
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

MODULACION HORMONAL DE LA 

ACTIVIDAD DE FOSFORILASA ~ EN 

HEPATOCITOS DE CUYO 

T E s s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B O L O G O 

PRESENTA: 

JESUS ALBERTO OLIVARES REYES 

t FAIU t; OllGEll :J 
México, D. F. 1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



RESUMEN 

Uno de los modelos más estudiados para comprender la 
regulación de las funciones metabólicas por acción hormonal es el 
higado de rata. Estudios previos demuestran que estas funciones 
se regulan, principalmente, por dos mecanismos de acción 
hormonal: el de la Adenilato Ciclasa y el de los Fosfoinositidos
Calcio. Entre los agentes que se acoplan al primer mecanismo se 
encuentran la epinefrina (a través de receptores ~2 adrenérgicos) 
y el glucagon. En contraste, la vasopresina, la angiotensina II y 
la epinefrina (a través de la acción o1 adrenérgica), se acoplan 
al sistema de los fosfoinositidos-calcio. 

Un gran número de trabajos han reportado que la acción de 
todos estos agentes, en células hepáticas, puede diferir en 
cuanto a su sensibilidad y efectividad para activar rutas 
metabólicas especificas como son la glucogenólisis, la 
gluconeogénesis y la ureogénesis, cuando se prueban en 
condiciones distintas como lo son el sexo, la edad, la especie y 
estados patológicos. 

Por otra parte recientemente se propuso que la histamina 
también puede activar estas rutas metabólicas ejerciendo sus 
efectos a través de un receptor H1 , acoplado estimulatoriamente 
al sistema de los fosfoinositidos-calcio. 

Estos antecedentes y otros estudios que proponen la 
existencia de tipos y subtipos de receptores desconocidos para 
algunos agentes como la epinefrina y la angiotensina, permitieron 
el estudio de la acción de tres compuestos: los agentes a 1 
adrenérgicos, la histamina y la angiotensina II, en un modelo 
hepático distinto al de rata y estudiar si la acción de estos 
agentes pudiera diferir de manera significativa en cuanto a los 
tipos y subtipos de receptores que median sus acciones, al 
sistema de transducción implicado o a la ruta metabólica 
activada. Asi se inició el presente proyecto estudiando la 
activación de la glucogenólisis en hepatocitos de cuyo macho. 

Esta tesis se inicia con una introducción sobre la acción 
hormonal, indicando los estudios más importantes desarrollados 
hasta el momento para comprender estos mecanismos. Se hace 
énfasis en tres temas principales: el sistema de los 
fosf0inos1tidos-calcio, los mecanismos de acción de los agentes a 
estudiar (compuestos a 1 adrenérgicos, histamina y angiotensina 
II), y la regulación de la glucogenólisis hepática. 

Los resultados obtenidos indican que: 
a) La epinefr ina, la norepinefrina, la histamina y la 
angiotensina II estimulan la glucogenólisis a través de los 
subtipos de receptores ªla' H1 y AT1 , respectivamente, acoplados 
todos ellos, estimulatoriamente, al sistema de los 
fosfoinositidos-calcio. 
b) El incremento en la concentración intracelular de calcio 
por la movilización de este ión de reservorios internos (acción 
mediada por el IP3 ), activa a la fosforilasa ª' enzima encargada 
de la degradación del glucógeno a glucosa-1-fosfato. 
e) Se demuestra, por vez primera en este modelo, que la 



histamina actúa sobre el metabolismo hepático a través del 
subtipo de receptor H1 . 
d) La respuesta a 1 adrenérgica muestra claras diferencias en 
comparación a lo reportado para el modelo hepático de rata. 
e) La respuesta a la angiotensina II, también presenta 
diferencias, principalmente en cuanto a la sensibilidad para el 
TPA. 

Todos estos resultados aemuestran que el modelo hepático de 
cuyo difiere al modelo de rata, diferencias debidas, 
probablemente, a características propias de este sistema· celular. 
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I, INTRODUCCION. 

l. GENERALIDADES, 

La capacidad de comunicarse constituye .una. d.e ... las 

caracteristicas fundamentales de los seres vivos. Gracias a" ello 

todo organismo puede mantener un intercambio .de· infor!Íi~ción 

con su medio, que le permite percibir los cambios en las 

condiciones ambientales. 

La transmisión de información a nivel celular, se lleva a 

cabo gracias a la existencia de sistemas de comunicación que 

permiten coordinar la adaptación de las diferentes funciones del 

organismo en respuesta a las variaciones del medio. La 

importancia de este fenómeno es tal, que la aparición de los 

sistemas de comunicación se remonta, probablemente, a los 

primeros sis temas celulares; ésto los capacitó para poder 

detectar estimules externos (fisicos o quimicos), y regular y 

ajustar, como consecuencia de ello, sus funciones metabólicas 

en desarrollo. Fue a lo largo del proceso evolutivo como se 

conservaron los elementos esenciales de aquellos sistemas de 

comunicación que confieren una mayor cantidad de ventajas a las 

diferentes especies. 

La forma de intercambio de información más primitiva, y 

actualmente una de las más importantes y ampliamente distribuidas 

entre los seres vivos, es la cornunicaci6n qu1mica. Este tipo de 

comunicaci6n envuelve a un complejo aparato de comunicación 

interca lular basado en mensajeros qu1micos. Los mecanismos 

básicos implicados en la señalización quimica han variado muy 
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poco a .10 ·largo del prodeso evolutivo. - ~~s~ en los organismos 

unicel~lares, ~este' tip~ d~ comuniCadión les_ permite responder a 

los cambios quimicos de su ambiente. Un ej_emplo .bién conocido es 

la respuesta quimiotáctil bacteriana, en la que el movimiento 

celular se orienta hacia una sei'lal quimica determinada, o en 

dirección opuesta a ella (1, 2). 

En los seres pluricelulares esta situación resultó mucho más 

compleja. La división de trabajo entre sus células tuvo como 

resultado la formación de tejidos especificos y de órganos, cada 

uno de los cuales con una función particular. Para ello fue 

necesario la presencia de sistemas de comunicaci6n interna que 

coordinaran y regularan las actividades de los varios tipos 

celulares que conforman al organismo. El contacto f isico directo 

entre células vecinas, a través de uniones celulares, constituy6 

una forma de regular sus funciones. sin embargo, la comunicación 

entre células situadas a cierta distancia requirió un sistema de 

sei'lales, basado en mensajeros quimicos (1, 2). 

Este tipo de comunicación es indispensable para coordinar la 

diversidad funcional de los cientos de tipos celulares que 

forman al organismo, y es posible gracias a la existencia de 

un medio interno, con el cual están en contacto todas sus 

células. 

Los organismos pluricelulares cuentan con dos grandes 

sistemas de comunicación intercelular: el sistema nervioso y el 

sistema endócrino. Ambos están altamente especializados en la 

sei'lalización quimica, y actúan conjuntamente coordinando las 

actividades de los distintos tipos celulares. 

En el sistema nervioso, las neuronas transmiten la 
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información con mucha mayor rapidez que las células endócrinas ya 

que tienen la propiedad de generar impulsos eléctricos los cuales 

se propagan a gran velocidad a lo largo de las prolongaciones 

nerviosas. Los impulsos eléctricos se transforman en señales 

qu1micas cuando la información pasa de una neurona a la 

siguiente. Por el contrario, en el sistema endócrino un grupo de 

células elaboran mensajeros especif icos, los cuales, son 

transportados por el torrente sangu1neo y actúan sobre células, 

tejidos y órganos, que en ocasiones se encuentran muy alejados de 

su lugar de origen. Sin embargo, a pesar de las diferencias 

funcionales entre estos dos sistemas, pueden considerarse a ambos 

como componentes del principal sistema comunicador de los 

organismos pluricelulares: el sistema neuroendócrino. Juntos 

pueden integrar de una forma coordinada la entrada de estimules, 

as1 como las respuestas del organismo a cambios en su ambiente 

interno y externo (3, 4). 

2. MENSAJEROS QUIMICOS. 

Los mensajeros quimicos se caracterizan por ejercer su 

efecto sólo sobre aquellas células que poseen sistemas de 

recepción adecuados, que las capacita para percibir el mensaje 

y responder mediante la activación de una ruta de transmisión que 

es capaz de regular procesos celulares como la contracción 

muscular, el metabolismo, la secreción y el crecimiento (5). 

Para lograr comprender como actúan los mensajeros qu1micos 

se han establecido diversos criterios que permiten identificar 

las diferentes estrategias de la señalización qu1mica. 

El primero, se basa en la distancia que deben recorrer los 



mensajeros para .Uega·r a la célula· blanco, donde ejercerán su 

ac~i6n: Asi,·· las" sustancias liberadas. por 'un;; ciHula o por un 

grupo. de· células secretoras, pueden tener su acción sobre ellas 

mismas · (acéi6n aut6crina), o sobre células cercanas (acci6n 

parácrina). En éste último caso, el mensajero es conocido como 

autocoide y se caracteriza por tener un efecto puramente local. 

cuando el mensajero es secretado a través de estructuras 

especializadas, conocidas como sinapsis, se denomina 

neurotransmisi6n, y al mensajero quimico neurotransmisor. 

A pesar de que estos tres tipos de comunicaci6n se ejercen a 

corta distancia, uno de los más importantes y difundidos es el 

que se realiza a larga distancia (acci6n end6crina). En este caso 

el mensajero quimico, conocido como hormona, se produce por 

una glándula de secreci6n interna y es liberado al torrente 

sanguíneo, por el que recorre grandes distancias para 

interactuar, finalmente, con las células blanco (3, 4). 

Otro de los criterios para estudiar a los mensajeros, se 

basa en su naturaleza quimica, y por ello se establecen tres 

grandes categorías: 

a) La primera de éstas, es la de los compuestos de tipo 

lipidico que incluye a las 

prostaglandinas. 

hormonas esteroideas y las 

Las hormonas esteroideas, tales como estr6genos, 

progesterona y glucocorticoides, son sintetizadas por enzimas del 

reticulo endoplasmático liso, que utilizan como precursor al 

colesterol. 

La glándula adrenal y las g6nadas, son los sitios 

principales de síntesis de estas hormonas y sus efectos primarios 
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mediadores químicos locales 'y en~re sus· ~f~~to~' principales se 

encuentran: la inhibi~ión de la ÚpóÚsis, la agregación de las 

plaquetas, la inflamación, el control del transporte iónico a 

través de las membranas y la modulación de la transmisión 

sináptica (3, 6). 

b) La segunda categoría incluye a las hormonas peptídicas, 

que agrupa a los polipéptidos y proteínas; son sintetizadas por 

una gran variedad de glándulas endócrinas y presentan un sin 

nGmero de efectos en la mayoría de las células del organismo. 

c) Las aminas, que incluyen a los aminoácidos con 

funciones de mensajeros (glicina, ácido glutámico y aspártico), y 

a los derivados del metabolismo de los aminoácidos (como las 

catecolaminas, las hormonas tiroideas y la histamina), componen 

la tercera categor!a de mensajeros quimicos, 

La mayoría de los amino!cidos, en el sistema nervioso, 

tienen como efecto principal el de actuar corno neurotransmisores 

excitadores o inhibidores y son liberados por las terminaciones 

de las células nerviosas (2, 3). 

La forma en que estos mensajeros ejercen su acción sobre la 

o las células blanco, es posible gracias a la existencia de dos 

mecanismos principales: Uno es el que llevan a cabo los 

mensajeros cuya naturaleza qu1mica es hidrofóbica, entre los que 

se encuentran las hormonas esteroideas y las tiroideas. Para 

ello, se unen a proteínas transportadoras especificas, que 

permiten su paso a través del torrente sangulneo hasta la célula 
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blanco. Una vez en ella, atraviesan' fácilmente la meinbr0~na 

plasmática, uniéndose a receptores protéicbs 'e~pe.61t feos· del 

citoplasma. El complejo formado (hormona-receptor), migra 

entonces hasta el nücleo de la célula y se une a puntos 

determinados del ADN, donde actüan corno intensificadores de la 

transcripci6n, y permiten la expresión de genes especificos (6). 

Por otra parte, las moléculas mensajeras de carácter 

hidrof1lico, que incluyen a todos los neurotransmisores y a la 

gran mayoria de las hormonas pept1dicas, · catecolaminas y 

mediadores quimicos locales, se unen a proteínas receptoras 

especificas, situadas en la superficie celular, dada su 

incapaciad de penetrar a través de la bicapa lipídica. 

La interacción entre la hormona y el receptor activa . una 

ruta de transmisión que transduce las señales externas en otras 

internas, que en ültima instancia, se encargan de regular 

diversos procesos celulares (4, 7). 

3. RBCBP'l'ORBS. 

Corno se mencionó, las dos formas en que actüan los 

mensajeros qu1micos requieren de la existencia de prote1nas 

receptoras que estén asociadas a la membrana plasmática o libres 

en el citoplasma. 

A partir de esta secci6n sólo se tratará de aquellos 

receptores que se encuentran en la membrana plasmática. 

Los estudios pioneros que propusieron la existencia de 

sitios especif icos de unión para los mensajeros químicos, fueron 

los realizados, en forma independiente, por Langley (1906) y 

Ehrlich (1910) (citado en 7, 71). 
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Ambos analizaron, con modelos celulares adecuados, la acción 

de compuestos antagónicos que compet1an mutuamente por ejercer 

sus efectos. As1 surgió la idea de la existencia de un "sitio de 

unión", que jugaba un papel "muy importante en el reconocimiento 

del mensajero qu1mico y en la activación de la respuesta 

fisiológica (8). 

La falta de técnicas experimentales que permitieran 

demostrar la existencia real de estos "sitios de uni6n 11
, retardó 

por casi 60 años su descubrimiento. 

Gracias a la utilización de ligandos marcados 

radiactivamente, se demostró la presencia de receptores 

espec1f icos en la superficie de células intactas y de membranas 

aisladas. 

En los últimos 10 años, los estudios en esta área 

permitieron comprender muchas de las propiedades fisicoqu1micas 

(como son sus pesos moleculares y sus parámetros hidrodinámicos), 

quimicas (subunidades componentes y sus secuencias de 

aminoácidos) y farmacológicas (identificación de subtipos de 

receptores en función de agonistas y antagonistas), de una gran 

cantidad de receptores como los adrenérgicos (9, 10), los 

histaminérgicos (ll) y el receptor a insulina (12), entre otros. 

Con todos estos estudios, actualmente se sabe que: 

A) La cantidad de receptores para un mensajero determinado, por 

célula, es limitada. 

B) El mensajero se une con alta afinidad y selectividad al 

receptor. 

C) La unión entre la hormona y su receptor es 

rápida y reversible. 
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O) El receptor no es un elemento estático ºancladÓ a la membrana 

celular, sino, por el contrario, es un elemento dinámico que 

tiene un papel muy importante en el paso· de · informaci6n, 

contenida en los mensajeros celulares, a través de los sistemas 

de transducci6n existentes. 

E) La interacci6n de una hormona con su receptor induce una 

respuesta fisiol6gica apropiada en la célula blanco, la magnitud 

de la cual está directamente relacionada a la cantidad de hormona 

y de receptores (2). 

4. MBCANISKOB DE ACCIOH HORKO!lllL. 

La regulaci6n de las funciones celulares por mensajeros 

hidrofilicos requiere de mecanismos et icientes para que la 

sefial pueda ser interpretada y reconocida en el interior de la 

célula. 

La caracterizaci6n estructural de los receptores membranales 

ha permitido distinguir cuatro tipos principales de mecanismos de 

acci6n, a los cuales pueden estar acoplados para transmitir la 

sºefial (8, 13). 

I. En el primero, el receptor, al ser activado por la uni6n del 

mensajero (generalmente neurotransmisores), media el paso de 

iones espec1ficos a través de la membrana, ya que son proteínas 

oligoméricas transmembranales, que además de contener los sitios 

de unión para la hormona, por si mismos constituyen un canal 

i6nico. No existen evidencias de que su activación requiera de 

proteinas G y segundos mensajeros (esquema la). 

II. El segundo mecanismo incluye a aquellos receptores que 

presentan actividad de proteína cinasa, con un dominio 

a 
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Mp 

ESQUEMA 1 

Id ~ 

le 

** ~ 
f X 

··QI~f~ 
PG 

Modelos sobre los mecanismos de acción hormonal: la) La unión del 
mensajero regula la actividad de canales iónicos. El receptor, 
por si mismo, contiene el sitio de unión para el agonista y 
es, además un canal i6nico. lb) El receptor al ser activado por 
el agonista presenta actividad de tirosina-cinasa, fosforilando a 
efectores protéicos especificas. le) El mensajero al unirse a su 
receptor, regula la actividad de canales i6nicos a través de una 
proteina G. ld) El mensajero se une a receptores acoplados a un 
sistema de transducción transmembranal que transmite la 
información al interior celular. A, agonista; X, iones 
esprcificos; Mp, membrana plasmática; R, receptor; PG, proteina 
G; tirosina-cinasa; e, canal iónico; EP, efector protéico; ATP, 
adenosin trifosfato; a , {3, i' , subunidades de la PG. 



catalitico situado en la porción intracelular. El hecho de que 

el propio receptor tenga una actividad de cinasa, hace suponer 

que no exista un segundo mensajero, sino que él mismo, al ser 

activado por el mensajero, inicie la propagación de la sefial al 

activar una cascada de fosforilaciones y desfosforilaciones. 

Ejemplo de este tipo de receptores es el de la insulina, ver 

esquema lb (12). 

III. Un tercer mecanismo es el que desencadenan algunos 

neurotransmisores, como la acetil colina, el GÁBA, la serotonina 

y adenosina. Estos mensajeros, al unirse a sus receptores 

especificos, regulan la actividad de canales iónicos a través de 

una proteina G, que actüa como un elemento transductor en el 

mecanismo. En este mecanismo, el receptor y el canal iónico son 

estructuras protéicas distintas, ver esquema le (13, 126). 

IV. La gran mayoria de los mensajeros de tipo hidrofllico, como 

son las hormonas peptldicas, catecolaminas, mediadores, 

químicos locales y algunos neurotransmisores, se unen a 

receptores acoplados a un complejo sistema de sefialización 

transmembranal que transmite la información desde el receptor 

activado, hasta un sistema efector final (esquema ld). 

Asi, en este último mec~nismo, la transmisión del mensaje 

implica la interacción especifica de tres componentes distintos e 

integrales de la membrana: 

A) Un receptor que posee un sitio de unión especifico para un 

ligando extracelular particular. 

B) Una proteina reguladora, conocida como proteina G, localizada 

en la superficie interna de la membrana que se encarga del 

acoplamiento del receptor con la enzima amplificadora, 
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que requiere para. su · funcionamiento nucleótidos de guanina 

(l, 8). 

C) 

celular, 

Una enzima amplificadora, localizada en la 

que cataliza la ~eacción por la cual se 

mensajero intracelular o segundo mensajero. 

membrana 

forma un 

El papel principal de estos segundos mensajeros es el de 

activar a prote1nas cinasas, cuya función es la de fosforilar a 

proteínas especificas del interior de la célula. La modificación 

de una proteína por el enlace covalente con un grupo fosfato, 

tiene un efecto importante sobre sus propiedades cinéticas. 

El mecanismo de acción de este sistema es básicamente el 

siguiente y será tratado con mayor detalle posteriormente. 

La interacción de la molécula mensaje con el receptor induce 

un cambio conformacional en este ültimo, que le permite 

interaccionar directamente con la prote1na G. Esta, a su vez, 

activa a una enzima amplificadora que se encarga de generar un 

segundo mensajero. La generación del segundo mensajero provoca 

que la sef'lal se propague y amplifique rápidamente por toda la 

célula (1). 

4.l SISTEMA DE TRANSDUCCION DE LA ADENILATO CICLABA. 

Hasta ahora se ha visto la forma en que los receptores están 

acoplados a diferentes mecanismos para que la sef'lal hormonal 

pueda ser reconocida e interpretada en el interior celular. 

En el Qltimo mecanismo descrito, después de unirse la 

hormona al receptor de la membrana plasmática, este complejo se 

acopla a un sistema de transducción especifico. 

Dos son los sistemas de transducción mejor estudiados 

10 
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; ·. 

de-la_:"Adenilato:ciclasa" y el de 

los "Fosfoinis1tid.os-caÍ6io". 

· El ~~im.¡f sistema en ser definido fue el de la adenilato 

cicÚ.sa.-,-. gracias ·a -los trabaj_os realizados por sutherland y Rall 

(14), a finales de los ai'los cincuenta, cuando estudiaban la 

acc16n de la adrenalina y el glucagon sobre la transformaci6n del 

gluc6geno en glucosa en células hepáticas. 

La acci6n de estas hormonas, inducia un aumento en la 

actividad de la enzima gluc6geno fosforilasa, encargada de 

promover el rompimiento de gluc6geno en glucosa-l-fosfato. La 

utilizaci6n de f6sforo marcado, les permitió saber que la 

glucógeno fosforilasa se regulaba bajo acci6n hormonal por 

fosforilaciones y desfosforilaciones. Con experimentos de 

fraccionamiento celular demostraron la existencia de una 

sustancia activadora de la enzima gluc6geno fosforilasa, la cual 

se generaba al interaccionar la hormona con su receptor. 

El análisis qu1mico de este compuesto, por Sutherland (15) y 

Lipkin (6), demostr6 que se trataba de un derivado del AMP: la 

adenosina-3-5-monofosfato o AMP ciclico (AMPc). 

Los estudios realizados por estos investigadores 

demostraron, además, que el AMPc era sintetizado a partir de ATP 

por acción de la enzima adenilato ciclasa, localizada en la 

membrana plasmática, y que el aumento en la actividad de la 

enzima se daba cuando la hormona se un1a al receptor. 

El trabajo realizado por sutherland di6 lugar al concepto de 

que el AMPc resultaba ser un segundo mensajero que transmitia las 

señal de una gran variedad de hormonas (o primeros mensajeros) , 

al lado interno de la célula, efectuando una amplia gama de 
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efectos biológicos (2, 6). 

Los estudios actuales demuestran, que el AMPc.· es el 

segundo mensajero de muchas hormonas: prostaglandina El ··.(16), 

interleucina l (17), histamina (18) y el factor de crecimiento 

epidérmico (19), entre otros; además de la adrenalina y del 

glucagon. 

A pesar de estos avances, se desconocia aún cómo la unión 

de una hormona a un receptor especifico ocasionaba la activación 

de la adenilato ciclasa. Se propusieron entonces dos hipótesis 

sobre este mecanismo: 

Un modelo sugería que el complejo hormona-receptor se unia 

directamente a la adenilato ciclasa, y la activaba. 

Sin embargo, existian evidencias para proponer un segundo 

modelo en el gue la unión de la hormona a su receptor apropiado 

causaba la activación de otra molécula de la membrana que era la 

encargada de activar directamente a la enzima. 

Fue el grupo de Rodbell, en 1980 (20) quien demostró la 

existencia de una proteína transmisora que une nucleótidos de 

guanina, denominada proteina G. El complejo hormona-receptor no 

activa directamente a la adenilato-ciclasa, sino que el receptor 

activado estimula a la proteina G, la cual transporta la sei\al 

activadora a la enzima amplificadora, en este caso la adenilato 

ciclasa. 

Actualmente se sabe de la existencia de varias proteinas G, 

todas ellas constituyentes de una gran familia de proteinas 

homólogas, acopladas a diferentes rutas transductoras (21). Todas 

ellas tienen en coman el ser protelnas con una estructura 

heterotrimérica, constituidas por las subunidades o (39 a 52 
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KDa), ;, (35 a 36 KDa) y Y (8 a 10 KpaJ' ca.da una pro?ucto .de un 

gen distinto (22). 

Estas protelnas se distinguen, principalriente, por la 

subunidad c. , la cual contiene el sitio de uni6n para los 

nucle6tidos de guanina y posee actividad de GTPasa. En el estado 

no activo de estas protelnas G, la subunidad tiene unido GDP y 

está asociada al complejo B -"(. Cuando una hormona se une a su 

receptor, hay un intercambio de GDP por GTP en la subunidad a, y 

el complejo se disoci~ y queda libre el a -GTP de 5 -Y. En este 

estado activo, la subunidad alfa de las diferentes proteinas G 

interacciona directamente con la enzima amplificadora (adenilato 

ciclasa) (21). 

Muchos de los estudios realizados sobre éstas proteinas, 

para aclarar sus mecanismos de acci6n, se deben a la utilizaci6n 

de toxinas bacterianas (principalmente la toxina del c6lera y la 

toxina pertusis), gracias al hecho de que éstas ADP ribosilan a 

la subunidad alfa y alteran sus funciones (23, 24). 

Por su parte, la subunidad beta y gama forman un complejo, 

el cual, al parecer, manteniene unida a la proteína G a la 

membrana (25). 

Hasta el momento, los estudios descritos en la presente 

introducción, demuestran que el mecanismo de acción de un gran 

número de mensajeros es activando al sistema de la adenilato 

ciclasa de una manera estimulatoria, incrementando los niveles 

del segundo mensajero AMPc. A la proteína G de este sistema se le 

denomin6 Gs por estimular a la enzima. La toxina del cólera la 

reconoce como su sustrato, y ADP ribosila su subunidad as, lo 

que bloquea su actividad de GTPasa, dejándola permanentemente 
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activa y estimulando 'la producción de AMPc. 
Sin embargo,•, la :~1uci~áción' de' este sistema estaba 

parcialmente resuelto. 

Algunos trabajos, realizados a principios de los ochentas 

indicaban que varias hormonas y neurotransmisores en vez de 

activar a la adenilato ciclasa parecían inhibir su acción 

(20, 26), lo que sugirió la presencia de un elemento distinto en 

el sistema. Este nuevo elemento resultó ser una proteina G cuya 

acción era inhibitoria. La toxina pertusis demostró ser una 

herramienta muy útil para comprobar su existencia y su papel en 

este mecanismo, ya que actúa sobre la subunidad alfa (ai), de la 

prote1na G inhibitoria (Gi), e impide la interrelación de la 

subunidad activa, ai-GTP, con la adenilato ciclasa, y deja a la 

prote1na G activa, pero incapaz de ejercer su acción de inhibir a 

la enzima (24). 

El modelo actual del funcionamiento del sistema de 

transducción de la adenilato ciclasa, con los elementos 

descritos, es el siguiente: 

Para este sistema se han descrito receptores acoplados de 

manera estimulatoria, que incrementan los niveles de AMPc, y 

receptores acoplados de manera inhibitoria, que los disminuyen. 

Ejemplo~ de estos últimos son: el receptor a 2 adrenérgico (27), 

el receptor M2 colinérgico (muscarinico) (28) y el receptor o2 

dopaminérgico (29). 

El receptor, ya sea activador o inhibidor de la ciclasa, en 

un estado de baja afinidad se asocia con una prote1na G (Gs o Gi) 

unida a GOP. Esta asociación permite que el receptor pase a un 

estado de alta afinidad (Ra) para el mensajero, y forme ahora el 
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comple)o .. Ra':'G-GDP,,-<~1 ~~i:Jf.~pue·~:e u,1_r-,...f °'.'c~1on~! i...:on J,.. ft uona f:r 

e1- inomeri_tO-.·-·que é~t:~- úitin18 se •!ne al rece~tor, se produce La 

substitución de GDP. ·por GTP en la subunidad •a de la prote1ria G; 

el receptor:, Pt?r· su parte, se disocia. del complejo, y pasa 

nuevamente a su estado de baja afinidad. La ·subunidad a "GTP (ya 

sea ai o as), queda entonces en su forma libre al disociarse del 

complejo 8-y, y la disociación permite la activación o inhibición 

de ia adenilato ciclasa. 

La hidrólisis de GTP a GOP, gracias a la aétividad de GTPasa 

de la subunidad a, permite la reasociación de la subunidad O-GOP 

al complejo 8-y, que regenera el sistema (esquema 2) (1). 

f,2 SISTEMA DE TRANBDUCCION DE LOS FOSFOINOSITIDOS CALCIO. 

En el año de 1953, Mabel y Lowel Hokin (citado en 31, 127), 

en el Hospital General de Montreal, en Canadá, observaron que la 

administración de acetil colina a las células secretoras del 

páncreas incrementaba la incorporación de fósforo radiactivo a 

fosfatidilinositol (PI), que es uno de los fosfol1pidos 

constituyentes de la membrana celular. Como otros l1pidos de la 

membrana, este fosfoinos1tido contiene una parte hidrofóbica (dos 

cadenas de ácidos grasos unidos a glicerol), ligada a otra 

hidrof1lica, el inositol. El a u mento en la incorporación de 

fósforo 32 observado por los Hokin era un proceso secundario, 

consecuencia de la posterior reslntesis del PI (30, 31). Con 

estos estudios se encontró que una señal externa estimulaba el 

ciclo de recambio del 11pido. Los Hokin propusieron que este 

recambio, provocado por la acetil colina, guardaba relación con 

el mecanismo de exocitosis por el que las células del páncreas 
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b H GDP 

a-Gs-GDP _LHl!a-Gs - GDP r1--HRa-6s-6TP 

s-GDP GTP ¡ 
'-\ P,r, •-,-GTP • R • H 

-,-GD.t..__ ¡; 7 
~'\-GTP 

~ 
ATP AMPc + PPi 

ESQUEMA 2. 

Modelo cinético para la estimulaci6n de la adenilato ciclasa: Rb, 
receptor en estado de baja afinidad; Ra, receptor en estado de 
alta afinidad; Gs, proteína acopladora activatoria; a , B , y , 
subuninades de la proteína Gs; H, hormona; GTP, trifosfato de 
guanina; GDP, difosfato de guanina; AC, Adenilato Ciclasa. Tomado 
de Garcla- Sáinz, J.A. (ref. l). 



liberan enzimas digestivas. 

Los es"tudios posteriores han permiti.do "conocer" que el 
' -- .· 

recambio de fosfoínositidos desempel\a un papel Illlp"ortante en la 

transmisión de l"~ i;¡formación contenida" "<;n "muchos mensajeros 

qu1mícos, como ciertas hormonas (epinefrina" ""(32, 33), vasopresina 

{34), serotonina (35), angiotensina (34, 36), etc), mediadores 

qu1micos locales (como la histamina (37, 38)) y neurotransmisores 

(como la acetil colina (39) ). 

Los fosfoinositidos se presentan en la membrana plasmática 

en tres formas, las cuales son interconvertibles, gracias a la 

acción de cinasas y fosfomonoesterasas, que los mantienen en un 

equilibrio dinámico. Estas formas son: el fosfatidilinositol 

(PI), el fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP) y el 

fosfatidilinositol-4,S-bifosfato (PIP2 ), ver esquema 3. 

En 1975, Michell (40), encontró que existia una relación 

entre la activación del recambio de fosfoinositidos y la 

concentración de calcio citosólico, insinuándose la participación 

de este fenómeno en la transmisión de la señal de muchos 

mensajeros, ya que el papel del calcio como segundo mensajero se 

empezaba a evidenciar en di versos sistemas celulares. Además 

propuso que uno de los tres lipidos de inositol, el PIP2 , parecía 

hidrolizarse en relación al mecanismo de movilización de 

calcio. 

Con el antecedente del trabajo de Dawson realizado en el año 

de 1964, sobre la producción de IP3 ( inosi tol trifosfato) a 

partir de la hidrólisis de PIP2 , y el de Michell en 197 5, 

Berridge y colaboradores, en 1984, demostraron el papel del IP3 

como el segundo mensajero responsable de la movilización del 
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ESQUEMA 3. 

Recambio de fosfoinos1tidos y formación ·de lOS segundos 

;~~s~~~~~~i~~1i~o~1~~~~g 1i1cPe,ro;~sfatidilinosi tol~4;,.fos~a~~; ~IP2, =

¡~~: f tt;ld~~~~~:i:~ol.-4, 5-bifosfato; Dg, diacilqlicerC?l; · IP3 , 



calcio y del desencadenamiento de la respu~~t~·celular en 

glándulas salivales de mosca (41). 

Los estudios posteriores han demostrado que el IP 3 

constituye uno de los segundos mensajeros, junto con.el calcio y 

el diacilglicerol, también producto de la hidrólisis ·del·PIP2 , de 

otro de los sistemas implicados en la transducción de señales 

.qu1micas extracelulares, ampliamente difundido entre los seres 

vivos: el "Sistema de los Fosfoinos1tidos-Calcio" (esquema 3 y 

4). 

Este mecanismo interviene en una gran cantidad de respuestas 

en diversos sistemas celulares: glucogenólisis en células 

hepáticas, secreción de histamina, serotonina y heparina en 

mastoci tos, liberación de serotonina por plaquetas sangu1neas y 

contracción del músculo liso, entre otros. 

El sistema de transducción de los fosfoinos1tidos-calcio 

está constituido por tres componentes, localizados en la 

membrana plasmática: 

A) Un receptor que detecta una señal qu1mica externa. 

B) Una prote1na G, que sirve de acopladora entre el receptor y 

una proteina efectora. 

C) La enzima fosfolipasa e, que se encarga de hidrolizar al PIP2 

y generar, como consecuencia de ello, los dos segundos mensajeros 

del sistema: el IP3 y el diacilglicerol (42) (Esquema 4). 

Los receptores que se acoplan a este sistema de transducción 

(como los ªl adrenérgicos, el receptor AT1 a angiotensina y el de 

vasopresina), son miembros de una familia de glucoproteinas 

integrales de membrana que contienen siete dominios hidrofóbicos 

transmembranales, con seis asas conectoras, tres que miran hacia 
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ESQUEMA 4. 

Modelo del sistema de transducción de los fosfoinos1tidos-calcio: 
H, hormona; R, receptor; Gp, proteina G acopladora; FLC, 
fosfolipasa C; PIP2 , fosf atidilinosi tol-4, 5-bifos fato; IP3 , 
inositol l,4,5 trifosfato; DG, diacilglicerol; PKC, prote1na 
cinasa c. Tomado de Garc1a- sáinz, J. A. (ref. 44). 



el espaci.o , extra celular ~·tres hacia el espacio intracelular. Los 

dominios intramembranales definen los ·requerimientos 

estereoqulmicos para la unión de los agonistas y los 

antagonistas, mientras que las asas intracelulares determinan su 

interacción con proteínas G especificas (43, 44). 

El papel de la proteína G en este sistema es, al parecer, el 

mismo que realiza en el de la adenilato-ciclasa. Esta proteína G, 

denominada Gp, se propuso inicialmente como elemento de 

importancia en el acoplamiento del receptor a la proteína 

efectora, por evidencias indirectas de su existencia. Entre éstas 

se encuentra el incremento en la actividad de la fosfolipasa e, 

con la adición de análogos no hidrolizables de GTP; la inhibición 

de la actividad de GTPasa de la subunidad a , por acción de AlF3 

(que se mantiene en su forma activa), y por la sensibilidad que 

presenta a la toxina pertusis en algunos sistemas celulares, ésto 

ültimo sugiere la existencia de por lo menos dos proteínas Gp 

que activan a la fosfolipasa e: una sensible a toxina pertusis y 

otra insensible (45 a 48). 

Recientemente varios grupos de investigadores, se han 

dedicado a la tarea de identificar y purificar a esta o estas 

proteínas G. Exton y colaboradores (49-51), han identificado 

dos prote!nas G insensibles a la toxina pertusis, con pesos de 42 

y 43 KDa, que activan a una de las isoenzimas de la fosfolipasa e 

(la isoenzima 81). Sin embargo, aün se desconocen muchas de las 

propiedades de estas proteínas G, y queda por esclarecerse el 

papel que desempeñan las que parecen acoplarse al sistema; la 

probable existencia de una proteína Gpi que se acopla 

inhibitoriamente y su mecanismo de acción. 
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El tercer elemento de este sistema transduccional es la 

enzima fosfolipasa e (PLC), encargada de generar los segundos 

mensajeros a partir del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato. Hasta 

la fecha han sido identificadas cuatro formas de esta enzima, de 

pesos moleculares distintos (PLCª: 65KDa; PLcS: l50KDa; PLcY: 

l45KOa; y PLC o: 85KOa), al parecer productos de genes 

diferentes (52). 

Aunque todavla no se conoce el papel exacto de estas 

protelnas y el porqué de su diversidad, los estudios recientes 

han propuesto que cada 

protelnas G (49, 50, 52). 

forma sea activada por distintas 

Las cuatro isoenzimas hidrolizan al PIP2 y generan dos 

segundos mensajeros: el IP3 y el diacilglicerol. El IP3 moviliza 

calcio del retículo endoplásmico, interactuando con un receptor 

especifico que se encuentra acoplado o forma parte de un canal 

que libera calcio, mecanismo de acción que a(!n no se ha 

definido (42, 44). 

La importancia de este ión como mediador del metabolismo 

celular, en respuesta a procesos de señalización, es tal, que 

habitualmente la concentración de calcio libre es varios ordenes 

de magnitud menor en el citoplasma que la concentración en el 

medio extracelular. El mantenimiento de estas diferencias de 

concentración depende de dos caracterlsticas de la membrana 

plasmática: su baja permeabilidad al calcio y la presencia de 

sistemas de transporte para su expulsión. 

Cuando es activada la ruta de transducción de los 

fosfoinositidos, parte de la señal actúa directamente sobre la 

concentración de calcio citoplásmica, que aumenta en forma 
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en la membrana plasm&tÍ.d~ o ~n J~á ~~mb,:a~a·i.~tti>~éiular . 
. , ·- ·, ... · .. : . .." 

El calcfo liberado~ a.ctG.a como un ¡icti.vado:: de protefoas de 
.·· ' ,', 

forma directa o indirecta (a~ través de proteínas cinasas 

dependientes de calcio), y de esta manera se propaga 

intracelularmente parte de la señal del mensajero químico (53). 

Por su parte, el diacilglicerol, cuya naturaleza hidrofóbica 

le impide abandonar la membrana plasm&tica, tiene una aparición 

transitoria y su degradación es r&pida. El principal papel de 

este segundo mensajero es activar a la proteína cinasa e (PKC), 

enzima descubierta en 1977 por Nishizuka y colaboradores (54). 

Hasta el momento se han identificado siete subespecies de 

PKC, con un peso aproximado de 77 KDa, que muestran un diferente 

patrón de distribución y expresión, que sugiere puedan tener 

distintas funciones (44, 54). 

Entre las varias funciones asignadas a la proteína cinasa e 

se incluyen: la secreción y exocitosis, la modulación de la 

conductancia iónica, la regulación de la interacción del receptor 

con componentes del aparato de transducción de sefiales, la 

contracción del mG.sculo liso, la expresión genética y la 

proliferación celular (55). 

Para su activación, esta enzima requiere de calcio y 

fosfatidilserina. Cuando se encuentra inactiva se localiza 

principalmente en el citoplasma, mientras que la forma activa se 

transloca a la membrana plasmática mediante un sistema 

dependiente de calcio (56 a 59). 

Uno de los aspectos de mayor interés del estudio de la PKC, 

en la G.ltima década, ha sido su capacidad de modular la función 
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de elementos participantes en los sistemas de transducción 

existentes, como receptores, proteínas G, y efectores membranales 

(adenilato ciclasa, fosfolipasa e y algunos canales iónicos), 

en los que inhibe o potencia su actividad. 

Gran parte de los avances en esta Area han sido gracias a la 

utilización de los ésteres de forbol, potentes promotores 

tumorales derivados de alcoholes policlclicos, que activan a 

la PKC. El forbol-12-miristato-lJ-acetato (TPA), es uno de los 

ésteres de forbol mAs activos y utilizados para estudiar las 

funciones de la PKC. 

Entre los efectos del TPA se encuentran la inhibición de la 

respuesta a 1 adrenérgica (glucogenólisis, gluconeogénesis y la 

ureogénesis) en células hepAticas de rata, al parecer por la 

fosforilación del receptor, que provoca un cambio en su estado 

de afinidad por el agonista; este es un ejemplo claro de 

regulación por retroalimentación negativa (60, 61). 

Por otra parte, se ha observado que en algunos sistemas 

los ésteres de forbol incrementan la acumulación de AMPc, 

inducido por hormonas y neurotransmisores que promueven la acción 

8 adrenérgica, ésto por fosforilación de la subunidad catal1tica 

de la adenilato ciclasa que incrementa su actividad (44, 62, 63), 

En contraste, en algunas células, estos ésteres promueven la 

desensibilización de la adenilato ciclasa, lo que disminuye su 

actividad (64). 

En estudios recientes con TPA se ha observado que la PKC 

bloquea la inhibición hormonal de la adenilato 

ciclasa, al fosforilar a la protelna Gi, lo que disminuye 

marcadamente su actividad de GTPasa (65-67). 
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Como se vió, la activación de la proteína cinasa e puede 

regular al sistema de la adenilato ciclasa, por acción directa 

sobre los componentes de este sistema transduccional, provocando, 

en consecuencia, un aumento o disminución en los niveles de AMPc. 

Recientemente se ha propuesto la participación de las 

diferentes isoformas de la P!:<C para explicar su acción opuesta 

observada en los distintos modelos celulares (68). 

Todos estos resultados han empezado a dilucidar la 

complejidad de la regulación del metabolismo celular por acción 

hormonal, que consiste no ünicamente de la activación de una ruta 

transduccional especifica por un mensajero químico, si no de la 

interacción de todo un sistema comunicador complejo, altamente 

especializado, que coordina con toda precisión la actividad 

celular en respuesta a las seftales externas. 

4,3 ACCIOK DI AGIDl'l'IS ADRllllllGICOS, 

En el afio de 1895, Oliver y Shafer, al trabajar con 

extractos de médula adrenal de mamífero, identificaron a la 

adrenalina (epinefrina), como el compuesto responsable de la 

vasoconstricción y la elevación de la presión sangu1nea al 

inyectarlo en la circulación. Posteriormente Stolz y Oakin 

determinaron su composición qu1mica, logrAndola sintetizar (69). 

Han transcurrido cerca de 100 ai'los, a partir de su 

descubrimiento y se han realizado muchos trabajos para 

determinar con detalle sus efectos y los mecanismos de acción 

sobre los diferentes sistemas celulares 

acción. 

en los que ejerce su 

La epinefrina, junto con la norepinefrina y la dopamina, 
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constituyen al grupo de las catecolaminas, agentes con una amplia 

variedad de efectos sobre diferentes tejidos. 

Estos tres compuestos se sintetizan a partir de un 

aminoácido precursor: la tirosina, siguiendo una serie de pasos 

enzimáticos, que culminan con la epinefrina (70) (esquema 5). 

La epinefrina se sintetizada y se almacena en la médula 

adrenal y se liberada al torrente sanguineo, por el que llega a 

diferentes tejidos, donde actóa como un mensajero de tipo 

hormonal. Ejerce funciones importantes en mam°iferos, donde ha 

sido objeto de numerosos estudios. Entre sus efectos principales 

se encuentra el aumento de la presión sanguínea y la regulación 

de la frecuencia cardiaca; el aumento de la glucogenólisis en el 

hlgado; la regulación de la contracción del mósculo liso, y el 

control de la secreción hormonal de las glándulas endócrinas y 

ex6crinas, entre otras muchas funciones. Además la epinefrina 

también actóa como un neurotransmisor en ciertas regiones del 

sistema nervioso central (69). 

Por su parte, la norepinefrina ejerce sus acciones como 

un neurotransmisor periférico; se sintetiza y se almacena en las 

terminaciones nerviosas de neuronas del sistema nervioso 

simpático y se libera en tejidos inervados, en donde ejerce sus 

efectos fisiológicos localmente. Como hormona, se libera por la 

glándula suprarrenal y estimula la contracción del corazón, 

dilata los bronquios y eleva la fuerza contráctil de los 

mósculos (69). 

Por \ll timo, la dopamina actúa como un neurotransmisor del 

sistema nervioso central. Es el precursor inmediato de la 

norepinefrina y la epinefrina y tiene efectos sobre la regulación 
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ESQUEMA 6, 

Modelo estructural de algunos de los receptores adrenérgicos. 
A) Receptor B 2 adrenérgico de humano. Tomado de la referencia 
77. 
B) Receptor a la adrenérgico de corteza cerebral de rata. Los 
circules s6liaos indican los aminoácidos idénticos en la 
posición correspondiente en el receptor ªlb 
adrenérgico de rata. Tomado de la referencia 10. 
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cadiovascuiar,( 69,Í. 

Las catecolaminas, dado su carácter hidrofllico, se unen a 

protelrias,receptoras'especlficas, situadas en la superficie 

celular para poder ejercer ""sus efectos. 

A continuación se hará una breve revisión de las 

caracterlsticas de los receptores adrenérgicos, en especial sobre 

los ~1 , acoplados estimulatoriamente al sistema transduccional de 

los fosfoinosltidos-calcio. 

El estudio de los receptores adrenérgicos se inicia en el 

afio de 1948, cuando R.P. Alquist, estudiando la acción de la 

epinefrina y compuestos relacionados estructuralmente con ella, 

propuso la existencia de dos subtipos de receptores, basados en 

el orden de potencia observado y en el efecto producido en 

diferentes tejidos: los adrenérgicos, que median en general 

fenómenos estimulatorios, y los ~ adrenérgicos asociados a 

procesos inhibitorios (71). 

El interés desarrollado en esta área del conocimiento, por 

los descubrimientos anteriores, llevaron al grupo de Lands, en 

1967, a proponer la existencia de dos subtipos de receptores 

s adrenérgicos, en función de las distintas acciones fisiológicas 

observadas y de su especificidad farmacológica: los B 1 

adrenérgicos, localizados predominantemente en el tejido 

cardiaco, con la misma sensibilidad a epinefrina que a 

norepinefrina, y los S2 adrenérgicos, ampliamente distribuidos en 

el músculo liso, que presentan mayor sensibilidad a la 

epinefrina que a la norepinefrina (71), ver Tabla l. 

El desarrollo de agentes farmacológicos y de técnicas 

bioqulmicas permitió demostrar, en ese mismo año, que la 
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respuesta S adrenérgica se encontraba asociada eón ia activaci6n 

de la enzima adenilato ciclasa (72)·. 

El avance de esta Area durante los Ültimos veinte años, ha 

sido tal que se ha logrado la purificaci6n de los receptores 

S adrenérgicos (73, 74). Gracias a ésto fue posible la 

comprensi6n con detalle de la estructura molecular de estas 

prote1nas, mediante la utilizaci6n de tecnolog1a del ADN 

recombinante y de clonaci6n. 

Estos estudios demostraron que ambas proteínas se encuentran 

constituidas por aproximadamente 450 residuos de aminoAcidos. El 

anAlisis de la hidrofobicidad de la secuencia primaria de estas 

prote1nas, demostr6 que contienen siete dominios hidrof6bicos 

transmembranales, conectados entre s1 por tres asas 

extracelulares y tres intracelulares. Las regiones amino y 

carboxilo terminales se localizan en el espacio extracelular e 

intracelular, respectivamente (43, 73, 74) (Esquema 6). 

Los estudios realizados con agonistas y antagonistas, 

marcados radiactivamente, han mostrado la probable intervenci6n 

de los primeros dominios intracelulares para la uni6n del 

agonista, y del séptimo para la uni6n de los antagonistas 

(22, 43, 75). Por su parte, estudios recientes demuestran que 

la tercera asa intracelular, es el dominio que interactOa con la 

prote1na G (76, 77). 

Con estudios de clonación se han revelado grandes 

similitudes en la estructura primaria de distintos receptores 

(como los a. y 8 adrenérgicos, el muscarlnico, el de serotonina, 

el de dopamina y la rodopsina) • Estos receptores tienen como 

caracter1stica el interactuar con prote1nas G, para activar o 
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inhibir a una prote1na efectora. En especia:i estas' similitudes se 

refieren a · la presencia de dominios Í.n~ra~embrana les, que 

permite proponer la existencia de· una super·~~mil'.i.a 'cie proteinas 

receptoras, cuya estructura ·Y mecanismos''d.e·>'acdi6n han variado 

muy poco a lo largo del proceso evolutivo· (l27j. 

Los receptores adrenérgicos se· acoplan de manera 

estimulatoria a la enzima adenilato. ciclasa, a través de una 

prote1na G, denominada Gs. El mecanismo de acci6n de este sistema 

transduccional fue tratado con detalle con anterioridad (tabla 

2). 

De modo similar, los receptores ci adrenérgicos fueron 

divididos en dos subtipos en funci6n de consideraciones de 

localizaci6n anat6mica, funcionales y farmacol6gicas: 

- Losa1 Adrenérgicos, inicialmente localizados en sitios 

postsinápticos, donde median respuestas excitatorias (78, 79); y, 

- Los a2 Adrenérgicos, que por su parte fueron situados en 

zonas presinápticas, mediando efectos inhibitorios (78, 79). 

En un principio, la divisi6n de los receptores alfa 

adrenérgicos, por Langer (78), consideraba la participaci6n de 

ambos receptores (a 1 y a 2 J en la inhibici6n de la enzima 

adenilato ciclasa. 

Con los trabajos de Garc1a-Sáinz y Fain, en 1980 (32) / se 

demostr6 la utilizaci6n, por estos subtipos, de diferentes 

mecanismos de transducción de señales: los a 1 , participando en 

los efectos metab6licos de las catecolaminas que provocan un 

recambio de fosfoinos1tidos y la movilizaci6n de calcio 

intracelular, y los a 2 que fueron asociados con la inhibición de 

la adenilato ciclasa, a través de mecanismos independientes de 
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calcio (32), ver tabla 2. 

La importancia de este hallazgo se refleja en la gran 

cantidad de estudios realizados durante la ultima década, sobre 

la caracterización farmacológica, molecular y funcional de ambos 

tipos de receptores alfa adrenérgicos; como consecuencia de ellos 

resultaron una serie de evidencias que proponen la existencia de 

subtipos de receptores a 1 (9, 10, 80 a 84) y a 2 adrenérgicos (85, 

86). 

Para el receptor ~l adrenérgico se ha propuesto la existencia 

de dos subtipos de receptores: los ªla y los a lb (9, 80 a 82). 

Ambos subtipos han sido clonados y expresados 

estructura primaria (10, $3) (Esquema 6). 

obteniéndose su 

El grupo de Lefkowitz, recientemente, clonó y expresó un 

nuevo subtipo de receptar a 1 , denominado ªic• de cerebro de 

bovino (84). Sin embargo, aün se desconocen sus propiedades 

funcionales. 

se ha informado que los subtipos ªia y ªlb' utilizan 

distintos mecanismos moleculares para transmitir la señal. 

Un subtipo, el ªlb' estimula la formación de fosfatos de 

inositol como evento inicial, movilizando calcio de depósitos 

intracelulares, independientemente del calcio externa (87 a 90). 

El otro subtipo (a1a>• activa canales de calcio sensibles 

a dihidropiridinas, presentes en la membrana citoplasmática, y 

provoca el influjo de calcio extracelular, como fenómeno inicial, 

/ y la formación de fosfatos de inositol coma proceso secundario 

(87 a 90). 

La proposición de ambos fenómenos ha sido el resultado de la 

utilización de diferentes antagonistas y agonistas selectivos 
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para cada uno de los subtipos: 5-metil urapidil. ( 5-MU) 
:',-:' :-: 

WB4101 (SO), 

(81). 

dos y la cloroetilclonidiriá . (CEC) · (B.o.! · ¡¡2);. : .. les 

primeros son antagonistas sel¡;ctivcs,pa~":~r;~\.l~~i~~ _cifa y 

el segundo para el ci lb. En cuanto· a Íos · ~gcnis't~·s u:LH~ildos con 

más frecuencia, la metoxamina, un agoni_sta a1~)-,'~d;ené~9i~~, ~há 
resultado de gran utilidad (SS). 

4.4 ACCION DE AGENTES BISTAHINERGICOB. 

La histamina es una hormona local, derivada del aminoácido 

histidina; es sintetizada y secretada principalmente por las 

células cebadas. Estas células gue se encuentran en el tejido 

conjuntivo de todo el cuerpo, almacenan la histamina en grandes 

ves1culas secretoras y la liberan rápidamente por 

exocitosis cuando son estimuladas por una lesión, una infección 

local o ciertas reacciones inmunológicas. La histamina hace que 

les vasos sangu1neos se dilaten y se vuelvan permeables, lo que 

permite el acceso de prcte1nas séricas y glóbulos blancos a los 

lugares de la lesión. Además, la histamina participa en la 

regulación de la secreción ácida gástrica, y en la contracción 

del músculo liso (intestino y tracto respiratorio) , entre otros 

efectos (4, 91). 

Recientemente, se ha propuesto su participación como 

neurotransmisor del sistema nervioso central, donde ejerce sus 

acciones sobre la regulación de la temperatura corpcra l y la 

dinámica vascular (91, 92). 

La acción de la histamina se inicia por su interacción con 

receptores espec1ficos, localizados sobre la superficie externa 

de la membrana plasmática; al utilizar ligandos selectivos 
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(agonistas y antagonistas) 1 se han diferenciado tres tipos de 

receptores histaminérgicos, denominados: H1 , H2 y H3 (11, 91). 

Cada. uno de estos receptores media efectos espec1f icos de la 

histamina, a través de sistemas transduccionales determinados 

(tabla 2). 

a) El receptor H1 se encuentra acoplado al recambio de 

fosfoinos1tidos y la sef\al de calcio, siguiendo el modelo ya 

descrito (37,92,93). La activación de este receptor provoca la 

broncoconstricción, la contracción intestinal, el incremento en 

la permeabilidad capilar, la dilatación de pequef\os vasos 

sanguineos y las reacciones alérgicas, entre otros muchos 

efectos. Estas acciones son bloqueadas por antagonistas H1 

selectivos como la pirilamina (una etilenediamina) y la 

clorfeniramina (una alkilamina) (91), los cuales actóan como 

inhibidores competitivos reversibles de la acción de histamina. 

Por otra parte el 2-(2-aminoetil)-tiazol (un análogo de 

histamina), es un potente agonista H1 , muy utilizado en estudios 

de tipo farmacológico (11, 37, 124). 

b) En contraste, el receptor H2 se asocia al sistema de la 

adenilato ciclasa estimulatoriamente (92). Entre los efectos 

mediados por este receptor se encuentran el incremento en la 

fuerza de contracción cardiaca, la dilatación capilar y la 

secreción ácida gástrica. Los antagonistas H2 como la cimetidina 

y la ranitidina, además de ser usados clínicamente contra úlceras 

pépticas (91), se utilizan como patentes agentes antagónicos en 

estudios de tipo farmacológicos (11, 37, 124). En cuanto a las 

agonistas H2 , la impromidina y el dimaprit, dos análogas de 

histamina, son utilizados frecuentemente en estudios 
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farmacológicos (11, 91, 124). 

c). Por 1ll timo, el receptor H3 , localizado principalmente en 

el sistema nervioso, en zonas presinápticas, parece intervenir en 

la liberación de otros neurotransmisores (92). El mecanismo de 

transducción del receptor H3 a1ln se desconoce. Sin embargo, 

recientemente, se ha propuesto un acoplamiento inhibitorio a la 

adenilato ciclasa (94). 

4.5 ACCION DB A!IGIOTBNSINA II. 

La angiotensina II es un octapéptido que se forma por la 

separación de dos aminoácidos del decapéptido angiotensina I, el 

cual, a su vez, es un fragmento separado del angiotensinógeno 

(una a 2 globulina), por la renina, ésta 1lltima elaborada por las 

células yuxtaglomerulares del riflón (esquema 7). Este complejo 

hormonal y enzimático participa en el sistema renina-angiotensina 

que se encarga de la regulación de la homeostasis cardiovascular 

y del balance normal de sodio en el organismo. 

La hormona activa de este sistema es la angiotensina II, 

cuyas acciones se realizan a través de receptores especificas 

localizados en varios órganos y tejidos (corteza cerebral, riflón, 

sistema cardiovascular, h1gado y órganos reproductivos) (95). 

Algunos de los efectos fisiológicos de la angiotensina son: 

un potente efecto vasoconstrictor, de acción muy breve; 

estimulación de la liberación de aldosterona, que promueve la 

absorción de sodio y agua en el riflón; inhibición directa de la 

secreción de renina por las células granulares y estimulación de 

la secreción de angiotensinógeno (96). 

En el h1gado de rata, la angiotensina, estimula una 
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Sistema renina-angiotensina: ECA, enzima convertidora de 
angiotensina (tomado de 95). 



variedad de procesos metabólicos, que incluyen .• l.a aé:ti vación ·éie 

la glucogenólisis (36, 97), la ureogénesis (34) .Y la 

gluconeogénesis (101, 130), a través del subtipo de receptor AT1 

que se acopla al sistema de los fosfoinositidos-calcio (34, 36, 

98); es necesario para la activación de estas rutas la 

presencia de calcio extracelular (99). 

Por su parte, hay una serie de evidencias que proponen la 

existencia de otro subtipo de receptor, denominado AT2 , el cual 

parece estar acoplado a la reducción de los niveles de GMPc por 

un mecanismo desconocido (100). 

La caracterización farmacológica de estos dos receptores ha 

sido posible gracias al desarrollo de una gran cantidad de 

agentes antagónicos de tipo no peptidico (95). Entre éstos, el DUP 

753 y el PO 123177 se caracterizan por ser potentes inhibidores 

competitivos de la acción de angiotensina II (36, 95, 100). 

El DUP 753, un antagonista AT1 , y el PO 123177, un 

antagonista AT2 , demuestran potentes efectos antihipertensivos 

(95). 

5. REGULACION HORMONAL DEL METABOLISMO BEPATICO:GLUCOGENOLISIS. 

El higado es uno de los órganos de mayor interés por la 

amplia variedad de funciones que desempena en el organismo. Entre 

éstas se encuentran: la regulación del metabolismo de 

carbohidratos, 11pidos y aminoácidos, asi como la 

biotransformación de drogas. 

De ésta y otras muchas funciones, tal vez una de las más 

importantes y estudiadas es la que se refiere al metabolismo de 

la glucosa, principalmente en mam1feros. 
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El higado mantiene los nivel~s estable~ de ,est.~ azQcar, en el 

torrente ~anquineo,· graci.as :a .-~-~:.,.:~¡·~-~~h~-1~<~~- .-~-Js ··:nieccinismOs 

enzimUicos complejos: la glu~ogeÍl61J.~'{s,~;2i~-. gluC:oneogénesis. 

Ambas vias han sido objeto de un 'gra~ -:;{Ónierci-, de".'trabajos que 

tratan de comprender como se regulan· por '_acci6n hormonal 

(4, 36, 60, 88, 101). 

Entre las hormonas implicadas se encuentran: la epinefrina, 

secretada por la médula adrenal, y el glucagon y la insulina 

secretados por el páncreas. Aunque estas -hormonas tienen 

numerosos efectos metab6licos sobre el higado, s6lo se analizarán 

brevemente los que se hallan relacionados en la regulaci6n del 

metabolismo de la glucosa. 

Existen dos direcciones importantes para utilizar la 

glucosa: diversos 6rganos y tejidos, como son el cerebro, 

corazón, müsculo esquelético, etc, pueden oxidarla para la 

producci6n de energia, o puede ser polimerizada como gluc6geno o 

convertirse en grasa para su almacenamiento. La epinefrina que es 

secretada en respuesta a estados de alerta o "stress", y el 

glucagon que es liberado cuando disminuyen los niveles de 

azQcar, estimulan la degradaci6n de gluc6geno a glucosa 

(glucogen6lisis), principalmente en el mQsculo y en las células 

hepáticas. Por el contrario la insulina, que es secretada en 

respuesta a los altos niveles de azúcar en la sangre, estimula la 

polimerizaci6n de la glucosa a glucógeno en el higado 

( gl uconeogénesis) ( 4, 102) . 

Las enzimas encargadas en la degradaci6n y sintesis de 

gluc6geno, son la gluc6geno fosforilasa (o fosforilasa) y la 

gluc6geno sintetasa, respectivamente. 
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La epinefrina y el glucagon .provocan.una marcada activaci6n. 

de la fosforilasa y una inhibici6n de la .gluc6geno sintetasa, 

que promueve la degradaci6n del gluc6geno. La insulina; 'por 'el 

contrario, estimula la incorporaci6n de la glucosa y activa a la 

gluc6geno sintetasa dando lugar a la formaci6n de·gluc6geno. 

(102). 

A continuación se revisarán dos de los mecanismos hormonales 

que llevan a la activaci6n de la glucogen6lisis. En células 

hepáticas, la secuencia de cada uno de éstos es la siguiente: 

a) Algunas hormonas como la epinefrina (a través de la 

respuesta e adrenérgica) y el glucagon, se unen a receptores 

localizados en la membrana plasmática y activan, 

una proteina Gs, a la adenilato ciclasa. 

por medio de 

b) La adenilato ciclasa, en la membrana plasmática, cataliza la 

formaci6n de AMPc a partir de ATP. 

c) El incremento en las niveles de AMPc activa a una proteina 

cinasa. Esta cinasa es inactiva en ausencia de AMPc. La uni6n 

alastérica de este nucle6tido estimula a esta prateina. 

d) Dicha prate1na fasfarila a das enzimas: la fasforilasa 

cinasa y la gluc6geno sintetasa. La fasforilaci6n de ambas 

prote1nas es la base de la regulaci6n coordinada de la s1ntesis y 

degradaci6n del gluc6gena. La fasforilaci6n par la prate1na 

cinasa dependiente de AMPc activa a la fasfarilasa 

(indirectamente par activaci6n de la fasfarilasa cinasa), y 

simultáneamente inhibe a la gluc6geno sintetasa (directamente). 

Además, la gluc6geno sintetasa también es fosforilada por la 

fosforilasa cinasa, lo que asegura de este modo que no exista 

s1ntesis de gluc6geno cuando se está degradando (lOJ a 105) 
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Dos v1as de estimulaci6n hormonal de la glucogen6lisis: I.- V!a 
de los fosfoir;oitidos-calcio: H1 , receptor a histanina; AT 1 , 
receptor a angiotensina; ::i 1 receptor alfa 1 adrenérgico; Gp, 
pro~e!n~ G acopl3dora; FLC, fcsfolipasa C; P!P~, 
fosfatitilir.o5itol 4,5 bífosfato; IP 3 , inositol 1,4,5 trifosfatO; 
Dg, (Ji;icilqlicerol. II.- V!a de ·1a a1enilato ciclasa: e2 , 
receptor beta 2 adrenérgicc; Gs, protuina G acopladoia 
est.it:lulatoria; AC, Adenilato Ci-:::lasa; hMPc, adenosin monofosfato 
ciclico; R, subunidad regulad::ra de la PC; C, subunidad 
catal1tica de la PC; PC, proteI~a cínasa >.M.Pc dependiente. 



(esquema S). 

El otro mecanismo es el siguiente: 

a) Es activado por hormonas como la epinefrina (a través de la 

acción a 1 adrenérgica), la angiotensina .¡¡·.(por ·receptores AT1 ) , y 

la vasopresina. Estos mensajeros se unen a receptores membranales 

y a través de una proteina G, activan a la fosfolipasa e 

(36, 88, 97). 

b) La fosfolipasa C cataliza la formación de IP 3 y 

diacilglicerol a partir de la hidrólisis del PIP2 • 

c) El IP3 libera calcio de reservorios intracelulares, 

que incrementa su concentración en el citosol {de 0.1 a 1 M). El 

calcio asl liberado se une a una de las subunidades de la 

!osforilasa cinasa, que corresponde a la calmodulina, proteina de 

17 !(Da, que sirve como un elemento regulador permanente de la 

enzima. La unión de calcio induce un cambio conformacional que 

provoca la activación de la fosforilasa cinasa (106). 

d) Una vez mAs esta enzima se encarga de fosforilar a la 

fosforilasa, desencadenAndose los pasos ya mencionados que llevan 

a la degradación de glucógeno (104, 105) (esquema 8). 

La fosforilasa es un di mero de 97 KDa, que existe en dos 

formas interconvertibles: una inactiva {forma b) y otra activa 

(forma a). La fosforilasa hes convertida a fosforilasa ª'por la 

fosforilación de un residuo de serina en cada subunidad, función 

realizada por la fosforilasa cinasa (105). 

La fosforilasa cataliza reversiblemente la fosforólisis del 

enlace glucosidico terminal a(l---:) en el extremo no reductor de 

una cadena lateral del glucógeno, provocando la escisión de la 

glucosa terminal en forma de glucosa-1-fosfato, la cual es 
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transformada' enz.imaticamente en glucosa. Esta se libera al 

torrente sangulneo y llega as1 a los tejidos que la requieren. 
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II AJl'l'ECENDEN'l'E8, 

Una de las principales lineas de investigación en el 

laboratorio a cargo del OR. JesCls Adolfo Garc1a-Sáinz, es el 

estudio de la respuesta. adrenérgica en diferentes tipos 

celulares. Este trabajo ha abarcado desde el reconocimiento de 

los receptores implicados en dicha respuesta (farmacológico y 

funcional), los sistemas de transducción acoplados a ellos, hasta 

el estudio de la propagación intracelular de la sefial que lleva a 

la activación o inhibición de algunas rutas metabólicas. 

Una de éstas, la glucogenólisis, resulta ser un modelo 

adecuado para estudiar la acción de estos agentes. La ventaja que 

presenta es que puede ser activada por cualquiera de los dos 

mecanismos de acción hormonal descritos: el de la adenilato 

ciclasa y el de los fosfoinositidos-calcio (36, 60, 88, 97). Asi 

se han podido identificar un gran nClmero de tipos y subtipos de 

receptores que activan esta via por cualquiera de los dos 

mecanismos, para ello se han utilizado agonistas y antagonistas 

selectivos. 

Es bien conocido que los agentes a 1 adrenérgicos, la 

vasopresina y la angiotensina II estimulan la glucogenólisis, la 

gluconeogénesis, y la ureogénesis en hepatocitos de rata normal a 

trav~s de un mecanismo asociado con cambios en la concentración 

de calcio citosólico y con el recambio de fosfoinositidos. El 

calcio, el IP3 y el diacilglicerol son los mediadores de la 

acción de estas hormonas. 

Durante los últimos diez años, los receptores a 1 
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adrenérgicos han sido objeto de numerosos estudios para 

comprender su funci6n en el mecanismo al que se acoplan. El 

modelo más utilizado para ésto, es el de las células hepáticas de 

rata adulta, por presentar en forma predominante la respuesta " 1 

adrenérgica (107). 

Los estudios recientes de clonaci6n y f armacologia del 

receptor a 1 adrenérgico , han evidenciado la existencia de dos 

subtipos de receptores: "la y "lb (9, 10, so a 84). Esta divisi6n 

no s6lo se fundamenta en un carácter farmacol6gico, sino también 

se han propuesto diferencias en los requerimientos de calcio 

para el desencadenamiento de la respuesta (87 a 90). 

Se ha informado que el hepatocito de rata expresa el 

receptor ªlb adrenérgico (SO, Bl, as, 90). Este subtipo estimula 

la formaci6n de fosfatos de inositol, y moviliza al calcio de los 

dep6sitos intracelulares, independientemente del calcio externo. 

El efecto del TPA sobre este modelo celular, inhibe la 

respuesta ":l. adrenérgica, al parecer por la fosforilaci6n del 

receptor (por acci6n de la PKC) , que provoca un cambio en su 

estado de afinidad por el agonista (60, 61). 

Otro de los agentes de interés es la angiotensina Ir. Su 

acci6n sobre la modulaci6n del metabolismo hepático se ha 

demostrado en varios trabajos. El uso de agonistas selectivos ha 

permitido demostrar la existencia del subtipo AT1 , que estimula 

el recambio de fosfoinositidos y la activaci6n de la 

glucogen6lisis. A diferencia de lo reportado sobre la inhibici6n 

de la respuesta a 1 por TPA, el efecto de la angiotensina II no 

parece ser afectado por la acci6n de este compuesto (60), 

En el año de 1985, Imoto et al (108) informaron de la 
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presencia de un gran número de receptores a histamina (del tipo 

H1), en membranas de hepatocitosde rata •.. E~te .. :l:'".ce~to~, como ya 

se mencionó, se acopla estimulatorlam~nt'r ar si:st.~iria de los 

fosfoinos1tidos calcio. sin embargo:.· pocos ~~~~~aj os se han 

realizado para comprender su mecanis~o<·de .··acción sobre el 

metabolismo hep~tico. 

como se observa, el conocimiento actual de la regulación 

hormonal de la glucogenólisis hep~tica, utilizando como modelo el 

h1gado de rata macho adulta, demuestra la acción de dos v1as 

principales para su activación: una la de la adenilato ciclasa y 

la de los fosfoinos1tidos-calcio. Sin embargo algunos trabajos 

han demostrado que existen diferencias en la sensibilidad y 

efectividad para la activación de la glucogenólisis por agentes 

adrenérgicos en función del sexo (131), la edad (132), la especie 

(133) y estados patológicos (134). Por ejemplo la respuesta 

predominante en ratas recién nacidas y jovenes es la S 2 

adrenérgica. Ya para el estado adulto la respuesta que predomina 

~s la B1 adrenérgica (132). Estas diferencias también pueden ser 

observadas cuando se comparan entre diferentes especies: mientras 

que la respuesta a 1 es predominante en rata, ratón y hamster en 

el estado adulto, la B 2 es mayor en conejo y cuyo (134). 

Por otra parte, no únicamente se han observado diferencias 

en la sensibilidad a los agentes adrenérgicos; también se ha 

reportado que la vasopresina no induce la glucogenólisis en 

hepatocitos de conejo, por la ausencia de receptores espec1f icos 

para este agente (135). 

Estos antecedentes y los trabajos recientes, que proponen la 

existencia de tipos y subtipos de receptores desconocidos para 
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agentes que activan la glucogen6lisis hepAtica (como lo son los 

adrenérgicos y la angiotensina II), permitieron proponer el 

estudio de la acci6n de tres agentes: los a adrenérgicos, la 

histamina y la angiotensina II, en un modelo hepAtico diferente 

al de rata y estudiar si la acci6n de estos agentes pudiera 

diferir de manera significativa en cuanto al (o a los) tipo(s) o 

subtipo(s) de receptores que median sus acciones, al sistema de 

transducci6n implicado, o a la ruta metab6lica activada. Asi se 

inici6 el presente proyecto utilizando como modelo celular 

hepatocitos de cuyo macho joven (de 200 a 300 gramos de peso). 

En cuanto a los estudios realizados en estas células, se 

sabe, que la glucogen6lisis, mediada por agentes adrenérgicos se 

realiza a través de receptores s2 y a 1 adrenérgicos, estudios de 

tipo farmacol6gico han demostrado la existencia de un gran nümero 

de receptores 8 2 adrenérgicos (4801 ± 323. 08 fmol/mg), en 

comparaci6n con los 01 (63.69 ± 15.26 fmol/mg) (115- 134). 

Aunque se desconoce el subtipo de receptor 01 adrenérgico 

involucrado, se sabe que los agentes ªl' en hepatocitos de cuyo, 

activan el recambio de fosfoinositidos que lleva a la generaci6n 

del IP3 y diacilglicerol como segundos mensajeros y a la 

movilizaci6n de calcio de los almacenes intracelulares (109 a 

112). 
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III OBJETIVOS. 

El objetivo general del presente trabajo es analizar el 

efecto de norepinefrina, histamina y angiotensina II, sobre la 

activaci6n de la glucogen6lisis, en hepatocitos de cuyo, 

para identificar, farmacol6gicamente, los tipos y subtipos de 

receptores implicados, as1 como el o los sistemas de transducci6n 

acoplados a dichos receptores. Además es de gran interés analizar 

el comportamiento del modelo hepático de cuyo con cada hormona y 

compararlo con el de rata, para determinar las diferencias y 

similitudes entre ambos. 

Con base en ésto, se plantearon los siguientes objetivos 

especificas: 

AJ Caracterizar farmacológicamente el subtipo 01 adrenérgico 

que participa en la activación de la fosforilasa ft· 

B) Analizar el efecto del TPA sobre la respuesta a 1 

adrenérgica en estas células. 

C) Analizar la sefial de calcio del sistema. 

D) Determinar la existencia de receptores a histandna y 

caracterizar farmacológicamente el subtipo de receptor. 

E) Determinar el mecanismo de acción de la histamina sobre 

el metabolismo hepático. 

F) caracterizar el receptor a angiotensina II que 

interviene en la activación de la fosforilasa hepática mediante 

el uso de antagonistas selectivos. 

G) Analizar el efecto del TPA sobre la respuesta a la 

angiotensina II en hepatocitos de cuyo. 
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IV MATERIALES Y HETODOS. 

Agentes, Reactivos y Compuestos Radiactivos. 

1-Epinefrina, 1-norepinefrina, dl-propanolol, histamina, 

pirilamina, angiotensina II, forbol-12-miristato-13-acetato 

(TPA), glucosa-1-fosfato, glucógeno, digitonina, cafeina 

6-glicerofosfato, piruvato y lactato de Sigma Co. (St. Louis, 

MO, U.S.A). Prazosina, cloroetilclonidina, 5-metil urapidil, 

_clorfeniramina y ranitidina de Research Biochemicals Inc. 

(Na tick, MA, U. s. A). La metoxamina fue donada de Burroughs 

Wellcome {Triangle Park, NC, U.S.A). Dup 753, PD 123177 y 

nifedipina fueron generosamente donados por los Drs. A. Chiu y 

R.O. Smith {DU Pont, Boston, MA, U.S.A). 2-(2-Aminoetil)-

tiazol, cimetidina, impromidina y dimaprit fueron donados por 

smith Kline and French (Welwyn Garden, u. K.). "-o-¡u-14c¡ 

Glucosa-1-fosfato (313 mCi/mmol) fue obtenida de New England 

Nuclear (Boston, MA, U.S.A). La colagenasa fue de Worthington 

Biochemical Co {New Jersey U.S.A). Los demás reactivos fueron de 

la más alta calidad posible. 

Animales. 

Se utilizaron cuyos machos de 200 _a 300 gramos de peso, 

alimentados ad libitum con alimento controlado para roedores de 

Purina S.A de c.v. 

obtención de Células Hepáticas. -

Los hepatocitos fueron aislados por;_eú{~é~~~.;-;~d~ :cug.istión 

con colagenasa de Berry y Friend (113). É~t~f~éd~it~'c6nsiste en 
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canular la vena porta hep!itica y perfundir ~\,1/.higado con un 

buffer Krebs-Ringer bicarbonato (~);• sá c~lcl~- a ~7 ºC, bajo 

una atmósfera de carbógeno (95% o 2 / 5% co2) y pH 7.4. Una vez 

canulada y perfundido el higado, fue digerido con colagenasa en 

KRB adicionado de calcio (l. 2 mM) • La sus.pensión de células 

obtenidas fue lavada tres veces en KRB con clacio. La densidad 

final de la suspensi6n fue alrededor de 100 mg de celulas / ml. 

La viabilidad de las células fue evaluada por la prueba de 

exclusi6n de azul de tripan, observadas al microscopio óptico 

(>95%). 

cuantificación de la Actividad de la Fostorilasa. 

Las células fueron incubadas en un medio estabilizador (KRB 

con calcio, seroalbümina de bovino 2. 25%, piruvato l. 25 mM y 

lactato 12.5 mM), en tubos de plástico (10 mg cel/tubo), durante 

20 minutos bajo una atm6sfera de carbógeno. Al finalizar éste 

tiempo se adicionaron los agentes a probar y un minuto después 

se par6 la reacci6n. La actividad de la enzima fasforilasa a 
se evalu6 siguiendo el ensayo descrito por Stalmans y Hers 

( 114) , el que se basa en la acti vaci6n de la enzima por acción 

hormonal. La fosforilasa a cataliza la degradación del gluc6geno 

a glucosa- l-fosfato in vivo, Bajo las condiciones descritas por 

estos autores (ll4), se provoc6 la reacci6n inversa midiendo la 

incorporación de ¡ 14 c¡glucosa-l-fosfato a gluc6geno. El 

glucógeno marcado que se obtuvo de esta reacción se cuantificó 

en un contador de centelleo liquido. cuando se midi6 la acción 

del TPA y de los antagonistas, éstos fueron adicionados a las 

células 20 minutos antes de realizarse la reacción con los 

42 



/ 

agentes. La actividad de esta enzima fue expresada en unid~des: 

Una unidad es definida como la conversión de l µmol de sustrato_a 

producto, en un minuto, por gramo de peso hlí.medo de las ,~élulas·. 

Los datos obtenidos se presentan como el promedio. de v.arios 

experimentos más / menos el error estándard. 
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V, RESULTADOS. 

l.- ACCION DE AGENTES ADRENERGICOS, 

A) Caracterización farmacológica del receptor a¡ adrenérgico, 

implicado en la activación de la enzima fosforilasa d • 

La acción de la epinefrina y norepinefrina fue evaluada 

sobre la activación de la glucogen6lisis. El efecto de ambos 

mensajeros provocó la activación de la fosforilasa Si (Fig. l). 

Como estos agentes se pueden unir a cualquiera de los dos 

receptores que activan a la fosforilasa, en células hepáticas (a1 

y Szl, se utilizaron los antagonistas selectivos, prazosina y 

propranolol. La prazosina es un potente y selectivo antagonista 

a 1 adrenérgico (69). Por su parte el propranolol es un 

antagonista adrenérgico que presenta la misma afinidad para los 

receptores a 1 y s 2 ( 69) • A una concentración de 10 µ M, 

permitieron evidenciar la existencia de ambos tipos de 

receptores. Las diferencias observadas entre la epinefrina y la 

norepinefrina pueden explicarse por la alta respuesta B 2 

adrenérgica en estas células (115) 

epinefrina para este subtipo de 

y la selectividad de 

receptor (tabla l). La 

acci6n de norepinefrina fue bloqueada, casi completamente, por 10 

¡JI de prazosina y totalmente por ambos antagonistas (figura l). 

En la Figura se muestra que la acción de diferentes 

concentraciones de norepinefrina, provoca un incremento en 

la actividad de la fosforilasa, dependiente de la dosis (Ec50= 

O. 9 µ M), de la misma forma que lo hace en hepátocitos de rata 

(EC50= l µM) (88). 
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EFECTO DE EPINEFRINA, NOREPINEFRINA Y ANTAGONISTAS SOBRE LA 

ACTIVIDAD DE LA FOSFORILASA. 

Los hepatocitos fueron incubados con 10 µM ~e epinefrina ó 10 µM 
de norepinefrina en ausencia o presencia de 10 u M de 
propranolol y /o 1 µ M de prazosina. Los resul tactos están 
expresados como el porcentaje de la actividad basal de la 
fosforilasa ª que fue de 24 ± 2 unidades. Estos datos representan 
el promedio ± el error estándard entre 6 y 8 experimentos. 
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FIGURA 2. 

EFECTO DE LA CONCEllTRACION DE NOREPINEFRINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

LA FOSFORILASA. 

Los hepatocitos fueron incubados en presencia de propranolol 
10 µM y diferentes concentraciones de norepinefrina. Los datos 
representan el promedio ± el error estándard de 6 experimentos, 
por duplicado, expresados en unidades. El nivel basal en ausencia 
de norepinefrina y propranolol fue de 32 unidades. 



Hasta el momento·, a~n se desconocia el subt1pci de receptor 

adrenérgico' implicado.,. Asi se·: probó el efecto del 5-metil 

urapidil, un antagonista e>ia. Este. agente bloqueó, de una manera 

dosis dependiente la acción. de 10 ~M de norepinefrina sobre la 

actividad de la fosforilasa·s; el 5-metil urapidil (Ic50= so nM) 

resultó ser mAs potente (3 a 10 veces) que la prazosina (Ic50= 

JOO nM), ver figura J. 

Uno de los compuestos mAs efectivos para bloquear la acción 

de la respuesta c. 1b adrenérgica en hepatocitos de rata es la 

cloroetilclonidina (9, 116), en donde varias concentraciones de 

este agente causan un decremento progresivo en la máxima • 

estimulación de la fosforilasa inducida por 10 ~M de 

norepinefrina (BB). El bloqueo total de la respuesta, en estas 

células de rata, se alcanzó a una concentración de 100 ~M de CEC. 

En contraste, nuestro estudio demostró que el pretratamiento de 

los hepatocitos de cuyo con 100 ~M de cloroetilclonidina, no tuvo 

casi efecto sobre la activación de la fosforilasa ª'' por 

concentraciones crecientes de norepinefr ina ( Fig. 4) . Las 

diferencias observadas en la figura 4 se deben a la gran cantidad 

de receptores 8 2 adrenérgicos, los cuales empiezan a activarse a 

altas concentraciones de norepinefrina (10 ~ M) a pesar de la 

presencia de 10 ~ M de propranolol, el cual es un antagonista 

competitivo. Esta es una característica propia de nuestro sistema 

la cual se observa al medir otros parametros bioquímicos. Estos 

datos y los anteriores demuestran la existencia de un subtipo de 

receptor a 1 adrenérgico diferente al reportado en rata. 

Para comprobar ésto, se utilizó la metoxamina, un potente 

agonista ~laº Sus efectos son casi nulos sobre la activación de 
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EFECTO DE ANTAGONISTAS ALFA 1 ADRENERGICOS SOBRE LA ACTIVACION DE 

LA FOSFORILASA, INDUCIDA POR NOREPINEFRINA. 

Las células fueron incubadas con 10 ~H de norepinefrina en 
presencia de diferentes concentraciones de 5-metil urapidil 
(triángulos llenos) o prazosina (cuadros vacios). Los resultados 
son expresados como el porcentaje de acción de norepinefrina. Los 
datos representan el promedio ± el error estándard de entre 6 y B 
experimentos, por duplicado. 
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EFECTO DE CLOROETILCLONIDINA SOBRE LA ACTIVACION DE LA 

FOSFORILASA POR NOREPINEFRINA. 

Los hepatocitos fueron preincubados en ausencia (circulas vaclos) 
o presencia (triángulos llenos) de 100 ~M de cloroetilclonidina 
por 15 minutos. Después de la pre incubación las células fueron 
lavadas e incubadas con 10 uM de propranolol en presencia de 
diferentes concentraciones de norepinefrina. Los resultados están 
expresados como el porcentaje de acción de norepinefrina. Estos 
datos representan el promedio ± el error estándard de entre 3 y 4 
experimentos por duplicado. 



ta· fostor1 lasa :ª· en rata, aün et_.· al~_as:.>.éonce~ttac1o_nes de éste 

agente (10 mM) (88). La figura 5 muestra ·l_a activaci6n de la 

fosforilasa l!. en hepatocitos de ·cuyo, .con 10 \JM de metoxamina 

(aproximadamente el doble de la actividad basal), lo que sugiere 

la existencia del subtipo "la. El efecto de este agente fue 

bloqueado casi por completo con 10 \J M del antagonista, "la 

selectivo, 5-metil urapidil (Fig. 5). 

El uso de cada uno de los agentes anteriores, permiti6 

identificar el subtipo a 1 adrenérgico en ~stas células. A 

continuaci6n se mostrarAn los estudios que se realizaron para 

identificar el tipo de mecanismo implicado en la señal de calcio. 

B) Mecanismo de Acci6n: Estudio de la dependencia de calcio del 

sistema y activaci6n de PKC con TPA. 

Como se vi6, la existencia de 2 subtipos de receptores a 1 

no dnicamente se basa en un criterio farmacol6gico sino también 

se han propuesto diferencias en los requerimientos de calcio 

(87 a 90). 

La figura 6 muestra que en presencia de calcio 

extracelular, la actividad de la fosforilasa l!. por acci6n de 10 

¡1'I de norepinefrina, es de aproximadamente 2. 5 veces sobre su 

actividad basal. En contraste, en ausencia de calcio, 

cuando se adicion6 al buffer 25 \J M de EGTA, la actividad de la 

enzima no disminuye de forma considerable (se incrementa al doble 

del basal) . Para comprobar si ésta disminuci6n es debida a la 

activaci6n de canales de calcio sensibles a dihidropiridinas se 

utiliz6 la nifedipina. Los datos obtenidos demuestran que la 

actividad de la fosforilasa -ª• por acción de 10 \J M de 
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FIGURA 5, 

EFECTO DE METOXAHINA Y ·EL 5-METIL URAPIDIL SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

LA FOSFORILABA ~· 

Los hepatocitos fueron incubados con 10 µM de metoxamina en 
ausencia o presencia de 10 µM de 5-metil urapidil. Los resultados 
están expresados como el porcentaje de actividad basal de la 
fosforilasa ª . Estos datos representan el promedio ± el error 
estándard de 5 experimentos por duplicado. 
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lll!'llCTO DEL CALCIO llXTRACllLULAR Y DE LA Nil!'EDIPINA SOBRE LA 

ESTIHULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA l!'OSFORILASA ~' INDUCIDA POR 

NOREPINEFRINA. 

Las células fueron incubadas con 10 \JM de norepinefrina en un 
buffer que contenia calcio o en un buffer al que no fue 
adicionado, suplementado este último con 25 \JM de EGTA. También 
los hepatocitos fueron incubados con 10 \JM de propranolol mAs 10 
¡Jo! de norepinefrina en buffer con calcio, adicionado con l \JM de 
nifedipina. Los resultados se expresan como el porcentaje de la 
actividad basal de la fosforilasa ªº Estos datos representan el 
promedio ± el error estándard de entre 4 y 6 experimentos por 
duplicado. 



norepinefrina (más 10 1J M de propranolol) en presencia 'de 1 1JM de 

nifedipina en un buffer con cal-~io, no di~ininuye __ ,Úig. 6). Estos 

datos demuestra que la estimulaci6n del receptor a la en 

hepatocitos de cuyo no activa el influjo de calcio por este 

tipo de canales como evento inicial, a diferencia· de lo 

informado en otros sistemas celulares (88). 

También se ensay6 la sensibilidad a TPA. Los trabajos 

anteriores demuestran que los ésteres de forbol bloquean la 

acci6n a1 adrenérgica en hepatocitos de rata, al parecer por la 

fosforilaci6n del receptor, lo que causa un cambio en su estado 

de afinidad por el agonista (60, 61, 99). El TPA inhibe 

completamente la glucogen6lisis, activada por l 1.1M de epinefrina, 

a una concentraci6n de o. l 1J M en estas células ( 60) . con éstos 

antecedentes se iniciaron una serie de experimentos para estudiar 

la acci6n del TPA (fig. 7). La activaci6n de la fosforilasa ª• 
inducida por 10 lJM de norepinefrina más 10 1.1M de propranolol, 

fue parcialmente inhibida (cerca del 40% de la respuesta), pero 

s6lo con altas concentraciones de TPA (l 1J M). 

2.- EFECTO DE AGENTES BISTAMINERGICOS. 

A) caracterizaci6n del receptor a histamina que interviene en 

la activaci6n de la fosforilasa ª' 
La histamina estimula de una manera dosis dependiente la 

glucogen6lisis, en hepatocitos de cuyo, al incrementar la 

actividad de la fosforilasa ª' al doble de su basal (fig. 8); 

as1 se comprueba la existencia de receptores a histamina en estas 

células. 

Con el fin de establecer el subtipo de receptor implicado se 
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EFECTO DEL FORBOL 12-MIRISTATO 13-ACETATO (TPA) SOBRE LA 

ACTIVIDAD DE LA POSFORILABA A• INDUCIDA POR NOREPINEFRINA. 

Los hepatocitos fueron incubados con 10 µ M de propranolol en 
presencia de 10 µM de norepinefrina y diferentes concentraciones 
de TPA. El propranolol y el TPA fueron añadidos a las células 20 
minutos antes que las hormonas. Al finalizar este tiempo fue 
adicionada la norepinefrina, que se dejó por un minuto. Los 
resultados estAn expresados como el porcentaje de acción de 
norepinefrina. Los datos representan el promedio ± el error 
estAndard de entre 5 y 7 experimentos por duplicado. 
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HIBTAMINERGICOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 

Los hepatocitos fueron incubados en presencia de diferentes 
concentraciones de los siguientes agentes: histamina (circulas 
llenos); 2-(2-aminaetil)-tiazol (c1rculos vac1os); dimaprit 
(cuadros llenos); impromidina (cuadros vac1os). Las resultados 
están expresados como el porcentaje de la actividad basal de la 
fosforilasa g • Estos datos representan el promedio ± el error 
estándard de entre 3 y 4 experimentas por duplicada. 



realizaron experimentos con agónistas· .. y antagonistas selectivos 

para los subtipos H1 y H2 • Como se m~~st'~a ,e~ l~ f1~ura 8, la 
·,-.:·.:>::<>.: -:;;·.:- ,J" 

acción de los agentes H2 selectivos_, · improllÍ.ÍdÍna y· d_imaprlt¡ no. 

provocan la estimulación de 'la glucd~enóli,;is. áún a 

concentraciones altas (100 y 1000 lJ M respec_t.ivamente). En 

contraste, el agonista a 1 , 2-(2-aminoetil)-tiazol, un análogo de 

histamina, incrementó la actividad de la fosforilasa ª"' 
aproximadamente al doble de su actividad basal ( f ig. 8) . Estos 

resultados demuestran que la histamina regula la actividad de la 

fosforilasa ª"' a través de un receptor H1 . La histamina mostró 

mayor potencia en la activación de la enzima (Ec50= 10 nM), que 

el 2-(2-aminoetil)-tiazol (EC50= 70 nM), cerca de 10 veces más 

potente. 

con base en los resultados anteriores, se analizó el efecto 

de concentraciones crecientes de diferentes agentes antagónicos 

H1 y H2 para corroborar su existencia. Todos estos agentes actúan 

como inhibidores competitivos, reversibles, de la acción de 

histamina. La figura 9 muestra la acción de dos potentes 

antihistam1nicos H1 : la clorfeniramina (una alkilamina) y la 

pirilamina (una etilenediamina). Como se observa, los 

compuestos bloquearon la acción de 100 1JM de histamina sobre la 

actividad de la fosforilasa ll· La clorfeniramina (Ic50 =lOnM) 

resultó ser más potente que la pirilamina (Ic50= 300nM). En 

contraste, la ranitidina y la cirnetidina (antagonistas H2), no 

ejercieron ningún efecto (Figura 9). 

La existencia del subtipo H1 a histamina se demuestra por 

vez primera en este modelo celular. 
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FIGURA 9. 
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EFECTO DE ANTAGONISTAS HISTAMINERGICOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

LA FOSFORILABA ~' INDUCIDA POR HIBTAMINA. 

Las células fueron incubadas con 100 lJ M de histarnina, en 
presencia de diferentes concentraciones de: clorfeniramina 
(rombos llenos); pirilamina (rombos vacios); ranitidina 
(tri1ingulos llenos), y cimetidina (tri1ingulos vacios). Los 
resultados son expresados como el porcentaje de acción de 
histarnina. Los datos representan el promedio ± el error estándard 
de entre 4 y 5 experimentos por duplicado. 



8) Posible mecanismo de acci6n implicado. 

Se ha reportado que el mecanismo de.~cci6~ al ~ue se 

encuentra acoplado este subtipo, para la tran~ducción de· la señal 

hormonal, es el de los fosfo!nositido~ caicio· (35, 37, 92, 93). 

El rápido incremento en la concentración de calcio intracelular 

se realiza por efecto del IP3 , el cual lo libera de reservorios 

internos. 

En la figura 10 se observa que la fosforilasa il. alcanza 

su máxima actividad, aproximadamente a los 30 ·segundos, después 

de agregarse 100 ~M de histamina, y disminuye su actividad, cerca 

del 50\, a los 5 minutos. Este comportamiento de la enzima puede 

estar relacionado con la rápida liberaci6n de calcio de los 

almacenes intracelulares, cuando el sistema es activado por la 

hormona, dada la alta sensibilidad que presenta la fosforilasa 

cinasa para ser activada por calcio. Junto con estos resultados, 

se encontr6 en el laboratorio que la acci6n de la histamina 

provoca un incremento en la concentraci6n de IP 3 (datos no 

publicados). 

3.- ACCION DE LA ANGIOTENSINA II. 

A) caracterizaci6n farmacol6gica del receptor a angiotensina II 

y mecanismo de acción implicado. 

En el presente estudio se caracterizó el receptor a 

angiotensina II que interviene en la activaci6n de la fosforilasa 

en hepatocitos de cuyo, por medio de los antagonistas: DUP 

753 (AT1 ) y PD 1223177 (AT 2 ). Ambos compuestos actúan como 

inhibidores competitivos de los efectos de la angiotensina II 

(95). En la Figura ll se presenta la acci6n de la angiotensina II 
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FIGURA l.O. 

CURSO TEMPORAL PARA LA ACTIVACION DE LA FOSFORILASA ~ INDUCIDA 

POR HISTAMINA. 

Los hepatocitos fueron incubados con 100 ~M de histarnina para los 
tiempos indicados. Los resultados estAn expresados corno el 
porcentaje de actividad basal de la fosforilasa ª' Estos datos 
representan el promedio ± el error estándar de 4 experimentos 
por triplicado. 
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EFECTO DE AllGIOTENSINA II, ANTAGONISTAS Y FORBOL 12-KIRISTATO 

13-ACETATO (TPA) SOBRE LA ACTIVIDAD BASAL DE LA FOSFORILASA ª' 
Los hepatocitos fueron incubados con O.l µM de angiotensina II en 
ausencia o presencia de 10 µM de PO 123177, 10 µM de DUP 753 6 
l µM de TPA. Los resultados son expresados como el porcentaje de 
la actividad basal de la fosforilasa ª' Estos datos representan 
el promedio ± el error estándard de 5 experimentos por duplicado. 



sobre la actividad de la fosforilasa ª-• la cual se incrementa 

cerca de 2 veces sobre su actividad basal. Para determinar el 

subtipo de receptor que interviene en este efecto se probaron los 

2 antagonistas. Ambos comp.uestos no mostraron por si mismos 

acci6n, alguna. sin embargo 10 UM de DUP 753 inhibi6 

aproximadamente el 70% de la respuesta. En contraste, el PO 

123177 fue totalmente incapaz de bloquear el efecto de 

angiotensina a la misma concentración. 

Una vez conocido el tipo de receptor que participa en la 

activaci6n de la fosforilasa, se estudi6 el efecto del TPA sobre 

el sistema. Como se observa en la figura 11, la respuesta 

provocada por la angiotensina II casi no fue afectada por la 

acci6n de 1 UM de TPA, pues s6lo disminuy6 en aproximadamente un 

20%. 
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VI, DISCUSION 

1.- ACCION DE AGENTES ADRENERGICOS, 

l{uestro primer objetivo fue el de caracterizar 

farma.;Ci'l6g
0

icamente el subtipo de receptor a1 adrenérgico presente 

en las células hepáticas de cuyo. Una serie de trabajos 

anteriores, demostraban ya la acción de agentes adrenérgicos 

implicados en la regulaci6n del metabolismo de éstas células (109 

a 112). La acci6n de agentes a 1 se realiza por la activaci6n del 

recambio de fosfoinosltidos. En este sistema de transduccci6n, el 

calcio, el IP 3 y el diacilglicerol se desempeñan como los 

mediadores de la acción intracelular. Sin embargo, aón se 

desconocla el subtipo de receptor que intervenla. 

El desarrollo de potentes agonistas y antagonistas, permiti6 

evidenciar una clara diferencia, no ónicamente farmacológica, 

sino también funcional entre los receptores a 1 adrenérgicos. Asl 

se determinó la existencia de dos subtipos: el ªla y el ªlb' (9, 

81, 83). Un tercer subtipo, el a le 

recientemente (84). 

fue clonado y expresado 

El subtipo a1 descrito en hepatocitos de rata es el ªlb 

(9, 80, 81, 88, 90). 

En este estudio nosotros encontramos que la acción, tanto 

de epinefr ina como norepinefrina (ambas más propanolol), 

estimulan la actividad de la fosforilasa de una manera dosis-

dependiente. Se comprob6, de esta manera, la existencia del 

subtipo a1 adrenérgico. 

Se probó lq acción de tres agentes para caracterizar el. 
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subtipo de receptor adrenérgico: el 5-metil urapidil (5-MU), la 

cloroetilclonidina (CEC) y la metoxamina. 

Los estudios realizados por Gross, et al (81, 117) y Garc1a

S~inz (9), demuestran al 5-MU como un buen antagonista de la 

respuesta ªla en diferentes modelos celulares. Su acción es 

inefectiva en el bloqueo de la respuesta adrenérgica en 

hepatocitos de rata. 

Nuestros datos demostraron un comportamiento diferente. 

El 5-MU inhibe de una manera dosis-dependiente la acción de 

la norepinefrina, presentando una mayor potencia en el bloqueo 

que la prazosina. En contraste, en el h1gado de rata el 5-MU 

resultó ser poco efectivo en la inhibición de la respuesta 

adrenérgica (9). 

El otro antagonista utilizado para discernir entre estos 

subtipos es la CEC. Este agente inhibe irreversiblemente la 

activación de la respuesta adrenérgica en rata, dada su 

selectividad para el subtipo ªlb (9, so, 82, 118). sin embargo, 

nuestros datos demostraron que la CEC fue inefectiva para 

bloquear la acción a 1 adrenérgica. 

Tsujimoto et al (88), compararon el efecto de la 

metoxamina, agonista a la selectivo, sobre la activación de la 

fosforilasa en hepatocitos de rata y aorta de conejo. Sus datos 

demostraron que la metoxamina tuvo un potente efecto sobre la 

activación de la enzima en aorta de conejo y un efecto muy 

pequeño en hepatocitos de rata. Este estudio y otros 

posteriores, demostraron que en aorta de conejo y en 

hepatocitos de rata, los subtipos ªla y ªlb• respectivamente, se 

encargan de mediar los efectos adrenérgicos (9, 88, 82). 
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Cuando probamos el efecto de este agente sobre las células 

de cuyo, la metoxamina se mostró como un efectivo agonista en la 

activación de la fosforilasa. El máximo incremento de la 

activación enzimática inducida por metoxamina, fue potencialmente 

inhibido por el 5-MU, aproximadamente un 95%. 

Todos estos datos farmacológicos demuestran la existencia 

del subtipo "ia en células hepáticas de cuyo. 

Como siguiente objetivo se estudió, en este sistema, la 

señal de calcio. Han et al (87), propusieron 'que además de la 

diferentes propiedades farmacológicas entre estos subtipos, 

existen diferencias en cuanto a los requerimentos de calcio: 

mientras que el subtipo a 1b incrementa la formación de fosfatos 

de inositol y causa una respuesta fisiológica que es 

independiente del calcio extracelular, el subtipo ºla provoca la 

respuesta fisiológica por el influjo de calcio extracelular, a 

través de canales sensibles a dihidropiridinas. Wilson et Sl.1(90), 

posteriormente demostraron el recambio de fosfoinositidos como 

un evento secundario. 

Al reconocer la existencia del subtipo ºla en nuestro 

modelo, se procedió a evaluar el mecanismo de calcio implicado. 

Aunque parte de la respuesta inducida por norepinefrina más 

propranolol, disminuye en ausencia de calcio, la nifedipina, una 

dihidropiridina, no bloqueó la respuesta cuando las células 

fueron incubadas en presencia de calcio. Estos datos permiten 

sugerir que el influjo de calcio no se presenta como un fenómeno 

inicial. Por otra parte, los datos obtenidos en el laboratorio, 

demostraron además que el incremento de IP3 y el marcaje de PI, 

no se afecta considerablemente por la ausencia de calcio 
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extracelular (119). EL marcaje de PI es un indice del recambio de 

fosfÓin·os1tidos inducido por hormonas. Estos datos son 

consistentes con los trabajos de Putney y colaboradores ( 109 a 

112), que han demostrado la activación del recambio de 

fosfoinos1tidos, con la generación de IP3 como segundo mensajero. 

Este último lleva a la movilización del calcio de reservorios 

intracelulares, en estas células. Por lo tanto nuestros 

resultados demuestran que el receptor "i.a se acopla al recambio 

de fosfoinos1tidos y a la movilización del calcio intracelular, 

el cual es suficiente sólo para activar a la fosforilasa. Las 

diferencias observadas en cuanto a la disminución de la respuesta 

en ausencia de calcio extracelular, se deben probablemente a que 

los reservorios de calcio intracelular sean insuficientes para 

mantener la respuesta metabólica, para ello se requiere el 

influjo de calcio a través de canales insensibles a 

dihidropiridinas. Varios trabajos apoyan esta idea (120, 121). 

Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha observado que el EGTA 

disminuye la viabilidad de las células, lo cual pudiera explicar 

las diferencias observadas. 

La acción del TPA presenta un comportamiento muy definido 

en el modelo de rata. Su activación sobre la PKC, bloquea la 

respuesta a 1 adrenérgica, probablemente por la fosforilación del 

receptor, que provoca un cambio en su estado de afinidad por el 

agonista (60, 61, 99). Sin embargo, estos resultados no son 

consistentes en aorta de conejo, en donde se expresa el subtipo 

a¡a en forma predominante. La acción del TPA, en estas células, 

provoca una inhibición muy pequeña de la respuesta e> 1 

adrenérgica (122, 123). Nuestros datos demostraron que con altas 
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concentraciones de TPA. (1 µM), se inhibe Onicarnente el 40 % de la 

respuesta. En contraste, en rata, esta misma concentración inhibe 

cerca del 90% ( 60) , Esta diferencia en sensibilidad al TPA, 

probablemente se deban a un efecto postreceptor de la PKC sobre 

el sistema. Otra explicación, se basa en las diferencias en la 

estructura primaria de ambos subtipos de receptores. El grupo de 

Lefkowitz (10, 83), encontró diferencias significativas en la 

tercera asa citoplasrnática del subtipo a la' la cual actüa corno 

corno un sitio importante para la regulación de los subtipos ªib 

Y ª1c· 

2.- EFECTO DE AGENTES HISTAMINERGICOS. 

Aunque pocos trabajos se han realizado para demostrar la 

existencia de receptores a histarnina en higado, se ha reportado 

la existencia de un gran nürnero de receptores H1 en membranas de 

hepatocitos de rata ( 108), confirmado por el estudio de tipo 

farmacológico y fisiológico realizado por el grupo de Garcia

Sáinz (124), en donde la activación de este subtipo por agentes 

H1 , es capaz de regular tres de las principales rutas del 

metabolismo hepático: g lucogenólisis, gluconeogénesis y 

ureogénesis. 

Al carecer de evidencias de la acción de la histarnina en 

células hepáticas de cuyo, se decidió determinar su efecto en la 

glucogenólosis. El uso del 2-(2-arninoetil) -tiazol, un agonista 

H1 , demostró la existencia de receptores a histarnina. El efecto 

de antagonistas selectivos H1 (clorfenirarnina y pirilarnina), 

confirmaron estos resultados. 

El estudio del mecanismo de acción de este subtipo, para la 
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transducción de la señal quimica, se ha realizado en diferentes 

modelos celulares (35, 37, 93, 124), en los que se probó que el 

receptor H1 se acopla estimulatoriamente al sistema de los 

fosfoinositidos-calcio. Datos no publicados de nuestro 

laboratorio demuestran la formación de IP3 en hepatocitos de 

cuyo, comprobando de esta manera el acoplamiento del receptor H1 

al sistema de los fosfoinositidos-calcio. 

Al estudiar el comportamiento temporal de la fosforilasa, 

cuando es estimulada con histamina, en presencia de calcio, ésta 

alcanza su máxima actividad a los 30 segundos, y se decrementa 

gradualmente hasta los 15 minutos, donde disminuyó cerca del 70 % 

de la actividad y se mantuvo as1 hasta los 30 minutos. Es muy 

probable que este comportamiento se deba a la existencia de dos 

procesos que intervienen en la activación de la enzima: uno que 

depende de la rápida movilización de calcio, por acción del IP3 , 

que activa completamente a la enzima, y el otro, que depende de 

la presencia de calcio extracelular para mantener la respuesta 

sostenida de la enzima (93, 125). 

3. ACCION DE LA ~GIOTENBINA II. 

Algunos trabajos indican, que la angiotensina II, estimula 

la glucogenólisis, la qluconeogénesis y la ureogénesis en 

hepatocitos de rata (36, 98, 101, 125). 

Hems y colaboradores (97), informaron que este agente 

vasopresor ejerce sus efectos por un mecanismo independiente de 

AMPc o GMPc, además encontraron que el calcio desempeña un papel 

importante en el desencadenamiento de la glucogenólisis. 

Posteriormente Gunther (98), informó de la presencia del 
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receptor_ para_la angiotensina en estas células, el cual es 

sensible a ditiotreitol y se asocia a la movilización de 

calcio. 'La _activación de este receptor estimula el recambio de 

fosfoinos!tidos, el marcaje de fosfatidilinositol y la activación 

de la fosforilasa. Esta enzima alcanzó su máxima actividad con 

0.1 ~M de angiotensina, y su efecto fue bloqueado por 10 ~ M del 

antagonista DUP 753 (selectivo para el subtipo AT1), que inhibe 

cerca del 90% de la respuesta. Además se observó que el 

antagonista AT2 selectivo (PD 123177), fue incapaz de inhibir el 

efecto de angiotensina (36). lluestros datos indican que el 

efecto de angiotensina en células de cuyo se media de la misma 

forma que en rata, a través del subtipo AT1 sensible a DUP 753. 

De manera similar la máxima activación de la fosforilasa se 

alcanzó con 0.1 ~M de angiotensina y fue inhibida cerca del 70% 

de la respuesta con 10 ~M de DUP 753. El PD 123177 no provocó 

ningG.n bloqueo. 

Por otra parte, varios datos no publicados, obtenidos en 

nuestro laboratorio, indican que la angiotensina II estimula el 

marcaje de fosfatidilinositol y la formación de rP 3 en 

hepatocitos de cuyo, de manera similar a lo encontrado para 

hepatocitos de rata. 

Estudiamos también el efecto del TPA sobre la respuesta a 

la angiotensina. Aunque la acción del TPA no provoca ningG.n 

efecto sobre la respuesta a la angiotensina en hepatocitos de 

rata (60), decidimos probar si este comportamiento se daba de 

igual forma en el cuyo. Los resultados demostraron que el TPA 

provoca una pequeña disminución en la respuesta. Es probable que 

estas diferencias se deban a un efecto postreceptor de la PKC, 
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debido a que la respuesta no es inhibida por completo, como 

sucede con la adrenérgica (60). La acción de la PKC pudiera 

regular la actividad de alguno de los elementos del sistema, como 

la prote1na o prote1nas G acopladas o la fosfolipasa c. 
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VII, CONCLUSIONES, 

- La epinefrina y la norepinefrina (ambas más propranolol), 

la histamina y la angiotensina estimulan la glucogenólisis, a 

través de los subtipos de receptores: 

respectivamente, acoplados estimulatoriamente al recambio de 

fosfoinositido y la señal de calcio. 

- La movilización de los reservorios intracelulares de calcio 

por acción del IP 3 , activa a la fosforilasa, requiriéndose para 

mantener la respuesta el influjo de calcio extracelular. 

La respuesta ªia adrenérgica mostró una menor sensibilidad 

a la acción del TPA, posiblemente por la existencia de 

diferencias en la tercer asa citoplasmática, que actúa como un 

sitio importante para la regulación del receptor. 

- Por otra parte, la respuesta a la angiotensina II también 

mostró una ligera sensibilidad al TPA. Es probable que ésta 

sensibilidad se deba a un efecto postreceptor de la PKC sobre el 

sistema. 
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