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I INTRODUCCION:

1.1. GENERALIDADES:
1.1.1. COMUNICACION INTERCELULAR:

Una de las caracteristicas m3s notables de los seres vivos
consiste en su capacidad para detectar cambios en las
caracteristicas del medio que los rodea, procesar la informacidn
fécabada y de reacéion&r a estos estfmulos ﬁediénte una respuestak
concreta que les permite sobrevivir . |

Todos los organismos, desde los unicelulares hasta los mas
complejos, son capaces de establecer una comunicacin con su
entorno. El valor adaptativo de este intercambilio de informacidn
es evidente ya que. mientras ﬁés precisa y completg " sea 1&
perc;péiﬁn del medio, mayor seri la capacidad "de respuesta del
'organisﬁo y por énde‘sus probabilidades de realizaf un ajﬁsté
adecuado. |

Los cambios en e; entorno de un organismo unicelular no sdlo
frgpueden'-serm;productO'&e,factores”abiﬁtﬁcos“3;30,que_ pueden - ser
generados - por o:fas células o 1a célula mismaj;  de manera que,:
ademis - de habef una comﬁnicacian célula - medio, existe taﬁbién
la posibilidad de una comunicacidén intercelular. Esté hecho sé
confirma de manera evidente en la organizacidn de los énimales
pluricelulares donae surge ademiAs del entorno, un "medio interno'"
con el cual estdn en contacto todas las células de un organismo.
Asi, 1los cambios en las caracteristicas ‘de este medio interno 
pueden funclonar como senales de comunicaeién entre las célﬁlas

del propio individue.



En 1la medida en que se desarrollaron los mecuanismos y  vias
de enlace entre los diferentes eloementos de una comunidad
celular, fue. posible la divisidn del trabajo y el injcio de la
diferenciacion y especlalizacidn celulares. Fsto a su vez, trajo
consigu la posibilidad de refinar y optimizar lus mecanismos  de
comunicacidn intercelular. El resultudo evolutivo de esta
retroalimentacidn lo constituyen los complejos organismos
multicelulareg que son capaces de reavclionar come un 3tgdq
‘sutilmente coordinador ante  los . camblos de. su  entorno y,;de
ﬁantener un alto grado de homeostasis interna.

En los animales superiores,  existen dous sistemas: de

coordinacién principales: el nervioso y el humoral (1). '8in
_embargo, a.pesar de sus diferencias aparentes, estos dos sistemas

se encuentran Intimamente ‘entrelazados y .poseen muchai

similitudes tanto . en su origen como en ‘su modo de accidn

molecular - por 1o qﬁe ‘es més apropiado hablar. de un sistema-

neurcenddcrino (2).

Las células de los animales superiores han adoptado diversos

mecanismos de ¢omunicdcidn intercelular que pucden ser difectos o

a distancia, de efecto muy local o generalizado- y ‘que se -

caracterizan por una muy alta especificidad.
— COMUNICACION DIRECTA:

La comunicacidn directa entre c&lulas se da a través de la
interaccidén de moléculas expuestas en la superficie celular cowmo
en el caso de las uniones comunicantes (3) o en el de cilertas

respuestas del sistema inmune.




- COMUNICACION A DISTANCIA:

Las vias de comunicacion a distancia no requieren de. 1la
interaccidn £isica entre las c&lulas sino que algunas substancias
quimicas difundibles son utilizadas como senal. La <¢&lula blanco
reconcce el mensaje debido a que posee los sistemas de deteccidn
adecuados.

Estos mensajeros quimicos pueden agruparse en ‘dos grandes

tipos de acuerdo a sus caractérfsticas fisicoquimicas :

- HENSAJEROS HIDROFILICOS: los :cuales pqeden. ser - de
naturaleza peptidica como la insulina, .'ei",giucagoh v 1la

véSopfesina, o aminas como la epinefrina, - la dopamina y 1la.

histaminé.

- bmushqzi;o's-ﬂ‘z‘ngososxc:‘os:: son de es;'.rlt‘lctur':awy” lipidica como
 1a$itprdgtgglaﬁdinés”’y 5165 ésteigiﬁes,miéi:gién;Imélééﬁlas;‘ﬁgﬁf”
Vfﬁﬁcian amino ipero Qué pdr su estrﬁcfuf# ébh‘aéolares“com§' 1a§
ﬁormonés.tiroidegs . 7

_El. radio de accian de estos mensajercs ‘quimicos . es muy:

“variable (2)7 AsT; ‘las”substancias 11béradas por una; .o por. un

’gruéo 'de “células puedéﬁlractuar sobre . élias gismaé::kacciGn

. Jautﬁéfiﬁa) o sobre uﬁr grupo de- télplas lcercanaaf‘ (acéiﬁﬁr

«“parécrina).r»ﬁi ejemgio mis notﬁyie déﬁestafcomﬁniéaciﬁhllocal es
‘1a tfaqsmisiﬁn sindptica de.las sefiales nefviosas. : En este casd,
los mehéajeros quimicos s8lo tienen que recorrer distanclas muy
pequeilas para -ejercer su accién por lo que la comunicacidn es
sumémente rdpida. Otro caso de mensajes gue éétﬁan a corta

distancia ~son los autacoides como la histamina y los factores de




crecimiento, los cuales actian s5lo sobre las células cercanas al
lugar de liberacidmn.

Sin embargo, 1la comunicacidén quimica puede ser de ‘1argo
alcance (accidon endocrina). Las hormomnas liberadas al torrente
sanguineo ﬁueden recorrer grandes distancias antes de interaétuar
con las c&lulas blanco. Por esta razdn, deben ser capaces de
actuar aln a concentraciones muy bajas en la sangre (1). Este
mecanismo es @55 1énco que la comunicacidn nerviosa pero permite

. producir efectﬁs globales soﬁre:todo el organismo. Ademié, la
l,espebificidad &e los sistemas»déIAetecciEQ para estas substancias
'perﬁiﬁer que - muchos mensajesréifculen: simuiténeamenég 'éin que

exista confusion.

" 1.1.2 RECEPTORES:

El hecho de que una celula sea capaz o no de reaccionar a un.

' fmensaJero~ quimico ‘en particular, depende de - la presencia o_

: ausencia en 1a misma de moleculas capaces de reconocer y unir al

: ﬁensajero quimico con una alta especificidad Yy afinidad. El

' resultado de esta ‘interaccidn es la formacidn de un. complejo

ormona “=-réceptor, . similar -.al .que forma  upa enzima ‘con su

,,gqbéu“ato‘. . , ‘ o
» desde 1905, Langley (&) introdujo el cohéeptq‘ de uQ;"“ .

;“substancia receptiva especifica. Esta‘idea le perﬁit;é ;xplicgr -

el _gntagqnigmo entre la nicotina y el curare enl'la‘ upi6ﬁ

neuromuscular como un desplazamiento mutuo o competencia de estos

égentes por un sitio comiin de interaccion.




A pesar de haber sido utilizado desde entonces Ccomo
fundamenﬁo para la explicacidn de la accidén de las hormonas y
£farmacos, 83lo reclentemente se ha podido materilalizar este
concepto con el aislamiento y purificacidn de estas "substancias
receptivas' o receptores.

Las substancias capaces de unirse al receptor y de causar un
cambio conformacional que conduzcé a su activacidén, se denominén
agoﬂietas, mientras que aquelias que se unen al receptor, pero
‘son' incapaces: de producir el cambio conformacional adecuado se
denominan antagonis:as. De manera gener313 5 1a actividaai
intrinseca dec un agente indica la p?oporcion de eventos de union
al receptor que conducen a la activacion del mismo; de ' suerte
que existen entre los agonistas y  antagonistas tatales, 
compﬁestos‘ que tienen actividades inti{nsécas iﬁ;ermedias y se
) denominan agonistas ] antagonistas parciales (5).

7 Dependiendo‘ de' la natutaleza del 'mensajero :quimico, 169
reééptores pueden .estar localizados- ya sea en: la mehhtané‘"
plasmitica de 1la célula, como sucede para los .ménsajerps

hidrofilicos o en el citoplasma eﬁ el caso  de ~las hormonas

>hidrof6bicas, ] ;AilEQEéé ultimas. 1a membranam”plasmatica
cqnstituye unaybaffe:a_de perpe;bilidad (6).'Sin embargo, para -
que.una'céluiﬁ réspondé a un‘estfmulo;: debe‘de.éoéeér ademias délj
receptor, un sistema de acoplamiento que cransmita 1a 1nformacion.
desde el receptor.activado hasta el sistema efector final. El
resultado es 1a alteracioén de la velocidad de un proceso celular,
o via metabSlica preestablecida. La existencia de estos pasos

intermedios o sistema de transduccién permiten la posibilidad de

amplificar y regular la seiial (6) (fig. 1.1).
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Figura l.1:

Elementos bdsicos para la deteccidn de un mensajero quimico.



A pesar de la diversidad de mensaleros quimicos que se
conocen, el nilmerc de mecanismos de transduccldn parece ser
pequeiio, de manera que varios receptores pueden producir efectos
distintos utilizando el mismo sistema de transduccidn en
diferentes cZ@lulas. El tipo de respuesta celular depende entonces
de los sistemas .enziméticos presentes en la c&lula y de su

capacidad de ser modulados por el sistema de transduccidn.
1.2. EPINEFRINA:

1.2.1. EPINEFRINA Y AGENTES ADRENERGICOS:

Uné de los. mensajeros vquimiéos‘ ma3s conocidos -es la
epinefrina o adrenalina. ‘Esta hormona es producl&g y liberada:al
torrente ‘sanguineo bajo .influencié nervioéa pér las cé&lulas
cfomafines de la‘pafte medular de las glﬁnduias.suprarrgnaléé. E1 .
uo:igéh émbriolﬁgiéo de estas cé}ﬁlas es homSlbgo al de 'lqg
ganglios laterovertebrales  simp5tic6s del sistema ﬁerViOSB

autonomo (7). De hecho, la norepinefrina, preﬁursor blosintético

de  1la_ epinefrina, .es glineurotransmiso:,:del ‘'sistema merviosc I

simpatico.

La Vepinefrina se coﬁsideraiéoma_laihorﬁoné de las graﬁdes
eme:gencias; es »115crada en gondiéiones d; tensiSn o peligro vy
_produée‘ién el organismo reacciones dramidticas que lo preparan
para la lucha o la huida. .

Entre los‘efectos que produce esta horm&na ﬁodemoa senalar:
dilatacdidn de las pupilas, pilloereccidn, incremento en la rapidez
de coagulacidn, un aumento en el ritmo y fuerza de contraccidn

cardfacos, vasoconstriccidn cutdnea, reduccidn de la peristalsis



intestinal, relajacidén de la musculatura lisa de los bronquies,
un  incremento en la ureogénesis hepidtica asI como un aumento en
la movilizacién de reservas energéticas al incrementarse la
glucogendolisis vy gluconeogénesis hepaticas y la lipdlisis en el
tejido adiposo (5).

La epinefrina pertenece a la clase de hormonas hidrosolubles
con funcidén amina; fué aislada por primera vez por Takamine vy
Aldrich en 1901. Su formula fué establecida en 1906 por Friedmann
v Eué sintetlzada independientemente por Stolz y Dakin (7). La
estructura de esta hormona y su via de sintesis a  partir del
aminodcido tirosina se presentan en la figura 1.2,

La epinefrina, la norepinefrina y los andlogos sinté&ticos de
estos mensajeros quimicos son inactivados principalmente a través_
de las enzimas monoamino oxidasa y catecol-O-metil transferasa a

compuestos que posteriormente son eliminados por via renal (5).
1.3. MECANISMOS DE ACCION DE LAS HORMONAS ADRENERGICAS:

1.3.1. RECEPTORES ADRENERGICOS:

lu‘Como eﬂ "el caso de las demds  hormonas ; hidrosolubles, . -la
epinefrina es incapaz de penetrar directamente al citoplasma de
la célula blanco. Para llevar a cabo sus efectos, interactiia con
receptores de naturaleza protéica que se encuentran anclados en
la membrana plasmdtica. Estos receptores han sido el tema de un
gran nﬁmero de estudios farmacoldégicos y mas recientemente

moleculares (8-21),
El estudio sistemitico de una serie de agentes adrenérgicos

en distintos &érganos realizado por Ahlquist en 1948 (8), mostrd



que el‘ orden de potencias denlos agentes dependia del &rgano
examinado. Esto lo 1llevd a postulér la existencia de dos tipos de
receptores. adrenérglcos con sensibilidades diferentes a estas
substancias y los denomind alfa y beta. Ahlquist observd que en
general, los receptores alfa estaban asociados a eventos
estimulatorios mientras que los beta a los  inhibitorios.
. Posteriormente ‘Landé et al., en 1967 ()] pfopgsieron la
QubﬂiviéiSnf de rlos':é;eﬁtAIés beta en do;"sub—tipoth,betAl‘"y
betai ‘en ‘funciSn dé"su sensibilidad a la’ epinefrina y da’
-kﬁorepingfrina y su distribucion tiaular. Mientras due los
reéép;dfes' “betal son igualmgnte sensibles é :eéinéfrina & .
 norépineff1£a, ios : recépﬁores‘ betgz son Vmis éénsibles ;é::
vepinef;inﬁ_‘éue‘a no?epinefriné._ A diferencia de los'.iecéptores'
iBetéi Yqﬁérrpfedomina;f en el 'tejido‘ cardiaco,.f1w betaz
 1oca1izan principalmente en 1as fibras muaculares lisas y en 'laS'
'celulas glandulares. “Los receptores beta, tanto betal ‘como betaz.
han sido ‘purificados a partir de.diferentes fuentes (10) y se
;;cuentan »entre, los receptores mejor conocidos. neczentemen- é
' ha deducido la estructura prinaria del receptor betai adrenetgico
.de mamiferos a partir de 1a secuencia de DNA que lo codifica y sef*
.ha encontrado una gran homolog{a con . la proteina rodopsina, pieza'
clave en el ‘sistema - de ttansdgccionﬁ,visua1f~-(1;). Aunque ;
farmacologicamente distiﬁtﬁs," los receptores'vbetal y betaj
parecen sef‘ estructuralmente muy similares éomé lo indicé un
estudio reciente (12). Ambos receptores estén acdpla@os de manera
,estimulatoriér a la enzima a&enilato ciclasa por lo que  se
considefan isorreceptores. 7

vl
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De manera similar, los receptores alfa fueron subdivididos
por Langer (13) con Lase en su localizacién en 1las sinapsis.
Mientras que Llos receptores alfa); se localizan en las cé&lulas
blanco, sitlos post~sindpticos, los receptﬁres alfay se localizan
en las :terminales ﬁerviosas ¢ sitjos pre—-sinapticos donde
desempenian un papel autorregulador al inhibir la liberacidn del
neurotransmisor. Esta clasificacidn anatdmica ha sido
complementada con criterios farmgcongicoé basados en.el uso. de
" antagonistas" selectivos, prézqaina para 1os-rgcepto;eé alfay  y .

yohlmbina para los receﬁtores élfaz. La tabla b4 muestfa él’ordeﬁ
de pdtencia de algunos agoﬂistésiy antagonistas para caéa tipp de
receptor adrenérgico. | 7
En 1971 Robinson et al. (14), propusieron que los‘reéeptores
alfa - estaban acoplados de manera inhibitoria a‘ ia :édenilét5‘,
ciclasa mientras que Jones y Michell en 1978 (15) 'asociéroﬁ ila‘{
actiracion de estos receptores a . una estimulacion del recambio de
'fosfoinosit;dos y a un incremento en la. concentrdcion de calcio
citoplidsmico. Fue sin embargo en 1980 cuando Faln y GarcIa-Séinz
?(iBf.fdéﬁpsttaron 'dﬁé"loé receptores alfal y. alfaz “no ‘géio e
difieren. en su farmacologla sino tambien en su modo de : aqdiéﬁ.‘
‘Y,Estds‘auéores asocian 1os receptores‘alfaz a una inhibicion de la
) adenilétér ciclasa y 105 alf31 a una. estimulacion en el recambio
de fosfoinositidos asf como a un aumento en los niveles de calcio
citoplidsmico. )
' Los receptores alfay y alfap han sido purificadoé {17,18) vy
nmo parecen estar relacionados estructuralmente ya que exdisten
diferencias Vimﬁortantes~‘en los mapas peptidicos de ambos

_receptores’

12




TABLA 1:

Orden de potencias de agonistas y antagonistas para los
receptores adrenérgicos.

RECEPTOR AGONISTAS ANTAGONISTAS
BETA] 1S0 >> EPL = NOREPI METOPROLOL > ISOPROTERENOL
BETAy" ISO = EPI >> NOREPI ISOPROTERENOL = METOPROLOL -
ALFA] . EPI = NOREPI >> ISO PRAZOSINA >> YOHIMBINA
ALFAp EPI = NOREPI >> ISO YOHIMBINA >> PRAZOSINA

1S0: Isoproterenol,. EPL: epingfriﬁa, NOREPI: norepineffiﬁa;

'13"”7



Uno de los mecanismos mediante los cuales la célula puede
regular su sensibilidad es alterando tanto el  ndmero como 1la
afinidad de los receptores que expone al medio extracelular. Un
mecanismo de regulacién dque parece ser comin consiste en
modificar a los receptores a través de fosforilaclones. En este
sentido, se ha descrito una proteiIna capaz de fosforilar al
receptor beta adrengrgico (19), y estudios recientes sefialan que
la fosforilaci6n del receptof alfaj adrenérgico parece eétar
involucrada en su inaﬁtivacién e internalizacign (20;2}).

La presegcia eﬁ' una c&lula de un :iﬁo de . réceptot‘r
adrenérgico no excluye la posibilidad de que posen receptores‘de
~ ‘otro tipo, de manera que la respuesta global de la c&lula depende

del tipo y densidad de receptores adrenérgicos quebpoéea.

1.3.2. SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS:

con . sus - receptores membtanales;' estos son los reéﬁonsableéryde
transmitir la  sefial al interior de la célula y de estimular 1la

.. .acumulacidn de mensajeros quiImlcos intracelulares o segundos

el

i menﬁajé%os; ldé ;Eﬁéiés ﬁééﬂsﬁigéﬁﬁ157§éﬁ#if;ﬁhgiai«élflé}étémal};
4“:éfécﬁopp ‘ ' k

Para’ los reéeptpreg'adrenérgicqs, se han deséfito‘do;'viééJ
principales .de trgnéducéién: La primera a hré?és’de 15 regqlecién
de 1la enzima adenilato'ciclasa, que cataliza la transformacidn
del trifosfato de adenosina (ATP) en el segunde mensajero 3'5’
adeﬁilato, cIclico (AMPc). La segunda involucra una estimulaci6p

en el recambio de fosfoinosItidos y alteraciones en los niveles

de calcio intracelular y que denominaremos sistema IP3,Ca++,DG._

I VAN




1.3.3.

'SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA:

Este fue el primer mecanismo de transduccidén en ser
descrito, y en la actualidad se ha alcanzado un conocimiento muy

detallado de sus componentes y su posible mecanismo de aceién.

Fueron Sutherland y Rall en 1958 qulenes propusieron al AMPc
como la molécula mediadora de la activacidn de la fosforilasa del
glucdgeno por epinefring en el higado (22). Posteriormente; el
mismo gtuporobservé que este efecto era mediado . a tiavéé de 1los
receptores' beta ios cuales estimu‘an a la -adenilato ciclasa
localizada en 1a membrana plasmatica. Como se menciond, Fain .y
Garcia-Sdinz asociaron 1la activacidn de los receptores alfas a
una inhiﬁiqiﬁn de esta enzima (16).

‘El - grupo de Rodbell, en 1980 (23) demostrd que 1a
intetacci6n_ ‘de los receptorés tanto estimulatorios . como

inbibitorios con la adenilato ciclasa no era directa sino que se

'llevabar a cabo a tr;vés,de protefnas capaces de unir nucledtidos

de guanina.

De esta manera, el sistema de la adenilato ciclasa consta de

.J'cinco elementos._l) receptores estimuladores (Rs), 2) receptores

Ainhibitorios (R1), 3) proteina acopladora estimulatoria (Ns
proteina agogladora inhibitoria (B1) -y 5) . el compoﬁeﬁté
catalftrico (ver fig. 1,3.).‘ 4
. Tanto Ns ébmo Ni estan constituidas por tres - subunidades,
alfa, betg,y gama. Mientras que las subunidades beta y gama (fM‘
35 y 5 a 8 Kd respectivamente) (24,25) parecen ser comunes para
estas dos proteInas (26), 1las subunidades alfa difieren en su

peso molecular (42 a 45 Kd para la subunidad alfag y 39 a 41 para

15
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Adenilato

: Ci¢losq '

PO—H>ZIOPCT PZPIDWIMI

ATP -~ . . . AMPG+ PP

Figura 1.3.:

Sistema de transduccion de 1la adenilato ciclasa. Hs, hormona
_ estimulatoria; Hi, hormona inhibitoria; Rs, - receptor:
estimulatorio; Ri, receptor inhibitorio; Ns proteina acopladora
activatoria; .Ni, ~ proteina:acopladora inhibitoria. :
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alfaj).El sitio de unidn para nucledtidos de guanina reside en
las subunidades alfa de estos componentes y son las que parécen

participar en la interaccion con el componente catalitico.
El.modelo actual de la accidn de Ns es el sigulente:

-La proteina Ns con difosfato de guanina (GDP) unido, (Ns-
GDP) forma wun complejo con el Rs haciendo que aumente la
afinidad del receptor por su agonista. La formacidén del complejo
hormona-Rs-Ns—~GDP estimula el recambio de GDP por trifosfato de
.gu6nina (GTP) en Ns. Esto trae como consecuencla su activacidn
que consiste en un caﬁbio confdfmacional Yy eﬁ la disociacidn del
complejo beta-gama ~de la subunidad alfag-GTP. Es precisamente
alfas—GTP la fofmé' que es ?apaz dé activar al componente
_catalftico. TLa hidrélisis del GTP a GDP debido a la actividad de
GTPasa . de alfag constituye el paso de 1néctiyad16n después del
éﬁgl':el complejo betanama sé reasocia con alfas—GDP, para.
tegénerar a Ns~GDP (27),‘fver fig. 1.4.).
El mecanismo de accidn de Ni parece sef muy similar, aunque
inicialwente se propuso que Ni ejercia su efecto inhibitoric
';umén;ando;; la. conpgpﬁrgc;éni_4g;ﬁﬂcgmpLejo‘ beta-gama . . 1ibre,
.deéplazéndo asi el equilidbrio de dis;ciaéi6n de Né hacia 1la fgrmg
no disociada e inactiva (28). Sin embargo, recientemente se ha
éuesto en evidencia que alfaj~GTP es capaz - de iahibir-
directamente la actividad del compohente catalitico (29).
Debido a que la activacidn e inhibicidn de la adenilato
ciclasa mno son competitivas, se plensa qué el componente
catalftico posee dos sitlios de interaccién independientes- para

cada proteina N (29) (ver fig. l.4.).

17 -



Rb4

A

Ng-GDP

HIDROLISIS = v“S GTP —

- -
! "o ' o
_ : R Gop D
e Ra -'Ns"'GDPV .!_..HRQ—Ns-fGDP—,ﬂ':P H Ra—Ng "GTP’, N\
. TP . . A
» ACTIVACION \\
—— e —— —Bg ¥s + g~ GTP + Rb + H

ecg— GDP -

(”j

ATP “AMPg + PP

Figura 1.4.:

Ciclo "catalitico de Ns: Rb, forma de baja afinidad. del
receptor; Ra, - forma de alta afinidad del receptor; Ns, protefna
acopladora activatoria; H, hormona; GTP, trifosfato de guanina;
GDP, difosfate de guanina; 'AC, —componente catalftico de 1la
adenilato ciclasa. ’
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De esta manera, la actividad ae la adenilato ciclasa es el
resultado del balance entre las ‘Influencias excitatorias e
inhibitorias. E1l AMPc producido por este sistema es continuamente
degradado_a AMP por una fosfodiesterasa (30).

Dos toxinas bacterianas han desempefiado un papel muy
iﬁpottante En el estudio del sistema de la adenilato ciclasa:. La

toxina del cdlera y 1la toxina = pertussis, producidas

,fespectivamente por los bacilos gram-negativos Vibrio cholerae 'y

Jordetella pertussis. Ambas toxinas, 'despué&s de penetiaf al’ .

tnterior de la c&lula , son capaces de modificar covalentemente a
las proteinas N. Esta modificacidn consiste en la  transferencia
de* un grupo  ADP-ribosa del NAD+ a las proteinas acopladoras,

siendo Ns el substrato para la toxina del cSlera.y Ni el '‘de 1la

" ‘toxina pertussis (31).

“La ADP-ribosilacisn de Ns trae como congecuencia. * la
inhiBiciGn de su actividad de GTPasa, ' de tal manera que' queda

permanentemente activada 'y por ende también el 'componéntev

catalitico de.la adenilato ciclasa (32).
‘A pesar de‘que la modificacidn dEvNiipdf'iéjtaxiné ﬁeffussié”'“’:'ff”‘
,:produce tambi&n una inhibicidn. en su capacidad para hidrolizér

’CTP, ‘la  forma fesulcanﬁé es.incapai de inhibir a  la adenilato

'ciclasa y produce una disminuciGn en la afinidad de los

receptores inhibitorios por sus agonistas €33,34). E1 resultado
es la supresiéon de 1las {influencilas inhibitorias 'sobre 1la

adenilato ciclasa. Estas dos toxinas tienen por lo tanto efectos

sindrgicos sobre la produccién de AMPc.
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1.3.4. SISTEMA IP3, Ca't, DG:

Muchas - hormonas, entre ellas la epinefrina a través de sugs
receptores- alfal, la vasopresina y la angiotensina I1 producen
sus efectos en la célula blanco aumentando la concentracién de
calci§ citopldsmico. Sin embargo hasta hace algunos aiflos se
desconocia cual era el mecanismo que acoplaba los receptores a
egte aumento de los niveles de calcio.

A pesar de que Hokin y Hokin (35}, habfan deseritc que
ciertas hormonas eran capaces de estimular la incorpqraciSn de
323 é uﬁ g;uppide 1ipidos menores, los fosfoinqsitidOS,_ fue

Micﬁell en 1975 quien'fropusorque la degradacidn y resintesis de jﬂ
'fpsfoinositidos era un evento inicial comiin para la movilizacidn
de calcio mediada por hormonas (36). Ademds el hecho de que el
_recambio . de fosfolnositidos es independiente del calcio
,:>‘extface1u1ar (37)"apoyéba esta idea. Actualmente se sabe que en

_”1a parte interna de 1a membrana plasmidtica, las tres formas de

estos 1fpidos; ‘el fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositol 4 -

fosfato (PIP) y el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato '(PIPi) ‘son’
. rﬁpidaﬁente interconvertibles wmediante la accién de cinasas ¥y

“fosfatasas..  La forma - que  es  principalmente atacada bajo

' estimulacidn hormonal “es el PIP;. E1 PIP y PI funcionan - como o

reserva para la resintesis de PIP; (38), (ver fig. 1.5.).

La enzima que cataliza la degradacidn dgi PIP2 es una
fosfomonodiesterasa o fosfolipasa C membranal aunque inicialmente‘
fué descrita una forma citopliismica. Los productos resultanteé de

su accién son el inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3) ¥y el

diacilglicerol (DG).
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'Figuié 1.5.:

Sistema de transduccidn IP3, ca*?t
adrenérgico; V), Teceptor para vasopresina; Aj, receptor para
angiotensina; Nx, proteina acopladora; FL-C, fosfoldipasa C; PIPp,
fosfatidilinositol 4,5,  bifosfato; DG, diacilglicerol' PK—C.
pro:e:’.n~c1nasa C; 1P3, inosito]. 1,4,5 trisfosfato. ’
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La capacidad del GTP y de andlogos no hidrolizables, para

activar a la fosfolipasa C (39,40,41) ha sugerido la posibilidad
de la existencia de una protefna acopladora Nx similar a Ns o Ni
del sistema de 1la adenilato ciclasa, capaz de mediar 1la
interaccidén del receptor y esta enzima. De manera similar, el
€lGor, el cual al formar un complejo con el aluminio (A1F)%4~ es
capai de estimular a Ns y por ende a la adenilato ciclasa, es
tambi&n capaz .de estimlar la hidrdlisis de fosfoinosItidos
(42,43); Ademés, 1la hidrSlisis - de fosfoinpgitidos ﬁpede se?
bloqueéda en algunas c&lulas por 1la Vtoxina pertuséis (AA,AS)
aunque en otras #o. Esto sugiere que en ciertos sistemas la
prpteina acopladora pudiese ser Ni o una ﬁorma muy similar, (ver
fig. 1f5.).
‘ vBeiridge‘r(AG)v prop@so que el IP3 era el segundo memsajero-
ehcérg#do de é?oducir ei aumento de calcio intracelular." Eéfﬁzh
idea fue apoya&a por la exiéteﬁcia de una buena correlacién:
temporal entre la ‘produccidn de IP3 y el aumento de calcio
éitoplismico (47). La fueﬁte de calcio parece ser inicialmente
intféé;i&iﬁtr yafduéﬂlaiadiciﬁn.dé'Ifg‘a;células fég:meab;}?iﬁggs.—
provoéé una liberaéién rdplda . de vcalcio‘ (48). El1 depdsito
intracelular sensibie.§‘1P3 pare?é ser el ré;iculo-endoplﬁsmico”y
Vnd.,ia mitocondria'(AB). be'hecho, se ha. déscrito un ‘receptof'
especifico para. IP3 en 1la fraccidn microsoﬁai (50). Laé,
caracterIsticas del mecanismo de liberacidn de calcio suéieren
que este proceso se lleva a cabo wmediante la apertura de canales
bajo la influencia de IP3 (51), (ver fig. l.5.).

El aumento de calcio citopldsmico producido por activaeidn

~hormonal es transitorio y regresa después de algunos minutos a un
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valor dn poco superior él basal (52). Sin embargo, la cindtica de
la concentracidn de calcio citopldsmica parece ser mids compleja
ya que reclentemente se ha observado en c€lulas individuales que
la estimulacidn  hormonal produce una serie de aymentos
transitorios en los niveles de calcio y que la frecuencla de
estos‘és’dependiente‘de la concentracidn. del agonista (53).

“:El: otro  producto de 1la hidrdlisis de. PIPy- es el

‘diacilglicerol. Esta molecula, por shs céractgristicas;-

hidrofdbicas permanece en la membrana plasmética. La composicidn ' -

en Ecidos grasos, &cldo estedrico en la posiCiSnr 1 -y Vﬁcido
araquidonico en 18 posicidn 2 es caracteristica de esca moleculai
y de . los fosfoinoaitidos de donde proviene.’ El DG puede . ser
gxfosforilado a acido fosfatidico,' para despues generaf‘?l o séfu
degradado en sus componentes por una diacilglicerol lipasa, poT...
" 1o que puede constituir una fuente de dcido araquidonico. ‘,’

‘El  descubrimiento en 1980 por el grupo de Nishizuka (54) de
‘una prohe.m—citxasa dependiente de calcio y fosfolipidos que era

méstiﬁﬁiﬁﬁie‘ por‘ peT permitio asigqm ’ como segundo

un _valo

: megsajeré gl DG generado por esﬁimulaciéh hotmonal.”'(veé- Vié.
‘, 1;5.); Las fun#;&nes de esta eniima'han‘?odidd sexr estudigdés con”
‘1a aYudaide]lgs éétefes de fqrbdl. Estos compuestos di:érpéniéos;,
eﬂtfe los cuales el 12 tetradecanoilfofbol—13‘aeetato‘(TPA) es el
wds activo, s5on potentes promotores dé tumores, Yy pof su
estructure similar al DG son capaces de activar directamente a la

proce%n—cinasa c.
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El TPA es capaz de estimular la fosforilacidn de um nimero r

importante de proteinas entre las cuales se encuentra la proteina

ribosomal 'S4 (55) y la glucdgeno sintetasa (56). En algunos
sistemas, se ha demostrado que existe un sinergismo entre el IPa

Yy DG de manera que ambos son necesarios para producir un efecto
- mAximo. En plaquetas, el tratamiento simulté@neo con un iondforo

de calcio como el A23187 y el TPA reproduce los efectos de 1la

‘eégimuléciﬁn» hormonal - (57),

8in embargo en las cé&lulas del

higado, la estimylacidn ﬁe‘la,protein—cinasa C por TPA no s86lo no

" veproduce los efectos alfay adrenétgiéOS'éino,que'es

Cgpaz dér
fnhibirlos = (58,59).

De manera general se piensa que esta enzima -

participa  en los fendmenos de desenﬁibilizaci6n ya que es capaz

‘de = fosforilar al

raeceptor para insulina (60),factor

de
bcrecimiento‘_epidérmicd (61)

asi como a los receptores alfay y°
beta adren&rglicos (20,21).

Aunque este sistema difiére del de la adenilato ciclasa ‘por
producir simult8neamente

dos segundos mensajeros, estos

mecanismos de transduccién son gsimilares ya que ambos utiiizan
. como N precﬁtéoras compuestos

fosforil_dos ¥ ~ parecen  estar

v;regulados de manera similar por proteinas N

capaces ‘de nir

"nucleotidos de guanina_

1.3.5. REGULACION ADRENERGICA DEL'METABOLISHd.kEPATICO.

Las células hepdticas poseen tres tipos de receptorés'
aqienérgicos, los betap, alfa) y alfap (62), acoplados a los

'mgcaniémos de tfansducci&n sefialados. En el higado, la
estimulacién a través de los receptores betajy y alfa) a pesar de

~utilizar mecanismos de sefializaci8n independientes confluyen pata
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producir las mismaé respuestas fisiol8gicas: estimulacién de 1la
glucogendlisis, 1l1a gluconeogénesis y la ureog@nesis. Sin embargo
el grado de participacidn de cada via puede variar dependiendo de
diversas condiciones. Asf la respuesta adrenérgica hepitica de la
" rata cambia a través del-desarrollo de ser predominantemente beta
duraﬁte las etapas fetales y juveniles, a ser alfa] en el estado
adulto (63,64). Se observa un efecto similar durante el proceso
de reggneréci6n hepéticai(es). En el estado hipotiroideo, 1la
respuésta adrenérgica se ve alterada ya que aumenta el coméqnente
'béta _debido priﬁéipalmenfc a un nimero mayor de 'fecepto:esr de

este tipo (66).

Estos cambios ponen en evidencia una regulacidn dindmica
‘tanto a corto plazo como durante el desarrollo de los recéptores.

adrenérgicos en este tejido.

1.4, POSIBLE EXISTENCIA DE DOS MECANISMOS DE ACCION ALFAj

ADRENERGICA HEPATICA:

Como se. menciond _anteriormente, los receptores . alfa)

';ifédéénérgicoé 7se‘enéuen;raqiacopladqé;a}.sis:épavde ;raqgégcﬁ}ﬁnﬁ
qﬁe incluye  uh aumento en el recambio de. foéfoinositi&dg; uﬁ

‘-.iqcreméﬁto en 15 'coﬁcen;raciﬁn de calcio‘rciﬁoplﬁsmico 'y la
"égtiv#ciéh' de la pfoteIn-éinaSa C. Este mecanismo lo comparten
’también otras hormonas como-la vasopresina y la angiocenéina 1I.
Sin embargo, un nimero creciente de evidencias sefialan que puede
existir en el higado un segundo mecanismo exclusivo para ios

receptores alfa) adren@rgicos. Las evidencias son las siguientes:
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Las respQGSCas alfa) adrenérglicas se observan en ausencla de
calcio extracelular o en hepatocitos depletados de calcio,
mientras que esté tratamiento abate los efectos producidos por
los pépﬁidos'presoreé vasopresina o anglotensina II (67,68).

E1l hipotiroidismo reduce siénificativamente los efectos
producidos por vasopresina, angiotensina IT o el ionéforo A23187,
mientras que los efectos alfal persisten (69,70).

La adrenalectomia  sensibiliza . las respuestas - alf#l
adrenetgicas a la ausencia de calcio extracelular, volviendolas
semejantes a las producidas por 1os péptidos presores (71).

La dinsulinas es capaz de inhibir la glucogenolisia producida
pof epinefrina, pero mno la provocada por vasopresina [
angiotensina II. Este efecto de la‘insulina es mds marcado en
c§1ula§ _incubédas en ausencia bde' calcio o préveniences de,
aﬁihales'.hipotiroideos, que en celulas control vy es inexistente
’en celulas de animales adrenalectomizados (72,68).

En,formavsimilar. el factor de crecimiento epidérmico (EGf’i'
es’ cépaz de inhibir la ureogénesis producida por epinefrina. a
través  de los fcccptores alfay 9610 en cé&lulas de animales

V’hipotiroideos 73). ' e k

Lds; ‘efgctos alfai ad;enérgicos producidos ’ por. . la
ricidlghéximida y ei'2—(2-metil—indazol—4?imino)—imidazolina7 (SGD -
10f/75) s&n seﬁsiSIes a la‘cqncéntraciﬁﬁ de calCiQ exfr;celﬁlar
pero no a la inhibicidn por insulina. Los efectos der esﬁos
agentes se observan en cflulas de animales adrenalectomizados

_pero no si provienen de animales hipotiroldeos (74,75).
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La epinefrina, a través de los receptores alfaj, es capaz de
estimular la gluconeogénesis a partir de dihidroxiacetona
ﬁientras que la vasopresina y la angiotensina 1I no. Esta
eétimulaciEn es indepéndiente del calcio extracelular y se
observa en’ hepafocitos de animales hipotiroideos pero no de
adrenalectomizados (76).

Egsta serie de evidencias apoyan la idea propuesta por el
grupo de Garcia-S53inz que existen dos mecanismos de accidn alfaj
éd:enérgica en el higado. De acuerdo con estas ideas, una de las

vias es: (ver fig. 1.6.)

-Compartida con los péptidos presores.
-Dependiente de la concentracidn de calcio-extracglﬁ;éf."
~Modulada por hormonas tiroldeas.

-Insensible a insulina o EGF.

~Estimulable por SGD 101/75 o cicloheximida.™ ' -
En cambio, la segunda:

-No es compartida con los péptidos}presores;
U LEs independiente .dg:flé» concentfacién;;gxgracelplég4¢} 
.calcio..
-~ ~Es modulada:por'glucocorcipoides.  '
»Eé,senéiblé‘a inhibiecidn por insulina o EéF;_.

=No es estimulable por SGD 101/75 ni pbf ciclohekimida.

Mientras que la primera via parece corresponder al mecanismo
de transduccidn IP3, Cé++. DG, los mediadores. de la segunda via

permanecen aiin sin aclarar.
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—=INDEPENDIENTE DE CALCIO
EXTRACELULAR.-

. : ~MODULADO POR GLUCOCORTICOIDES.
EPINEFRINA .. . .

N : : ? ~SENSIBLE A INHIBICION POR
’ INSULINA O EGF.

-NO ESTIMULABLE ~ - POR
CICLOHEXIMIDA NI. SGD 101/75.

_DEPENDIENTE = DE. - CALCIO -
_ B EXTRACELULAR. : o
VASOPRESINA _MODULADO POR = HORMONAS
TIROIDEAS. L
ANGIOTENSINA . iP3 ~INSENSIBLE A INHIBICION

- ‘POR INSU‘LINA O EGF.

b\ " UESTIMULABLE POR CICLOMEXIMIDA . . .. .

o _SGD 101/75.

Figura 1.6.:

Esquema de los dos posibles mecanismos de accién alfa;
adrenérgica -hepitica: irP3,. inositol 1,4,5 trisfosfato; DG,
diacilglicerol; EGF, factor de crecimiento epidérmico; SGD

101/75,-2 ~( 2-metil-indazol-4-imino’ )~imidazolina. .
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Para explicar 1la 1independencia de calcio de los efectos

alfa)] adren&rgicos en clertas condiciones como en ausencia de

calelio extracelular o edad avanzada; E1 grupo de Exton ha

propuesto que en estos casos, los receptores alfa; adrenérgilcos

producen sus efectos a través de un aumente pequeiio de AMPc

(77,78).

De wmanera similar, Minpeman et zl., han sugerido que en

tejido cerebral, la estimulacidén de los receptores alfaj conduce

#.ﬁn modesto‘incremento en los niveles de AMPc ademds de producir
‘una estimulacisn del metabolismo de fosfoinasitidos (79,80).

Por otro lado, varilios autores (Bl,82§ han mostrado qﬁe los
receptores alfay no. s8lo estimulan 1la 'degradaé16n de
fosfoinosftidos, sino que también producen una liberacidn de
dcido éraquidSniEo, el cual puede ser metabolizado por 1&‘vIa‘dg
“la ciclooxigenasa .4  compuestos v biocactivos como las
ﬁrostaglandinas{ KEn.estos sisteﬁés, ios>§eéeptqrea alfél psfécgn*
estimular ;anto a una fosfolipasa,Az~como;a uné fosfolipasa .C.

Estos eﬁeptos parecen ser paralelos y no secuenciales, como
lo suglere um estudio cinftico de estos fendmenos er una l1fnea
celuiag, dé riﬁﬁn.“”réalizéda'féciéhteﬁente«porm811vkg; ei_;qsslr
(82). ' Ademds  Burch ég al. (83) hsa sugerido que en una lin;a'
celular de tiroides estas enzimas esté@n acopladas al receptor p§r ‘
proteinas N distintas, ya que la liberacifn de &dcido ataquidﬁnicé
es aenéible a la toxina pertussis mientras que la hidrSlisis de

fosfoinositidos no.

Parece ser evidente que los receptores alfaj adrenérgicos,

tanto en higado como en otros sistemas pueden estar acoplados a

mds de un sistema de transduccidn. De manera alternativa, es
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posible que existan sub—poblaciones de receptores alfaj acoplados
de manera independiente a cada sistema. En este sentido, se ha
propuesto una heterogeneidad en los receptores alfa; en tejdido
cerebral (84) y en misculo vascular liso (85) con base en

experimentos de unidn de ligandos.

Aunque, como se sefiald, el dcido araquiddnico puede mediar
'algunas respuestas alfaj adrendrgicas, su posible papel como
mediador -de la via alterenaiivé 9ropues:a4para el higado‘po: ‘el
grupo de Gatha—ééinzyno ha- sido evaluédo.r

A pesar que la evidencia a favor dé labexistencia‘ae'por l;
menos - dos mecanismos de acciGnkalfaljadrenérgica es muy -amplia,

el o .los mecanismos de transducciSn diferentes a la via 1IP3,

C;++,‘DG, permanecen sin aclarar.
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LI OBJETTIVOS!:

E1l objetivo general del presente trabajo consiste en
profundizar en el estudio de los posibles -mecanismos de
transduccidn alfa) adrenérgicos alternativos al sistema IPj,
Catt, DG en el tejido hepdtico de ratas hipotiroideas analizando
el efecto de la toxina pertussis asl como evaluando el “posible
papel de la fosfolipasa Az y del AMPc como mediadores de las

irespuestas alfal.édrenérgicasQ Con base en esto, se.planég a1 los

siguientes objetivos especIficosf 2<

\
- Determinar  si la activacién de 1los receptores \ \fay

adrenérgicos provocan o no un aumento de AMPc intracelular.
- Analizar el efecto de la toxina pertussis sobre 1las

respuestas alfal adrenergicas en estas cé&lulas.

- Determinar si la ureogenesis alfal adrenergica es capaz de -~

ser bloqueada por uti- inhibidor de la fosfolipasa Ag.

-~ Analjzar el efecto de antagonlstas sobre estas. respuestas.




I1I MATERIALES Y METODOS:
3.1. AGENTES, REACTIVOS 'Y COMPUESTOS RADICAGTIVOS:

Las substancias utilizadas fueron: (1)-epinefrina, (d1)-
propranolol, l-metil-3-isobutilxantina, yohimbina, glutamina,
ofnitina, ureasa, 6-n-propil-2-tiouracilo, bromuro de
bromofenacilo de Sigma Chem.Co., prazosina de Pfizer y colagenasa
de Worthington. El resto de los reactivos fuerqn de la mias alta
calidad posible. el [3H] AMPc fue obtenido de New England Nuclear
y el [32p] Pi de ICN Radiochemicals. ‘

La ﬁo#ina pertussis fue puiificada segiin éi méfodé de Sekura -

et al., (86) a partir de un concentrado de vacuna pertussis.
3.2. ANIMALES:

'_:Sg utilizaron‘ratas hembra de la cepa Wistar, de 200 a 2507
"gfamds de peso,; alimentadas '’ ad 11b1tum . "Los experinentos fueron
11év;§os Ia_ cabo en animales. hipotiroideos' ya que én esta
condicidn predomina la via alternativa al sistema Py, catt, DG.
El hiyotiroidismo se induio administréndo 6—ﬁ-propil-2-
V_ticuracilo (0. DBZ) en el agua de beber durante 30 a_ 40 dIas antes’“

del 'experimento. Este tratamiento produce una disminucion muy

marcada en los niveles de hormonas tiroideas {65) y alteraciones

asociladas al estado hipotiroideo como hipertrofia 'y cdloiaciﬁn S

rojizalde la tiroides, resequedad del pelaje y disminuci6nken la
ganancia de peso ademiis de alteraciones funcionales del-” tejidb

hepdtico y adiposo.
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En los experimentos en los que se utilizaron ratas tratadas
con toxina pertussis, el tratamiento consistid en inyectar
Intraperitonealmente 50 pg de toxina por animal -en un plazo de. 3

a 5 dias previo a la realizacién del experimento.

3.3. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS:

Las células del parénquima hepdtico se aislaron de acuérdo
con la técnica de Berry y Friend (87) modificada por Tolbert et
al. ~(88j. Brevemente: después de producir énestesia, se procedld
‘a  canﬁlar‘ lé.véna porta hepitiéé y-a.perfunAir el higado con. .
qmortiguador Krebs-Ringer bicatbénato (AKRh) a 3?0 c, caiente de
calcio y equilibrado a pH 7.4 por.burbujeo con carbdgeno (95Z03 /
5%C02). Una vez alslado y lavado, el higado fue digerido,
perfundiendo con AKRB adicionado de calc;o (1.2’mn) y qolagena;a}
Laé ‘células se disbérsaron en una caja dé ?gﬁ:i y 1a suspensidn’
.resultaﬁgé‘se fiitf&ra tr%véé'de una malla de nyion. Laélééiuiég
fueron .‘lavadas Atres veces;r 'desca¥tando él sobrenadanﬁéf y
resuspendiendo el paquete ,én AKRB adicionado de calci&. La

densidad  final de la suspensiﬁnrfluctuﬁ entre 20 ¥y 30 mg peso-
Chimadeful. - La-viabiiidad de las eflulas se evalus psr 1a prueba . |

de exclusidn del azul tripén‘exéminahdé hl microscopio 6pticog



3.4. RESPUESTAS CELULARES:

Los pardmetros evaluados como respuestas celulares fueron:

Ureogénesis, acumulaclén de AMPc y marcaje de fosfoinos¥tidos. En

todas las incubaciones se utilizé 1 ml de suspensidn de células y

se 1incluyd, salvo donde se indique, propranoclol 10 M para

bloquear el efecto mediado a través de los receptores beta

adrenérgicos.

Para la wmedicidn de urepgénesis, los hepatocltos  fueron

incubados durante 60 minutos bajo atmdsfera de  carbdgeno- en
presenciaz de los distintos agentes. El medio de incubacidn. fue
complementado. con . glutamina = 10 mM y ornitina 2 mM. La urea

producida fue cuantificada por el mécado‘de Gutman vy - Bergmeyer

(89). Los ' resultados se expresan como porqieuto de estimmlacidn

”énbre;el valor basal,

La acumulacifn de AMPc se evalud incubando a- lds. ‘cElulas
durante 2 minutos  en 'fresencia,vde ' 1qb P l-metil-3~

isobutilxantina para bloquear la actividad de la fosfodiesterasa

,"del AMPc {5) v de los distintos agentes. La cantidad de AMPe- en
el sbbren;ﬁéﬁigffdeﬂéﬁant;figada5poq,e}vmé;pﬁqlée'_Gilman (90) .

Los datos se expresan como pmolas AMPc/mg peso hilmedo.

- Con ‘el fin de évalﬁlar\el marcaje de fosfoilnosItides se

: 1ncubaion a las células durante 60 mingtoﬁ en presenciai dé' 10'1
>FCi/mi'[32P] Pi y de los Aigcintogvagentes bajb una aﬁmﬁsﬁefe de
carbfgeno. La extraceidn de los lfpidos celulares se re#lizﬁ ;qn

. cloroformo/metanol (Z:i) V/V.& 1qsifosfolipidoe se-seﬁara:dn §6r

cromatografia en .capa fina unidimensional. La vtadioactividqd7 

incorporada . se determind por centellec 1liquido (91). Los . datos -
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obtenidos se expresan como porcentaje de la incorporacidn basal.

!
o

3.5. ANALISIS ESTADISTICO:

La prueba estadistica utilizada para la comparacién de

promedios fue la t de Student.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1. EFECTO DE LA ESTIMULACION DE LOS RECEPTORES ALFA
ADRENERGICOS SOBRE LA ACUMULACION DE AMPc EN ANIMALES

HIPOTIROIDEOS.

Como ya se indicd, wvarlos autores han propuesto que 1los
receptores alfa] adrenérgicos pueden producir un incremento en
los niveles intracelulares de AMPc (77,79). De esta manera, este
nucledtido .cicliqo podria constituir el segundo mensajefo ~del
:mecanismor alternative a la:via (1P3,Catt,DG) propuesto por el
grupo de Garcia-S5@inz. Con base en estos antecedentes, se
procediE a analizar el efecto alfa; adrenérgico sobre los niveles
de AMPc en células de ratas hipotiroideas.

Como se muestra en la figura 1, la epipnefrina en presencia
o de prqpfanolol‘lo rﬁ, :es capaz.de producir un‘incyémento en los
nivéles.de AMfc intracélulares. A pesar de gque el'ﬁrqpranolol es
un ahtagbnisﬁa selecﬁivo para los receptores beta, debido a la
" naturaleza competitiva de este blogueo, es posible que a 1la

..concentracién de epinefrina 10—54H, parte del efecto observado se

1a:

deba  a una dinteraccién con los receptores beta. A esta. 7"

" concentracién de . propranolol, los efectos observados ' con
concentraciones mis bajas de epinefrime difficilmente . se pueden”

deber a una accidn beta adrenérgica.
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Fig. l: ' CURVA DOSIS-RESPUESTA PARA LA - ACUMULACION DE . AHPC
PRODUCIDA POR EPINEFRINA EN PRESENCIA DE PROPRANOLOL EN
CELULAS DE ANIMALES HIPOTIROIDEOS.

Los hepatocitos de ratas hipotiroideas, fueron incubados en
presencia de propranolol 10 PM y de diferentes concentraciones de
epinefrina. Los datos representan el promedio = (+/-) error
- estandard de determinaciones por duplicado de 11 preparaciones de
células JIncubadas por duplicado. El nivel basal en ausencia de
epinefrina fue de 0.507 +/- 0.024 pmolas de AMPc/mg pesco humedo.

L*p, <0, 005 con. respecto al ‘basal. "_¢;¥_tmL”Am:j:_yuh” : .f;_
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4.2, EFECTO DE LA TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA RESPUESTA ALFA;

ADRENERGICA EN RATAS HIPOTIROIDEAS:
4.2.1. EFECTO SOBRE LA UREOGENESIS:

 Con el fin de establecer si la estimulacién de la
ureogénesis, por la activacidn de 108, receptores alfay
adrenérgicos en estas cé&lulas es o no sensible a la toxina
ﬁgrtdssis) se rea};zaron los experimentos resgmidos en la figura
2. - Como :se obéérva._ larepinéffina es cap82; de .es;imuiar iﬁi'r."
u?gogéngsis tanto “en célulaé de ‘animales hipoti?oideos como.’ en'
las de'hipotitoidéos tratados con toxina ,per;ussis.’ Aunque  en

estas dltimas, la estimulacidn mdxima -es un poco-inferior, -las

diferencias no son estadisticamente significativas (p<.05) loﬂqge :

‘1indi¢éfqu§ estalrespuésta metabGlica es insensible a dicha toxina.

4.2.2. EFECTO SOBRE EL. MAR(;AJE'DEI“FOSFOINOSIIIDOS_: -

A pesar de que la reépuesta metabdlica analizada es

insensible ‘a la toxina pertussis, otros eventos asociados a ‘la -

analizd el efécto*deﬁeéta'toxina soBre‘lé, estimulacidn’-en el
teqambié :ﬂg fosfoinogitidos producido bor. éstiﬁulaciﬁﬁ aifél
adrenérgiga;

‘ En 1la figura 3 se muestran los fesultados robtenidéé, l#s
cﬁales " sefialan que la t;xina pertussis es incapaz de bloquear ia
estimulacién en el marcaje de fosfoinositidos producida por
epinefrina en presencia de propranolol. Estos datoé sugleren que .
en estas células, la proteina N que acopla a los receptores élﬁaj

con la fosfolipasa: C es insensible a la toxina pertussis.

R )
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'Fig. 2¢ EFECTO DE. LA TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA ESTIMULACION:
' . ALFA; DE "LA UREOGENESIS EN . CELULAS DErj RATAS
HIPOTIROIDEAS.J : B .

Los hepatocitos de ratas hipotiroideas (Jl]) o hipotiroideas .~
tratadas con- toxina pertussis (@), fueron incubados en presencia’
de propranolol 10 M y de diferentes concentraciones de
epinefrina. La produceidn basal de urea fue de 39.3 y 33.3
nM/peso himedo respectivamente. Los datos representan el promedio
(+/-) error estandard de 15 y 3 preparaciones de células
respectivamente, incubadas por duplicado. .
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. Fig. 3: _ EFECTO DE LA . TOXINA PERTUSSIS SOBRE EL " MARCAJE “DE-
© 0 .. FOSFOINOSTITIDOS -ALFAy ADRENERGICO EN. HEPATOCITOS DE
' ANIMALES HIPOTIROIDEOS. : : : -

.- Los hepatocitos de ratas hipotiroideas (Jl}) o hipotiroideas
tratadas . con toxina . pertussis (@) fueron incubados como se.
sefiala en materiales y métodos, con concentraciones crecientes de’
epinefrina en presencia de propranolol 10 . Los datos
representan el  promedie (+/-) error estandard de -3 y 4.
preparaciones de cé&lulas respectivamente, incubadas por
duplicado.

v
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4.2.3. EFECTO SOBRE LA ACUMULACION DE AMPc:

Como se menciond, la epinefrina, en presencia;de propranolol
10 PM' es capaz de producir unm pequefio incremento en los niveles
de AMPc iniracelulares. La sensibilidad de este efecto a 1la
toxina pertussis se presenta en la figura 4. Al igual que 1la
;eapuesta metabdlica y el marcaje de fosfeoinositidos, la
acumulaci&n de AMPc observada no es bloqueable por un tratamlento

‘con toxina pertussis.
4.3. EFECTO DEL BROMURO DE BROMOFENACILO SOBRE LA RESPUESTA ALFA) -
ADRENERGICA EN RATAS HIPOTIROIDEAS:

51 como en. otros  sistemas, la epinefrina es capaz de

produtit ia éctivacisn de una fosfolipasa Az .a tfavés ,de' los .

,r’receptores alfal. la estimulacion de 1a ureogenesis observada en

_estas. celulas podria estar mediada por un metabolito del acidoif“
aréquidanico; Con base en esto, sg analizs el efecto del bromuro
de bromofenacilo (BPB), potente inhibidor de la foéfolipasa ﬁhz;ﬂ

- sobre 1la estlmuLaciou de 1la urccgcnes4= alfal adrenérgica.

En 1a figura 5,"se muescra el efecto que tiene el’ BPB sobre?‘“*V“'5?

':la'g:eogenesis basal y;estimulada por.una'concentracion,submaxima
devépinefriné en presencia'd; proﬁranolol. .Como se obéerva,4este
‘compuesto no altera significativamente per se la ureogenesis y es
incapaz de inhibit el efecto que produce la epinefrina. Solo a
concentraciones muy altas (10;4M) el BEﬁ reduce parcialmente el
efecto de la eplnefrina, débido probablemente a acciones

inespecificas producidas por este agente a altas concentraclones.

Af' o
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“Fig. 4:  EFECTC 'DE LA TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA ACUMULACION = DE

AMPc - PRODUCIDA  POR . EPINEFRINA ~EN = PRESENCIA “DE" -

_ PROPRANOLOL, EN HEPATOCITOS DE ANIMALES HIPOTIROIDEOS.

. Los hepatocitos de ratas hipotiroideas (lfll) o hipotiroideas
tratadas con toxina pertussis (@) fueron incubadas en presencia
de propranolel 10 PM y de  concentraciones crecientes de
epinefrina. Los datos Ttepresentan el promedio (4/-) error
estandard de  determlnaciones por duplicade de 11 y 3
preparaciones de células respectivamente, incubadas por
duplicado. El nivel basal en ausencia de epinefrina fue de 0.507
+/- 0.024 y 0.477 +/-. .073 pmolas de AMPc/mg peso - hiimedo
respectivamente.
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 Fig. 5: EFECTO DEL BROMURO DE BROMOFENACILO .SOBRE - LA
: UREOGENESIS BASAL Y ESTIMULADA POR EPINEFRINA  EN
HEPATOCITOS DE ANIMALES HIPOTIROIDEOS. -

Los hepatocitos de ratas hipotiroddeas fueron incubados con
distintas concentraciones de bromuro de bromofenacilo en ausencia
(@) o en presencia (i} de epinefrina y propranolol ambos a una
concentracidn de 10 pM. Los resultados representan el promedio
(+/-) -error estandard de 4 preparaciones de c&lulas incubadas por
duplicado. Otras indicaciones ver figura 2. ’
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4.4. EFECTO DE ANTAGONISTAS SOBRE LAS TRESPUESTAS CELULARES

ANALIZADAS.

4.4.1.EFECTO DEL ANTAGONISTA PRAZOSINA SOBRE LA -ESTIMULACION
ALFAy ADRENERGICA EN HEPATOCITOS DE ANIMALES

HIPOTIROIDEOS.

La prazosina es un antagonista especifico para los
receptores alfa) adrenérgicos y constituye un arma farmacoldgica
para- la caracterizacidn de los efectos medlados por estos
receptores. El efecto de este ah:agoniéga'sobre la. estimulacidn
aifal- de  1a ureogénesis, se ptégenta enllarfigurarﬁ.. Como - se
obéefvé, la prazosina pfpvqca tanto un desplazamiento haciahlla
derecha de la curva‘ﬁosis-respuesta, como una reduccién en’ el
efecto méximo producido; Se deduce de esto que la dinhibicidn
producida por este agente ‘es competitiva perc posee un componente
no competitivo, posiblemente debido a una disociacion lenta de - -
'esﬁé ‘égente  de los receptores 10 que causa un efecto pseudo—
irreversislé. La Kd aparente de la prazosina, calculada segﬁn la
f6r@ula de  Cheng y Prusoff (92), éara bloquear el efecto kde

epinefrina deducida de esta_figura‘es de 23 nM.

A
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| Fig. 6: - DESPLAZAMIENTO DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA PARA EL.
S |EFECTO ALFAL DE LA EPINEFRINA SOBRE LA UREOGENESIS EN
'HEPATOCITOS DE RATAS HIPOTIROIDEAS. ;

. Los hepat‘.ocitos de ratas. hipotiroide.as fueron incubados con
concentraciones crecientes de epinefrina y 10 pM de propranolel
en ausencia (Jff) o en presencia de 10-7M (@), 10~ bM (A) y 10-5M

a (’) de prazosina. Los datos representan el promedio (+/-) error
estandard de 7 a 15 preparaciones de cé&lulas incubadas por
~duplicado. Otras indicacilones ver figura 2. ’




4.%.2. EFECTO DE LA PRAZOSINA SOBRE EL MARCAJE DE FOSFOINOSTIDOS

ALFA] ADRENERGICO EN..RATAS HIPOTIROIDEAS:

La figura 7 muestra la inhibiciéﬁ ‘del efecto alfa)
adrenérgico provocada por prazosina en el marcaje de
fosfoinositidos. En este caso la prazosina, a una concentracidn
de 1 FM’ es capaz de abatir totalmente el efecto de epinefrina.

Este parémetro, es mis sensible a 1la inhibicidén por
prazosina que el efecto metabdlice pues la Kd aparente de la
‘prazosina,. ﬁara . la  inhibicidén del mar;ajé_ de fosfoinositidos

_deducida de la figura 7 es de 73.5 pM. -

4.4.3. INHIBICION POR_PRAZQSINA Y YOHIMBINA DE LA ACUMULACION DE

AMPec PROVOCADA POR EPINEFRINA EN PRESENCIA DE PROPRANOLOL:

.! Coﬁ ) el objetivo de caracterizat' farmacongiqamepte.‘el
f;idcrgmenﬁo: en los niveles de AMPc producidos por epiqéfrina :en
‘/piesencig‘ ée propranolol,, se estudio el efecté“dé J‘ioé’-
(antagénistas prazosina y yohimbina. Los ‘résulﬁadoé de. 165‘
experimentos correspondien:es se presentan éh la figura é. Coﬁo‘

‘; se observa, la prazoblna es capa' de inhibir 1la acumulaci&n de

AMPc ptoducida por epinefrina 10 PM en una mansra dependiente TRe A

::fla concencracion. En cambio. 1z yohimbina no tiene practicamente':'
ningiin efecco. Este perfil farmacologico es caracteristico de los
receptores alfaj adrenérgicos. En este caso no es posible estimar
la Kd con precisidn pues no es posible evalugr el efecto alfaj
adrenérgico miximo por sobreposicidn de la accidén beta {(ver fig.
1). Sin embargo, resultg claro que la inhibicidn ocurre a bajas

concentraciones de prazosina (fig. B).
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Flg. 7:  DESPLAZAMIENTO DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA PARA EL
o EFECTO ALFA) DE LA EPINEFRINA SOBRE EL MARCAJE .DE
FOSFOINOSITIDOS ~ POR PRAZOSINA. 3

i Los - hepatocitos de animales hipotircideos fueron incubados
con propranclol 10 uM y concentraciones crecientes de epilnefrina
en ausencia (Jll) o en presencia de 109 (v),IO’SM (’),10‘7M
(@) o 10-M (A ) de prazosina. Los datos representan el promedio
(+/-) error estandard de 3 preparaciones de c&lulas incubadas por
duplicado o triplicado, menos los correspondientes a la
concentracidn . de prazosina 10-6M que provienen de wuna sola
preparacidn-de células.
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Fig. 8: INHIBICION DEL EFECTO DE LA EPINEFRINA EN PRESENGCIA DE
PROPRANOLOL SOBRE LOS NIVELES DE AMPc POR PRAZOSINA Y
YOHIMBINA. ' B

Los hepatocitos de animales hipotiroideos fueron incubados
en . presencia de epinefrina y propranolol, ambos a una
concentracién de 10 M y con concentraciones crecientes de
prazosina () o yohimbina (@ ). Los dates representan el
promedio (+/-) error estandard de determinaciones por duplicado
de 11 y 12 preparaciones de c€lulas respectivamente, 1incubadas
. por duplicado.
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4.5. DISCUSION DE RESULTADOS:

4.5.1. EFECTO ALFA)} ADRENERGICO SOBRE LOS NIVELES DE AMPc EN

ANIMALES HIPOTIROIDEOS:

A pesar de '‘que varios autores han sefialado que tanto en
tejido cerebral, (79,80) como en el higado en ausencia de caleio
extracelular, o en animales de edad a§anzada, (77,78) 1la
estimulacidn de los receptores alfa) pueden producir un
;nc:emento en los nivelesvdé AMPc, estos resultados no - hgbIAn
‘;pédidq:ser igprbduéidos en ﬁues;f& 1aborétorio. Sin éﬁﬁargo, los
détos de.la presente‘tegié»y la reciente observacidn de un ligéro>
"incrémgn;o en los nivgles del nucle6tido éiclico en hepatﬁcitbs
- incubados en ausencia ﬁe éalcio (Christ y Gércia—sﬁinz, datos no

publicados ) apoyan esta hipétesis.

‘ El  hecho de'que:én animaies'hibotipqidéos.Ia fegyuéﬁté beta
.‘faArénéfgicarse veé'acrécgntééé; :yiéebidaraitdéréctéf cdéﬁé;itivg
dé su inhibicién por prébraﬁolol,i podria‘sugérirSE que4el .eifet;:l:,o‘j
obse:va&o se debe . a una estimulaéiSn de los receptores beta. Sih4
" embargo, e; perfil farmacoldgico de la inhibicidn de este proceso
-por._prazosina y yohimbina estd en acuerdo-con un cardcter alfaj

-. adrenérgico. para el mismo, ya que . la " prazosina - suele ser--

" ‘al rededor de tres G&rdenes de magnitud mds potente  que la ‘ ‘11 .

. yohimbina (93).

. Cabe. sefialar que el efécto oﬁsérvédo es relacivameh;e
pequefic y dificil de detectar si se compara con las respuesfas
pfovocadas por epinefrina en ausencia de propranclol, (efecto‘
beta) o. por dosis sub-miximas de glucagon las cuales pueden’

alcanzar valores de 7 a 10 pmolas AMPc/mg peso himedo.
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Aunque en t&rminos generales, el pico de acumulacién de AMPec
se sitia él rededor de los 2 minutos de estimulacidn, es posible
que la cinética sea diferente para este fendmeno por lo_que los
valores obtenidos pueden estar subestimados. Queda por evaluar si
esta modesta estimulacifn es capaz de provocar una respuesta
metabdlica. En este seﬁtido, no parece ser necesario que la
concentracidn de AMPc alcance valores muy elévadés para producir
un efecto metabdlico ya que se ha reportado que un. aumento al.
doble .en  los niveles de‘esﬁe.nucleatido_ciclico es - capaz de

‘estimular significatiygmenﬁé'a la enzima fosforilasa A (77).

El mecanismc mediante el cual se produce este aument6 de
AMPc permanece sin aclafar. Uﬁa primera alternativa consiste en
suponer que los receptores alfal pueden estar acoplados de manera?
estimulatoria a 1a adenilato-ciclasa, aunque .con una eficiencia 

-conslderablemente menor que los receptores beta. De sexr asi, esto'-

mostraria " que los receptores alfa]_ 1o estdn. acoplados unicamente CEr

" con el sistgma de trapsduccion 1P3, Ca »DG sino :que bajo clertas
condiclones (ausencia de calcio, hipotiroidismo), . estos

‘receptores pueden producir sus efectos a-:tavés del sistema de la

iogh receptores alfaj adrenéfgicos pﬁéden no constituir un gtupd;
homogéned‘(Bé,BS). .
 De; manérar élternétiva,f este‘aﬁﬁeﬁﬁovde AMPc podrIarsgr. e;
resultado de una alteracién ;hdirecta en él metabolismo de este
nucledtido cIclico. De cualquier manera, es evidente - que es
ne&esario profundizar en el‘conocimiencq de este efecto para
establecer si el AMPc és 6 no el médiador de 1la via alternativa

ya propuesta.
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4.5.2. EFECTO DE LA TOXINA PERTUSSIS SOBRE LAS RESPUESTAS ALFA)

ADRENERGICAS ANALIZADAS:

La viIa de transduccidn IP3, Catt, DG para los receptores

alfa] adrenérgicos en hepatocitos de ratas normales es insensible

a la toxina pertussis.  Sin embargo, en otros sistemas, las

respuestas alfaj adrenérglcas pueden ser bloqueadas por esta

toxina (44,45), por lo que la via de transduccidn alternativa al

sistema IPs, Ca++.,DG podria involucrar una prpteina‘N-sensiblera

. 1a toxina pertussis._‘ De escé manera,': esta toxina .pddrfa

distinguir funcionalmente ambos mecaniIsmos de transduccidn, coh6 

en el caso de la linea celular de tiroldes FIRL-5 en la que la

toxina pertﬁssis bloquea la liberacidn alfaj adrenérgica de dcido
araquidonico pero no la hidrolisis de fosfoinositidos (81).

?y@ ;‘, f ' ' Sin embargo, “la ausencia de efecto de la toxina pettussis

' —,éara bloquear las tres. tespuestas celulares analizadas,- indica

‘que la(s} proteina(s) N que acoplan 105'receptores alfal'aiesfgé

reSpuestas es (son) insensibles a dicha toxina. Sin embargo, .esto

~no  implica ' que la toxina.oertussis no pueda bloquear otros

utilizen mecanismos de transducci6n difetentes. ‘
En~g§te_seﬁt1do, éﬁrisﬁ y GarcIalSEiﬁz (datos mno publica&osf'
>haﬁ -descrito que 105 ni;gles‘derAﬁPc pfoducidos por  g1héaé§n,‘
pueden ser disminuidos mediante la estimulacidn de los-réceptb;es
alfa; Yy que gscer'efecto puede ser bloqueado por 1la toxina

pertussis.
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4.5.3. EFECTO . DF . LA INHIBICION DE LA FOSFOLIPASA A SOBRE LA

UREOGENESIS ALFA) ADRENERGICA:

El hecho de que la ureogénesis alfa; adrenérgica no pueda
ser bloqueada poxr el bromuro de bromofenacilo sugiere que, si la
estimulacidén de los receptores alfa) provoca la activacidn de una
fosfolipasa Ay, este evento no tiene ninguna influencia sobre la
estimulaciﬁn de la ureogénesis. Estos resultados, seifialan que la
vIa  alternativa para los réceptores alfa) no parece involucrar‘
ﬁna:éétivagiﬁn &é‘eéta ehzima;

o La §6sibilidad de'qué los feceptoreé alfal'estén‘gcopladﬁs.a“
una fosfolipasa A en este tejido , no puede ser deséartada. Dé
existir, “es;e mecanismo podria meﬁiat ‘otros éfectos
independientes de’ los metabolicos, quizés a:méé largo pléio,pdf

i_ejemplo la slntesis de DNA como ‘én’ el cago de la 1Inea celular. de

‘ciroides FTRL—S (81)

4.5.4. INHIBICIONxPOR PRAZOSINA DE LAS RESPUESTAS EVALUADAS:

;._E%¥:§q§;@§;s; de la sensibilidad a prazosina de 1as tres . -
‘teépuesfas_,consideradas, muestra que son' el resultado de lai‘
‘accivaéiﬁn de los receptores alfaj. Siﬁ embargo, la es;imulaéiﬁqi‘
deiwgecambio de.qufoinosftidos‘én.mayor gr;do, y la acuﬁulacian
de AﬁPé, son mas sensibléé a la ;nhibicién por este agente que el
efecto metabSliﬁo. AsY, wientras que,a‘una concentracidn de.
prgzosina de 1 PM el marcaje de fosfoinositidos se abate, la
" respuesta metab61ica persiste. Aunque esto parece sugerir que el

recambio de fosfoinositidos no es indispensable para que se lleve
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a cabo la estimulacidn de la ureogénesis, debe tenerse en cuenta
éue el marcaje de fosfolnositidos es un evento cercanoc a la
interaccién de la hormona con su receptor mientras que el efecto
metabdlico estd alejado por varios pasos enzimftices y por 1lo
tanto es suceptible de ;mplificacién. De manera alternativa, 1la
" menor sensibilidad del. efecto metabSlico podria deberse a que
i gsté' mediado por una, poblaciénr de receptores alfaj con

menor afiﬁidad;por la prazosina.
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V CONCLUSICNES:

Las conclusiones que se desprenden de este trabajo son que

en hepatocitos de ratas hipotiroideas:

- La epinefrina, a - través de los receptores alfaj] es capaz N
" provocar un incremento en los niveles de AMPc intracelulares, por .

1o que este nuclestidd cfclico -puede’tener un papel importante.en

" los efectos metabdlicos en estas c&lulas.

- La ‘toxina pe:tussis es incapaz de. bloquear - la estiﬁulacién’

‘*alfalf adrenérgica “de  la ureogénesis, el ';récambio ‘_dgf

Hfbsfbiﬁdéitidﬁs,'okla édumulaéi&n'de‘AM?ér

- La fosfolipasa Ap no parece intervenir en la via"altefnatiﬁav
. .propuesta tpa;a_r;ds _receptores

alfaj” adrenfrgicos- en- estas

“-células.
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