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RESUMEN

GUERRA GARCIA, RUY. Determinacién de los tipos de receptores adrenérgicos involucrados
en la produccion de radicales libres (OH") al ser estimulados por la epinefrina en hepatocitos
aislados de rata (bajo la direccion del MVZ. Antonio Diaz Cruz, Dra. Raquel Guinzberg

Perrusquia, MVZ. Cuauhtémoc Nava Cuéllar y Dr. Enrique Pifia Garza).

Estd descrito en neuronas, hepatocitos y células del miocardio de rata que los receptores
adrenérgicos, al ser estimulados por la epinefrina, incrementan la concentracion de radicales
libres, por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar el tipo de receptores adrenérgicos
presentes en hepatocitos de rata (cg, Oza, Op, PB3) que, al ser estimulados por la epinefrina,
incrementan la concentracién de radicales hidroxilo (OH®) por medio de la utilizacion de
antagonistas especificos, y bajo la técnica de Nash para la determinaciéon de formaldehido
producido a partir de la oxidacién de dimetil sulféoxido (DMSO), por los radicales OH’. Los
resuitados obtenidos fueron los siguientes: Produccién basal 45.31+2.74 uM de formaldehido;
Receptor aya, 51.56%2.65; Receptor ass, 45.94+3; Receptor oyp, 77.81+3.18; Receptor f3;,
33.28+1.07. Los resultados estadisticos mostraron que el receptor a;p es el responsable del
aumento en la produccién de radicales libres OH® al ser estimulado con epinefrina, por otro lado,
el receptor 3; produjo un efecto inhibitorio, lo que nos indica un posible mecanismo de regulacion

adrenérgica sobre la produccion de radicales OH®, en hepatocitos aislados de rata.
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INTRODUCCION

No se puede negar que los proceso§ metabdlicos establecidos por la célula para sostener la
funcionalidad bioldgica de la fosforilacion oxidativa constituyen una gran ventaja evolutiva que
facilitd, incluso, la multiplicacion y la diversificacién de los eucariotes unicelulares y
pluricelulares, pero a pesar de que el oxigeno es indispensable para la mayoria de estos
organismos, también es capaz de producir dafio celular debido a su alta capacidad éxido-
rreductiva, dando lugar a {a formacion de radicales libres, entidades potencialmente tdxicas para
la célula, que pueden causar pérdida de su integridad, modificacion en su funcién enzimatica y
alteracion en su estructura genodmica, por lo que la célula disefid todo un sistema de proteccion
contra estas especies reactivas (1).

Se llama radical libre a cualquier especie atdmica o molecular que tenga uno o mas
electrones no apareados, los cuales tienden a formar parejas para neutralizar su carga eléctrica, ya
sea con otro radical libre, de tal manera que los dos se estabilizan, o sustrayendo un electron a
otro atomo o molécula, convirtiéndose cualesquiera de estos ultimos en un nuevo radical, que a su
vez, actuara de la misma forma, constituyendo asi un conjunto de reacciones en cadena.

El oxigeno es el elemento quimico que los organismos superiores consumen en mayor
cantidad para lograr su funcionamiento normal, y el papel mas importante que juega este
elemento es intervenir en la oxidacién de los combustibles celulares (carbohidratos, lipidos y
proteinas) los cuales aportan equivalentes reductores a la cadena respiratoria mitocondrial, en
donde el oxigeno es el altimo aceptor de estos. Este proceso enzimdtico se acopla a la actividad
de la enzima ATP sintasa, a través de un flujo perfectamente regulado de protones, situaciéon que
culmina con la formacién de ATP (adenosin trifosfato) a partir de ADP (adenosin difosfato),
proceso conocido como fosforilacion oxidativa (2).

Durante la respiracién mitocondrial, tanto la NADH o6xido-reductasa como e! sitio

ubiquinona-citocromo b reducen moléculas de oxigeno dando lugar al radical libre anicn




superdxido (Oy °) (véase la figura 1). Este tipo de radical también es producido por los fagocitos
durante el estallido respiratorio (1). Un segundo producto de la reaccion es el perdxido de
hidrégeno (H,0,) formado a través de la enzima superéxido dismutasa (SOD), la cual estabiliza
al anién superdxido por medio de la siguiente reacciéon: 2 Oy * + 2H" —» H,0, + O,. Existen dos
vias por las cuales el peréxido de hidrogeno, considerado como no radical libre, puede generar al
radical hidroxilo (OH *), que es el mas reactivo de los producidos por el oxigeno. Una es por

medio de la reaccién de Fenton: Fe2* + H,0; — Fe** + OH™ + OH* y la otra es mediante el

anion superoxido: Oy * + H,;0, + H® — O+ H,O + OH"® (3,4.2).
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Fig. 1 Representacion esquematica de la cadena respiratoria. La afinidad que presenta el complejo | (oxido

reductasa NADH-ubiquinona) como también el complejo |l (6xido reductasa succinato-ubiquinona) a los
equivalentes reductores es minima, por lo que algunos llegan a escapar en estos niveles, situacion que no
sucede con los siguientes complejos, ya que el grupo hem de los citocromos provoca que la afinidad por

éstos sea mayor (2).

La vida ha coexistido con los radicales libres desde sus origenes (alrededor de 3 500
millones de afios), ya que la atmésfera en la cual se inicio era de tipo reductivo. La evolucién
también contemplo la utilizacion de estas especies reactivas para la realizacién de algunos

procesos fisiologicos celulares, ejemplo de ello: Concentraciones minimas de radicales libres



estimulan la produccion de prostaglandinas por medio de la activacion de la enzima fosfolipasa
A, (véase la figura 4) (5). Los receptores de insulina son capaces de estimular la produccion de
peroxido de hidrogeno (H,0,) al ser activados, ademas se sabe que el H.O» mimetiza algunos
efectos de la insulina en diferentes tejidos (5:6). También se ha visto que los radicales libres
producen la apertura de canales de potasio y calcio intermembranales (5:6) y son capaces tanto de
activar la protein cinasa C (6) (véase mas adelante Receptores o) como también de regular la
oxidacion de las catecolaminas (5) e incluso estd comprobado que estimulan la expresion de
genes, como es el caso de OxXyR presente en la bacteria Escherichia coli. el cual expresa

resistencia contra estrés oxidativo (7,1).

Antecedentes

En 1993 Obata y colaboradores demostraron que en células del miocardio de rata la norepinefrina
y la dopamina son capaces de producir radicales libres oxhidrilo mediante la reaccion de Fenton
(8). Posteriormente Burke y su equipo en 1997 reportaron que en neuronas y hepatocitos de rata,
la norepinefrina y la epinefrina inducen la produccién de peroxido de hidrégeno (H,0,) (9). En
1999 Castrején y col. demostraron en hepatocitos aislados de rata, que la epinefrina incrementa la

produccion de radicales hidroxilo (OH") por medio de la estimulacién de sus receptores (10).

Receptores adrenérgicos

Los receptores de superficie externa de la membrana plasmatica son proteinas especializadas
capaces de acoplarse a las hormonas con gran afinidad y especificidad. Se clasifican con base en
la topologia que presentan en la membrana plasmatica y los mecanismos moleculares que
emplean en la transduccién de las sefiales hormonales; en consecuencia, existen tres categorias
(2;11):

1) Proteina receptora como efector: El efector puede ser un canal idnico o una enzima.




2) Proteina receptora acoplada al efector mediante una proteina G: En donde el efector
puede ser un canal i6nico, una enzima, o una fosfolipasa C especifica de
fosfoinositidos.

3) Proteina receptora activa a un efector citosolico sin proteinas acopladoras: En donde

el efector es la enzima rirosina cinasa.

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la segunda categoria, el efector de los
receptores alfa (a) es la fosfolipasa C, y el de los receptores beta (B) es la enzima adenilil
ciclasa.

Un agonista hormonal es aquel compuesto que se acopla al sitio activo del receptor con
una mayor o menor afinidad que la molécula endégena, el cual promueve una respuesta celular, y
cuya magnitud es dependiente del grado de afinidad y concentracion del mismo, mientras que un
antagonista es aquel compuesto sintético que bloquea la accion del agonista. o la sustancia
enddgena, sin producir ninguna respuesta celular por si mismo y, de igual modo, puede tener
mayor o menor afinidad por el receptor que la sustancia con la cual compite (12).

Los receptores adrenérgicos se acoplan a un grupo de proteinas especificas conocidas
genéricamente como proteinas G o familia de las proteinas G, al igual que los receptores
muscarinicos, colinérgicos, dopaminérgicos, serotonérgicos, histaminérgicos, asi como aquellos
para glucagon. somatostatina, adenosina. vasopresina, rodopsina, entre otros. La proteina G es
activada por el receptor mediante el acoplamiento del agonista y es la responsable de la respuesta

fisiologica por disociacion de sus fracciones. (13).




Clasificacion de los receptores adrenérgicos
Estos receptores se clasifican en dos grupos: Receptores alfa (o) y receptores beta (B), los cuales
también han sido divididos en diferentes subgrupos y subtipos (14).

Receptores aifa (a):

o { oA, 18, b - Gari1—~ Incremento de Ca®*
a .
o2 { a2, o028, azc - Gi — Inhibicidn de adenilil ciclasa

Los receptores a, al ser estimulados por su agonista producen un incremento en la

.. . 2 . e . ” .
concentracion de calcio (Ca®") citosélico, efecto mediado por la proteina Gg1, mientras que los
receptores o inhiben la actividad de la enzima adenilil ciclasa a través de la activacion de la

proteina G; (14). Los tipos de receptores que han sido identificados en hepatocitos de rata son:

p, Caa Y 28 (13).

B { Bi. Bz B3 - Gs — Estimulacion de adenilil ciclasa

A diferencia de los receptores o y en especial del subtipo o;, los receptores 3 producen un
estimulo de la actividad de la enzima adenilil ciclasa mediante la activacion de la proteina G,
(14). De esta subfamilia, solo los receptores 3 estan presentes en hepatocitos de rata (13).

Esta clasificacion estd basada en la afinidad que tiene cada uno de estos receptores a un
determinado antagonista, por lo tanto pueden ser bloqueados indistintamente (13).

Los antagonistas que se utilizan con el fin de bloquear los receptores adrenérgicos

presentes en hepatocitos de rata se muestran en el siguiente cuadro:




Receptor Antagonista KinM
s Prazosina 0.56
Q2a Yohimbina 0.42
o2 Rauwolscina 0.66

Ba Propranolol 0.38

Cuadro 1 En donde la K, o constante de inhibicion, es la concentracion nanomolar del antagonista que

se requiere para bloquear todos los receptores de ese tipo. A menor concentracién, mayor afinidad. Se

utilizaron a una concentracién de 1X107°M (13, 27, 28, 29, 30).

Catecolaminas

Los agonistas naturales de los receptores adrenérgicos son las catecolaminas: dopamina,
norepinefrina (noradrenalina) y epinefrina (adrenalina). Hormonas aminicas derivadas de la
tirosina y la fenilalanina. Su sintesis comienza en ef axoplasma de las terminaciones nerviosas de
las fibras adrenérgicas (nervios simpdticos posganglionares) por la hidroxilacion de la tirosina a
dopa. posteriormente ésta es descarboxilada a dopamina, la cual es transportada al interior de
vesiculas en donde es hidroxilada a norepinefrina, que, por ultimo, 80% de ella es metilada a

epinefrina en la médula suprarrenal (15).

Tirosina Dihidroxifenilalanina Dopamina Norepinefrina Epinefrina

NH2 _{—>/\<NH2 (_VV““’ » _(—y\,miz » WN\
°©A<coou oY Xcoon™® 1<) Ho cHs

Tirosina DOPA Dopamina-g Feniletanolamina

hidroxilasa descarboxilasa hidroxilasa N-metiltransferasa
Fig. 2 Sintesis de epinefrina. La enzima tirosina hidroxilasa transfiere un grupo hidroxilo a DOPA,
posteriormente la enzima DOPA descarboxilasa elimina un grupo carboxilo dando lugar a la dopamina, que
es hidroxilada a norepinefrina por la enzima dopamina-p” hidroxilasa y esta por ultimo es metilada por la

enzima feniletanolamina N-metiltransferasa a epinefrina.



La médula adrenal es considerada como un ganglio simpatico, ya que el origen
embrionario de las células que la conforman, llamadas cromafines, proviene de las crestas
neurales, y son las encargadas de la sintesis de catecolaminas y algunos neuropéptidos (16).

Las catecolaminas son almacenadas en granulos electrodensos situados en el interior de
las vesiculas secretoras de las células cromafines, estas vesiculas contienen una relacion de
catecolaminas y ATP (relacién 4:1) ademas de neuropéptidos. calcio y magnesio (17).

La liberacion de epinefrina por la médula adrenal, se lleva a cabo en forma sinaptica por
la terminacion de las fibras preganglionares sobre las células cromafines, las cuales, producen la
liberacion de las catecolaminas a la sangre por medio del neurotransmisor acetilcolina. Ei 80% de
las catecolaminas liberadas lo conforma la epinefrina (16,17).

La epinefrina es una hormona hidrosoluble que se disuelve en el plasma y es transportada
desde su origen hasta los drganos blanco, pasando a través de los capilares al liquido intersticial
¥, por tiltimo. a las células diana (15).

La norepinefrina y epinefrina secretadas a la sangre conservan una gran actividad durante
10 a 30 segundos, y después ésta declina hasta extinguirse en 1 a 3 minutos ya que son destruidas
en el higado principalmente por la enzima catecol-O-metiltransferasa. Su vida media es menor a
un minuto (16). La norepinefrina secretada por las terminaciones nerviosas desaparece del lugar
de secrecién de tres maneras: 1) recaptura dentro de las propias terminaciones nerviosas
adrenérgicas. con lo que se elimina entre 50 y 80% de la noradrenalina secretada; 2) difusion
fuera de las terminaciones nerviosas al liquido intersticial y después a la sangre, lo que elimina la
mayor parte restante, y 3) destruccién por la enzima monoamino oxidasa que se encuentra en las
propias terminaciones nerviosas y por la catecol-O-metiltransferasa, presente de forma difusa en

todos los tejidos (15).




Funcionamiento bioquimico de los receptores adrenérgicos en células hepaticas

Receptores o4: Al acoplarse la epinefrina se produce la disociacion de las fracciones de la
proteina G, lo cual activa a la fosfolipasa ¢ (FLPc-B) que produce la hidrélisis del
Josfatidilinositol bisfosfato (PIP;), y da como resultado el inositol trifosfato (I1P3) y el diacil
glicerol (DAG); el IP; causa un aumento en la concentracion citosolica de Ca®” por medio de la
apertura de canales intermembranales y por la estimulacion del reticulo endoplasmico, y el DAG
activa a la protein cinasa C (PKC), la cual contribuye a producir la respuesta celular por medio de

la fosforilacion de compuestos proteicos (14). .

ca+
Epi \

Fig. 3 Receptores as adrenérgicos.
ROS (especies reactivas de oxigeno)
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Receptores a,: Su estimulacién produce la hidrdlisis de fosfatidil inositol (FDLI), el cual da
lugar a la fosfolipasa A; (FLP A;) que causa un intercambio de H" y Na” transmembranal, como

también la liberacion de acido araquidénico (13).

Fig. 4 Receptores o2 adrenérgicos.

Receptores B: Al ser activados por su agonista estimulan la actividad de la enzima adenilil
ciclasa (AC), enzima membranal, responsable de la formacién de AMPc, el cual estimula a la
protein cinasa A (PKA) que es la encargada de producir la respuesta fisiolégica mediante

fosforilacion de proteinas especificas (13).

Ept
R AC }
G,
ATP AMP_
FDA
«
5-AMP

Fig. 5 Accion de la epinefrina sobre el receptor B2 adrenérgico.
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Respuesta celular hepatica

El calcio intracelular, liberado a raiz de la activacion de los receptores «,, funciona como
mediador de la glucogendlisis mediante la activacion de la protein cinasa C; ademas inhibe la
secrecion de insulina de las células B pancredticas y estimula a las células a a liberar glucagon
(16,17). Por otra parte, la estimulacion de adenilil ciclasa producida por los receptores 3,
encargados de realizar el proceso en si por medio de la activacién de fosforilasas via
proteincinasa A, utilizando como mediador el AMPc, da como resultado la ruptura del giucégeno
y la liberacién de glucosa al torrente sanguineo, la inhibicion de la enzima glucdgeno sintasa y la
fosforilacion de la piruvato cinasa que conlleva a una estimulacion de la gluconeogénesis (18).
Por otra parte, la epinefrina también produce un aumento en la utilizacién de oxigeno al

incrementar la produccion de ATP (16).
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Objetivo

Identificar el tipo de receptores adrenérgicos presentes en los hepatocitos de rata que al ser

estimulados por la epinefrina producen radicales hidroxilo.

Hipdtesis

El aumento en la concentracion basal de radicales hidroxilo en los hepatocitos de rata al ser

estimulados por la epinefrina, es una respuesta especifica de un tipo de receptores.
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MATERIAL Y METODO

Material biolégico

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar, de 150g (alrededor de 2 meses de edad), ya que la edad
conlleva a la disminucion de receptores adrenérgicos en el organismo (13). La alimentacion fue
ad libitum, dieta comercial “nutricubos”. Al llegar al laboratorio, se mantuvieron a 21°C y con 40
a 60% de humedad relativa (mismas condiciones que las del bioterio de procedencia). Se tuvo
especial cuidado atendiendo‘las recomendaciones de Olfert ¢f al, para el manejo de los animales

utilizados (19).

Reactivos

La epinefrina y los antagonistas de los receptores adrenérgicos que se utilizaron (rauwolscina,
prazosin, propranolol, yohimbina) (véase el cuadro 1) asi como el dimetilsulféxido (DMSO),
acido tricloroacético, acetil acetona, sulfato de amonio y colagenasa, fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo). El cloruro férrico y el dcido acético de J.T.Baker (Xalostoc, Mex.)

vel EED.T.A por Productos Quimicos Monterrey S.A. (Monterrey, Nl., Mex.). Todos de grado

reactivo.

Aislamiento de hepatocitos

Se realizaron a las 11;00 a.m. Con el fin de que el procedimiento fuera indoloro, los animales
fueron anestesiados con éter, el cual inhalaron durante toda la intervencidn, que no duré mas de 6
minutos, ya que el éter produce paro respiratorio. Se utilizé el método de Berry y Friend (20) con
modificacion de Guinzberg (21) para obtener los hepatocitos aislados, que consiste en canular la
vena porta lo mas cercano al hilio hepatico para perfundir el higado con una solucién de Ringer-
Krebs-bicarbonato (NaCl 120mM, KCl 5.7mM, KH,PO,; 1.2mM, MgSO, 1.2mM, NaHCO,

12mM) (21) con colagenasa relacién 1:1 p/v (20mg en 20mi) a pH de 7.4 y a 37°C, lo cual separa
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todas las células de la capsula de Glisson y demas tejidos conjuntivos, lo que permite utilizar todo
el organo. El experimento solo se realizé con una viabilidad celular mayor o igual a 90%, la cual

se evalué por medio de la prueba de exclusién de azul de tripan.

Incubacion

Se bloquearon todos los receptores agregando sus antagonistas especificos excepto en uno de
ellos, el cual fue el receptor por estudiar utilizando epinefrina a una concertracién de 1X10°M
(10); esto se realizo con cada uno de los receptores presentes en hepatocitos de rata.

Mediante pruebas apareadas: tien-1po 0 y 5 minutos de incubacion. Se utilizaron 500ul de
hepatocitos (5x10° células) mantenidos en solucién Ringer-Krebs-bicarbonato, en presencia de
calcio (1.2mM) a 37°C en agitacién continua, mas 0.1mM de cloruro férrico para obtener los
radicales OH® por medio de }a reaccion de Fenton (22), méas 0.2mM de EDTA como catalizador
de la reaccion y 33mM de DMSO (Dimetil sulfoxido) el cual es oxidado a formaldehido por los
radicales hidroxilo generados (23). Para detener la reaccion se agregé S5S00ul de acido
tricloroacético al 20% y posteriormente se centrifugo a 10 000 rpm durante 10 min. Se tomé 1 ml
del sobrenadante y se mezcl6 con el medio de reaccion de Hantzch (acetato de amonio 2M, acido
acético 0.05M, acetil acetona 0.02M) que colorea al formaldehido; se incubd a 60°C por 10
minutos, y se realizé la lectura mediante espectrofotometria a 415nm; esto debido a que la
concentracion de formaldehido es directamente proporcional a la cantidad de hidroxilos
producidos, con lo cual se calcula el coeficiente de extincion para el reactivo de color

(absorbancia / 8 X 3000= formaldehido [1x10®M / 5x10° células]), técnica de Nash (24,25).
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Protocolo

Se realizaron diez experimentos con diferentes ratas. Los resultados obtenidos fueron procesados
mediante el modelo estadistico ¢ de student con un nimero de observaciones de cuatro.

En fa figura 2 se muestra el antagonista especifico para cada receptor estudiado. Los
controles C. D y E son los testigos. los cuales nos sirvieron para evaluar el comportamiento de
cada receptor en cuanto a la produccion de radicales hidroxilo.

Una vez agregados los hepatocitos a los tratamientos que se enlistan a continuacién y en
el cuadro 2, se inici6 el tiempo de incubacion; a los tratamientos tiempo cero minutos se les
agregd el acido tricloroacético en el medio de incubacién antes de poner los hepatocitos, y a los
tratamientos tiempo cinco minutos se les agrego el acido tricloroacético para detener la reaccion a
los cinco minutos de haber puesto los hepatocitos. Es necesario agitar {os tratamientos después de
agrega el acido tricloroacético para detener la reaccion, en el caso del tiempo cero se agitaron

enseguida de haber puesto los hepatocitos.

Control A: Epinefrina sin hepatocitos.
Con el cual se resto la absorbancia de la epinefrina a 415 nm a nuestros tubos experimentales.
Control B: Epinefrina sin hepatocitos mas todos los antagonistas (véase la figura 2).
Con el cual se restd la absorbancia de los antagonistas de igual modo que en el control A.
Control C: Hepatocitos sin epinefrina.
Produccion basal de radicales OH® en hepatocitos no estimulados exégenamente.
Control D: Hepatocitos mas epinefrina.
Aumento de la produccion basal de radicales OH® (Control positivo), estimulacion de cada tipo
de receptores adrenérgicos existentes en los hepatocitos.
Control E: Hepatocitos mas epinefrina mas todos los antagonistas (véase la figura 2).

Inhibicién de la respuesta en todos los receptores (Control negativo).
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Experimental o5: Hepatocitos, Rauwolscina. propranolol, yohimbina mas epinefrina.
En este tratamiento no se utilizé prazosina (véase la figura 2), de modo que el receptor
o fue el Gnico activo.
Experimental o,,: Hepatocitos, Rauwolscina, prazosin, propranolol mas epinefrina.
En este otro no se utilizé yohimbina, de modo que el receptor a4 fue el Gnico activo,
Experimental o;p: Hepatocitos, Prazosin, propranolol. yohimbina mas epinefrina.
Este no tuvo rauwolscina, por lo que sélo funcioné el receptor azg.
Experimental 3;: Hepatocitos, Rauwolscina, prazosin, yohimbina mas epinefrina. Y por altimo

éste no tuvo propranolol, receptor B; activo inicamente.




Cuadro 2 Disefio experimental

FeCl,

DMSO

17

Hepatocitos

Epinefrina

Antagonistas

Blanco 970 pl 10 ul 20 pl

Control A | 960 ul 10 i 20 pul 10 pl
Raw. 10 pl
: . ) Pra. 10 ul
Control B 920 gl Bk 10 p.l ‘ 20 u ’10 ul Prop. 10 pl
: 8 i Yoh. 10l

. pohtro],c

. Raw. 10wl
- Pra. 10 ul
Prop. 104l
Yoh. 10 pl
Raw. 10ul
500 ul - Prop. 10l
S Yoh. 10yl
RS Raw. 10yl
. 500 pi Pra. 10l
T e Prop. 10ul
IR e Pra. 10 i
Exp.oze | 430l | 10 20 ul 500 ui 10 pl Prop. 10l
- e y - Yoh. 10 ul
Raw. 10!
Exp. Ba 430 pl 10 pi 20 ul 500 ul 10 ul Pra. 10 pl
Yoh. 10ul

Concentracién utilizada de epinefrina: 1X 10 "M

Concentracién utilizada de cada antagonista: 1X 10~ M

Raw. (rauwolscina), Pra. (prazosin), Prop. (propranolol), Yoh. (yohimbina)
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RESULTADOS

En la grafica 1 se muestran los datos obtenidos sobre la produccion de formaldehido en
hepatocitos aislados de rata estimulados con epinefrina en el tiempo cero y a los cinco minutos de
incubacion. La concentracion de formaldehido registrada al momento en que se inicié la
incubacion (tiempo cero) fue de 22.57+1.59 pmolas de formaldehido, y la produccioén registrada
para las diferentes condiciones experimentales a los cinco minutos fue: Control C, 45.31£2.74;
Control D, 76.50+2.67; Control E, 33.45+3.11; Receptor caa, 51.56+2.65; Receptor azp, 45.94%3;
Receptor aa, 77.81%3.18; Receptor 3, 33.28+1.07. Se observd una estimulacion
estadisticamente significativa (P<0.01) de la epinefrina (control D) y el receptor a,p con respecto
al control C (Basal). Asimismo, se encontré un efecto inhibitorio estadisticamente significativo
(P<0.05) para el receptor 3; con respecto al control C. Por otro lado, los tratamientos o;a ¥y Q2p N0

mostraron diferencia estadistica significativa con respecto al control C.
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Grifica 1

Produccion de formaldehido en hepatocitos aislados de rata
estimulados por epinefrina

90 -
7 i Control C: !
E w ! Basal */epinefrina |
8 70 4 '
2 ‘ $
3 604
2 : Control D: I
F %0 Epinefrina 10° M %
2 a0 !
RS a
R |
2 20 ] Control E: ;
] : Epinefrina 10° M
E 10: mas
e L. antagonistas 10° M
Tiempo 0° Control C ControlD ControtE a4
Tiempo 5°
n=4

* Significancia estadistica con respecto al control C (P<0.01).
** Significancia estadistica con respecto al control C (P<0.05).

Las columnas que siguen del control E indican el receptor adrenérgico que no fue bloqueado.

ESTA TESIS NO SALY
DY LA BIBLIOTES
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DISCUSION

Los valores de formaldehido obtenidos con el tratamiento designado como tiempo cero indican
que los animales iniciaron el experimento con una cierta cantidad de radicales libres. Durante el
periodo de incubacion (5 minutos) se registrd, de manera general, un aumento basal en la
produccién de radicales OH', con respecto al tiempo cero; esta situacion nos muestra una
condiciéon metabdlicamente activa de la célula durante los cinco minutos de incubacién, cabe
mencionar que esta misma situacion también fue reportada por Obata y col. (8) en células del
miocardio de rata: asi como por Castrejon y col. (10), en hepatocitos de rata.

Los resultados estadisticos obtenidos al comparar la concentracién de umolas de
formaldehido producido a los cinco minutos de incubacion, tanto por el receptor o (51.56+2.65)
como por el receptor a;p (45.94+3), muestran que no hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre estos tratamientos, con respecto al control C; este dato nos indica que los
receptores adrenérgicos tya y Qs no estin involucrados en el aumento de la concentracion de
radicales libres hidroxilo en hepatocitos de rata como respuesta a la epinefrina.

La respuesta registrada en el control D a los cinco minutos es similar a lo reportado por
Obata y col. (8), Burke y col. (9), y por Castrejon y col.. (10), en donde se menciona que la
epinefrina es capaz de producir un aumento en la produccion basal de radicales libres en
miocardio, neuronas y hepatocitos de rata respectivamente. El Gnico receptor adrenérgico
localizado en hepatocitos de rata que no present6 diferencia estadistica significativa con respecto
a este control a los cinco minutos de incubacion fue el receptor ap, efecto que en la actualidad,
no ha sido reportado en la literatura.

En cuanto a la respuesta del receptor adrenérgico [3; y del control E se observo un efecto
inhibitorio sobre la producciéon de radicales hidroxilo en hepatocitos aisiados de rata; en
experimentos realizados por Heidemarie y col. (26) en adipocitos de humano, se muestra que las

fracciones “By “y” de la proteina G de los receptores 3 inhiben a la enzima NADPH oxidasa,




la cual utiliza NADPH como sustrato para producir H;QO., condicion que podria estar
presentindose también en hepatocitos y que esa seria la posible explicacién para el efecto
observado en este trabajo.

Los receptores adrenérgicos de higado de rata presentan gran porcentaje de homologia
farmacologica y secuencial con respécto a sus correspondientes en higado humano (31). Los
receptores: s y oz de las dos especies son 90% homélogos, para los reczpiores 33 se reporta un
79% de homologia, en relacion a los receptores og de ambas especies, existe un 79% de
homologia (13). En los siguientes cuadros, obtenidos de la base de datos SWISS-PROT se

muestra la similitud gendmica entre los receptores a5 de rata y de humano (32;33):




Cuadro 3 Receptor o1 de Rata

Sequence information

ength: 515 AA
Molecular weight: 56585 Da "

CRC64 AFOC3759F80C3135 [Thxs isa checksum on the sequence]

1.0
B
MNPDLDTGHN

. 70

VGNILVILSV

- 130

=
LLGWKBPAPN

o
VMKEMSNSKE

310

|
GMFILCWLPF

370

RILGCQCRGG
430
SASPSPGYLé
490

o
GTEGDTSNGG

WAAVDVLCCT

1905

2of'

B
TSAPAHWGEL

80
|
ACNRHLRTPT

140

: |
ASILSLCAIS

200

|
DDKECGVTEE

260[
iq.

'LTLRIHSKNF

320

|
FIALPLGSLF

380
o
RRRRRRRRLG
440

1
RGTQPPVELC
500

) |
CDTTTDLANG

L. 30

S
KDDNETGENQ
90

- [
NYFIVNLAIA

150
. |
IDRYIGVRYS

210

PFYALFSSLG

1

.HEDTLSSTKA'

330
!
STLKPPDAVE

390
ACAQTYRPW}
450
AFPEQKPGAL
510

|
QPGFKSNMPL

270 -

22

40 S50
| !
TSSNSTLPQL DVTRAISVGL

100 110
! i
DLLLSFTVLP FSATLEVLGY

160 170

| |
LQYPTLVTRR KAILALLSVW

220 230
| 1
SFYIPLAVIL VMYCRVYIVA

280

] B |
KGHNPRSSIA VKLFEKFSREK
340

| |
KVVEWLGYFN SCLNPIIYPC

- 400 410

[ i
RGGSLERSQS RKDSLDDSGS
460 470

t |
LSLPEPPGRR GRLDSGPLFT

APGHF

290

350

60 -
| N
VLGAFILFAI

120
|-
WVLGRIFCDI

1qq‘ld

|
VLSTVISIGP

240

. |
KRTTKNLEAG
300
B
KARKTLGIVV.
360

|
SSKEFKRAFM
420

]
CMSGTQRTLP
480

|
FKLLGDPESP
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Cuadro 4 Receptor o de Humano
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Sequence information

Length: 519 AA
Molecular weight: 56778 Da

CRC64: C4727A147D0A1780 [This is a checksum on the sequence]

10 20 30
| | |
MNPDLDTGHN TSAPAHWGEL KNANFTGPNQ
70 80 90
Lo [
ACNRHLRTPT NYFIVNLAMA

oo
VGNILVILSY

l;uffﬁ14p::' 150
N R |
ASILSLCAISVIDRYIGVRYS

210

. - N l
DDKECGVTEE PFYALFSSLG

270

t

260
g R
_LTLRIHSKNF HEDTLSSTKA

330

|
STLKPPDAVFEF

3980

R . I
. \GGCAYTYRPW

450

AL |
GRGAPPPVEL CAFPEWKAPG

PSASPSEGYL

' 490 500 510
AR i |
?ESPGTDGGA SNGGCEAAAD VANGQPGFEFKS

40
!
TSSNSTLPQL

100
1

DLLLSFTVLP

LQYPTLVTRR
- i220

C
SFYIPLAVIL
280

S
KGHNPRSSIA

340
|
KVVFWLGYFN

400
. -
TRGGSLERSQ

460 -

t
ALLSLPAPEP

NMPLAPGQF

.16.-;1'_
1

50

l
DITRAISVGL

110

i
‘FSAALEVLGY

170
o L
KAILALLSVW
230

|
VMYCRVYIVA

290
[
VKLFKESREK

350
|
SCLNPIIYPC

410

- o
SRKDSLDDSG
" 470

) |
PGRRGRHDSG

60
L
VLGAFILFAI

120

[ .
WVLGRIFCDI.

s o 180
VLSTVISiéPL'
240"
! i
KRTTKNLEAG
300 .
KAAKTLGIVéJ
360
SSKEFKRAF&

420

R
SCLSGSQRTL " . -

480

PLFTFKLLTE
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CONCLUSION

Por los datos obtenidos en este trabajo se concluye que:

1. El receptor adrenérgico causante del incremento en la concentracion basal de radicales
libres hidroxilo en hepatocitos aislados de rata, al ser estimulado con epinefrina, es el
receptor oip.

2. El receptor ;3 mostré un efecto opuesto al del receptor o g, por lo que es probable que
exista un mecanismo regulatorio, cuyo objetivo es el de proteger a la célula del dafio
ocasionado por la presencia de radicales libres generados por la estimulacién del receptor
o B.

3. Se ratifica el efecto de la epinefrina con respecto a la estimulacién en la produccion de

radicales OH’", observado en otros tejidos.
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