : '.' 

funciones y en la participación de neurotf.m~~is'c)~es:~r.a:"rio~~:~iri~friri~ es el principal 

neurotransmisor en fibras postganglionáres;~e·Í~~isf¡.;~a~~~¿;~so- sÍ~~át·i~o periférico que 
.<··,'·~··· -, '.;:.:,·: -.;~;.~·s:,::~~· .. ::,,;·- <;· '·>:-:·· -

inervan músculo liso. glándulas )· el co:r~ón: ~ieht~ que la epinefrina ·conocida también 

como adrenalina es una hormóna i sin~eti~~a>~rincipal~eme· en ~élulas de la glándula 

suprarrenal (Eckert: 1997). 

OH 

~OH 
~.--_.---

Fig. IV. Estructura del Catecol 

;:.,._ 
Tanto la norepinefri~a 'com~. lá epin~frina ;'y- la· dopamina se forman a partir del 

~-.:,, ,:'.,• . 

aminoácido tirosina )·tienen grúpos-hidroxilo substiruidos en.las posiciones 3 y 4 del anillo 
·:·· _,:-_ "'.. :, '-~~'. .. :i·_. ":· .. ·;< :~'~\:- ... _:;,·:~-~-:-.j:,:'.-;'. .. ;\'L ·(:~~'--. . :.::_ 

de benceno. Ya -q~e_ ~1.:1.'.!~éi_Íhld~¡,~¡-~ér;cei{,?; es ;conoéido como catecol ( fig. IV) a _estos 

neurotransmisores ,. a 1~ h~~o~a :~~i~~~~~~ <l~ri(ad~i'del caiecol'.,se les conoce como 
> ,•: •- ~:~-:. ,,.~t~~" ~~C~';·-,, ~:•,~~-- .':~:.\~:. ¡·~·:;.'- ·.:\~( ~~···v ~.2',"::.• 

catecolamin3s (Goodman~·& Gilman~s·.-·:t.996)~\~: ·:::· :. :<:._, 
>:;. :>' ,. :< ·I·;;).-· :.~:-¿,. ; ;'~~~,-- -~.·~~~'.; ._ ,-;<>/:\' \''-:;:' .('" 

La adre~aliri'a fu~ éléscÚbierta >;en ; 1895 por. Olivér y Schlifer al observar que 
« , .. ·r. •:· ;;-·: .. , 1 ·~-:.- ;:· 

extractos de la gJÓ.ndÜla suprm~-~~1\enia¡:; efectos vasoconstrictores como el aumento en la 
- ._ - , __ ·.: ;, -··-·-'" _._, __ ..__.,.__=.-·· .. · ' -.·. 

tensión arterial y 1ri· fre~~ei-i:cia é'~~cii::i~~-. En 1899 Abe! llamó al principio activo de estos 
. ___ -:··:<·--.. ' _--)-, ::::_ 

extractos epinefrina. -y posteriormente fue purificada por Stolz y Dakin. En. 1 91 O Barger y 



Dale identificaron su estructura química e hicieron estudios sobre la accióri de estas aminas 

simpatomiméticas (Goodman & Gilman·s. 1996). 

IIl.1 EFECTOS DE LAS CATECOLAMINAS 

Las catecolaminas se encuentran involucradas en la regulación de una gran cantidad de 

funciones en el organismo particularmente integrando respuestas para: re.accionar ante el 

estrés. Según Hoffman y Lefkowitz (Goodman & Gilman·s. 1996) ,emre:losprincipales 

efectos de las catecolaminas y de los agentes afines a sus rec~ptor~s:' se p~'eden distinguir 

los siguientes: 

Acción excitatoria o inhibitoria sobre ciertos tipos d~'~ÜSc~lo ll~o:; 
:: ¡''; 

cardiaca y en la fuerza de contracción.' 

Cambios en la presión sanguínea y rédistribü'~ióriict~,.ia sangre en:el.organismo. 
cé~> 

1
., , , ,:.~; _ 

debido a su acción vascular. 
·:·:~,'·. - _,:,/~~ '· ,, ~;~:\:.-: 

'·.·. '.-.. ;:~·:·~i¡.. ,~,:~'•'''· .. ?: 
Efectos metabólicos como el aume~to~n ¿;¡ ni~el'ct~J~'~IÜ~oge~ólisis en hígado y 

en músculo. y la liberaé:ión'de ácidos g~~~H~';es d~i t~j:ld~:~dipo;C>; 
' . ":;,:.-,·.. }; . ; ,· ,::~~ .. :_::.-· .. ; . :.: . 

Acciones endocrinas como la· htodula~iÓii:"~n la secreción' de insulina". glucagon. 

renina y horrnonás piruitw'.Í~ .• 't; ·' { ,-.·~¡. · <:: '.; ·•····•· , { .. 

Acciones del sistema nen:foso centrai' COrtlO la estimulación de la respiración y la 

regulación del ·apetito. 

Acciones presinápticas relacionadas con _la distribución de neur()transmisores como 

la norepinefrina y la acetilcolina . 

. ./~· --- ~---:~-----·-· ---· --·--._.,;.-... ;.=-~=-------------



111.2 BIOSÍNTESIS DE LAS CATECOLAMINAS 

La bioslntcsis de las catccolaminas ocurre en el citosol de neuronas adrenérgicas y en 

células cromafincs de la glándula suprarrenal. La norepinefrina es sintetizada a partir de la 

tirosina con dopa y dopamina como productos intermedios. La conversión de tirosina a 

dopamina ocurre en el citosol, catalizada por la tirosinahidroxilasa y la L-aromatico amino 

ácido dcscarboxilasa. La dopamina es entonces incorporada en gránulos y convertida a 

norcpinefrina. Esta reacción es catalizada por la dopamina ~i-hidroxilasa (DBH) que están 

contenidas en los gránulos secretorios. La norepincfrina es metilada a cpincfrina, una 

reacción catali7..ada por una e07Jma que se encuentra en el citosol, la feniletanolamina N-

metiltransfcrasa (Eckert, 1997). 

H 

~? - ~ - NH2 TIROSINA 
HO~ H COOH 

Tiro•lnahidroxil ... ~ H 

Ho-rC)r? - yH-NH2 DOPA 
HO~ H COOH 

L--aroma.tico am.ln.,.. 
ác1clo H 

d..oarhox1!...... HHo-r(5r-9H - CH2-NH2 
DOPAMINA ~ 

' H 
Dopam lna 13-
hidrox ilaa a 

NOREPINEFRINA 
:~t~ CH2-NH2 

Flg. V. Biosfntesb de la noreplnefrina y de la epinefrinL Tomado de Ecke~ 1997 
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IV. RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

IV. l MODELO ESTRUCTURAL DE LOS RECEPTORES 

ADRENÉRGICOS 

Los receptores adrenérgicos penenecen a la familia de los GPCRs. es decir receptores con 

siete dominios transmembranales. con un extremo amino terminal. tres asas intracelulares. 

tres extracelulares y un extremo carboxilo terminal. Existen algunos aminoácidos 

conservados en esta familia que juegan un papel muy. imponante para la unión del ligando. 
' ,' -: - --. . ·._ ·'_·'-.. 

El modelo más aceptado indica que los dominios III,, IV', v>· VI· forman una especie de 

bolsa o nido donde se da la lÍniÓnco.n ~Í HgaJid¿. E~ p~i~;¡lar~-·el aspanato 113 del 

dominio transmembranal III tiene un papel muyimponarife '~h l~.'~~ló~ d~l receptor con la 

catecolamina. ya que actúa como. un contra-ión para la ¡;:~~g~<?~)a' ~ina de la epinefrina 

(fig. VI). En el dominio transmembranal V se encuent~;{n''d;:,s';~~Íd~os· de'~erina en las 
_,, ,_ -- ·' -~ ..... ,. . -- . . . ' - . - - . 

posiciones ::?04 y ::?07 que interactúan con los grupos· hidroxilé> p~:.'>.y ~eta~:. del anillo de 
. :·-::·.·:_ .·.:::!>_-·.:::-~::<,·.< ·:·: ... :· .. ;~ ':· :-~- :_;· - - -

catecol. y el dominió IV transmembranal se pr~dlÍct:. urt'~ lriteci~ciéri h.id~~fÓbica de la 
·: . !~·-· .· : :.; '· .. · _;·': :-;:'.' -<': -

fenilalanina ::?90 con el anillo de catecol. Existen estudios que· indican que en la segunda y 

la tercera asas intracel~lares existen residuos de a~i~oá~i~.;~ qJ:~stán involucrados en la ·. - .· ' .·.. . . . . - __ ,_ ' 

interacción con la proteína G específica ¡;ara ese receptor. T~bién se ha encontrado que el 

carboxilo terminal ~;las asas intracelulares influyen en la especificidad de la asociación con 

los ligandos ( Re\'isado en García-Saínz. 1995). 

~7 



DIJ ......,_ 

o 
11 Adrenalina 

.-\spl 13-C-0----- ........ 11· 
1 

H~c-~........._ .. ~H - ----110-Scr~O-a 

11 ~11-----110-Sc-r~fM 

Fig. VI. Sitios de interacción del receptor- con Ja epinefrina. Transmembranal 111 (TM3): 
transmembranal V (TM5): uniones no co"·alentes (--). 

En algunos casos por la técnica de electroforesis se observa un peso molecular 

mayor para el receptor al que se ésper;ria a partir dc:f ºla s~cuencia de. aminoácidos. En este 

sentido. se ha identificado que eI extremo amino teririimil ~i~Ü~· r~~idJos de asparagina que 
-~- .-' 

están presentes en una secuencia consenso de glJ~~sii'a'~iÓiL (~'.:que oc~iona Ún mayor peso 

molecular. 
;.\'.~,/):'.· e~--~·: ~··~ • 

Asi · como )a·. glÚcosilac~ón. ;)laJépalmitoiláción,· es . una niodificac!ón 

postransduccional que puede ocurrir. en· los recepfore~tadrénérgicos. así los receptores J3=~ 
;:";, ; ·;:· ;; ·'- ' i ' ·, ~;:,-- - . -. 

adrenérgicos poseen Í.m residuo de ~isteírl'a en sJ se~i.iencia carboxilo-ténninal "ª' qu¡; se 

puede unir elpalmitafo~ por medio_ de un enlace tioéster (Ovchinniko et aL~ 1})88!, Ü"Do,vd 

et al.. 19_89 >: la unió~.~el pah:iit~to ocasi~na que el receptor por medi9 de e~i~{-s;~ncle en 

la membrana plásm~iica y se forme una cuarta asa citoplásmica: .~\e~i~: e~tn:ctura 
'.-:.:· ·>;-'. .. >··~.-- . -:: 

aracteristica de)os _GPCRs se relaciona aparentemente con la asociación a Ja proteína G 

correspondiente ( \Vatson y Arkinstall. J 994 ). 

:?8 
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IV.2 DESENSIBILIZACIÓN DE RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

Los sistemas de transducción de señales son capaces de adaptarse ante un estimulo 

continuo. reduciendo su respuesta. mediante un fenómeno que se conoce como 

desensibilización del receptor. Existen muchas evidencias de que uno de los p~ocesos 

involucrados inicialmente en este fenómenó es la fosforilación del receptor. Existen dos 

tipo~ de dese~sibÚiZa.ción. lá homóloga y ia heterÓloga;. 
- - •• -- • - ,_. - • - - :--: ·<- '; • -

... 
, _ .. -~.:Y~:--~ ~- . . . ..,. 

-!/~.--.-~::-:?- . - --r:·--
En ··.el . ti,po • homÓlogÓ .. la ;~duéb.i~1 · •. en Iá • capacidad . de .. resp§est~Lse ; o~~erva 

exclusivameine ·para 'el•· agente (agonlsta) qtie o~lgillalmente esiim~ÍÓ a'.1a:;céiüí~'. En la . -- .. - .-, .. ·· . .-.· '' ·.. ; .. ,. ·:,•. ', .. ·-' .-, ... -
desensibilizáción het~~óloga ~a dismiriu~lón :en la ~ápacidad de res~~e~t~'"' ~~;~~~~~;~ para 

._.,_ .. r- ,··.'-. 

un agente o agentes no relacionados con .el estimulo inicial. (: Re_:i~ad~. e~··c::;~éia~Sáinz 

et al.. 2000). 

En la desensibilización homóloga se acepta que la fosto'rilación,'d~l,.re.ée~~or esta 

'""'' 
mediada por proteínas cinasas especificas de receptores asociados a·.proteÍnás' G,que 

pertenecen a la familia de las GRKs {cinasas de receptores aco;la~~~ ~';·r:i~imi~JG) que 

incluyen por lo menos . 7 subtipos de proteínas cinasas. de se~n~··)~/o::<, t~~~nina y. que 

ünicamente fosforilan a(. receptor en su estado acti'-·ado por ~~I ~~Óni~tá:'.~:~··;~s receptores 
• ' . . ~- _,1· : . \ . ' ' • ' ' • . - - - .·, • . . . 

a1a adrenérgicós se'han localizado por estudios.de mutagénesi~· dirigid~ é~~o~ sitios de 

fosforilación en residuos deI carboxilo terminal como lá Ser 404~ la Sei"4os y la Ser 41 O 

( Di~·iani et al.. 1997): 

En la desensibiÚzación heteróloga se ha observado·q~el~;~storil~~ión del.receptor 

es por cinasas estimuladas por segundos m~nsajeros: de 1.al m~.er~ 'que cualquier agente 

que incremente los niveles de AMPc o de ~iacilgÚcerol. ti·~~e el. Potencial de inducir ·1a 
. . ., 

fosforilación y en ocasiones la desensibilización de receptores asoCiados a protein:is G que 

---·----··--""---



~ .. 

contengan. los sitios consenso para ser sustratos de estas cinasas (Nambi et al.. 1985: 

Diviani et al.. 1997). 

Entre las cinasas involucradas ~n la fosforilación de residuos de serina y/o treonina 

en los receptores: a. 1 .adrenérgicos están la PKA y la PKC. an:ibas. s~n,activa.das por 
:~' 

segundos mensaJ~ros; y también están algunos receptores con. ácÍi~ida,Cí, de; tirosina' ciriasa 

{Garcia-Sáinz•!~/·~I.. 1999b v 2000). además de, la famili~:d~~bin~¡.~es¡:iecificas de 
· .. · .. , • -~ __ :_-' -'. ~·,:.:.·:>.·~·~·:. ·. ~,:· :· .. :_~-~:,,,_·"~-. ''"i ... : ·," . 

receptores iis~¡;"iados a proteínas G. Ia5 · (GRK.s) (Lin ei~1:~ 1od?,i- '. 0>T:~1l;{' }~'.\ é.'. 

receptor 

estructura. susceptible de ser 

demostrado que además de la; protein~ ~ina~~s·. '1~·;%:~;~t~;¡:~\f id~cl~irill~ .está 

involucrada de manera esencial una prjt~inz·;,ula'.~~.·;~vill~¡fg~;.,'p;Zmueve la 

:::::·:·l:·.~:.::·.:::t.t~:t~:it~~;.~r~~i~~7~::b: 
plasmática a las~·esicui~. t~~~das):a • ;ra,(;¿~ ·d~ su ~ctividad de. Gl'P~~- p~ra que 

-. )~-·: -, .,-,,__ 

posteriormente éstas sean secuest.iaC!a5 dc(manara dependiente de clatrina. En el interior de 

la célula el re~eptor p~ede s~f.'degraclado: o bien. al ser desfosforilado por fosfatasas. el 

receptor ·puede· regresar ·a la· ·superficie de membrana. de tal forma que el sistema se 

resensibiliza. 

30 



IV.3 TIPOS DE RECEPTORES ADRENÉRGICO.S 

En 1948 Anuro Rosenblueth y Canon observaron efectos opuestos de la epinefrina: es 

decir por un lado observaron contracción en músculo liso de aorta y por otro relajación en 

el músculo liso de los bronquios. También en 1948 Alhquist observó estos mismos ~fectos 

opuestos y propuso la existencia de dos tipos de receptores para el mismo agente~ ··definió 
.;';- . ,~.:>;:;·· 

que la contracción· esta· mediada por el a y la relajación por. et> :tipo: 137adrenérgico. 
' . -- '·. :·\·· .: .' . . ' ... \'; <-i:~·>:_;· 

::::::: ~E~r:::: :.~:~~~~~~M~~~&;;:.:7i:: ,:: 
13. A su vez cada una c~nsta de :tres subiip~~·~ d~d6'(~~~rl~u~~b. {~~ep~~rés adrenérgicos: 

a.1..-. a1e. cx10: ex~.~ a~e: aic y 131- 13~; 13,/Cada familia de receptores adrenérgicos está 
•· ·---:.. e .-: ·' • ••• • 

asociada p'rincipalmente á un sistema de transducción especifico. vía distintas proteínas G. 

Los receptores cx1 mediante la proteína Gq regulan la actividad de la fosfolipasa Cl3. 
; . -... ' 

estimulando el recambio de fosfoinosítidos y el incremento de Ca~-: los a~ vía .la i:>,roteína 

G; inhiben la actividad de ·1a enzima adenilil ciclasa disminuyendo la concentración 

citosólica del segundo mensajero AMPc y los receptores 13 adrenérgicos activan a la 

adenilil ciclasa vía la proteina G, aumentando la concentración del AMPc citosólico (Fain 

& García Sáinz. 1 980) 

V. RECEPTORES cx 1 

Los receptores a. 1-adrenérgicos regulan procesos fisiológicos tales como: el ·metabolismo 

de la glucosa en el hígado. la contracción del músculo liso (Piasik et al.. 1995. y 1997). 
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.. 

inotropia y cronotropia del miocardio (Graharn. et al.. 1996}. contracción del útero. 

regulación del agua Y. metabolismo de los electrolitos. modufación ·del.ton~ vascul~ y la 

neurotransmisió~ ~iná~iic'.l(;evisádo po~·qar~ia~Sáinz et al:~ }9«;19> .•.••••. 
.. ,·.·;_ 

. Adem~.d~·1fj~J~~~~i;;i~iti~tC>f ·~r-e1_~(g,~.i~~?~~:~~t~c;fü·~~8~t~,~-~-(~go plazo. 
como. el desarrollo ,ée_lulai");i la. proliferación; .. por ¡lo: qúe.(tainbiéri,)los•génes:·_·de los 

'.:.- :.,,··:· .!·~-:.-.: :-.;~ .. ·':-;: .. ·.-- .. . ,,: _ .. :. ''-.: ·-··.·, ·:.·~:-'.-; ,',w:-: v:-¡· 0 ;.·c:~.~-~·;-.':;•1-~:>- :·;·.·. ~,:;-f-~'·j.::.,, .:~:;·y --

adrerioreéepÍorés püédell" serc6nsiC!eráCios como·pro"ioo'n.é:og¿~ésire\'i~~C:to por Garcia-Sñiz 

et al.. 1999}:·se han r~~lizado e;tudios p~·d~~~~~~~~:'{~:~~i~~~~u~~~~~b:~rvando la 

expre~ión d~ genes que los codifican (Pér~z et al. •.. 1 ~~~; ~ál"Í'..~Í ~;.~ t'?90:·Pi~~'. y: Faber. 

1993: Pia5cik et ai. 1994 y 1995: Eckhart et a[ 1996_: pJ_~~()~Í aC1996}; ~in embargo el 

encontrar RNA mensajero no significa necesariarne~te~Üe i~ proteína se e~prese y que esta 

sea funcional. Por ello es necesario definir si hay expresión.de l~protein~\. ~dellláS.~ealizar 
• :· ~,. - . • ·: __ ;. .; ¡ 

determinaciones funcionales del receptor (revisado por Garcia-Sáinz "et al..· 1999};:: 

De la estructura primaria de estos recept~l"es ~~ estima unpeso molec!-!l¿r p~ estos 

receptores dentro de un rango de 37 a 45 kDá (Lcmiansney et al~; 199l}?"aunqt:ie se ha 

observado que los receptores. purificados-' tienen .l!n peso ~~iecúf~i}~a~~r ~i'j ~~p~ra"do 
(alrededorde ·s_o. k!)a>_._<Lornansne/et;al .. 198_~)_probable•meniepor.l:i~~(l~(i~osila6ión en 

:::::~t1~~~!~~~~;¡~~{i~1~t~~111~~.:: 
la farnilia_ •. Gq11i •• (~·u ~t-•al.:~~ 1?92}'.·A~em~~cle'.rn()~iH~ar'~I c~lcio"•infract!lular. debido al 

recambio ~e t~~fol~~s¡:id~s:~i·.~~,d~JfJ~t~~o)J~~:·~ctÍ\·ari·,~: Í~fluji ~~j~;1i'io:~~~a d~~les 
de calcio· CLjÚng ./kjel;st'ed-;. }9,8~,(~:éai ~~~:;ue~i~s 'fi¿i~iógi~ii~. ~~ián'r~gul~das.por lo~ - <-' ::·f,,·: ·:·:; ;-· ,-~--:,'···--:~ '-;·_-,--,-----,.-_-__ ---·-·- -~,_-------- ---·º-··,,.-'-_-. -----'- .,--.----- - ' 

distintos subtipos de receptóres a1-ad~~nérgicos que existen (cuadro H);· De ~cuerdo_ con la 



_,J.-

Unión Internacional de Farmacología (Hieble et al. 1995) los receptores a 1 adrenérgicos 

se dividen en los subtipos a 1A. a 18 y. ct1D. basándose en :1a diferencia d.e afinidad a 
. . '· .•' : · ... 

diferentes agonistas. antagonistas. agonistas inversos y ágentes.alq~ilantes (~uadro m. 

La clonación molecular ha id~ntificactC>. ires. Íipci~ dl_stlntC>s ~~.ADN C:C>;ri;1ementario 

::.:::~::;:·:.':.~:1:::.;·s2t~1df-~~~~!~~~~i~~¡;~~;t~;~~; ::: 
1991 l Los últimos estudios mué~t~· é~;idenci~i'de>Ci~~· 1á'.f~;gn~ ~L j}~oef~sl'~nde al 

·.:·:''.· .< .. ,_,;, '.·:,,·_;;_·~_< - ,,·"·:·;~;·· ·.~'.;,,··d-:-'.·:i :;'::·~· "'·<.:" 

adrenoreceptor CL¡A; que (a clona' (t.1~ ~S (a responsable de Ía expresión de(~ ti; B así, como (a 
~/···', ·,'(:· . . ' -- ... ··-;::·:-:.·--~~--·· ,_ ... -- . ,., . - -~ 

clona a1J corresponde con la ex¡:Íresióll del adrerioreceptcir a 1ci. '<cuadro 11) (forray et al.. 

1994: Bylund et al. 1994). 

Los tres subtipos de a 1 clonados son capaces· de activar el recambio de 

fosfoinosítidos y el incremento de calcio (cuadro II). Se ha observado distinta efectividad 

. de estos receptores para activar la vía. lo que 'sugiere diferencias entre la actividad 

intrínseca de cada subtipo. En general se ha observado que el subtipo ª'" es más efectivo 

en la activación de la vía metabólica que el a 18. y que el ct10 es usualmente el menos 

efectivo de los tres (Revisado en Garcia-Sáinz. 1999). 
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CARACTERISTICA ª'" 
Clona (nueva 
nomenclatura) 
Clona (nomenclatura 
histórica) 
Localización en 
cromosomas de 
humano 
Peso molecular 
aparente 
Número de 
aminoácidos 
Sitios de !!lucosilación 
Organización 
genómica 

lntrones 

Exones 

Proteína G acoplada 
Sistema de 
transducción 

Efecto celular 

Sensibilidad a 
Cloroetilclonidina 
Agentes selectivos 

Agentes no selectivos 

es 

466 ···, ~- _-.,,y·-
.. ,_,. 

3 

2 

Fosfoinositidos 
calcio. 
Adelinato 
ciclasa 

IP3/Ca·· 
AMPciclico 

± Espl!cie 
dependiente 
SNAP-5089 
(+) Nigulipina 
5-metil-urapidil 
Indoramina 
Oximl!tazolina 
Metoxamina 
A-61603 
Tamsulosina 
Prazosina 
Fentolamina 

cUadro 11.Tipos de receptores a 1-adrenérgicos 

-2 

G9 11111 . .u1t? 

Fosfoinositidos 
calcio. 
Fosfolipasa A2. 
Adelinato ciclasa 

IP31Ca·· 
AMPciclico 
Liberación de ácido 
araguidónico 
++++ 

AHllllOA 

Prazosina 
Fentolamina 

2 

Fosfoinositidos 
calcio. 
Fosfolipasa A2 

1P3/Ca·· 
AMPciclico 
Liberación de ácido 
araguidónico 

(+) Norepinefrina 
BMY 7378 
SK & FI05854 

Prazosina 
Fentolamina 

TC1m:1dn de: H1ct'llc IQQ:l; RL1mcr('I-:\\ 1la.. 1.:s1s de: macsma IQQS. Akantara-Hcmandcz tesis de mac~>tna IQQ7 
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Evidencias recientes indican que los receptores a1 no están exclusi.vamente 

localizados en la membrana celular. Hirasa""ª ( 1997) demostró que los a19 .se expresan 

' , 

sobre la superficie· de la célula. mientras que los a IA se expresan , en, compartimientos 

intracelulares., Igualmente Mccune et al.. (200Ó). han' d~lll~s~~~d~i q~e; los .am son 
·, -~: :.,.; :: ~>'/,' -~ - '~-:·, . 

expresados principalmente en compartimentos intraceluÍ~~s: ~ Lii~ /;~~;~tores a1 o 
- ·-i , ~:··~':--"·:·;·:~-- ::,e'. ;.; --~·<· .. ·,;. 

adrenérgicos son constitutivamente activos Yª que estiin·, suJe16k"'a i~!iiii~~í~~ iJo'r ~~onistas 
. . ., ·,.-.<~.· '.~~;:.~; '.~:·~·:··~::~:;~:~t<)<·;'_~ .. :~_: ,., .. -:T._:·. , .. --

inversos. a éstos se les ha encontrado con una orientación perinuclear;.ianto·en· células de 
'~ -. -<< ,._ ., . ·- V. -~· ~> ~: ~ ;;:;:·/ ~S1~~- ' ·-~~- ;J 

músculo liso vascular. como en fibroblastos .. Sin emb~go;''éstii.diós"reaÚritcíóspor Hromets 
-~~ ~: _.,.1 ~'·,·:.· -~~, ,:;~::~ .. :'1:?'! ':··,:{?,~~---: :-t);.~-:.:::·~:: 

et al. (1999) en células rat-1 que expresan cada subtipo., de aj'.'. por separado muestran que 
.. ·~:-" .-_-: ·::r- ~->:c:i<X~ :: :;{ ,. -·: ;1~--.: .- ':f2:>- ¡_:~'-''i· .:·~~~-.'. .. ·. -~-> 

los tres subtipos se expresan tanto en la superficie ;;ellÍÍar C'o'n16 en"';;'r'in'~eri6tde lá célula. 
• - - •.• -· ,,,_ -· ,0-c:, - - ,-

Mackenzie. et al (2000) realizó estudios en células d~ iriüs'~~lo' lis~'de·h~mané.. donde . . . -. 

observó que el 40 % de los sitios de unión del ligando a los recept~~es a1A. adrenérgicos se 

da en companimentos intracelulares. 

V.l CLASIFICACIÓN FARMACOLÓGICA. Agentes a 1- adrenérgicos 

Las diferencias en las propiedades farmacológicas a lo largo del estudio de los receptores 

adrenérgicos han sido determinantes para la clasificación'cl~.cadá.'receptor estudiado. 

Entre los agentes con .alta afinidad para<los_-~e~~·¡;;~-;e~'adrenérgicos están la 

fenrolamina que es ú~ ~Íagonista. ci~adrené~:~ic~ty;;;~'.¡?i~~~~si~a 'que es• iin potente 
-:i::.'. i::· · '"1.: • ' ••• ~, .->~:_i·:D:· ,,·-.;~< ,_,i.:._:\" ·:':-· · .. ·, ··-

::::::': :;:re~t~~jr;J;.tt.~j¡Z~~~~~i~i!~f ~;.·,:: 
afinidad al subtipo ad qtt~ ai ·~IB~ .este compuesto sin·ió>para' qÚ'e ~forro\\' y Creess en 

1986 identific~:n: dCl~ s~~tipos ~e adrenorreceptores ~1 ' en conlza cere~ral de rata· en 
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función de la afinidad con la que se unían al ligando .. Otro agente es el 5-metil-urapidil. un 

potente antagonista del subtipo a 1A y con baja afinidad portos subtipos arny am _(Gross 

1988). Este colTip~estomuestra unaafinidad IOO vecesmay(,r p~fr ~I: ~~,'.\ qu~ por los otros 

dreocsep(Gtoarrecsí,ad·eSláinz :~~· al: .. ~}~~{ª}· ;·fa tarn~tllo~~?~~es; ~n ' Jpo,:281~M~c~'.y;~" ..• 'an .. '_7,3.·~·7~.sg·o'.r .•. eiss: ... ªu.,·.np·aa.:enlotes 
slibtípo':'iií}(G~;~ia~SáinzetaL'. I?~?){ei'.> ., •.:. . ,. 

rel&•'·:z:m!,~~~~~~;~f ~·(~,1~f ;,~~rr~~~,~~;;!C'~.ro, 
estudiadas en membranaS célulares 'de diferéntés'tejidos de rata como ei hipocampo. el bazo 

y la próstata. i;eportándos~ ;·~o~. ~n~ ~¡z f~fad~d -~~ra {~¡ re};~tores ª'· mostrando un 
;';> ~· ,1 ~;'~;_/ •. ;::-' 

pegado inespecfficci muy bajo·; (Yaza\,:af;/ HÓridii: :1'993; Yazawa et al.. 1991). En 
.. . . ..--:;,-;.- '~'.:' ·, ., -· •" .. -.:·._,; .. , . 

hepatocitos de cuyo. conejo\ ~ia. ~e ob';i~~ó tj~e é~~e agente tiene mayor afinidad por los 

a1..-. que por los cx 1 ~ (Garcia-Sáinz et aí.~';;~~~)2t~' 
Así. ae.onistas como la:· m'~~¡;}~'.Ji¡!; ·~.;_'la o:dmetazolina presentan una mayor - .-· ..... , . .., ... 

':.. ·t~··,c: 5•. ' 

afinidad por los cxiA que por 1(,~ 0.¡13 <,(}~réía-Sáinz et al.. 1985: Tsujimoto et al.. 1989: 

Torres~Márquez et al .. t 991: G~~cia~~,á~~ ~f~1:. l 993a). 

Por otro lado. la e~in~f,~º.~~xk~~:~~~ep_i,nefrina son agonistas naturales de. estos 

receptores (a y 13> con álta afinidad:'.)'.'dene~acé:iones diferentes princip11.lmente debido a la 

.proporción del. número'· de recif ~~r~~f~~tl.~~~i~!i~z••.in~ri?s,'.~~·•.~-~~fs.~gonis~a~ti;~en· la 

misma efectividad para esti~uiar.ireceptores, ~ 131 Jocalizádos . en.-. el.·. corazón. • aunque . la 

epinefrina es un poco m~s p~te~ii0 4~~ iJ~~·ir~i~:~J~~ ~: lo~ ~ecept~;~~ ~ d~ casi todos los 
' e- > ",';;_ ?,'._: •' ¡~; ).:,'.·~ / 

órganos ( Goodman & Gilmari 'sfil 996).'.2/ • 

Uno de los·· agentes' O,~ •utÚi~ados en estudios farmacológicos es el agente 

alquilante análogo"de la; donidl~a. la cloroetilclonidina. que es capaz de inactivar a los 
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subtipos a 18 (Han .et al.. 1987: Minneman. 1988) y a 10 (Pérez et al .. 1991: Hieble et al.. 

1995). a diferencia del subtipo ª'-"' que ha demostrado poca sensibilidad. a este agente 

(LeClerc et al.. 1980). Aunq~e exi~t~ controv.:rsi~ ;.ª que ~stu~ios ~~chos por Tsujimoto .et 
.· 

al... < 1988) mostraron C¡Ué . este •agente· hidrofilico :. inacth'a. prlncip"almence .. a )os ª' 
adrenérgicos sob,re la sú~~r~~~e~~~,l~l~r· i~dJgen~¡¡~¡~~-e~i~ J~{·~~~dpo;. h~~rino < 1996) 

.. -. ··'~:j; ·.:.:~.' :'-;:,'··., ' :·' -, .;:., ' ,. \- ',· ·. ' ·.- ,_ .. ~-:~ )"?>' .·.-:i'-.¡':·;__--:~:.--·--:k ·,; .' '·· 

demostró. qÚe la,s~nsibilidacl de Id~ sÚbtipos de ~eceptor~s·cl~p~ndi: en graJi iri°~did~ de. las 
• ···>. :·.:_::: o:-,·.·:;· .,~·,:··:: ,:.(.·. ~;: >-. • ,· .;,·-: --~., ,:_-\r,. ~;:.~.-.. -~(>' ,\_·;~;·>·.·-~:_.,~ .: ;_:,'..:; • ::) ~ 

'-·ariaciones experimentales en los ensayos: así como deLÍnodelo.celÚlar en.el que se esté 
, . .,, '• . -·- .. ' .·" 

trabajando. 
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VI. ANTECEDENTES 

Se ha observado que la expresión de los receptores ~-adrené.rgicos tiene un patrón 

tejido-especifico. por ejemplo. en hepatocit~s pertenedentes a diferc:.ntes .. ·especies de 

animales se encuentra el mismo subtipo. asÍ~l ~~·· 5e, expresa tanto.en'.hígádo de cuyo 
::"'::·, . ,., - '•. "] '~ . ,-;_. .. _~ - -- , ._:, , 

l Arinze et al .. J 983 >.c?~() en•h~~~~!:n•wf~ ró:t~J~j~ ;~\f a,1~·~i~iw~~···'.:1?3 ~; < .. 
Por otro lado ·estudios·· realizados e en<· nuestro' laboratorio.:: usando·, técnicas de 

.. r ·: -:;.~~'{"·<·.: .: f. - ·--~>- -·----~-~-

biología ·· m'61écufar'.: t~rma~ol~~ía ··:·~~ ·blóqit¡..;,fcaé deO:.Clsi:¡r,~11; ~~~.!~~iste ·una 

heterogeneidad en la expresión de •'1ós a 1"~drenérgicos en . el hígact6 de. diferentes 

especies ( García-Sáinz et al.. 1 99~ l. Se determinó que el subtipo a.'1 • .,. .' ~e:, expresa en 

hígado de conejo. de perro y de humano: el subtipo a 10 en hÍg~d6;~e}'~e·i:d~:ratÓ~. de 

rata. de pollo l Gárcia-Sáinz et al.. 1995 l y de hamster ( Garéia-Sáinz. e~ ·_al.: 1 994 J y hay 

una coexpresión del a1._,.·y del a. 18 adrenérgicos en el híg:Ído del monó rez_hus (Garcia-

Sáinz et al.. J 996bl. 

Estudios realizados con membranas de hep~tocitos '.de C1jYº.- demostraron que el 

subtipo a 1-adrenérgico que se expr;~a es i~~ensi~le·~ la'cloroeti;~lol1idiri~. ya que la 
-·~ .. - ... ·- . . -

se observó una alta at1~ictact'd~1 rec~pto~ ·por el ligaÍlcto. s~m~tu:~rapÍém!•~i~omo el 
·; ... > .. ,. '< 

bloqueo de los efeé;bs a&eri~rglcos ~n. presencia de esté"ant~g~ÍÍi~tii:::·¡Jc!~iit1~aridolo 
··,.¿" _,.,_._ :_,·,;··· ';:": 

como un recéptor del subtipo a1..,. · En los estudios correspondienÍes a\\i'füneirillátidad 
' . - :'·· 

y regulación. se observó que estos receptores se acoplan a protdna~'C;'i.iserisibles :Í·la 
- . - - -- . --' . -- , - ---: , ,. __ - _._ .. , ' 
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toxina pertusis y que los efectos de la activación del receptor son parcialmente 

independientes del calcio extracelular (Garcia-Sáinz. et al.. l 992a: l 992b:). 

En trabajos realizados posteriormente en nuestro laboratorio se identificó en 

membranas de hígado de cuyo un perfil farmacológico típico del receptor. a 1A.con el 

radio ligando [3H]5-metil-urapidil (Garci~-Sáinz et al.. 1993 ) .. 

Igualmente en membranas de hepatocitos de diferentes· especies (cuyo. rata y 
.. -_ :-_-<·· :-~>· -. •. ,-

conejo) se observó que la tamsulosina es un antagonista muy potente para los receptores 

adrenérgicos a 1• y particularmente con una mayor afinidad por l()·~ a 1..- (Garcia-Sáinz et 

al.. l 995d). 

Cabe aclarar que el subtipo' a1 adrenérgicÓ. ~xpiesado en hígado de cuyo ha sido 

especialmente dificil de caracterizar. por es~di;i:: farmacológicos y de unión de 

radioligandos se encontró la pres~ncia del subtip~ ai: ... sill emb'argo; al hacer el análisis 

de ··Northem blothº" se observó hibridación de RNA · totai con ·u~~: ;olld~ .del DNA 

complementario de los receptores. lo que determinó que 
-· _., :- ·:·-~--.·» . "º . " .. 

est~. es~!-_f:t10 ·:y· n~:_ .. ªª..\· 
Posteriormente un estudio realizado también en el laboratorio (Gonz:íléz0 Espiriosa. et 

.... -,- -~"- _-, -~-.7~· - ~-;, -: - . 

al. 1999) indicó que alteraciones del hígado tales como el proceso d~'ct¡J()c'i~~ióri de los 
'· ·. -- ,/~~1.J<; :, . •"./," 

hepatocitos con colagenasa en donde hay digestión proteolitica de l~ ~atrlz extracelular 
·-\\;:"- , .. ' ·. 

del hígado. provoca probablemente un cambio en la expresión d¡:Is§biii)é:i d~l rec.eptor 
:«~:-- -J.:\,;-:-1_"·"~<:~-~-~:-~~~~~,-·-~~:)_,, __ /"?> 

ya que el R.;"IAm paraª'-"' normalmente expresado. es.degraífo,dó"S·~se;incrémenta· el 
" ... ;~~ --,;~:h. -.~---,c..,:.: .. r·· 

Ri"IAm para el a10 De tal manera que para definir el subtipo a1 conirc!)\'.~~~ia(se !~bajó 

en la clonación y secuericiación del recepto~ adre~ét'~i~i e~-~~liiJ~·~n\i~ep~oc'it~s de 
_., - .. :·::,. -~~"'- : :; -~ 

cuyo: La clona .d.el, receptor sé aisló a partir de RNA total de higado-:;d{cu~:o. la cual 

presenta .un marco' ele .lectura abierta de 140 l' pb que. codifica : i.i~a P.roteina de 466 
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aminoácidos. con un estimado peso molecular para esta secuencia de 

aproximadamente 5 1.5 kDa. 

El trabajo que se presentá en esta tesis consiste en lograr _la expresión del receptor 

clonado de hígado: de ~uyo. S!J caracteri:za:c.ión farmacológica )· la realización de 

pruebas funclomÍl~sq~e ~;:u<l~~aÍdentificar eÍ ~ubtip~ ~l Quepe~en~c~. 
,·.,~ ·. 



HIPÓTESIS 

Si el receptor a 1 clonado de hepatocitos de cuyo. pertenece al subtipo a 1• y tiene una 

integridad estructural y funcional. entonces los parámetros farmacológicos corresponderán 

a los reportados previamente para el receptor a 1A de hepatocitos de cuyo. e ini:luso podrá 

activar la vía de transducción. de fosfoinosítidos-calcio en respuesta a los estímulos 

adecuados . 

.... 
•' 

.i1 



..., -· 

OBJETIVOS 

GENERALES: 

Caracterizar farmacológicamente al receptor a 1-adrenérgico clonado de 

hígado de cuyo y transfectado en células Cos-1. 

Comprobar la integridad funcio_nal del receptor expresado en células Cos-1. 

PARTICULARES: 

Determinar el valor dela constante de disociación (kd) y el pegado.máximo 

(Bma.x) del receptor clonado. por_ ensayos de a5ociación de los ligandos 

marcados [3H] Prazosina y[3H] Tamsulosina. 

Determinar el efecto _del agente alquHante cloroetilclonidii:ia eA ~¡ re~eptor. 
-;, . ,c.,'·.:.· 

Determinar el valor .. de la constante de inlÍÍbiciÓn (ki);:'de"¿1()s ligandos: 

oximetazolina. eJi~;~lla)_n~~epinefrina'.. m~%~§i~L ~~d~inai • 5metil

urapidil .. benoxatián.;rC::ni"~1~~iria y B~iY 731~·c~A''~í'i~;J~~td~'~1~~~cl;J~ ·por 
'. -· '. ~ "·' .:·. ; 'l .- :',·'.". ~ . -. ; .. ' -

ensayos de competencia éóll el ~adl~ligiínctci [~H] :Y.iiffi"Si:i1d~i~a~{ : 
·.,.·'::; -.• -.'::.~· . . ·:·,.· 

Cuantificar el• efééto.~obi~< lá'p~~ctüééiÓ~ d~.f~sf~~~~~d,~'inclsi161 en células 
~-- ~-,- ~- .,-. ._ _. ~~~--,,-::· ---~-.::_~ij·:.-\. .. :"- '._ :;,__~,: ¿ - ·:~. - - . :_ -¡-;¡,-·- ·-

Cos-1 transfectadas COil el reé:~ptor_c1cihadcÍ. ~ri re~puetsa -~- ~Pi!let1ina 1 o µM 
. ·.. .· ,;_ -~;: 

tanto en ausencia como en presencia. de prazosina 1 ·µM. 

,. . ----·-·-·----=-~'---'--· 



MATERIALES Y MÉTODOS 

l. i\<lateriales 

Se utilizó el plásmido pCDNA que tiene la secuencia codificante para el receptor clonado 

a 10 de hígado de cuyo: el plásmido pCHI 10 que contiene a la 13-galactosidasa para evaluar 

la eficiencia de la transfección: se utilizó la cepa de bacterias competentes JM 103 para 

transformar con el cDNA deÍ,rec~ptor:y las céluliis Cos-1 para la transfección y expresión 

del receptor. 

La [3H]prazo~ina (77.~ CÍ!mmol) ';.el' [2.3-3H]myo-inositol (22.9 Ci/mmol) fueron 

de New England NUcl~ar.' La [3H]tamsulós.in~' (S6~3 Ci/mmol) la proporcionó Yamanouchi 
,• ' . '' --· ' -

Europe y la féntolamlna Óba'Geigy. la meto~lm'tir;a la propo~cionó Burrough~-WéI,Icome. 

El Benoxatian. 5~metil-urapidil. clo~oetilclci~idiÍl~' •y WB-41 ol fueron;'obte~i~6s 'de 
;:.;_t> -i~,_~·. -.,.,~ ; __ ->·/,:, . .' ·;7:~j: .,,..,· - ·:~~--~_::.:-

Research Biochernicals International. La <+Epin~frina~ (~):norepinéfrinii.. ox~:ntei~olina y 

la prazosina se obtuviéron de Sigma Chemical Co.i.:· . .,, "·· •'•','' /;;e' 
,-,; _ _.._ ·.-' " -~--~>- .'. ·_-_ '..~;~;<' .. > :-~(:·-· 

El Tris-HCI. EDT A (etilendiamina-ácido tetraacético)~ RN.~·~a:; NJc)'H«>ám¡:)icilina. 
, ·'.' '. . . : . ,. "._. '. i- 1 ;.': • ·-_, ' 

cloranfenicol. MOPS (ácido 3-[N-Morf~lin6J própanostilfónico). "i:riton X~lOO. {etan~l. 

isopropanol. cloroquina. DEAE-dextrán~' r.;tgCL~ .. :HEPES •.(ácido?~~[2~Hidroxietil] 
piperazina-N-[2-etanosulfónico). ~irofosfato de tetrasodio .. ·. j}-glicerofosf~l~:}oli~-fenol. 

-· - ···-- - . - .{,~'.-:::::-,;..-···.<.:[~-~~-· -

albümina de suero fetal bovino.' PPO (Na3V0,>2.5-Difeni!Óxazol)'y.los<inh.ibidóres de.· 
. '·• ·--·· 

proteasas: leupeptina, · PMSF ··.· (t~nilmet;lsulfoni; 
bacitracina se obtuvie~on también de Sigma. Chemical Co. Las collimnas u5adasºen la 

purificación del plásmido son de Qiagen. La agarosa. la resina AG 1 X-8 . y 'el SOS son de 

. -------·----------~~--------------· 



Bio Rad. El DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbeco). el suero fetal bovino. la 

tripsina. antibióticos y antimicóticos (estreptomicina. pe_nicilina y anfotericina) usados para 

el cultivo celular: la peptona y. el extracto de levadura fueron de' Gibco BRL. La X-gal (5-

Bromo-4-cloro-3indolil 13-D-galactopiranósido). substrato cromogénico para la 13-

galactosidasa. se obtuvo de Sigma Chemical Co. 

II. Métodos 

11.lTransformación de bacterias y purificación de plásmido. 

La transformación de las bacterias competentes JM103 se realizaó a 4° C por una hora y en 

condiciones de esterilidad. Se agregaron .015 µg del plásmido que contiene la secuencia 

que codifica para el a1. _clonado de hígado de cuyo. a bacterias competentes. Transcurrido 

el tiempo se di~un chcique ~~rmico d~ 42_0 ~ durante 90 s. después del cual se agregó 1 mi 

de medio Luri~- B~rtartL(LB) )~ se i~l:~baron a 37º C durante 1 h. Posteriormente se 

centrifugaron a 834xg duriuite 5·:m y~¡ paquete de bacterias se resuspendió en 150 µ! de 
:_ --· .. ><- ·- .·.": --·. --_'. _'.-- '.--··' - - ,<· 

LB con ampicilina (0.25 g/mi) (LB-amp.).--Las bacterias se plaquearon en una caja con 

medio LB y se dejaron a 37º.C toda I~ noche. 

Para eiprecultivo. de la c~ja con· bacterias transformadas se tomó una colonia 
. :.-:- ' ; -~-~- ,._-_:.; :.:-·< _-, ->,;: -'~ 

aislada que se sembró.en 5.ml·de_medio LB-amp. (0.25 g/mll y se incubó en agitación a 

37º C todala rii>ch¿>EI,culti~·o'ct~ l~bic!~riás transformadas se hizó en 500 mi de medio 
''""'' ·'·""'· ·,···· '.)' 

LB-amp. a 37° C in~c~lado'cori·s fu!'del prectdtivo hasta que la densidad óptica debido al . 
·;_.,, . - . ~. '- ; ·~· : -; :::. i.:. ! 

crecimiento dela pobl~~Íónfu~ d~'~riiie'o'.6 ~- 0.9 unidades de llbsorbancia a 660 nm. Al 

cultivo se le a~ega;o~ :~~ ~-~d~ cl~;:ani=~i¿ol }se ~:jó toda la ~o~h'.e i~~~~:~di> a 3 7° C. 

_,,,;-· - ---~,----------------·-· ---·-...:-..---.,,,~,-~~------------
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La purificación de plásmido se hizo por el procedimiento de la compañía Qiagen 

basado en el método de ópümaHsis 'alcalina deBirboim y Doly (1979) (Qiagen. 1998). El 

cultivo se c~nÍrifü~6 a\5~;3, xgdurante IS mh1utos a4~ Cy se resuspelldió totalmente el 

paquete de bact~riaS en 50 rri1 d~ ~oiúciórl ~¡ Yrris~HCl50 mM. pHs.o: EDTA 1 o mM) 
., :·· 7 •. _,. ·- · · - · · • ; ·;. · • -: ? • ~,:::,'. :_ :. -- • - .,_ • ., r :~t:· '" "' · · 

con R..'1Aasa (O.'Imgtml). Po~terlonnerite:; sóritide 'S'olución P2(N'aOH iéío mM.) % SDSl 
. ; '• - '-; ... ·, ~' . 

se me~clar~ll C:óll el cultl~o -~-- incub~oÜÚ~i.5e>·(::~:;; 5'¡,:.:,s~'agreg~~n so nil de solución 
' ,·, : .'-L'·'· -;~>:;,-"",~<!..Ó- ~'<"i- .>, 

fiia P3 (acetato de pot~io 3 M. pH S.5) 's~ n1'~~c1ilión'y se i~cuba';on por 30 m. a 4° c. 

posteriormentese centrifugó a 19.732 xgdu~nt~ 30 m a 4ºC. El sobrenadan'te. se recuperó 

y se filtró. Éste sobrenadante se aplicó 2 _veces en una columna previamente eqúilibrada 

con 35 mi de la solución QBT (NaCI. 750 mM: MOPS. 50 mM. pH 7:· etanol 15_%: Tritón 

X-100. 0.15 %). Si se trataba de columnas usadas entonces se.regeneraba·con 50 mi de 

solución HS (NaCI 1.5 M: MOPS. 50 mM: etanol 20 %). 20 mi de.solución QPT (NaCI: 0.4 

M: MOPS 50 mM pH 7: tritón X-1 OO. 0.15 %) y 35 mi de de la solución .QBT. b~spués la 

columna se lavó con 200 mi de la solución QC (NaCI. lM: MOPS~ _50 mM'. p[i7: etanol. 

15 %). El plásmido unido a la columna se eluyóc6n ~5 htlde la~ol~~ióríQ} cN~CI; 1.25 
• • ;.,,·,, , .'•!. ~ ~;:;.- ,. ,_,,,:·: ,_,, ·~. -

M: Tris-HCI. 50 mM. pH 8.5: etanol 15 %)'.: pi5~t~ricidri~lli~cse¡;r~ci;ii~:~~~ if~ cii de 
'~>;./:¡~\< ~~--;>~·- ->;.; <~ 5 

isopropanol. se centrifugó a;21~135 xg dur~te !Üo.itl/Eisobrenadante se''de~echó y el 

paquete de ADN se lavócof 7 ~f\if.~;~~j ·~t1d~::1i~ ~~~fa~~ó'. ~J~\!i~~~~e ~~rarÍt~ 15 · 

m ª 21.135 xg. se -.dec~t~ • y'.~~1 01'lA.f~1~~id~)'~~-deJó .s~c~~cio. ctu~ilte-i Ciías. 

posteriormente se resuspe~dió c~~ 2ob µI ~e ~~~¡~st~~I;)~ ~~ ma~tJvo en c~ngela~ión .. 
La concentración del plásmido . se calCuló . considerando que l.• unidad de 

absorbancia registrada en el espectofotómetro con _luz UV a 240_nm es igual a 50 µg: µl. La 

calidad del DNA se determinó en geles agarosa al º/o y revelando con el intercalador de 

DNA bromuro de etidio. 

---~··--·------· ----------~----"------------~--
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II.2 Cultivo celular y transfección 

Se cultivaron células de riñón de mono Cos-1 en un medio de alta concentración de 

glucosa. con L-glutamina y clorhidrato de piridoxina en DMEM suplementado con 3.7 g de 
. . ; . , ' ! ' ' .' .. : . ~- ,. ·''. :· 

NaHCO; por litro con un pH de 7.4 y filtrado para s'ú 'esteriÚ~aciión;: posteriormente 

complementado con un 1 O % de suero fetal de, bCÍ~ino~ : ~; ·c'on 1 Oo µgtml de 'estrepto~icina. 

100 U/mi de penlcilina y 0.25 µg/ml de ;~nfo:teriziJ~. e'ii erijas P~trl "de 1 o cm a una 

temperatura de;37~·c{ú~~ aunó~r~~~on 5 ~'c?2'. <.F.· '" · ... : : .. : 
Para la,:ar las déi'ul~ ;e· Úsar~n .10 mí ptl~ cMa'de una solUdiÓn ariiortiguadora estéril 

'· - - . :}· . -~'.~ . - . :·:· . - . 

de fosfatos sali'nos'PBS (Nilc1 8.7g: Na2HPOÚ2H20 2:1g: N~H2PO.i2H20. 0.4g: pH 7.4. 
''•.:. ;·-e;;';» .. :.;,·: ··-· 

para un litro). Para le~;anta~ las célÚlas'.de Iá.caj'a dé cultivo se usaron 0.5 mi de tripsina al 
.: ' ,· :;·:·:.: . f~-· 

0.3 % . por caj~ dG~t¡; ~{m '/l'~dó)J ied~~iÓri de la· tripsina con DMEM completo 
'' .. ;;>" 

(V ázquez.:.· Pr~do ~t~·'¡ú~::· :ú:>OQ)~\!~(~-- : .:~;:~· -__ -·~,.-. ·. · -

Antes de hacer·;~J~méra ~;a:n~fecciÓn el cultivo se levantó con tripsina. y se dejó 

crecer de nue~iJ: e~~a ;~si~~br~ se repitió por lo menos tres veces. Para la transfe.cción se 
" - ---~.'-

usaron células ~nt~~'un so-9o % de conflu~ncia resembradas el día anterior. Las células. se 

lavaron y homogenizar~n '2 veces c~n 4 mi DMEM sin suero y se incubarondt1rante.2.~ h 

a 37º C en un medio de transfección que contenía por caja. 2 µ¡;.de plá5Üiidt4_inl,'de 

DMEM sin suero. 40 µl de cloroquina 2.5 inM. y 80 µI de DEAE-dextran (10 mg'tml). 

Después. el medio de transfección se retiró y las células se lavaron 2 v~ce~.:co~ 4 rili'de 

DMEM sin suero cada vez~ posterio~ente se adicionó medio DMEM ._co~ple~_o. Las -

células se incubaron ent~e de 4"; y ,;;ho.ras. periodo de tiempo en el que ~e recú'peraban· y 

expresaban de manera tra'nsitoria y óptima al receptor clonado de hígado de. cuyo. La 

46 
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eficiencia de transfección fue de 50-60 % y se determinó por la transfección paralela de 

células Cos-1 con el plásmido pCH 11 O. evaluándose por la actividad de la f3-galactosidasa. 

11.3 Purificación de membranas 

Después de 48 a 72 h de la transfección. las células. se lavaron con· 1 O mi _de PBS fria. la 

solución amortiguadora se aspiró y las cajas se colocaron sobre hielo: A ~:~d;¡ ~aja se le 

agregaron 500 µl de solución de lisis fria (Hepes 20 mMpH 7.5: EDTAS ~M. pi~o-fosfato 

de sodio lo mM: Na3 vo~ loo µM: J3-ulicerofo~fato lo l\ltm~ ?r-:tsF di~U:~ttc/~~ i'scip~opanol - .. ' . . ' . ' ' :! '· .,_. -;: 

l 00 µg/ml: MgCb 2 mM. inhibidores de proteasas (leupeptina. 20 ¡.iifmt:(b~_~itrii'~iri~ 500 

µg/ml e inhibidor de tripsina :2() 1-1ktm1)) y se di:jaron incuband~. a 4° ~{~~i\'s ril"'6 miis 

tiempo. El lisado celular se recU:p~;ó y se depositó en un homogenizado;'.?'~~ ~provechar 

los restos del lisado qÚe quedab~ en la caja se agregaron 500 µ(~ás :de -1a solúción de _.-

lisis y se depositaron con e_l anterior. 

El homogenado se centrifugó a l.650 xg durante 20 m a 4° C. El sobrenadante se 

recuperó y centrifugó_ a 30.950 xg durante 20 rñ a 4° C. El sobrenadante se_ desechó y el 

paquete se resuspendió con 500 µ! de solución de lisis. se centrifugó durante 5 m a 17.361 

xg a 4° C. posteriormente se decantó: Al_ final las membranas se conservaron en 

ultracongelaCÍón. La concentración .de proteína se determinó por el método de Lowry 

( Lowry. et al.. 1951 ). 

-17 
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U.4 Estudios de asociación de ligandos radioactivos en membranas 

plasmáticas. 

Para los experimentos de saturación. las incubaciones se hicieron por triplicado con 6 

distintas concentraciones del radioligando [3H]prazosina entre 0.05 y 10 nM. lo mismo 

para el radioligando [3H]tamsulosina entre 0.01 y 4 nM (en ausencia o en presencia de 

fentolamina 10 µM para determinar el pegado especifico). _En todos los casos se utilizaron 

:?O µg de proteína de membranas que se llevaron a -un \·olurrien firiai."de-0.:?5 mi en una 

solución de MgCb 10 mM y trizma base 50_~M ~pH.7.5::.\demáS"sétomiíron alícuotas de 
" .. ·~e:" ·-:: ; " -.• , -::· , _ _. -; 

la cantidad total de radioligando por m~es~~:~.J;;obt~de~:l~'C:uentas to~ales en cada 

ensayo. 

Los experimentó~·}d~- •cornpetéricia se .~~-~i~t~n:,p~r t~plic~do ·con. -la misma 

concentración de· __ o.3 ·il-_o:6n~1_ -d~l ra~1oligan~k;.[:~]t~s.~l~siri.a ~;-si~hlp~e--·-en~-~esencia de 

6 distintas concent~cion~~~-~eic~fr- ~ib~~E(;tff~~TI~~~*~~.ifr~2~(~fa~~~i~~t4olina Y 

metoxamina) o de cada antagoni~ta (prazosiná.; benoxatian: 5~!11~til~~f:iiPÍdil f; BMY.7378 y 

fentolamina). Para determinar el~-: p~ga~6 tóta~~;¡l i'~~~~:¡,:~~~?~¿:~~~r\-;'t~-"~~e~cfa de 

::~:,:·:::::. :: :::::::ra::.~.i~ :~,·j~~~~tf :~~=~· :: 
-~:/~-: ···~>-·· ''.~·-'.~>--~· •:: ;:, --~~~:-~ .. \·:-\;;,.. ~~::.:~:>· •'. -~:_, 

obtener las cuentas totales.. · :i •_:: r;cc/:' ;-,~_:::;: ;•:_:·;-- --,;-.. " -•-.-••''·•" ._,_ ·:_-_._':••- ---

El ensayo consistió en incubació~~~-~~~ dt¿zi¿ri ci; s6~6~i~·r;·ci7'~ -fa~~itación. 
La incubación terminó por la adición,'Cle _5 mi de solución de'trizma'~lgC[: frio Y filtrado 

rápido a través de filtros GFIC ~-(hidratados previamente con soluci~ndé,tri:Zma MgC[:) 
". " . ·_ - : ~. . t •) __ :, "_ : -_ - - • 

usando un aparato de filtración-Brandel modelo M-48. Los tubos-'se·Ia-\·aron:.r veces. 

posteriormente cada filtro se colocó en un. vial al que se le agregaro'n:4:~1 de _ lfquido de 



centelleo (3g de PPO. 106 mi de etanol. 37 mi de etil~nglicol. 257 mi de tritón y 600 .mi de 

xileno para un litro). La radioactividad por muestra se ~idió en desintegraci<;>nes por 
. . 

minuto (dpm) en un contador Beckman LS 600 SC programado para contar.tritio durante 
1,>· 

Las curvas se analizaron_ por e!'programa EBDA. Biosoft-Elsevier 
-::<L~;~·:~ ·~ .... ·. _-.:> 

-: _''.r.:' :-~,·C:' :: .. < ..... :~:/'.' .. -.. -,· ··:. 
'" --· - ._; - \:.<1;- -·:-:.0,: ·-~:·'.L::. , .. :::-· ·, .. 

Se hicieron también saturaciones conmembrana5}l1C:U"~aci~ ~011 el.agc;nte alquilante 
~-~' ? .. - ··.·;'\ :,~.;-, - .. ,. ·:· ;- . 

un minuto por vial. 

(Munson y Rodbard. 1980). 

cloroetilclonidina 100 µM durante 15 m. en un baño de agu~ a' 37° e: en agitación. Estas 

se lavaron 2 veces mediante centrifugación 27.135 xg durante 10 m. se resUspendieron y 

homogenizaron. con 12 mi de solución de trizma MgCh. antes del estudio de asociación 

con los distintos radioligandos. 

11.5 Purificación de fosfatos de (3H]inositol 

Células Cos-1 cultivadas en cajas de seis pozos se transfectaron al llegar a un 70-80 % de 

confluencia con 1 µg de plásmido. 1 mi de DMEM sin suero. 10 µI de cloroquina y 20 µI de 

DEAE-dextrán por pozo para continuar con la transfección como se describió previarnent~. 
- . _·,-, _-

Cuarenta y ocho horas después se marcaron:en un inedio DMEM sin inositol que contiene 
·.. " .' ' 

[2.3 3H]myo-inositol (5µCilnll) por:IS-24 h'~ 37º C y en una atmósfera con 5 % de CO~. 

En el dia del experimenio 1::'~~l·~~a~:.~·e:;j,;~drí dos veces con 1 mi de PBS por pozo y se 
- - - . - . - . ; . - 'º .,,_ - --~ .. -. -<-'· - ,: ·'"" . . 

incubaron con 2 ~I de :~n ~~di~ é!~\Jf ~~~fun~er-HEPES con Ca~- 1.3 M y LiCI 20mM 

por pozo durante apro;_ima~~ent~ ió ni~~ !~incubadora a 3 7° e y una atmósfera de co~ 
al 5°/o. 

. ·--:-' _: __ :·-'-_-. :>- ·. · .. ' 
Las .células se estimularon éon · epinefrlna 10 µM o con epinefrina·.·10 µM más 

prazosina 1 µIV! durante 15 m a 37° Cy una atmósfera con 5 % de CO~. La estimulación 

---· .. ~---------------



se ter.minó adicionando 400 µ)_de ácido_ perclórico frio al 30 %. El material celular se 

neutralizó con una solución de ~OH L5 M.y HEPES 75 mM y se centrifugó a 8.754 xg 

durante 1 O m. El sobr~~~darÍt~ de cadá ~bo se apliéó a una columna de. l O ~1 con cama de 
. ¡_· ;. :: :.~ '. - . :·'..> . . ·. ~· .. ·- ' o ' • ' 

resina AGl-X8 (formafo¡:.¡náto) hidn:ua,da; Posteriormente se agregaron 5ml de Krebs

Ringer-HEPE5-~4i{Ji~í:,~2'~~~~-~-_ci+i•1.3 Macada columna yel filtrado se desechó. 

Los fosfatos de [3H]ln~~iiC>i'i'(~ii{i~dsltol riionofosfatci: IP~. inosito{bifosfato: IP3• inositol 

trifosfatol se ~~P~:~~~-'~iJr;~~:~~~~·~a,i+~fla de ~~wex AGI~*~ :~~e~dge et al .. -1983) 

adicionando a cad~ col~in::ill''i'in{<l~ )~ solÜción ccirespondierit~ '. 5 ~eces (recuperando en 
·.--~.' :t:_:· .. ~::,·e:<~.' :·s~:~_¡.--_-(:·:~\ :·\:~.:::.···<;>· ... · :::~: .. =_.-.,'. :/. 'Ji:;·.,~~-~::-,:::·'.:'.,:\ · ;:-.:-~-- _ _..- · --

viales las primeras ire~ frád"éiorie~";; desech~~d~ I~ do~ últiinas): para .eluir GPI (solución 
~- ~·~-----:;· :-.{~·r .. -~\;'.«;>~''; --~ ... ,. ::\,,_..~ .,_{:.. ·:-·>.·y,·· 

de borato de sodio 5mr yforrriato•cl~'sodio:50n1M): para e luir IP 1'(solución de _borato de 

sodio 5mM y format~-.-~e ;'~~dl: Í '¿·? ~~n/)J~~:,:;~;· c~~lu~iÓ~ :~~ ~~i~: fórmicC> 0.1 · M ·y 

formato de amonio o.i~~ v'.~arf:-~¡p3:¡5~1~g¡¿ri~·~e "ácid/fó~i~ci'o'.1;·M·v -formaio.-de 

amonio 1 Ml. A cáda yi~I ~d~e-~grr~iJ~:·J~1·~'~;~~"ui~:-c1~te:t~lleo. ?~gJ:~::~t~~er Ja 
..:_· - .-.:·-:-:,1~- .. :--.·;~,~-"--,, .. ,._-;~-~·,',:-;.,.,'=- .:..._·~~-··· -· -.. :," .. : .• --.:.··:~e-- - - ~.'.:;:-: -- ·-

muestra en solu2ión. La éantféia?_ d¡; i=adioa~~ividad de las ~i.Íestrá.s se_miciió 'e~ Wi contador 

Beckman LS 600 SC- prog~run~do ¡,;ira_ ¿;;~t~ tritio (j~~~e 1 rnim._ít~-~or ~:l~l. 
>·1:.-· 
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RESULTADOS 

l. ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN CON UN LIGANDO RADIOACTIVO 

SATURACIONES UTILIZANDO (3H) PRAZOSINA Y [3 H) TAMSULOSINA 

En la figura 1. panel A se observa una cun·a de saturación tipica para la interacción 

ligando-receptor al utilizar [3H]prazosina. La cun·a que relaciona la concentración de 

[3H]prazosiria pegada co.ntra la [3H]prazosina total tiene una forma hiperbólica rectangular . 
. . , ···-

Cuando todos los. sitios de asociación están ocupados ya no se obsen·a u_n aumento en el 

pegado especifico. aunque se incremente la concentración de ligando. 

En la figura l. panel B se muestra el análisis de esta sátúración ál aplicar la 
";·' . -;. --· '.. . 

transformación de Scatchard (regresión linea[). resultándo :en~ una grafic3..é¡ii~ compara la 

concentración de [3H]prazosina pegada (efecio) 'co~tr:(:·: la relación [3 H]prazosina 

pegadat[3H]prazosina libre (efecto/concentración d~ radioÜ1ando libre): La gráfica resultante 

corresponde a una linea recta. lo que mue~tra·:.··1m.·~corn~o~amiento consistente con las 

asociaciones de una población de un solo tipo de receptor:: una pendiente que corresponde al 

valor de -1/KJ y un valor de intersección en ~l éj~ d~-1~ x que corresponde al número de 

receptores o pegado máximo tBmaxl. valore·s··~J~'se.· obtuvieron. del valor promedio de 5 

experimentos ± el error estandar.deéÍos;paclmeÍr~s obtenidos en las saruraciones con el 
; ~:,_·,,,. ' .. ~-, .' \.> 

radio ligando [3H]pra2:osina y que i~d¡¿~;~a'~fi~iciad relativamente baja. con i.ma KJ = ~.57 
~-'-=·--· ..::.· :~:\_1. 

± 0.09 nM y un pegado má.ximo ó·s,,;:'~ ,;,'779:6 ± 80. Los análisis aplicados a.estos 

experimentos muestran un pegado·inb~pecifico muy alt~; equi\'alente al ~0% del pegado total 

~ .. ~--------~~---·---•....:-.-.......-~. ~---



Al utilizar el radioligando [3H]tamsulosina. .se obsenia una curva que muestra la 

saturación de.los.sitios de unión al radioligando. Al igual que fa satura~ión con [3H]prazosina 
. - - - ,, ·. ··.· - '· ... '..< ·:.: 

tiene una forma t1ipérbólicl1 reétangular (Fig 2: p~rtel p.). 

La transform~ciórt de Scátch~~d cÍ~ e~ta satÜraci.ón se iti~e~tra~Ít la figura 2. p<Ulel B. 
· · · . <:.", -- '.~~1-:-·· ::· .\·-·._ -.:<~<- · :~~ ~·:;. · ,:.--~i.:;~ '.~:~:r: ~t~::.· .. ··. !:.>':·." .. ;_:_;}·.: ··--~~:~;--.::_ .. _:~:-~ ~-~-· .:'.:\·.- ')~/_-~,, :~:~.:~~-:;_ ~ ~-t·; -· -· '/_.~ ·-·: · ·.:- :" · ·.· 

Los resultados que se obtÜvie.ron con· el rádioligando eH]tamsulosiná; (,;alor promedio de 4 
,_q - ·, - .• ~ - _,·; ~~ . ·--... ~·" ; ... - ' , - , ' 

experim~r1tos±~1e~?~·~~ta~d~r{;~d~_;;~;";;;:o:°'ss;~~:o_oi ~;,~ºn,.~~.'.~~i~ct6~ipecifico muy 

alto (95 %) yB~ax=~~s}±~3./ ·.· :. ,;¿. ':.·¡lk, ,.:·. ii'.'.·. . .... · . :~( 
Al utiiizaJ' rii~mbraÍt~ d~ lru;· ~élui~\·t~~sf~~t~da~ don el rec:ptor a1 clonado y 

'·-.~ ·'·.-~- ·."O-:v· ~:,·~º,··::·~,. ::~-/: ·;-;~2----~.'.-:,..:3 '' ·::-- •.. :.L'-·::_,: ·'":·-: 
expresado en célula~ Cós~l 'en estos~ns¡!;~;osdeasodaciÓn coh l~s·ligandos (3H]priízosina y 

~ , :;.::·:· .·. 'f(> ,.,i,{'.~-~·.)~~''.;.:_,:.>~;:\,i:·~i~::;.f :_ ;~~j:::/.·:;~:Y;:>f/:~ ,.'.;~~:~'.-'(;:~.:;~/ ·H:~:-::·._·;~'.:\:·_:_-~·::~-'.<~:-.. -:.,-:)<:· ::;_-::: : 
['H]tamsulosina: se _obsen·a·_una a5oéiación •especifica yisaturacióñ de ambos·.radioligandos 

:::~o;:::·,~:~.~~1':f ~~~~d,~~~!~:~~,~~·{~~;~~:::•: 
::lt:r:e º:::n:l1té1~:1~J?tZirrJ~ecs1:rt1f :~t.l&:1it~:~:t12i~-'.~J-;c:ir~2~::~ 1 ~~: 

. .· :/ .. ,.':. \:_ . . _,~-\:~~ .·:']:~·-. ::~··\:' ./.!~ :· -~ .. ,~ .. -'~·- _:~:"'.:::·· _-.-::· '.·-· ·- .. -, ' >-

transfectar eón el -cp~A-_del.receptor. a1 no se~ye.pegado especificO::_ -·:·-- .. 

.. .. _,,_ ·.·,._- .·.· . ·,-.·-·'- -·<: './ ,., " ·, .-_ ,_ .. ,_ ····:. ·." ' ' . 

11. SENSIBILIDADAL AGENTE;,:\.~QUILANTE~~~~g¡;:~~LCLONIDINA 

Debido a que el receptor a,A; de ;:hígádo: de cuyo presenta -insensibilidad a la 
'· . "· .· .. ·>,:::~· .. ,,:"· ,:, . ,.,,. ·' . 'º .. :. .,: ,' '. '\·~~::~ -<~ , ,· . - . 

cloroetilclonidina ( CEC). (Ga~Cia:.Sálríz''. Jt ai:: ·. i~9ia) s~~ pr~bó ~I ··electo. de este agente 
- ~ 5':~-.-> .O'-';. "-:,+ ~ ~~::, 

alquilante en el receptor clonado. Los.experirnentos de as(;ciadón de ligando radioactivo. 

tanto [3H]prazosina como. éHJt~~·~l~~~i~;~~~i1·%~ú~dn .en ·me.;,br~as · preincubadas 
'··:<· ~:-~f:<, ·:,s·F <<-~-~ .»:, ,; -,: ·'.··:~ _ 

durante 15 minutos a 3 7ºC C:óri 'SEC,\l qq,µ~p::~araY[3HJpr-aZosina el cambio. de la afinidad 

con el agente alquilate va de una'KJ ,;;/o:6i '±O'~tSni'vt a una K.i= 1.007 ±O.:? 1 ru'VI ( fig. 
(. .>~<-" } .:'., ._./:.; . :r: _" .. 

3 J. sin embargo al aplicar· una prueba ;:t de S'cudenf" a valores obtenidos de 4 experimentos 

53 

-· -·---~-·-=------------



independientes se determinó que esta discreta caída en la afinidad no es estadísticamente 

significativa 

Por otro lado. cuando las pruebas se realizaron con [3H]tamsulosina. los valores de 

las constantes de disociación. de un promedio de 8 experimentos. fueron: Kd = 0.1 15 ± O.O 16 

nM para el control. y una Kd 7" 0.1-17.± 0:028 nM p~ la .asociación ;,b.tenida en membranas 

preincubadas con el agente CEC (fig. 4). ·~;. ; ' 
:;.,·:· .~-:~.-·. ¡ •• • -·"'. '',::'.,o.. . ,·- ' 

Con respec;:to' a ICÍs valorés obtenidos del pegado m1b:i".10 ·allte la preincubación con 
:.:;:-;: ?.··_:_,:'.->:~_:.;·;{;,::~,:~~·-·-::~~-~·:·~..._>?· .'': :,;.··.·,-;·\'~ <':_.· :~-:- -:'>'< ··f_;_. __ . '.-."< ' ' • 

CEC. se puede ~ciar una d1sminuc1ón en ambos rad101igandos .. Con [· H]prazosma el valor 
·::: ·» '-: \ .-,~ " . <; _7 ; •' ; :• • .. - .';< -

de la Bma,, cambia cie 107S±'29Lfu1;,1img de protéina a 730 ± 225 fmol/mg. obteniéndose un 
' - " ·-:~-. • - • - '> : •• ,. ". - • • • • -

porcentaje dé'.:caida ~eL33.6 ± 10.58%. En la figura 3 se puede observar el efecto de la 

preincubaciÓri''ta.nto'én Ías curvas de'saturación(panel AJ como.en la transformación de 

Scatcharét (panetB). las gráficas que se muestran corresponden a los datos obtenidos de un 

experlrne~to. i:epr~serl~'ati vo .. 
C~and() se'usÓ,'[3~]tamsulosina. la caída en el valor de la Bm:, ~nteJa'pr~incubación 

:·_·.,_: 

con CEC es del 2~.8 ± 4:6%. ya que la Bma' determinada para los 8 eiÍ:)erirne~tos'cambia de 
- ·- ·, . ·.· .. ' • ;:, - '.;o_ :·•¿_ ,. '< _.· i: .. : .-. 

981 ± 187 fn1olt11lg de protei~~ pa~a el control a 716.6 ± .127 fmol/~Ji·p~r~las m.embranas 

representativo de este ensayo. 

Al aplicar la prueba de t ( p { o.Ó5). la calda ,en Ia'afi
0

~ida'd ~)~n el" pegado máximo 

con ambos radioligandos no es significativa. Los.parámetros obtenidos'de.estos ensayos se 

muestran en el cuadro 1 . 

..,,.------·----~---~.~--~--------~----------



CUADRO 1 

Parámetros de pruebas de asociación de ligandos y efecto de preincubación con cloroerilclonidina. 

Receptor adrenérgico oc: 1• de hígado de cuyo 

(3HIPRAZOSINA 

K.cnMl 

Temperatura máxima 32° C 

Saturación 0.57 :!: .O'l 

Temperatura müxima 37° c. 

Saturación 
Control 

Saturación 
Cloroetilclonidina 

(3H(PRAZOSINA (3H(TAMSULOSINA F (3HfTAMSULOSINA 
·,._,<::¡:'.·. -..,,._ .·: •' 

Bmn<fmollmg prot.) 

;,,-,·. 

779.6 :!: so 

1078 :!::?91 0.11:5::: 0.016 - 981:!:187 

730:!:::?:?5 716.6:!: 1:!7 

En el primer caso los _d~to~_;son.Pr?medios ±: S.E. de 5 experimentos. piira.·p~z~~ina:y·_-_-i para· tamsulosina usando diferentes 

. preparacio-neS de ~~~~farl_~> Pa~ los experimentos ·de asociac-ió~ d~- ,~~~':ld~~-~-.:: ~~~d~ ·.se p~eincubó' con cloroetilclonidina y su 

control los datos sOn promed~_os de -i experimentos para . prazosiná· y :d~. 8 ~a:ra · -~mSul~si~~-
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III. DESPLAZAMIENTOS UTILIZANDO [3H)TAMSULOSINA 

Al obser...-ar que la [3H]tamsulosina ru...-o un pegado específico muy alto se.decidió continuar 
. -·-~ ;.?:_: :--·· ·_- ' -> _· .. 

la caracterización con' este ligando. Para obtener el perfil farmacológii::o del receptor clonado 

se realizaron experim~ntos de competencia con distintos agonistas)' a~tagorÍistas.:.~· 
in el c'uadro :? se indican las constantes d:·:i~ib¡~;~~,(~l~~l';~m;5Íi~;± el error 

,:.::; "?;~~> .-,;,. ·\- . 

estandar obtenidas de los experimentos de competericia r~~Íi~dcis' p~k g~da'C:ofi1puesto. El 

orden de potencia que se obtu...-o en los depl~a~l~~~;;t~~1{is ~~o~i~~~~·~~~ ~~i~eíázolina 
- ¡ ~'" ~'.".-f"· .. \.\_.,>· :: :r_, ;: ; 

Ki"' 1:?6 nM > epinefrina Ki"" 1356 nl'vl > norepÍnéjffoa)(i ~3:?4711M ;,,metóxamina Ki"' . ->::.~i-· ··.;:·: <:-.· ... _. ., - ". J• 

6536 nl'vl ( fig. 5): y para los antagonistas es: prazosi~~.'Ki ,;, 0:18 IÍM 2: 5 metil urapidil Ki "' . - " ... -. ·"" ···," . .·. - . - ' ~ . . . . . ' 
'·~·.-~ 

1.83 ru'-1 = benoxatián Ki"' 1.93 nM > fentolamiria Ki .,·;7_16 nl'vL>>. BMYKi"' 1156 nM 

(fig. 6). 
-.,_· _,._ .. ;';"'.." 

·;:·:-::·.>·,::·_ -._''.<·--

~~tenldós de los <.fesplazamierítós . con valores de · 
- ·.-:· - . _,_ 

Al comparar los 

[3H]tamsulosina . con Jos datos del •receptor adr~nérgko,a 1 ,.::ct~hepatocitos·.,de cuyo 

reponados en el, trabajo de GarcÍ~SainZ et ar ( 1 ij95 i'~e··.;bt~~·o una gráfica d~ correlación 
: . ' 

con una recta que tiene una pendí.ente= o.79 \una r~= .O.SS (fig. 7) . 
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CUADR02 

Parámetros de estudios de competencia con [3Hl tams1dosina. 

Receptor adrenérgico a 1a de hígado de_cuy? 

AGENTE . ··x1·rnND. 
-'. :_ ',_:.: 

:· '~ ·-. 

Agonistas 

Oximetazolina 

Epinefrina 1356± 374 0.84 ± 0.07 

Norepinefrina 3247 ± 573 0.85 ± 0.06 

Metoxamina 6536 ± 1638 0.72 ± 0.08 

Antagonistas 

Prazosina 0.78 ± 0.13 0.93 ± 0.18 

5-metil-urapidil 1.83 ± 0.33 1.0 ± 0.06 

Benoxatian 1.89 ± 0.63 0.91±0.13 

Fentolamina 7.16±1.35 0.85.± 0.06 

BMY7378 1156 ± 68 1.08 ± 0.07 

Los experimentos se hicieron con -membranas purificadas de células COS 1 transfectadas -con el receptor a 11• 

adrenérg.ico de higado de cuyo. Los resultados son promedios= S.E. (n = 3 para. fentolam.iná. Brv1Y. 5-metil

urapidil y prazosina: n = ~ para benoxatian: n = 5 para epinefrina ~- metoxamina: n = 6 para oximetazolina ~ 

norepinefrina ). 
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Fig. 1. Curva de saturación con [3H] prazosina, usando mémbranas de células Cos-1 transfectadas con el receptor 
u13-adrenérgico de higado de cuyo (panel A). Transformación de Scatchard a partir de la saturación (panel 8). 
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ve el efecto de la preíncubacíón con CEC. Control (círculos vacíos); CEC (diamantes vacíos). 
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Fig. 5. ElCperimentos de competencia de diferentes agonistas con [3H] tamsulosina usando 
membranas purificadas de células Cos-1 transfectadas con el receptor a 1a-adrenérgico 
de hígado de cuyo. Oiómetazolina (círculos rellenos). epinefrína (circulos vacíos), 
norepinefrina (triángulos rellenos) y metoxamina (cuadros vacios). Los datos que se 
presentan en la gráfica son de curvas representativas. 
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Fig. 6. E><perimentos de competencia de diferentes antagonistas con [3H] tamsulosina 
usando membranas de células Cos-1 transfectadas con el receptor et 1a-adrenergico de 
hígado de cuyo. Benmcatián (cuadros rellenos), 5-metil-urapidil (cuadros vacíos), 
prazosina (circules vacíos) fentolamina (triángulos rellenos) y BMY (círculos rellenos). Los 
datos son de curvas representativas. · · 
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IV. PURIFICACIÓN DE FOSFATOS DE INOSITOL 

Debido a que la unión de ligandos con Jos receptores ct 1 adrenérgicos activan al sistema 

de fosfoinositidos-calcio. se comprobó la integridad funcional del receptor clonado. 

mediante el registro de la pro~ucción de los fosfatos de inositol (IP,. IP~ e IP 1) ante el 

estimulo de epinefrina 10 µM. 
·~ .-.: ·._ -, ;.:• '''!_~- . :)~i;, . -

Con el.: método-~'de'/punficación· ipor c~omatografia de intercambio iónico se 
' ·. . :.i .. ·~>.·; ~--:~;':'.:_>:~fr'''.· .. /~~:(~-~~~~-~;~·-.. ·:~-~:::· __ :_··:: ~ '_:;,_.- .... _.· .. '-~'.: .. --.. ·-~. _:- .. <··- .·· ' -

observó un·incrémento''de ali-edédor:_de(l51.%:én:la 'producción de IP3en las células 

estimuladas,:co~i.epl~ef~~~·:;;o~;¡ jés~ect: ~I;b~~i;(fii::·~ ~:n~;·'}ll;Ei~iriosi~ol .que se 
· --. /: .. : ~-.·_, .~ ;'., -·.:.:: .. :'.';--· __ ·,::-:- ~:-;:~:---~.::_;-," -~':'.,}-~: .'.-;::·:',,:. _¡>·:~«·<~-~!·<<::·:'~~;z,::i~·<:-~_;_,,_ 3 ... _,,.\_" •• . , 

acumuló en mayor.cantidad es el IP~, que com~ .. se.:obs~n'.~ .. e~:la figu~~8 panel Be se 

incrementa ~l riÍvel ~n aproximad~e~~é.4Ój %' cri~.}~~~ectotaÍ~ ~~al' E~ la5 células 

~~::::.:::~::·:::::°!~;~~~l~¡¡~~fü~·~~ ~~i,.;;mOdom=<o 
Cuando• .••. las.c~l~.'.~je i~::stl1~h~7;j~!º~ti~?i~~rn~'.Ii~c~"7~~·.·· en. pres.encía del 

antagonista prazosina 1 µM. no hubo. respuesta .del receptor: ( fig; 8. panel A; B y C). 
. ·e ··; ... - .~ : :./ - ·\,_:<;:.;_~.,:·:;·~F:;::,;,~:J/ ·¡{~T..~.:-~~~~s-- :.{.·i~;}·":~:~~~'~::::t·~·:~::: .. :/~;L~~ -_·t /'(: ~{:;~~:-:.:;r:Y:~<\:_< >· -. 

El incremento de los fosfatos de,inositol totales (IP;total) es'de ·289.2 ± 34.2 % 

: .: _'_·;~: ~:-:;:;~~'. -·~\;~:f .. -·:~i/{·· ::4~~tr,:~~~~~:~-:~~-:1~i\: ;J)~;:,t ':{~:~~~~ .-"~-~;~)~->.:Z,'~~~<~:~~-/f:~:-:~;_;:·~:.-:/ :·!.:>:·:.-.::_:~·:,. ·: ~: -
con respecto al basal( fig,·,9)Y, el.:~re"C'.~º '.?~ la~€'.¡;ti!11ul~éi.ón co~ ep.\ne,frina JO µM se abate 

casi totalmente e~ ;.:~se~~iaJ~!~~j'/i~á~;'¡~~?.fr~pli~'!li'uri~náÚ~;~,de varl~ de una 

vía !ANOVA> se d~ie~inJ':~J~:~~(~ie%ri~'.:di;~~~~ci~ :ig~ifl~a~i~:a ~ntre ·los niveles de 

fosfatos de inositol totalés. e~'lj;[res~istlrit~~ condi~i:nes. 
- ---
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En la figura 10 se puede observar el perfil de elución de un experimento 

representativo. donde se muestra la. cantidad de inositoles obtenidos en cada fracción 

e luida. Se observa el valor basal. el inc~e~e!lto , de estos c.on epinefrina 1 O µM y el 

efecto bloqueador del antagonista prazosfriá; 
,. ,. "' ,.: - ' .. ,. /;::. 

cÓntrol .. l~s ex;~rl~el1~Ós ; se .. realizaron también con Como células no 

transtectadas. Ante ~1'esdiri~i~;c~ri'e(~g;,Üis~~ !ló ~e ;,bservÓ inC:remerito en los niveles de 

fosfatos de inositol ~o sX ~ll~st~anl~ gráfic~s). 
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:J 

:e j 
D.. 500 en la producción de fosfatos i e de inositol IP3 , IP2 E IP1• Se _j 

estimularon las celulas con l 250 epinefrina 10 µM en ausencia y 
presencia de prazosina 1µM. Se 

.¡ o muestra la suma de las 
BASAL EPINEFRINA Epi+ Pz fraciones correspondientes a 

cada uno de ellos. El incremento 
en la produccion de fosfatos de 

IP2 B inositol fue significatillO ante el 
estimulo de epinefrina 

~"l 
provocando un incremento del 
151 = 20 % para IP3 (panel AJ 

3000 433 = 42 % para IP2 (panel B) 

:e y del 204:;; 99 % para IP1 
D.. 

20001 (panel C) con respecto al basal e 
(n = 5). En presencia del 
antagonista prazosina el efecto 1000 
de la epinefrina fué bloqueado. 
Mediante pruebas de ANOVA de 

o una via. se determinó que tanto 
BASAL EPINEFRINA Epi+ Pz los niveles de IP3 (P<0.0001: 

F=74.24) como de IP2 
(P<0.0001; F=278) en las tres 

e diferentes condiciones. 
IP1 presentan diferencias 

30001 
significativas. Los niveles oe IP1 . (P=0.0509: F=3.86) no 
presentan diferencias 

20001 -1 
estadisticamente significativas al 

:e aplicar este mismo análisis. 
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Fig. 9. Efecto de la epinefrina en la producción de 
fosfatos de inosltol.Se estirrularon las celulas con 
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1pM durante 15 ninuta; a 37° C. Se rruestra la prooucción 
de fosfato de inositci totales (IP3, IP2 e IP1). El increrrento 
en la prooucción de fosfatoo de inositci fue significati\Q 
ante el estirrulo de epnefrina prO\OCando un increrrento 
del 289.2 ± 34.2%, con res¡:.ecto al basal (n = 5). En 
presencia del anta;Jonista prazosina el efecto de la 
epnefrina fl.é blcx:¡ueado. 
fv'a:!iante la prueba de /INJJA (P<O.CX:Kl1; F=87.21) se 
deterninó que e>Gste una diferencia significativa entre los 
ni\eles de inositoles totales, en las tres distintas 
condiciones. 
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prazosina. Los datos son de un experimento representativo. 
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DISCUSIÓN 

Al realizar ensayos de asociación a un ligando radioactivo (binding). se 

obtuvo el perfil farmacológico del receptor a 1 adrenérgico clonado de hepatocitos 

de cuyo. que mediante transfección este receptor se expresó de manera temporal 

en células Cos-1. Los resultados indican que el receptor clonado pertenece al· 

subtipo _a 1~y q1;1.e tiene una alta_ afinidad y una asociación rápida. especifica y 

saturable con 1()5 radioligandos utilizados: (3H]praiosina .y [ 3H]tamsulosina. lo 
• o : ~ '.:· • . : '.. ' - -.. -. . . . - • ' 

que es 17onsistente con las características que defir;ien a I~ cinética ·de asoCiación 

entre un rec~ptor y su ligando (Hulme. 1990) .. 

Los valores determinados en es;e trabaj~f dl~esi~fi):~la~e~te una alta 
'·'' -.. ' •\.-':' '". .,_,,; -~ -

afinidad clel receptor por el ligando [3H] t~msÚIÓsiriá.'c'.)ri úria i~·.; ó:o58nM y: con 
r ¡ ,J, ;,:_.~ .-<-• ,• 

:;~~'.:' o;;''-'".· 

un pegado especifico > 95. %. Lo anterior es'c'onsistenté, ¿on 'lo. reportado por 

Garcia-Sáinz. et al.. (1995). endoncle i:·repo~flinli'K~é·~·º:97'.~o.~rnB. ,-~lor que. 

:::.:~:: ::~::.;•m:~~:~.;~~~i[~~~~~~lg~?;~;::: :: 
rad101igando [,H]tamsulosina es un potente.;·_'antágonista:select1vo para. los subtipos 

:~:~:;:·;":::~~~\~if~&~t~:~~1t~f :E~·: 
_¿·:-:~- =:·_·~-'~\-"' - --~": ~;,-=-:;'e· ;.:;-,-;- - C:"'- -

pegado inespecífico del 40 %. mayor al obse.=..·ado eón el age.nte [3H]iaínsulosina 
- ,· -_. _ .. ,, -' -, ··, ·_ ·, .·.··-.' .·:. 

(cuadro 1 figs. 1 y :?).'En estudios realizados con este. ligán'do Ga:cía-Sainz ( 199:?) 
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encuentra que en los experimentos en los que se analizan membranas de hígado de 

distintas especies (cuyo. rata y conejo). la prazosina no tiene selectividad por los 

subtipos de receptores Ct¡-adrenérgicos. resultados consistentes con el reporte de 

Man te y Minn:emiln ,tJ 9<Ú>· E~ 199.5 García~Sáinz y colaboradores ya mencionan 
·. ·:~;} 

algunos problerria~ al \iiilizar . a'. la : [3H]prazosina para obtener datos'. de · la 
·,... ·<L,, :<: ·~ ~. 

cuantificación ~: ~;,'~a~t~riz~CiÓ;; ~e,lreceptor a1.., de hígado de cuyo. debido al alto 
~ ~·-· ... ' >·:·\:·.. • !, . ..,,_ ,· 

pegado inespecífico que se. obtiene al trabajar con este agente. . .. . .. · .... 

• A1 analiwr í~~\urvas ·de saturación obtenidas, . la !r~~~tc:i'!'mk:ión de 
' . · .. ·· ,·· ' ·, : ., . .;· ' \:• ;;,·:·::·· - :';· .. ·:·'.:.~ :,. '"•; ~ :;. -

Scatchard mLI:estra que· los radioligandos [·H]prazosinayCHJta~s~losipa ti<!nen un 

<Attie y Raines. 1995) <Fig. 1 panel B y:! panel Bl. t!s·d~cir:•,qu~>¿¡, e(~istema 

celular utilizado sólo se expresa un subtipo de receptor a. 1y::'que'esié subtipo de 

receptor sólo tiene un estado de. afinidad para cadaun:; d¿I~~· r~~i~liga.~dos 
utilizados. 

El número de sitios de unión encontrados en el sistema de expresión· del 

receptor a.1 está alrededor de 700 fmol/mg de proteína de membrana. valor muy 

alto. si se compara con . el número de receptores adrenérgicos identificados en 

hepatocitos de cuyo (Garcia-Sáinz et al.. 1995a: García-Sáinz et al.. 1993bl. que 

está alrededor de 30 fmol/mg de proteína de membrana. por ello se considera que 

los hepatocitos de esta especie animal presentan una baja densidad de receptores 

adrenérgicos. Por otra parte. la sobre expresión del receptor clonado a. 1 obtenida 

por el método de transtección parece no influir en las características farmacológicas 

conocidas de esta proteína. 
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Cuando los ensayos de saturación· se realizaron en membranas 

preincubadas con cloroetilclonidina para probar el efecto dé este agente .. sobre el 

receptor clonado: se obser..-a<una di~cr~_ia caídá~n el yalordel pe~a~~ má.;.:irnó. si 

se comparan con el dón;r61i;fig:'3 A). Esta caída es iná~ :evidente si cibse~·amos el ··. .., -.z .. ' '. ... --· - ·:,; .. ·'-,,. : .. ' - •' ' ' . -.. . . • ' ~ -.. - · .. 

análisis ~e Scai~'~a~i.~~tf~~ba~:c~~i'tíjp~~o~i;,~'. En ellas .ha~· un ~or~én!aJe de 

disminución d~!}3~;~ ~;,!~;.s8}f~ en comparación con las pn•~b~s h~~~fo:; c()n 

[3H]tamsuló~ina'.~'en ci:;,;,cl.; eCp~rcentaje de caída es del ::!4.8 ± 4.6 % (~.ladro !. 
' ... -,.,··-·, ,- :..:,·· ,· - ,'• '·"' 

'>"• 
figs. 3. y 4 )~ .si~ e~bar~~ .d~bido a la varianza en los datos de los exp~rlrri~ntos 

realizados. esta··'1ige~a s~n;íbllidad al agente no es estadísticamente)ig~fficativa. 

Como se hti!report~do previamente. la cloroetilclonidina. es un:lJ.i~i;íe''~ap:az de 

inactivar a :los iübt¡p~salB (Han .. et al 1987: Minneman · 1988) }ci 1'~-,~~r~t et al. 
:·: - :· _·.<·:.->"- ·::·'' ._- --.::'.· . 

1991: Hiebl~ei: al.. 199S). y no así al subtipo a 1"que Ó1~é~~ra J~casensibilidad a 

·-
este agente (LeClerc et al.. 1980). Con respecto a las difer~nélas desen_sib_i.lidad a la 

cloroetilclonidina que presentan ios recep-t6~es CL1..\ r~c...,~bi~a~t~S y [~s expresados 

en otras células se ha obser..-ado que tanto l~s ''ariáciones expe~imentales cómo el 
' . ' - -·. ·-' . . 

fenotipo de la célula donde se expresan. !Os rece~t6~~~ ~~~ fo~t-or_~s que influyen en 

la sensibilidad al agente alquilante (Guarinó et al.. \ 996). En este sentido Hieble y 

colaboradores ( 1995_) mencionan que la sensibilidad de los receptores a1..\ a este 

agente es especie-dependiente. hecho que se demuestra con experimentos de 

asociación de [3H]tamsulosina. en membranas de hepatocitos de cuyo en donde se 

encuentra un efecto muy pequeño. a diterencia de la gran inhibición observada en 

hepatocitos de conejo (Garcia-Sáinz et al .. 19951: 

------·-·'"---



En cuanto a la afin!dad del receptor por el Iigándo [3H]prazosina en los 
. . 

ensayos de. preinclibación con cloroetilclonidin_a -se puede.: o_bservar _un ligero 

aumento en _el '-•alor de.la constante de disociación (Kd). poroi~c;; lado fos valores .· ' - .. - ,_ .,,_ - .. , .. " . .. ·, - . 

obtenidos utili~iuld~ el-i1fam~ul~~in~ no pre~~ntan c,~lllbio" ~lguno ~n ¡~ atinid~d de 

los . rec~p~C>~es eip~~~1o{a1 ;~g~'~t~ ·ii1(jÜ¡1lÍJli~ c.:~;clrd i: f ~is'.. j y 4): Eri ambos 
-~·;. ~ ··;,-·;,:; '., , _ _.;, '., ':'.'~_;,:,· -.: :,;,~- . ·>--

casos no existe . una difererici~ estadÍsticamerite sig~focaiiva}p~r- lo~q ue /se puede 
1, · --· ,< '· ! -Y~ ;y:.o-. 

sugerir que ... el . re~~
0

pto~. ~Ion~~º; ~s ?inie~sl~le •·-~ (id ;iriactivación por 

cloroetilclonidina. re~ultados ~~ri~Í~t~~~es éC>n IÓ••.rep~~~;~ p~~á el subtipo_ de 

receptor n1 pre~ente en hígado de,~uyo (Ga~C:t~~~ii~;~t ~1:: \;~9i~-: darcía~Sáinz y 
.. :: /~·,-, i_:·· ' .. ,- .-.-¡_·:¡~-.::'··_.:::1'.'- (:.'.' 

Romero-A.vila. 1993: Gárciá-SáinZ" eÍíÚ;;c J 99S) .i~?;; 1"t-~'\' ·'i' ¿ ' . 
- .- :_'_e:_;; i¿;;~· !~!i:~,~-/i'.~:~<_,:·-:r -~:\}~~~~:-- 't- '~-2~-- • _., 

Debido a que. se -. obsen/Ó( 1ina • :;¡l~a·:.afinidád • d~(. i-e0

ceptor; hacia la 

['H]tamsulosina así como·_· .a:sui~·fo··-~i~~~~J.~t~e~~~~~~,t1'.s{,i~e~i~i~~.~tiliza_r,· __ este 

:::::~:::::. ::ª p:::::t:~::~~r:~fi~~ª~!~t~!;i~~¡:tiJfatf 1r,Ji~1r:~L: ~~ 
tipo a1. y que han sido ·;cle :~;~~,;.~tT.'idaéÍ para <diferenciar ·3 1ri~ • ¡.¿cepiores 

>:,_ .'. .. ~~>·~~)\··~;-:~: ~>~-· .c.T",:., •, - "" - '· • ,o .~:··,. •"'" 
,_' ' .•. ··- .• ·-.. ' _., ·-.-·. - ·¡_ - - •.•. ··-- " . ,-. 

adrenérgicos n1 en subtipos (cuadr,o ::!; figs. 5 ,i.· 6). Los resultádos que se· ob.iuvieron 
. '.'"',- . ,_., . - . ~ - :·.; 

de los experimentos de compete~".:¡;;. mú¿stn"m el siguie~te' o~clerí. d.e .pote~cia para 
3,- .-~ 

los agonistas: oximetazolina. > epin~fri!la > norepinetii!la >'llletbxa~i!l~: para los 
,·~;- ---;-__ -i·;"~:,:,~-- ~\~--:·· 

antagonistas se obserrn el siguiente orden de potericiá: prazosi~a_2:•5m~tilurapidil 
: ":;~; ·.:,·,~·.; ¡-:• ~;:_·~>' ~;'.... 

= benoxatián > fontolamina » BMY 737s .. La5 cun:~ ~e _•-~ié:í~spl,~~mientos se 

ajustan perfectamente al modelo ~.~!lbfási~(). iti ,que>indl~~./(en'Jos' agentes 

selectivos para los subtipos dé: recepíol"esi que cada ligando se asocia a un subtipo 
. . . . > .· . . ' 

de receptor con solamente un estado "de afinidad especifico. ya· sea alto como para 

1 
1 



.• 

el caso de prazosina 5metilurapidil. benoxatián y fentolamina o relativamente bajo 

como sucedió con BMY 7378. en cuanto a los resultados obsen·ados para los 

antagonistas. 

El orden de potencia qu~ sedetenni~ó en los· experimentos de competencia 
--.'. ·.· ·: ·; ~.':: ·- ~ - . . - - ,. 

utilizando memb~a'.;; de célul~,i~~feci~diis c6n el receptor clonado e~ ~ÍmÚar al 
• :<;-> -· , .. 'A.

4 
::; - "'···5 

observado para los r~ceStor~~fctci'ri~p~t<l~i~()s de cuyo (García Sainz ~t al·.:1995). Al 

hacer una c~~ei~~i¿·ii~¡fJ~íó~
1

~-~1~r;~~epK; obtenidos de los despliia~ientos con 
'•/ 

[3H]t~sulosina ;: 16~ d~tos del receptor adrenérgico a1A de heptito~itos de cuyo 

reponados (García Sain2: et al. 1995) se obtiene una recta con una pendiente de•·o. 79 

y una r~ = 0.88 (fig. 7) lo que indica claramente una similitudeni~~.a~bO~ perfiles 

farmacológicos. 

Los parámetros funcionales. del receptor a 1• chlnad.o~~':. expresado en 

células Cos-1 obtenidos cuando se estimula al receptor cori épine'fnn~jíuÚcan que 

es capaz de activar a la vía de mmsducción. ~~a qu~ ~róduce· ~~~iricren'i~mo 

significativo en los niveles de. f~sfatos d~ in6sit6(tot~Í~s~~e ·E:ici'J.~'.c~·ri~istente 
,,·"· - " ._;)~- -~_::-,::,s~;· - A~}~~-~--·''-\,-,.-,.·,~,- --~·~·,_\-' 

con lo observado p~ eÍ receptor a¡A en hÍgado'cÍ~tcq~() (Ga~í::ia:.Sáinz et<al.. 
;:; ·;, ·, :<-> :··;.~~;,:,· :r::·-- ¡,_;,J .;·~_),-· 

l 992a: Garcia~S¡Únz'.ét aL; t 992bl. En el pr~~enté trabajo: seiprueba• también el 

efecto". fisiotÓgic1tdel ·~ed~~tÓ~ ar:t~ ~Za~~ivagié>ri:~º~~~P¡~·Ú~'~a ~~~~~s~hcia· de 

prazosina. y se ~~~:,obi~~;ar ~~e.\:º'l1º. Ji·; e~!l~nt~h;:~1 ~i~ct~ :s~.a~~ie .casi 

totalmente (~igs:,~. 9~· ¡'~~ ; •• '.'.'. : ·C . ' .• <: Ci. 

En los experimentos re~lizados ·por. Garcia-Sáinz :coar~ia-Sáinz. et al.. 

199'.?a: Garcia-Sáinz ~tal.~ l 99Íbl también se obser\'Ó que la activación de ,esta vía 

transduccional se da mediante una p~oteína G insensible a la toxina penusis. y que 

7..¡ 
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es un proceso parcialmente independiente de calcio extracelular. El efecto de 

cienas hormonas en hepátocitos de - cuyo. _sobre la transformación del 
> / ,,·. - • -

fosfatidilinositol '4:S-bir6sfa~o -a inositol 1.4.5-trifosfato había sido también .. ·. - ." · .. , . : ( : .. , . ---. - - ' ' 

observado por Bu;~e~~:et ~1\f9~.i:' 19ss); En mis experimentos. cuando el receptor 
<,·~>- /_;:.,_· '."_ .. ,.-,.: - ':·:3. 

et1. expresado en céltitás-Cos~1-:s~-esi:il11uló cori su agonista natural; la epinefrina. el 
' - ' - b:.~-~ -~i:"'~- >->:: . 

incremento 'de 1i>;·ci~osi1:c)l-1':'4j~trlfÓsfato) 'que se observa es estadÍstl~~ente 
- ., . ·-. . • - •! .. ,. -- • ;>~.e ,,<:-. -. . . . . . . 

~~::~:::::º d~~::l8:_~~~{;~·1-i)J{j;~I:~:s._::::~e:u:::s:1~Zª~e:~,q::e~~:::e e: 
,;'., ··-· - <'<:·->;- ., .. _,._. - -,-__ -·:.. " . ..:«. 

membrana de .• ~e;{gü1'~•{'~JJ6~_,~.iii~ti'. (r~ii~uÍo sarcopi~itlicÓ 'eii':'mu~c~lo) -que 
'•(fi ·-·"·, ,.- .. - J ·; -·- '·:';.' 

permiten Ia·sali.dd.{f¿- ~-~t;¿~i&ri·::·_if,}i(.·! <:-~~ -·'.:-\/ :~::~; --...".'.:->·;· '~\< . .:,: r·»:-'.~'.~,--,; .. ~<.:: -.· . .-:::.-· - . 

da po, .~::::"~,"~~·r~~~~j~~\;'.f~&r~r~~~[":.~:: 
inducir el irtflúJ6 dé clil~i~"f;xt;~~el~;~j~ivti~~n{~¡ 9sé~f~~~¡~~~ a~.: i99o: :wilson 

' >" ~ ;•<-.t· ': :·.::> <~> ··--·>: :~"'..' . '·::.>1>.: '.~'.' ~; ,-. -:· {~<:_,;:~ ::~ :' ,.: "'·'· 

et al.. J990a). Ert 2étulasno excltablés"ésich.:;t1~)o seatribiiyeal IPXque'actúa sobre 
~ . ·:> ~ ~'t? . ' ~/,::- -:.-·' -- -, '< 

proteínas tipo canal ~!1 ... · 11i· rr1embrana plasmática: s~'º ''¿;i ... ~E ~~:nJ~~~iÓn con -

mioinosltol- 1.3.4.5-t~trafosfato (IP.,). un rrletabÓÍiic;> d~l·, i?;c'.c~.;;{6~/1994); En el_ 
.•. ·,~. . • ;;'-. . -,-~:' .- »,, • 

higado. el incremento 

liberación de glucosa 

en los niveles de calcio influ~:e entre otras cosas _en la 
·; '. ::;: ·:. ~- .z:,·r ·:~.;:<< 

al torrente sanguíneo. _Los niveies:cté,caieio~libre;,en el 
.,., .·.-. ·-·-.,----·-·:·.'··--··· .. ,,-:-· 

citoplasma activan a la fosforilasa b cinasa. que a ~U·~·~~ Í~sr~Jiartl ~'Ja fo~f~rilasa. 
·, .· ·-:~:.\f~-·-_:_0:--.:< ~;-~~.~- :·.:.->.<.'.1· •. 

la cuál romperá al glucógeno almacenado en la célul~, úh~rándo"Se así múltiples 

moléculas de glucosa (Garcia-Sáinz 1998). 'En Ú1s 2_élula~ t~~~l (sist~~a de 

transfección y expresión utilizado en los experimentos de.esta tesis). se 'demostró 

previamente que los tres subtipos de receptores _et 1 pueden movilizar e1"calcio 

7< 

-------~---------=--====-=:,,,,-,,-_,-_;,.~,.,,.~~-~.~-~-=----------- ------------------



.. 

intracelular e incrementar el influjo de calcio·. operados estos efectos vía canales de 

membrana plasmática (Pérez et aL. 1993 ). 

Con todos los datos obtenidos se puede conduir que el subtipo de 

adrenoreceptor clonado de hígado de cuyo·es el a 1u. Con esto se.ha tertninado de 

definir con precisión el subtipo del receptor. que había ca~sado 6ie~~,c~~~ra~icción 
en investigaciones anteriores (Garcia-Sáinz arid ~omerO-:~,;i_Ih: 1993/o~icia~Sáinz 
et al.. 199::? a.b. 1995: González-Espinosa et al:. _1999):' 

,_,''.»: .'<;·-

' . ·:_-·.' .- : . ·- .• -:,· -:>: _,: 
Al respecto. la selección de una metodologíá adecuada: ~~ laclave para 

poder obtener resultados confiables .. En este. sentido. se obsen:ó)~ d.ifer~ncia entre 
•. o.· ,.,, - '• 

los radioligandos que se utilizaron en las
0

Satllrllciones.donde !C>se~sayo~ realizados 

con [3H]tamsulosina pr~sentaror1 'm~J?/p~gado inespecífico ql!e: Í_ós ~e~lizados con 

[3H]prazosina. por .Jo :que:'seLé!ecidió,útilizár al primero para'realizar_ Ios 
·. . -·- ··::.."~·-- --"-'--'°" ·- '"--' ---· - ' e: - ._ - - ·- :- .·--·- - ;, - . 

desplazamientos. An;erlom'i~~té;·~:·~~~hablS' obser'.·ado que e~te ligando 
0

es un 

:,::~::: ::';.~?\~~~¡~,~~~~::s,~::::':~:;, "º~ ··•=·.·rem<I-. 

caracteri::cii-:J~í·Jl8~~1Jf Bit~{~~~:i!i~es~:ef :::t~:ri:n :~:xp::~:~~t: 
las pruebas fu~~i~J~;~~-~'·4J~:·!1J~':~;i~1~1~ ~~s-perhiité\1ár. Ün. pásC> más en el 

e, -.~·': <";..:.' :,·_·:-:;• '-· •· ; . :~ '·-

COnócimi~nif de'.~a"~~Ontill :r funci~? de una . de ·las. familias de receptores más 

importantes . en ; fa. ~eguÍhiión de las catecoiaminas en el. hígado de vertebrados 

( Exton. · 1980: Suli.tkh~ et ~l.. 1988). 
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Futuras investigaciones deberán enfocarse tanto a continuar con la 

caracterización de las familias )' subtipos' de receptores adrenérgicos en Órganos de 

otros vertebrados: en estudiar ,, dife~enciiis -~~~~iomile~ .. definir las lineas 
'''>~ ~,_·: •:.A·';"• ,·,·~;"• ~\?.'·'-

filogenéticos d;,~~tas 11lolécula5 y~ responder 'por qué;en ,el; ca.So de la familia de 

los CL I • tanto los CL¡~ C~-~9,'lk~ '.~l~B 'p~~i~.~ .. ~f n~~;g~t: ~g§o.~{iC~~e ~ó el•. hígado de 

mono coarCia~sáiriZ et_~~::·.1:~~J.~ij:~1··:; ~{ ·\:(;~~; ,i2,<í} J~'.. ''· 
Con :resp~ctoJ~al::~u;:~~ f~~ ~~e~:esario"'hi~er: máS. inve~tiga~ió~ · para 

determinar en qué'órgan'os.~_e·~-~7senta'esté,recÍ::ptor: con que densidad)' a qué se 

debe su relativo. bajo ni~;~¡ ele e~p~esión en hepat~citos. 
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CONCLUSIONES 

Utilizando a las células Cos-1 como sistema de expresión délrecéptor a 1 

. ;:.:. ' -~;_' .<:-·. -· '. . ' ' .... < 
adrenérgico clonado de hepatocitos de. cuyo. :!>e .realizaron; diversos·:·ensayos 

experimentales. Tanto los parámetros:'.· f¿hna~bi.)gic¡;'~'. '~bte~ldÓ~ .Ó"l~diante 
experimentos de aso~iaciói'i:~ d~: 1ii~do ·Íradioac[i~~- como \6s parámetros 

</:'· .·.:,. 
fisiológicos obtériidos ní~.dian'ie · 1a ;;,edicio~ d~I im:i;erriéní() en los niveles de 

fosfatos de inositol indi~an q~~: 

1) La fanna~~l()gia d~I receptor a 1 de hepatocitos de cuyo. clonado y 

expresado en célul~ c6si1::~()~es;;¡,nde ~1 subtipoª'"· adrenérgico. 
:- . ~. -'-.. 

:!) f;l recepier · a 1•. expresado en células Cos-1 no presenta 

sensibilidad estadísticamente significativa al agente alquilante cloroetilclonida. 

3) Se observa una alta correlación entre la farmacología del receptor 

ª'--'de higadó de cuyo y la farmacología del receptor clonado <Xta.· 

4) La activación del receptor a 1a transfectado y expresado en células 

Cos-1 incrementa los niveles de fosfatos de inositol:.IP3.1P1 e IP 1• 

78 

_,,.,.~ ·----~_ .. ~.,~--··---.--------... ----..,,......,;.,.....,__,,_~-----------~ 



... 
•' 

APENDICE: Propiedades de las interacciones ligando-receptor 

Las interacciones de todos los receptores con sus ligandos naturales muestran ciertas 
propiedades: 

Especificidad. 
Alta afinidad. 
Saturabilidad a altas concentraciones del ligando. 
Respuesta fisiológica ante la activación de la señal durante la asociación ligando-receptor 
(Attie et al., 1995). 

Constantes de binding . 
La constante de binding es análoga a la constante de equilibrio en una reacción química, 
por lo que el pegado de un ligando a un receptor se puede describir: 

Kon 
L+R L·R 

Korr 

Al equilibrio, la relación de la concentración del complejo ligando-receptor [L•R] con el 
producto de las concentraciones de ligando libre [L] y receptor libre [R] es la constante de 
equilibrio o constante de asociación, Ka: 

Ka= [L·R] 
[L][R] 

En bioquímica la constante de disociación, K.i. ·es tisada con mayor frecuencia y es un 
parámetro recíproco a la constante de asociación: 

La función de saturación es la fracción de receptores ocupados al equilibrio: 

[L•R] 
(R]101a1 

I' 

Para obtener el pegado específico del ligando se debe de restar el pegado no específico al 
pegado total. Al graficar la concentración del ligando pegado contra el ligando libre se 
obtiene una figura curvilínea donde todos los sitios de binding están ocupados y estos no 

- --- ·--·--~------· 



aumentan aunque la concentración del ligando aumente, este tipo de curvas nos da una 
impresión visual de su saturabilidad (fig.A. panel a) · 

La transformación lineal mñs usada para obtener los parámetros de binding (K.i y [R]1oral ) 

es la regresión de Scatchard 

[L•R] = 1 ([R]1010I - (L•R]) 
(q- Kd 

ysi: 

[L•R] = pegado ':"B 

[L] = libre;,,, F 

[R]101a1 = Bm.,. 

.Jl. ~{Bmax -B) 
F K.i 

Esta ecuación tiene la forma de la ecuación de una recta. ·po.r lo:·que si se grafican BIF 
contra B se obtiene una línea con una pendiente de - ll Kd ; Úna Bmax en donde la línea 
intersecta el eje de las "x" y una Bmax I Kd en donde la línea· intersecta el eje de las "y" 
(fig.A. panel b) (Attie et al., 1995). · • · · 

Para medir los parámetros del Binding, se debe~ · d~ t~m';¡ en , cuenta los siguientes 
~~~E ·~·· 

El ligando marcado debe comportarse igual .al estar sin la·m~ca 
La .medición de los parámetros debe hacerse al equilibrio ya que la Kd y la Bmux son 
constantes termodinámicas 
La separación de L• R no debe afectar el equilibrio 

b) 

BIF Pendiente- -1/ K.. 

B 

Fig. A. Panel a). Curva de saturación típica de una interacción ligando receptor. Panel b). Curva de Scatchard. 
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Competencia entre ligandos 

Otro parámetro farmacológico que nos interesa es la K¡ o constante de inhibición de un 
ligando. Para conocerla se realizan experimentos de competencia en los que un ligando está 
marcado radioactivamente y el otro no. El ligando marcado, comúnmente es el mejor 
caracterizado y del que se conoce el valor de la Kd. La concentración del radioligando libre 
se mantiene constante y cerca del valor de su Kd. Concentraciones variables del ligando no 
marcado se incuban de manera simultanea con el radioligando y con el receptor. 

La ecuación que describe el pegado de dos ligandos al mismo sitio del receptor es: 

f=I-~ 
8111"'° 

[I] 

[I] +K;Íi +...E___] L Kd 

Donde f es la inhibición fracciona[· del bindirig, e [I] es lá. concentración del ligando no 
marcado libre,· Hay que· tomar nota de que .el inhibidor competitivo de la unión del 
radioligando con el receptor (bindirig del receptor) no afecta la Bmax (Attie et al., I 995). 
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