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RESUMEN

GUERRA GARCIA, RUY. Identificacién de un sistema de membrana plasmatica
de células hepaticas regulado por receptores adrenérgicos que genera especies
reactivas de oxigeno.

Estudios previos muestran que el receptor adrenérgico a4g al ser estimulado por
su agonista, la epinefrina, desencadena un incremento en la concentracion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en células hepaticas, efecto que se ve
inhibido por la activacion del receptor Bs;. El objetivo de este trabajo fue
demostrar la presencia en células del higado de una enzima, NADPH oxidasa,
regulada por receptores adrenérgicos. En consecuencia, se efectu6 el
aislamiento de membranas plasmaticas de estas células y se logré la
caracterizacion de un sistema membranal generador de H20,, el cual utiliza
como sustrato al NADPH (Km de 44uM) y no al NADH, no requiere de ATP, uno
de los principales productos de la reaccion es el O," - y se ve inhibido por DPI
1uM (1025 nmolas de H,O; sin DPI y 475 nmolas de H2O2/mg de proteina con
DPI). Mediante la utilizacién de antagonistas especificos para cada receptor
adrenérgico presente en células aisladas se demostré6 que el aumento en la

concentracion de ERO por el receptor adrenérgico aig se debe a la activacion
de una enzima NADPH oxidasa (394.7 £ 40.95 nmolas de H,O,/mg de proteina)
mientras que la activaciéon del receptor B; la inhibe (a4g + B3 176.25 £ 16.91

nmolas de H,O./mg de proteina). Es posible que el H,O, juegue un papel

importante en la respuesta adrenérgica en células hepaticas.




SUMMARY

GUERRA GARCIA, RUY. Identification of a hepatic cell plasmatic membrane
system regulated by adrenergic receptors generating reactive oxygen species
(under the guidance of Professors Enrique Pifia Garza, Francisco J. Trigo Tavera,

and Raquel Guinzberg Perrusquia.)

Previous studies had shown that the a;g adrenergic receptor, when stimulated by
its agonist, epinephrine, unchains an increase of Reactive Oxygen Species (ROS)
concentration in hepatic cells, effect that is inhibited by the activation of the B3
receptor. The purpose of this study was to demonstrate the presence in liver cells
of an enzyme, NADPH-oxidase, regulated by adrenergic receptors. Consequently,
plasmatic membrane of these cells was isolated, and characterization of a
membrane system generating H,O;, which as substrate utilizes NADPH (Km of 44
HM) instead of NADH, was achieved. This membrane system does not require
ATP, and one of the main byproducts of this reaction is O,"", which is inhibited by
DPI 1uM (1025 nmolas de H,0, without DPI, and 475 nmolas of H;O2/mg of
protein with DPI). Through the utilization of specific antagonists for each adrenergic
receptor present in the isolated cells, it was demonstrated that the ROS increase in
concentration produced by the a;g adrenergic receptor, is due to the activation of
an enzyme, NADPH-oxidase (394.7 + 40.95 nmolas of H,O,/mg protein), enzyme
that is inhibited by the activation of the B3 receptor (aig + B3 176.25 £ 16.91 nmolas

of H,02/mg protein.)




INTRODUCCION

QUIMICA DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

Los radicales libres son cualquier entidad quimica capaz de existir por si misma
y que presenta uno o mas electrones impares. Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) son entidades quimicas en las que el oxigeno se encuentra en
un estado energético mayor que la de su estado basal. La mayoria de las ERO
son moléculas de oxigeno que tienen uno o mas electrones impares (1). Para
mayor comprension de estos términos es necesario mencionar que es la masa y
numero atémico de un atomo, los cuatro nimeros cuanticos provenientes de la
aplicacién de la teoria cuantica de Planck por el fisico danés Niels Bohr en 1914,
como también el principio de aufbau, la regla de exclusion de Pauli y la regla de
Hund.

La unidad estructural de la materia son los atomos, los cuales estan
constituidos por un nucleo cargado positivamente que contiene protones y
neutrones rodeado de una o mas cargas negativas llamadas electrones. El
nimero atémico de cualquier elemento es la cantidad de protones que tiene en
su nucleo y la masa atdmica es el nimero de protones mas neutrones. En un
atomo la carga total se anula o neutraliza porque el nimero de electrones es
igual al de protones (2, 3).

En 1924, el fisico francés Louis de Broglie propuso que toda particula en

movimiento lleva asociada una onda de naturaleza semejante a la de la luz. Para




describir el movimiento de las particulas de masas grandes el caracter
ondulatorio es de poca importancia practica puesto que la longitud de onda
asociada es muy pequefia en comparacion con las dimensiones de la particula.
Sin embargo, para describir el movimiento de las particulas de masa muy
pequena, como los electrones, la longitud de onda es comparable con las
dimensiones del atomo en el cual se encuentra el electrén, por lo tanto no
pueden ser localizadas con precision estas cargas negativas, pero si puede
calcularse la probabilidad de encontrar al electrén en una posicién (orbital)
determinada dentro del atomo por medio de la ecuacion de Schrodinger (ver
mas adelante nimero cuantico de momento angular (2).

Los numeros cuanticos nos permiten tener una completa descripcion de
los electrones en los atomos, es decir, su posible posicién y momento lineal
(cantidad de movimiento) (1, 2, 3).

El nimero cuéntico principal (n) define el nivel de energia que ocupa el
electrén, en donde el nivel con menor energia se denota con la letra K (n = 1),
este nivel s6lo puede retener a 2 electrones, el siguiente nivel es el L (n = 2),
que puede retener 8 electrones, luego el M (n = 3), que retine hasta 18
electrones y por ultimo el N (n = 4), retiene hasta 32 electrones y es el mas
alejado del nucleo y con mayor energia (1, 2, 3). El principio de aufbau del
aleman aufbau, construir, indica que los electrones cubren al nlcleo empezando
primero por los orbitales de menor energia es decir que van de K hacia N, y si

quedan disponibles dos 0 mas orbitales de igual energia, se coloca un electron



en cada uno con los espines paralelos dejando semillenos los orbitales (regla de
Hund) (1, 2, 3).

El numero cuantico de momento angular (/ ) indica la forma de los
orbitales. Los valores de / dependen del valor del nimero cuéntico principal (n), /
tiene valores desde 0 a n — 1. Cuando / = 0 los orbitales son “s”; cuando / = 1,
son orbitales “p”; si /= 2, orbitales “d”; y cuando / = 3, orbitales “f" (1, 2, 3).

El nimero cuantico magnético (m, ) describe la orientacién del orbital en el
espacio. El valor de m depende del numero cuantico de momento angular, /. Si
el orbital es de tipo “s”, su nimero cuéntico magnético es 0; si es “p”, es 1,0, -1;

sies “d’, 2,1,0,-1, -2y sies “f, 3,2,1,0,-1,-2,-3 (1, 2, 3).

m= 2
m= 1
A B Cc m=0
m= -1

z 2 m= -2

®

b

®

Orbital 1s Orbital 2p Orbital 3d
m=0 m=1

7o

Esquema 1. Orbitales atémicos. A) Orbital de forma “s”, nimero cuantico
principal K. B) Orbital de forma “p”, nimero cuantico principal L, nimero cuantico
magnético = 0. C) Orbital de forma “d”, nimero cuantico principal M, nimero

cuantico magnético = 1.

Por dltimo, el nimero cuantico de espin electromagnético (ms ) que marca

el sentido del giro que dan los electrones sobre su orbital y puede ser en sentido



o contra sentido de las manecillas del reloj. Los valores de msson-2 y +%. La
regla de exclusion de Pauli indica que en cada orbital sélo pueden alojarse dos
electrones y éstos deben de ser de espin opuesto (1, 2, 3).

Con la informacién anterior podemos entonces analizar el esquema 2
donde se representa la configuracion electronica de las diferentes variedades de

ERO.
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Esquema 2. El oxigeno se encuentra en la naturaleza en forma diatomica
unidos por enlaces covalentes, lo cual le confiere estabilidad (1). Las letras
griegas oy nse refieren a los orbitales de unién molecular, que son de baja
energia y mas estables que los orbitales atémicos. Los orbitales de antiunién
molecular ¢* y n* son de alta energia y menos estables que los anteriores. Los

orbitales moleculares siguen las mismas reglas que los orbitales atémicos (1).




Oxigeno basico (*$g™0,)

Este es un gas mutagénico, téxico y altamente inflamable que utilizan las células
aerobiés para obtener energia a partir de los alimentos (1). Puede difundir por
cualquier membrana celular y su concentracion citoplasmatica es alrededor de
10"°M (4). Su mérito y toxicidad se basan en que tiene dos electrones impares

en el orbital #"2p que le permite aceptar electrones de dos en dos (1, 5, 6).

Singulete de oxigeno ('Ag0, vy 'Zg*0,)
Generalmente son formados en laboratorio al excitar moléculas por medio de
radiacion luminosa a determinada longitud de onda, la energia obtenida es
transferida a una molécula de O, adyacente (1). El estado 'AgO, presenta 92 kJ
por encima del estado basico del oxigeno y el singulete 'Zg "0, es ain mas
reactivo con 155 kJ mas que el estado basico (1, 4) (esquema 2), pero decae
rapidamente en 'AgO, por lo que no es de interés en los sistemas biolégicos (1).
En enfermedades que involucran a las porfirias, como defectos en la
biosintesis del grupo hemo, la radiacién solar da lugar a la formacion del
singulete 'AgO,, el cual no es un radical libre ya que no presenta electrones
impares (esquema 2), pero si es una ERO y tiene mayor capacidad de oxidacion
que el estado basico del oxigeno (1). Su concentracion en el citoplasma es
alrededor de 107"°M (4).

Anién superoxido (02™)



Se forma cuando el oxigeno basico acepta un electrén en el orbital n'2p, de
manera que es menos reactivo que su antecesor ya que sélo tiene un electrén
impar (1). Debido a su carga no puede cruzar membranas plasmaticas y su vida
media es de milisegundos (1). Su concentracion en el citoplasma es alrededor

de 10™"'M (4). Es un radical libre y es una ERO.

Peréxido (0,")

No es un radical libre ya que se forma cuando el anién superéxido acepta al
electron faltante en el orbital n*2p (1, 6), pero si es una ERO. En los sistemas
biolégicos sblo se presenta la forma protonada que es el peréxido de hidrogeno
(H20,) (1) (esquema 2). Ya que es una molécula de tamarfio pequefio, sin carga
y soluble en agua, puede difundirse con facilidad dentro y entre las células (1).

Su concentracion en los sistemas biolégicos es mayor a 107'M (4).

Reacciones por las cuales se obtiene peréxido de hidrégeno en los sistemas
biolégicos:

En 1969 McCord y Fridovich descubrieron las enzimas superoxido dismutasas
(CuZnSOD y MnSOD) en eritrocitos (7). Estas enzimas estan presentes en la
mayoria de células eucariontes (8). La CuZnSOD se localizan principalmente en
el citoplasma, lisosomas, ntcleo, en el espacio intermembranal de la mitocondria
y en el espacio extracelular (1, 7). La CuZnSOD estd formada por dos
subunidades, cada una con una molécula de cobre que sirve para acelerar la

dismutaciéon del anion superoxido ya sea oxidandose o reduciéndose en un




rango de pH de 5.3 a 9.5 (1). El zinc unicamente le confiere estabilidad a la

enzima (1). La reaccion se da de la siguiente manera (1, 9):

Enzima-Cu®* + 0,*- — Enzima-Cu" + O,

Enzima-Cu* + O,* + 2H* — Enzima-Cu** + H,0,

En la mitocondria también se encuentra una superéxido dismutasa,
formada por cuatro subunidades, dependiente de manganeso (MnSOD) (1, 9).
En higado de rata representa sélo el 10% de la actividad de las superéxodo
dismutasas (1). MnSOD cataliza la misma reaccién que la CuZnSOD pero de la

siguiente forma (1):

Mn(lll) + O,*- < [Mn(lll) - 0,*] - Mn* + 0O,

Mn?* + 0, <> [Mn*" - 0,+]+ 2H" 5 Mn(lll) + H,0,

También el peroxido de hidrogeno se puede producir por una reaccién

espontanea (dismutacion), en donde no requiere de enzimas.

0,-+0,-+ 2H* » H,0,+ O,

Descomposicion del perdxido de hidrégeno por reaccion enzimatica:

La catalasa es una enzima que consta de cuatro subunidades, cada una con un
grupo férrico hemo unido a su sitio catalitico (1, 8, 9). Esta enzima antioxidante
se encuentra en el citoplasma y peroxisomas de todas las células de los tejidos
corporales, pero el higado es el érgano que contiene la mayor cantidad de

catalasa (1). La reaccién que cataliza es la siguiente (1, 9):



H.O,+ H,0, — 2H,0 + 02

Por otra parte, la familia de enzimas glutatién peroxidasa (GPX) formadas
por cuatro subunidades, cada una con un atomo de selenio (Se) en forma de
selenocisteina en su sitio catalitico, remueven H,O, al oxidar moléculas de

glutatién reducido (GSH) de la siguiente manera (1):
HO,+2GSH — GSSG + 2H,0

El glutatién es un tripéptido de acido glutamico, cisteina y glicina que
contiene un grupo tiol (SH) en el residuo de cisteina de forma reducida en su
forma activa (1, 8, 9). Cuando es oxidado el grupo tiol, se forma un puente
disulfuro entre dos glutationes oxidados (GSSG) (1, 8, 9).

La enzima glutation reductasa contiene un grupo FAD (dinucleétido de
flavina y adenina) con el que regenera al glutatién oxidado por medio de NADPH
(dinucleétido de niacina, adenina y fosfato reducido) como donador de

electrones; la reaccion se da de la siguiente manera (1, 8, 9):
GSSG + NADPH + H* —» 2GSH + NADP*

El glutatién es la principal molécula encargada de regular la concentracion
de H20: en los organismos superiores, se encuentra en todos los tejidos y en
algunos fluidos como la leche (1). Para prevenir padecimientos como la
enfermedad del muasculo blanco (mink, caballo, cerdo, ganado bovino y borrego),
como también la enfermedad de corazén de mora en cerdos, es importante

suministrar selenio en la dieta de los animales (1). En los humanos se presenta



una degeneracion del muasculo cardiaco por falta de selenio, conocida como

enfermedad de Keshan (1).

Radical hidroxilo (OH")
Se forma cuando el peréxido de hidrégeno acepta un electréon (esquema 2), la
reaccion es catalizada por metales de transicion como hierro y cobre (1, 6). Su

concentracién en los sistemas bioldgicos es alrededor de 107'M (4).

Reaccibnes del peroxido de hidrégeno con metales de transicion

Reaccién de Fenton (1, 3)
Fe” +H,0, — Fe’ +OH-+OH"
Reaccion de Haber — Weiss (1, 3)

H,O, + 02" M, 02 + OH- + OH*

10



En el esquema 3 se muestra un resumen del sistema antioxidante
enzimatico (SOD, catalasa, glutation) y no enzimatico (Vitaminas A, C, E y acido
lipoico) encargados de mantener la integridad y funcién celular contra la

amenaza de los radicales libres, producto de los procesos metabdlicos celulares.

NADP NADPH
Glutation
reductasa

H,0+0,

GSH  Glutation GSSG

Catalasa roxldasa
Procesos
: O,~+2H*—s00 3 H,O |
metabélicos | & ke \
Acido lipoico Ac:do dehidrolipoico
NAD
Ascorbato
Acido

dehidroascorbico
p Caroteno

o Tocoferol

B Radical OH

caroteno

Esquema 3. En la parte superior se muestra al sistema antioxidante enzimatico
y en la parte inferior al no enzimatico encargados de reducir a los radicales
libres. El acido dehidrolipoico regenera a la vitamina C, E y al glutation y es
reducido, a su vez, por el mismo organismo mediante equivalentes reductores

NADH (dinucleétido de niacina y adenina reducido) (1, 8, 9, 10).

11



PRINCIPALES ENZIMAS Y SITIOS DONDE SE GENERAN ERO EN CELULAS
HEPATICAS DE MAMIFEROS

NADPH oxidasas

oxidasa

>-<:"02 H,0,

Hipoxantina Xantina
xantina Ac. urico

Peroxisomas

Mitocondria

Esquema 4. Las enzimas NADPH oxidasas (Nox), xantina oxidasa, como
también los microsomas y mitocondria reducen moléculas de oxigeno dando
lugar al radical superdxido. En los peroxisomas se da directamente la reduccién

de oxigeno a peréxido de hidrégeno (1, 6).
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NADPH oxidasas (Nox)

Son una familia de enzimas de la membrana plasmatica conformadas por un
dipéptido: la subunidad o (p22) asociada a la subunidad catalitica § (gp91) que
contiene FAD (dinucleétido de flavina y adenina), dos moléculas del grupo hemo
(citocromo bssg, citocromo b) y una regién de unién de NADPH (dinucleétido de
nicotina, adenina y fosfato reducido) (11, 12, 13).

La NADPH oxidasa se activa del lado citosélico, que conlleva a la
oxidacion de moléculas de NADPH, los electrones obtenidos del sustrato son
conducidos por diferencia de voltaje del FAD al citocromo b y salen de la célula
para reducir moléculas de oxigeno dando lugar al anién superoxido (12, 13). La

reaccién se da de la siguiente manera (1, 12):

20,+NADPH+H" - 20,"-+NADP*++2H"

202.' + 2HT - 0O, + H,0,

El DPI (difenileneiodonium) bloquea la actividad de esta enzima ya que
compite con el NADPH en el sitio de unién con el FAD (14).

La Nox de las células fagociticas (Nox 2) fue la primera de estas enzimas
en caracterizarse. Sus subunidades membranales se denotan como p22°"* y
gp91?™* (phox, en espariol oxidasa de fagocito), requiere de 4 subunidades
citoplasmicas para su activacion: p47, p67, p40 y una proteina G con actividad

de GTPasa llamada Rac2 (esquema 5) (13, 15).

13




Tomado de Bakoch, 2003

Esquema 5. La activacion de la Nox 2 réuiere de la traslocacién dependiente
de estimulo de las subunidades citoplasmicas Rac 2, p67°"* y p47°"* a la
membrana (11, 13, 15). Las proteinas p67p"°" y p47P* contienen dos dominios
SH3 (parte superior derecha del esquema). En estado inactivo, la subunidad
p47°"*  presenta sus dominios SH3 enmascarados por la regién AIR (regién
autoinhibitoria) localizada en el lado carboxilo de la proteina (11, 13). Cuando se
produce el efecto estimulatério, la subunidad p47°"™* despliega sus dominios
SH3 que interaccionan con p22°™ y Rac2 es liberado por su inhibidor GDI
(inhibidor de la disociacién de GDP), cambia su motivo de GDP a GTP e
interacciéna con p67°"°* (11, 13). La proteina p40”™ tiene la funcién de regular

el reclutamiento de p67°" y p47°™ (11, 13, 15).

14



Se han encontrado 6 homoélogos de la proteina gp91°™*: Nox 1, Nox 3,

Nox 4, Nox 5, DUOX1 y DUOX2 (15). En el cuadro 1 se indican las subunidades

citoplasmicas que los activan, como también su localizacién en el organismo y

su funcién.
Subunidades AL 4
citoplasmicas Localizacion Funcion Ref.
Defensa,
Célon, estobmago, ggﬁjrlzi:maczén
Nox 1 NOXA1 y NOXO1 utero, prostata y | {5 del (16, 17, 18)
sistema vascular. DRE S S
presion
sanguinea.
7% pB7™™. paoP™™ ; 12, 13, 15,
Nox 2 P p6R D PRy Fagocitos. Defensa. ( 17)
p47, p67 Formacion de
Nox 3 Oido interno otoconia y (17, 19, 20)
NOXO 1y NOXA 1 auditividad.
Corteza renal, células
E’s‘gﬁ'{'ﬂ:’éﬁg‘:i‘“"" Regulacién de la
Nox 4 cardiaco, pancreas, g;?tl:lf:rra céibnla (17, 21, 22)
No requiere placenta, ovarios , g 3 Tk
testiculos, osteoclastos, g:ggessn iy
fibroblastos y 3
astrositos.
Sefializacion
celulary
Tejido linfoide (células | activacion de
Nox 5 ca* By T)y testiculos. factores (172
nucleares de
transcripcion.
e Sintesis de
+ Glandula tiroide, y
ca’ s hormonas (17, 24, 25,
DUOX 1 e;:ute.:ln:;l dgéaparato tirokiaes v 26)
P CRER defensa.
oa Sintesis de
2+ Glandula tiroide, y
DUOX 2 R epitelio de glandulas :?;322:? ar, 22é4) 25
salivales y rectales. atarnes

Cuadro1. La proteina NOXO1 (organizador de Nox1) es homéloga a p67P"* y

NOXA1 (activador de Nox1) es homéloga a p47”* (17). Las DUOX (oxidasa

15




dual), son llamadas asi ya que en su parte amino terminal presentan un dominio

de peroxidasa y su extremo carboxilo es homélogo a gp917"™ (17).

Xantina/hipoxantina

Durante los procesos de isquemia el ATP es transformado hasta hipoxantina,
cuando se da la reperfusion, el calcio y proteasas que se liberan por el dafio
celular hacen que la xantina funcione como una oxidasa y no como una
deshidrogenasa, por lo tanto reduce al oxigeno y se produce el anién superdxido

(27, 28). Este proceso requiere dario celular para que se dé (3).

Microsomas

Son vesiculas de reticulo endoplasmico (RE) que se obtienen al homogeneizar
algun tejido. Segun de qué porcién del RE provengan es como se les denomina:
microsomas rugosos o microsomas lisos (29). El interior de los micrososmas
rugosos es bioquimicamente equivalente al lumen total del organelo, por lo tanto
se entiende como microsomas a las fracciones del reticulo endoplasmico rugoso
(30).

El reticulo endoplasmico rugoso en el higado es responsable de la
oxidacion de varias drogas, pesticidas y otros xenobioticos con el fin de que
puedan ser liberados del cuerpo (30). La reduccién se realiza por medio de la
enzima NADPH-citocromo P450 reductasa, la cual requiere de la unién de
alguno de los citocromos de la superfamilia P450 (llamada asi porque el
complejo que forman con monéxido de carbono absorbe gran cantidad de luz a

450nm) a un xenobibtico, formando un complejo que es reducido por la enzima
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NADPH-citocromo P450 reductasa (1). Esta enzima utiliza como sustrato
NADPH, el cual cede su par de electrones a una molécula de FAD y ésta por
ditimo reduce al complejo citocromo P450-xenobidtico y a una molécula de
oxigeno la cual da lugar al anién superdxido (1, 30). No hay ninguna evidencia

de que exista interaccion entre microsomas y receptores de membrana.

Complejo | y Il de la cadena respiratoria
Durante la respiracién mitocondrial, tanto la NADH o6xido-reductasa (complejo |)
como el sitio ubiquinona-citocromo b (complejo 1) reducen moléculas de oxigeno
dando lugar al radical libre anién superéxido, esto sucede ya que la afinidad que
presenta el complejo | como también el complejo Il 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 hemo de
los citocromos provoca que su afinidad al electrén sea mayor (31, 32).

La produccion de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria es
accidental y para ello existe todo un sistema enzimatico antioxidante que lo

contrarresta como se explicé con anterioridad (6) (esquema 3).

Peroxisomas

Es importante mencionar la participacion de los peroxisomas en la produccién de
H20,. Estos organelos utilizan una gran cantidad de oxigeno como las
mitocondrias (1). Los peroxisomas presentan una sola membrana que ellos

mismos sintetizan (29). Se piensa que los peroxisomas son vestigios de algun
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organelo ancestral encargado de realizar todas las reacciones involucradas con
el oxigeno para proteger a la célula de dafios oxidativos por la acumulacion en la
atmésfera de O, producto de las bacterias fotosintéticas (1).

Los peroxisomas contienen enzimas que utilizan oxigeno molecular para
remover atomos de hidrogeno de sustratos organicos especificos mediante
reacciones de oxidacion que originan H,O; (1, 29). La catalasa es una enzima
que contienen los peroxisomas y utiliza el H,O, para oxidar fenoles, acido
férmico, formaldehido, alcohol y otros compuestos principalmente en higado y
rifiodn; esto mediante reacciones de peroxidaciéon en donde se sustraen
moléculas de hidrégeno a un compuesto y se producen dos moléculas de agua
(29). Al igual que los microsomas, no hay evidencia de que exista interaccion

entre peroxisomas y receptores de membrana.
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SENALIZACION CELULAR POR MEDIO DE ERO

En los ultimos afios ha cambiado el criterio de los grupos de investigacion
dedicados al estudio de los radicales libres, debido al surgimiento de evidencias
que constatan la participacién de especies reactivas de oxigeno en procesos
como la diferenciacion y proliferacion celular, apoptosis, regulacion de la
expresion genética (6, 33, 34), control de la ventilacién (6, 11) y amplificaciéon de
la respuesta inmunolégica (6, 33, 34).

Los cambios en el estado de 6xido — reduccién (redox) que se generan en
el organismo son de forma balanceada, es decir, por un lado tenemos los sitios
en los que la célula produce moléculas oxidantes versus los sistemas de
reduccion que los captan por los grupos tioles (SH) que se encuentran en
lugares estratégicos de algunas proteinas. Cuando estos grupos son oxidados,
forman un puente disulfuro con la molécula de azufre vecina, lo que produce un
cambio conformacional de la proteina y por lo tanto un cambio en su funcion (6,
33). El sistema de la tioredoxina es el encargado principal de reducir a los
puentes disulfuro mediante la utilizacion de NADPH para reestablecer el ciclo (1,
33). El sistema del glutatién (esquema 3) presenta un grupo tiol en el residuo de
cisteina, el cual se ha visto involucrado en las reacciones de defensa
antioxidante, detoxificacion de xenobidticos electrofilicos, regulacion de la
transduccién de sefiales, regulacion de la proliferacion celular y regulacién de la
respuesta inmune (33).

Por otra parte, los cambios en el estado redox celular inducen la

fosforilacion de algunas proteinas con actividad de enzimas, receptores, factores
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de ftranscripcion y elementos contracties que pueden ser activadas o
desactivadas segun el estado de fosforilacion en residuos de aminoacidos
especificos (6, 35).

El factor de crecimiento epidermal (EGF) es un claro ejemplo de
regulaciéon por medio de ROS. El receptor de EGF presenta del lado extracelular
un dominio rico en cisteina y del lado citoplasmico un dominio con actividad
enzimatica del tipo cinasas de tirosina (6, 29). En las células de carcinoma
epidermoide de humano se ha visto que al ser activado el receptor de EGF por
su agonista, se produce la activacion de una GTPasa llamada Rac 1 (6), la cual
cambia su motivo de GDP (estado inactivo) a GTP (estado activo) por medio de
un factor de intercambio de nucleétido de guanina de igual forma que Rac 2 en
las células fagociticas (esquema 5) (29), lo que ocasiona la activacion de una
enzima NADPH oxidasa, la cual produce anién superéxido y posteriormente
peroxido de hidrégeno por dismutacion (6). EI H,O, producido facilita la
autofosforilacion del dominio de cinasas de tirosina del EGF por medio de ATP y
la induccion de la cascada de sefalizacion (6).

Concentraciones de H;O; del orden milimolar en adelante provocan la
conversién del residuo de cisteina tiolado (Cis-S-SH) del centro activo del
receptor en acido sulfénico de cisteina (Cis-S-OH), de esta forma se inactiva la
funcién enzimatica del receptor de EGF por un cambio en el estado redox
tiol/disulfuro (6). En el tejido adiposo, el higado y el musculo esquelético, el H202
mimetizan el efecto de la insulina; el receptor de este péptido hipoglucemiante

pertenece al mismo grupo de receptores con actividad de cinasas que el de
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EGF, los cuales también al ser estimulados activan a una enzima NADPH
oxidasa y el H,O, que se forma produce una retroalimentaciéon positiva al

facilitar la autofosforilacion de los receptores de insulina (6).
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RECEPTORES ADRENERGICOS Y SU ACCION EN EL HiGADO

Existen tres tipos de receptores de membrana plasmatica: a) Receptores unidos
a un canal iénico, b) Receptores unidos al heterotrimero de la proteina G y c)
Receptores con actividad enzimatica (27, 29).

Los receptores adrenérgicos pertenecen al grupo de los receptores
unidos a una proteina G (superfamilia reguladora de GTPasas), la cual esta
formada por tres subunidades denotadas por las letras griegas “a”, “B" y “y". La
subunidad o presenta actividad de GTPasa y es regulada por las otras dos
subunidades (27, 29).

Los receptores adrenérgicos se clasifican en dos grupos: receptores alfa
(o) y receptores beta (B), los cuales también han sido divididos en diferentes
subgrupos y subtipos (36, 37).

Receptores alfa (a):

ay Q1A, 018, 01D Gqi11— FLPc- — DAG + IP;3

o Ol2A, 028, Ol2C G; — inhibicién de adenilil ciclasa

Los receptores o4 al ser estimulados por su agonista producen la
activacion de la fosfolipasa c-g (FLPc-B) por medio de la proteina Gg4, la cual
causa la hidrélisis del fosfatidilinositol bisfosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IP3) y
diacil glicerol (DAG), mientras que los receptores o,inhiben la actividad de la

enzima adenilil ciclasa a través de la activacion de la proteina G; (37, 38). Los
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tipos de receptores a adrenérgicos que han sido identificados en hepatocitos de
rata son: asp, oza Y oz2g (36).

Receptores beta (B):

B B1, B2, B3 G, — estimulacion de adenilil ciclasa — AMPc

A diferencia de los receptores ay en especial del subtipo o, los
receptores B producen un incremento de AMPc mediado por la adenilil ciclasa
mediante la activacion de la proteina Gs (37). De esta subfamilia, sélo los
receptores B3 estan presentes en hepatocitos de rata (36).

Esta clasificacion esta basada en la afinidad que tiene cada uno de estos
receptores a un determinado antagonista, por lo tanto pueden ser bloqueados
selectivamente (36).

El funcionamiento bioguimico de los receptores a; en las células
hepaticas es el siguiente: al ser ocupado el receptor se produce el cambio de
GDP a GTP en la proteina Gq11 y activa a la FLPc-B que produce la hidrélisis del
PIP; situado en la membrana plasmatica, se libera el IP; y el DAG; el IP; causa
un aumento en la concentracion citosélica de Ca®* por medio de la apertura de
canales intermembranales y por la estimulacion del reticulo endoplasmico. El

calcio y el DAG activan a la protein cinasa C (PKC) que desencadena la
glucogenadlisis e inhibe la secrecién de insulina de las células B pancreaticas y
estimula a las células a a liberar glucagon (27, 29, 37).

En el caso de los receptores oy, las subunidades B y y de la proteina G

inhiben a la enzima adenilil ciclasa. La subunidad a con su motivo de GTP activa
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a la fosfolipasa A2, la cual libera el acido araquidénico de un fosfolipido situado
en la membrana plasmatica lo cual produce la respuesta fisiolégica al introducir
sodio y liberar hidrogeniones de la célula. La subunidad a también esta
involucrada en la inhibicién de la adenilil ciclasa ya que compite con la proteina
Gs de los receptores B adrenérgicos (38).

Los receptores B al ser activados por su agonista estimulan la actividad de
la enzima adenilil ciclasa por medio de la subunidad o de la proteina Gs al
cambiar su motivo de GDP a GTP. La adenilil ciclasa es la enzima membranal
responsable de la formacién de AMPc, el cual estimula a la protein cinasa A
(PKA), dando como resultado la ruptura del glucégeno y la liberacion de glucosa
al torrente sanguineo, como también la inhibicion de la enzima glucégeno
sintasa y la fosforilacion de la piruvato cinasa que conlleva a una estimulacion de

la gluconeogénesis (27, 36).

24



ANTECEDENTES

En el 2002 se determiné que el receptor o4 es el causante del incremento de la
concentracion de ERO en células hepaticas aisladas de rata y el receptor Ba
inhibe el efecto (32). En el 2000 Krieger-Brauer y col. demostraron que las
subunidades B y y del receptor B adrenérgico inhiben directamente a la enzima
NADPH oxidasa de adipositos humanos al utilizar isoproterenol (agonista
especifico B adrenérgico) (39). Posteriormente, en el 2003 Shi y col. encontraron
que la formacién de células tumorales hepaticas esta influenciada por un
desorden en el sistema antioxidante; el peréxido de hidrégeno producido por la
enzima NADPH oxidasa actia como segundo mensajero: Incrementa la sintesis
de ADN e inhibe la apoptosis. En presencia de MnSOD, antioxidantes, o DPI, la

sintesis de ADN decrece y las células tumorales sufren apoptosis (40).

Hipotesis
Los receptores adrenérgicos regulan la sintesis de especies reactivas de
oxigeno mediante la modulacién de una NADPH oxidasa en la membrana de las

células hepaticas.

Objetivo

Determinar la participacion de los receptores adrenérgicos en la regulaciéon de

una NADPH oxidasa en la membrana de las células hepaticas.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

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 (36) y dificulta la lisis celular (41). La alimentacién fue ad libitum. Se
tuvo especial cuidado atendiendo las recomendaciones de Olfert et al. para el

manejo de los animales utilizados (42).

Aislamiento de hepatocitos

Se realiz6 a las 9:30 a.m. Con el fin de que el procedimiento fuera indoloro, los
animales fueron anestesiados con éter, el cual inhalaron durante toda la
intervencién, que no dur6 mas de 6 minutos, ya que el éter produce paro
respiratorio. Se utiliz6 el método de Berry y Friend (43) con modificacion de
Guinzberg (44) para obtener los hepatocitos aislados, que consiste en canular la
vena porta lo mas cercano al hilio hepatico para perfundir el higado con una
solucion de Ringer-Krebs-bicarbonato (NaCl 120mM, KCI 5.7mM, KH;PO,
1.2mM, NaHCO; 12mM, dextrosa 10mM) J.T. Baker, Edo. de Mex. mas
colagenasa relacién 1:1 p/v (20mg en 20ml) SIGMA chem. St. Louis, Mo., a pH
de 7.4 y a 37°C, lo cual separa las células de la capsula de Glisson y demas
tejidos conjuntivos, lo que permite utilizar todo el érgano. El experimento sélo 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.

26



Obtencién de membranas de células hepéticas

La lisis de hepatocitos se realizé con un medio hipoténico a una razén de 10:100
vlv hepatocitos buffer de lisis a 4°C; consisti6 de MES (2-[N-acido
morfolino]etanosulfonico) (20mM) SIGMA chem. St. Louis, Mo. a pH de 5.8,
MgCl; (2mM), CaCl, (1mM), KCI (5mM) J.T. Baker, Edo. de Méx. La mezcla de
células hepaticas en buffer de lisis se agité vigorosamente durante 5 minutos y
se centrifugd a 1000 r.p.m durante 15 minutos a 4°C, luego el sobrenadante se
centrifugé a 10 000 r.p.m durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se deseché
el sobrenadante con cuidado de no eliminar la capa blanca situada en la
superficie de la pastilla. El siguiente paso fue resuspender la pastilla; como las
centrifugaciones se realizaron con varios tubos, las pastillas se obtuvieron con
1ml de buffer de activaciéon (ver mas adelante etapa de activacion). Se volvié a
centrifugar a 10 000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se
desechd y las pastillas se resuspendieron en 4ml de buffer de activacion, este
ultimo paso se repitid una vez mas con el propoésito de lavar los fragmentos de

membrana plasmatica.

Pruebas bioquimicas para determinar la pureza de las membranas obtenidas
Se determiné la actividad de la enzima 5 nucleotidasa por medio de la técnica de
Touster et al. con el fin de identificar la presencia de membranas plasmaticas

(45).
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Para determinar la contaminacion por microsomas, se realizé la técnica
de Duve et al. que permite cuantificar la actividad de la enzima glucosa 6
fosfatasa (45).

La contaminacién por mitocondrias fue detectada mediante la actividad de

la enzima succinato deshidrogenasa a partir de la técnica espectrofotométrica de

King (46).

Activacion de la enzima NADPH oxidasa

La caracterizacion de la enzima NADPH oxidasa de la membrana plasmatica de
las células hepaticas de rata se realizé a una concentracion final de manganeso
(3mM).

Una vez caracterizado el sistema, se evalué el efecto de los siguientes
compuestos incubando las muestras durante 2 minutos a 37°C: epinefrina
(1X10°M), GTPyS (1X10°M), prazosina (antagonista o4g), yohimbina
(antagonista aza), rauwolscina (antagonista ag) y propranolol (antagonista f3),
estos Ultimos a una concentracion de (1X107M). Como control se inhibi6 a la
NADPH oxidasa con DPI (10uM) (47), todos los reactivos fueron de SIGMA
chem. St. Louis, Mo.

Fueron blogueados todos los tipos de receptores adrenérgicos excepto
uno y se anadié epinefrina con el fin de aislar el efecto del que se dejé libre

sobre la enzima NADPH oxidasa caracterizada.

28



El buffer de activacion consistié de: MOPS (3-[N-acido morfolino]propano-
sulfonico) (30mM) a pH de 7.5 SIGMA chem. St. Louis, Mo. NaCl (120mM),
CaClz (1.4mM), MnCl; (3mM) y NaHCO3 (10mM), J.T. Baker, Edo. de Mex.

Las muestras fueron centrifugadas a 10 000 r.p.m durante 5 minutos a

4°C, se desecho el sobrenadante y se realizé la etapa de catalisis.

Etapa de catalisis

Después de activar las membranas, estas fueron lavadas con la finalidad de
retirar el buffer de activaciéon y a los moduladores. En la etapa de catalisis, el
FAD (-280mV) recibe el par de electrones y se los pasa al citocromo b (-245mV)
y éste por ultimo reduce al oxigeno (0.83V) (12, 31). Para ello la pastilla fue
resuspendida en el buffer de catalisis, el cual consisti6 de: MES (2-[N-acido
morfolino]etanosulfonico) (30mM) a pH de 6 SIGMA chem. St. Louis, Mo., NaCl
(120mM), KH2PO4 (1.2mM) J.T. Baker, Edo. de Mex. NaN3; (1mM) (adicionado
con el fin de inhibir a la catalasa que pudiera estar contaminando el sistema) (1)
Hycel de México, Zap. Jal. y FAD (100uM) SIGMA chem. St. Louis, Mo. Se
agregé NADPH (0.25mM) y las muestras se incubaron durante 5 minutos a
37°C. La reaccién se detuvo con acido tricloroacético (1.5 M) SIGMA chem. St.
Louis, Mo. Las muestras fueron centrifugadas a 10 000 r.p.m. 10 minutos a 4°C
y con un mililitro del sobrenadante se realizé la determinacién de peréxido de
hidrégeno por la técnica de Fioravanti (48). También se realizé la determinacion
de anién superdxido por medio de la técnica de McCord y Fridovich (7) ya que

es el primer producto formado por la enzima NADPH oxidasa.
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RESULTADOS

En el cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos para las pruebas de pureza
de las membranas plasmaticas de las células hepaticas, las cuales se realizaron
con el objetivo de descartar la presencia de mitocondrias y microsomas ya que
estos dos organelos producen ROS de manera fisiolégica como se comentd con

anterioridad en la introduccion.

Prueba (enzima) (P= fosforo) Hepatocito Membranas aisladas
5’nucleotidasa (nmol. P/mg proteina) 67.24 200.9
Glucosa - 6- fosfatasa (nmol. P/mg proteina) 18 0
Succinato deshidrogenasa (% actividad) 100 2

Cuadro 2. Determinacién de la pureza de las membranas plasmaticas de
células hepaticas. Los resultados muestran que la metodologia aplicada
enriquecié los fragmentos de membrana plasmatica debido a la actividad
mostrada por la enzima que se sabe estd localizada en dicha membrana;
mientras que la actividad de las enzimas ubicadas en otras membranas
diferentes de la plasmatica disminuyd o desaparecio.

Para demostrar la presencia de una enzima NADPH oxidasa se hizo la
determinaciéon de su primer producto, el anién superéxido, que utiliza como
sustrato NADPH y que es inhibida por DPI.

La reaccién para la determinacion de O,— fue la siguiente:

0, +CitC(Fe®) —  Cit. C(Fe”)+0,

. 3+
Se obtuvo una curva dosis respuesta de ferricitocromo [Cit C(Fe )] y se

determiné la presencia de peréxido de hidrégeno formado. En la grafica 2 se
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nmolas H,0,/mg de proteina

muestran los resultados obtenidos y se puede apreciar que al aumentar la

concentracion de ferricitocromo disminuyé la formacion de peréxido de

hidrégeno ya que este Ultimo se forma a partir de O,"".
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Grafica 1. Activacion de la Nox por

medio de Mn%*. Membranas

incubadas con  concentraciones
crecientes de manganeso en la etapa
de incubaciéon. Para la etapa de
catalisis se afadi6 (0.25mM) de
NADPH y al término de ésta, se
cuantificé la produccién de perdxido
de hidrégeno.

Medias que no comparten la misma

literal presentan diferencia estadistica

significativa P< 0.05. n=3.
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Grafica 2. Determinacion de la
formacion de O.;". Primero se
realizd la etapa de activacion con
manganeso (3mM), posteriormente
se afadieron dosis crecientes de
ferricitocromo mas el sustrato de la
enzima, NADPH a una concentracion
de (0.25mM) y se determin6é la

formacién de peréxido de hidrégeno.

n=4.
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En la grafica 3 se muestra la inhibicién del DPI sobre la produccién de
peroxido de hidrégeno de las membranas plasmaticas de células hepaticas

mediante la utilizacién de manganeso (3mM) como activador del sistema.
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Grafica 3. Inhibicion de la enzima NADPH oxidasa por DPI. Durante la etapa
de activaciéon se agregaron diferentes concentraciones de DPl mas manganeso
(3mM). Los datos que se muestran son la media * el error estandar. Medias que
no comparten la misma literal presentan diferencia estadistica significativa

p<0.05. n=3.
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En la grafica 4 se muestra la curva dosis respuesta de NADPH con la cual

se obtuvo la Km de la enzima (constate de Michaelis).
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Grafica 4. Determinacion de la Km de la enzima Nox de membrana de
células hepaticas. Se agregé NADPH en la etapa de catalisis, después de una
activacion con (3mM) de Mn%. El valor de la Km fue de 44uM (la Km es la
concentracion de sustrato con la que se obtiene la mitad de la velocidad
maxima). La concentracion fisiolégica de sustrato en el higado de rata es
alrededor de (0.5mM) (49), esto indica que el sustrato no es un factor limitante
para el funcionamiento fisiolégico de la enzima. La valoracion de NADH a las

mismas concentraciones no indujo la produccién de H>O,.

33




Con el propésito de comprobar la utilizacién de NADPH por la NOX
situada en las membranas plasmaticas de células hepaticas, se realizé una

curva de exticion de NADPH. Los resultados obtenidos se muestran en la grafica

' 1
PRISE ._ — ]
\ \  §
0.6- - == Absorbancia neta 2200mg proteina
| ' —Absorbancia neta control
|
> 0.4 1
|
3 | =
[
0.2- |
|
|
5 . e |
5 QRS O O OO0 O O |
RGN I 0D W
ok R ] R ‘
\
= Tiempo (segundos) |

| SRS

Grafica 5. Extincion de NADPH a 340nm. Se utilizé6 un espectrofotometro
Beckman modelo DU 7500 en el modo de cinética enzimatica. Para el control se
agreg6 (1mM) de NADPH en H,0 y para el experimental (2.2ug) de proteina en
membranas previamente activadas con Mn?* (3mM) mas (1mM) de NADPH. Se
puede apreciar que durante el primer minuto la enzima utiliza la mayor parte del
sustrato, lo cual no coincide con los experimentos en los cuales se fij6 el tiempo
de la etapa de catalisis, en donde se encontré que hasta los cuatro minutos la

enzima sigue consumiendo su sustrato.
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nmolas H,0,/mg de proteina x 4 min.-

‘Una vez que se caracteriz6 a la enzima, se procedi6é a su activacién con

epinefrina mas GTPyS (gréfica 6).
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Grafica 6. Activacion de la NADPH oxidasa por la epinefrina y GTPyS. En la
etapa de activacién se agregé GTPyS (10uM) mas epinefrina a concentraciones
crecientes en presencia de Ca®* (1.4 mM). Los datos son la media + error
estandar. Medias que no comparten la misma literal presentan diferencia

estadistica significativa P< 0.05. n=4.
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La participacion de cada uno de los receptores adrenérgicos presentes en

el higado de rata en la produccién de H,0, por medio de la NOX se resume en

la siguiente grafica 8.

500 —
= n=7
400 —
300 —
200—
100 —
0— s _
Basal Control Control Control g Opp By g+ By
A E e
Tratamiento Media Error estandar Dif. Est.
Basal 0 0 C
Control A 0 0 Cc
Control B 108.45 32.06 B
Control C 0 0 C
1B 394.7 40.95
Ol2A 7.62 5.01 C
2B 16.32 8.29 C
B3 0 0 C
aist B3 176.25 16.91 B

Grafica 8. Valoracion de los receptores adrenérgicos presentes en células

hepaticas en la regulacion de la actividad de la enzima NADPH oxidasa. El

control A Gnicamente con GTPyS, el control B con epinefrina y GTPyS y el

36




nmolas H,0,imgde proteina x4min -

control C epinefrina, GTPyS mas prazosina, yohimbina, rauwolscina y

propranolol (epinefrina 1uM, Ca™ 1 4mM, GTPyS 10 uM, antagonistas 1uM). Los
receptores que se indican debajo de cada columna son los que no se
bloguearon. Medias que no comparten la misma literal presentan diferencia

estadistica significativa P< 0.05. n=7.
En la gréfica 8 se puede observar que el agonista B3 inhibié la accion del

receptor a4s. La grafica 9 muestra que los receptores azay o2 no tuvieron
ningun efecto sobre la regulacién de la enzima NADPH oxidasa presente en los

fragmentos de membrana plasmatica de células hepaticas de rata.
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Grafica 9. Efecto de los receptores a2a Yy a2s sobre la NADPH activada por el
receptor a+s. La etapa de activacion se realizd6 en presencia de epinefrina

(1uM), GTPyS (10uM) mas los antagonistas requeridos para dejar libres los
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receptores que se indican en cada barra de la grafica a una concentracién de
(1uM). Los datos son la media + error estandar. Medias que no comparten la
misma literal presentan diferencia estadistica significativa P< 0.05.

En la grafica 10 se muestra la participacion del calcio en la activacién de

la enzima NADPH oxidasa de la membrana plasmatica de células hepaticas de

rata.
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Grafica 10. Efecto aditivo del calcio (1.4 mM) sobre el receptor a1B
adrenérgico en la estimulacion de la enzima NADPH oxidasa. La etapa de
activacion se llevé a cabo en presencia de GTPyS (10uM), epinefrina (1uM), con

y son Ca®" (1.4mM) mas los antagonistas adrenérgicos requeridos para dejar
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libre tnicamente al receptor a1g. Los datos son la media + error estandar (n= 4,

P < 0.0001).
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DISCUSION

La caracterizacion de la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmatica
presente en las células hepaticas se realiz6 mediante la utilizacion de Mn?*, ya
que los cationes bivalentes a concentraciones milimolares mimetizan el efecto
del GTP (47). La utilizacion del manganeso fue necesaria para determinar los
tiempos ideales para cada etapa, pH de las mismas, concentracion de sustrato y
cofactores.

Para alcanzar la actividad maxima de la enzima, se concluyé que se
requiere de dos incubaciones a tiempo y pH distinto. La primera incubacién sirvié
para activar a la enzima, ya fuese con Mn?* (3mM) o con GTPyS (10uM) mas
epinefrina (1uM) a un pH de 7.4 durante 2 minutos a 37°C con el fin de que en la
siguiente etapa la enzima catalizara la reaccion de reduccién de moléculas de
oxigeno a partir de su sustrato, el NADPH. La duracién de esta ultima etapa fue
de 4 minutos apH de 6y a 37°C.

Existen algunos criterios bioquimicos fundamentales para determinar si la
enzima productora de H;O, pertenece a la familia de las NADPH oxidasas, los
cuales son: 1) el peroxido de hidrégeno debe de provenir del anién superéxido,
el cual es el primer producto formado por la enzima al sustraer electrones del
NADPH y pasarlos a través del FAD y del citocromo b a las moléculas de
oxigeno situadas en el exterior de la célula; 2) no se requiere de ATP para que
se lleve la reaccion y 3) la produccion de H,O, se ve inhibida con DPI

(difenileneiodonium) (11).
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La curva dosis respuesta de la reduccién del anién superéxido por medio
de ferricitocromo, mostré6 que no hubo lugar para la formacién de H;O,. El
coeficiente de correlacion r mostré6 que la disminucion de peroxido de
hidrégeno se relaciondé con la presencia de ferricitocromo en un 93% vy la
pendiente de la recta indicé que por cada micromola de ferricitocromo agregada,
la produccién de H,0- disminuye 5.9 nmolas.

Los resultados muestran que la actividad de la enzima fue dependiente de
NADPH exclusivamente y su Km fue de 44 uM; si se hace la comparacién con la
Km de las células fagociticas, que va de 30-80 uM (50) podemos concluir
entonces que no existe diferencia, por lo que la actividad de la enzima presente
en células hepaticas es de consideracion.

Para la etapa de catalisis se observé que la enzima requiere la adicién
del cofactor FAD (dinucleotido de flavina y adenina), elemento estructural de la
proteina gp91, el cual se encarga de oxidar a las moléculas de sustrato.

Con este trabajo se demostré que el receptor a4g por medio de una
enzima NADPH oxidasa situada en la membrana plasmatica de células
hepaticas produce especies reactivas de oxigeno y que el receptor B3 inhibe el
efecto tal y como fue descrito por Krieger — Brauer en adipositos de humano
(47).

La concentracion de peréxido de hidrégeno que se cuantifico, producto de
la activacion y catdlisis de la enzima NADPH oxidasa situada en los fragmentos
de membrana plasmatica de células hepaticas, es del orden nanomolar,

concentracion no toxica para cualquier estructura celular. La concentracion
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minima téxica de H,O; para la célula es de 10uM (1) por lo que la produccién de
ERO por esta enzima sugiere su participacion en la sefalizacion celular, al estar

involucrado un receptor hormonal de por medio.
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Con el siguiente esquema se propone un modelo sobre la respuesta

integral de los dos receptores adrenérgicos, sobre la regulacién de la enzima

NADPH oxidasa en células hepaticas.

Receptor adrenérgico o,g Receptor adrenérgico f3;

Ca?+

Epinefrina Isoproterenol

- Activacion 5-AMP
sy Inhibicion
——> Catabolismo / Liberacién

Esquema 6. Posible mecanismo de regulacion de la NADPH oxidasa por los
receptores adrenérgicos o Yy B3 Yy la cascada de sefializacion por cada uno
de estos. El receptor oig mediante la proteina Gg11 activa directamente a la
enzima NADPH oxidasa, la cual también desencadena la respuesta fisiolégica
de su agonista. Por otra parte, las subunidades B y y del receptor B3 inhiben a la
misma enzima productora de H,0, y la subunidad o estimula a la adenilil ciclasa
la cual incrementa los niveles de AMPc. Los receptores aig adrenérgicos

constituyen la mayor parte de la poblacién de receptores adrenérgicos en el
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higado y son los principales responsables de la acciéon de las catecolaminas en

ese 6rgano (51, 52).
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