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REBUMEN

Unc de los modelos mé&s estudiados para comprender la
regulacién de las funciones metabdlicas por accién hormonal es el
higado de rata. Estudios previos demuestran que estas funciones
se regulan, principalmente, por dos mecanismos de accién
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 B, adrenérgicos)
y el glucagon. En contraste, la vasopresina, la angiotensina II y
la epinefrina (a través de la accién a, adrenérgica), se acoplan
al sistema de los fosfoinositidos-calcio.

Un gran nGmero de trabajos han reportado que la accién de
todos estos agentes, en células hepdticas, puede diferir en
cuanto a su sensibilidad y efectividad para activar rutas
metabbdlicas especificas como son la glucogendlisis, la
gluconeogénesis y la ureogénesis, cuando se prueban en
condiciones distintas como lo son el sexo, la edad, la especie y
estados patolégicos.

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

Estos antecedentes y otres estudios que proponen la
existencia de tipos y subtipos de receptores desconocidos para
algunos agentes como la eplnefrina y la anglotensina, permitieron
el estudio de la accién de tres compuestos: los agentes ay
adrenérgicos, la histamina y la angiotensina II, en un modelo
hepético distinto al de rata y estudiar si la accién de estos
agentes pudiera diferir de manera significativa en cuanto a los
tipos y subtipos de receptores gue median sus acciones, al
sistema de transduccién implicado o a 1la ruta metabélica
activada. Asi se inicié el presente proyecto estudiando la
activacién de la glucogendlisis en hepatocitos de cuyo macho.

Esta tesis se inicia con una introducciédn sobre la accién
hormonal, indicande los estudios m&s importantes desarrollados
hasta el momento para comprender estos mecanismos. Se hace
énfasis en tres temas principales: el sistema de los
fosfoinositidos-calcio, los mecanismos de accién de los agentes a
estudiar (compuestos a, adrenérgicos, histamina y angiotensina
II), y la regulacién de la glucogendlisis hepatica.

Los resultados obtenidos indican que:

a) La epinefrina, 1la norepinefrina, la histamina y 1la
angiotensina II estimulan la glucogendlisis a través de los
subtipos de receptores o Hy ¥ ATy, respectivamente, acoplados

: a’ &
todos ellos, estlmufator;amente, al sistema de los
fosfoinositidos-calcio.

b) El incremento en la concentracién intracelular de calcio

por la movilizacién de este ién de reservorios internos (accién
mediada por el IP,), activa a la fosforilasa a, enzima encargada
de la degradacién ael glucégeno a glucosa-l-fosfato.

c) Se demuestra, por vez primera en este modelo, gque la



histamina actGa sobre el metabolismo hepdtico a través del
subtipo de receptor H,.
d) La respuesta a, adrenérgica muestra claras diferencias en
comparacién a lo reportado para el modelo hepatico de rata.
e) La respuesta a la angiotensina II, también presenta
diferencias, principalmente en cuanto a la sensibilidad para el
TPA.

Todos estos resultados demuestran que el modelo hepdtico de
cuyo difiere al modelo de rata, diferencias debidas,
probablemente, a caracteristicas propias de este sistema celular.



TABLA DE ABREVIATURASB.

af

ap

AMPc

ATy

AT,

ATP
CEC

Alfa

Beta

Gama

Subunidad alfa de 1la proteina G
inhibitoria acoplada a 1la adenilato
ciclasa.

subunidad alfa de la proteina G
estimuladora acoplada a la adenilato
ciclasa.

Receptor adrenérgico acoplado
estimulatoriamente al sistema de
fosfoinositidos-calcio.

Receptor adrenérgico acoplado
inhibitoriamente al sistema de 1la
adenilato-ciclasa.

Acido  desoxirribonucléico

Adenosin difosfato

Adenosin monofosfato

AMP ciclico (adenosina-3-5-
monofosfato)

Receptor a angiotensina II acoplado
al sistema de 1los fosfoinositidos-
calcio.

Receptor a angiotensina II

Adenosin trifosfato

Clorcetilclonidina



GDP

Gi .

GTP-
< GMP

Gp
Gs
Hy

Hy

IPq4

KDa

PI
PIP
PIP,
PKC
PLC
TPA

S5=MU

‘Guancgih'difoéfatb

Protefna ‘G asociada “inhibitoriamente

a la‘-adenilato ciclasa.

" Guanosin trifosfato

Guanosin monofosfato

Proteina G que se ) acopla
estimulatoriamente al sistema de
los fosfoinositidos-calcio.

Proteina G que se acopla
estimulatoriamente al sistema de la
adenilato ciclasa.

Receptor a histamina acoplado al
sistema de los fosfoinositidos-
calcio.

Receptor a histamina que se acopla
estimulatoriamente al sistema de la
adenilato ciclasa.

Receptor a histamina

Inositol trifosfato

Kilodaltones

Buffer Krebs-Ringer bicarbonato
Fosfatidilinositol
Fosfatidilinositol-4-fosfato
Fosfatidilinositol~4~5-bifosfato
Protefn cinasa ¢

Enzima fosfolipasa c
Forbol-12-miristato-1i3-acetato

5-Metil urapidil
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1. INTRODUCCION.

1. GENERALIDADES.

La capacidad de comunicarse consti‘tuy‘é una
caracteristicas fundamentales de los serevs vi?és}" i
todo organismo puede mantener un intercambid'ﬁide :Jinglor@‘ak:i’.rén‘
con su medio, que le permite percibir 1les "cambb‘kiok‘s‘k en: 1ajs
condiciones ambientales.,

La transmisién de informacién a nivel celular, se lleva a
cabo gracias a la existencia de sistemas de comunicacién que
permiten coordinar la adaptacién de las diferentes funciones del
organismo en respuesta a las variaciones del medio. La
importancia de este fenfmeno es tal, que la aparicién de los
sistemas de comunicacién se remonta, probablemente, a 1los
primeros sistemas celulares; é&sto los capacité para poder
detectar estimulos externos (fisicos o quimicos), y regular y
ajustar, como consecuencia de ello, sus funciones metabélicas
en desarrollo. Fue a lo largo del proceso evolutivo como se
conservaron los elementos esenciales de aquellos sistemas de
comunicacién que confieren una mayor cantidad de wventajas a las
diferentes especies.

La forma de intercambio de informacién mas primitiva, y
actualmente una de las m&s importantes y ampliamente distribuidas
entre los seres vivos, es la conmunicacién quimica. Este tipo de
comunicacién envuelve a un complejo aparato de comunicacién
intercelular basado en mensajeros guimicos. Los mecanismos

bédsicos implicados en la sefializacién gquimica han variado muy



en 116; 6fganismos
] permite responder a
. “los cambios quimxcos de su amblente. Un ejemplo bién conocido es
' 1a respuesta quimiotdctil bacteriana,'ven la que gl movimiento
celular se orienta hacia una seﬁal quimica determinada, o en
direccion opuesta a ella (1, 2).

En los seres pluricelulares esta situacién resulté mucho mis
compleja. La divisién de trabajo entre sus cé&lulas tuvo como
resultado la formacidén de tejidos especi{ficos y de érganos, cada
uno de los cuales con una funcién particular. Para ello fue
necesario la presencia de sistemas de comunicacién interna que
coordinaran y regularan las actividades de los varios tipos
celulares que conforman al organismo. El contacto fisico directo
entre células vecinas, a través de uniones celulares, constituy6
una forma de regular sus funcicnes. Sin embargo, la comunicacién
entre células situadas a cierta distancia requirié un sistema de
seflales, basado en mensajercs quimicos (1, 2).

Este tipo de comunicacidén 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 estdn en contacto todas sus
células.

Los organismos pluricelulares cuentan con dos grandes
sistemas de comunicacién intercelular: el sistema nervioso y el
sistema endécrino. Ambos estin altamente especializados en 1la
sefializacién quimica, y actlan conjuntamente coordinande las
actividades de los distintos tipos celulares.

En el sistema nervioso, las neuronas transmiten la



informacién con mucha mayor rapidez que las células endécrinas 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 sefiales
quimicas cuando la informacién pasa de una neurona a la
siguiente. Por el contrario, en el sistema endécrino un grupo de
células elaboran mensajeros especificos, los cuales, son
transportados por el torrente sanquineo y actdan sobre células,
tejidos y 6rganos, 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 neuroendécrinoe. Juntos
pueden integrar de una forma coordinada la entrada de estimulos,
asi{ 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 s6lo sobre aquellas células gque poseen sistemas de
recepcidén adecuados, que las capacita para percibir el mensaje
y responder mediante la activacién de una ruta de transmisién que
es capaz de regular procesos celulares como la contraccién
muscular, el metabolismo, la secrecidén y el crecimientoc (5}.

Para lograr comprender como actfian los mensajeros quimicos
se han establecido diversos criterios que permiten identificar
las diferentes estrategias de la sefializacién quimica.

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



-rﬁéhsé‘jé}: " la célula blanco, donde ejerceran su

accxén. AsS ’;las sustancias llberadas por una célula o por un

grupo de células secretoras, pueden tener -su accién sobre ellas

’rmq’.sm’as ; Vr(accién autécrma), o sobre células cercanas (acclén
éézjééfina). En é&ste Gltime caso, el mensajero es conocido como
autoycoide y se caracteriza por tener un efectoc puramente local.

Cuando. el mensajerc es secretado a través de estructuras
especializadas, conocidas como sinapsis, se denomina
neurctransmisién, y al mensajeroc guimico neurotransmisor.

A pesar de que estos tres tipos de comunicacién se ejercen a
corta distancia, uno de los mas importantes y difundidos es el
que se realiza a larga distancia (accién enddcrina). En este caso
el mensajero guimico, conocido como hormona, se produce por
una gl&ndula de secrecifn interna y es liberado al tcrrente.
sanguineo, 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
drandes categorias:

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

lipidico que incluye a las hormonas esteroideas y las
prostaglandinas.
Las hormonas estercideas, tales como estrégenos,

progesterona y glucocorticoides, son sintetizadas por enzimas del
reticulo endoplasmitico 1liso, que utilizan como precursor al
colesterol. -

La glandula adrepal y las génadas, son los sities

principales de sintesis de estas hormonas y sus efectos primarios



se dan sobre la expresxbn genétxca‘
Por su parte, las prostaglandlnas
del- araquldonato.' Constxt

medladores quimlcos locales y entre'su efectbé" p?incipalés se

encuentran: la 1nhibici6n de la 1¥p64 ¥ la'agreﬁécién de las
plaquetas, la inflamacién, el control dgi‘éfangporfe iénico a
través de las membranas y ia mbdﬁlacié_n de la transmisién
sindptica (3, §6).

b) La segunda categoria incluye a las hormonas peptidicas,
que agrupa a los polipéptidos y proteinas; son sintetizadas por
una gran variedad de gléndulas endécrinas y presentan un sin
ntimero de efectos en la mayorfia de las células del organismo.

c) Las aminas, gque incluyen a 1los amineocdcidos con
funciones de mensajeros (glicina, &cido glutémico y aspértico), y
a los derivados del metabolismo de los aminodcidos (como las
catecolaminas, 1las hormonas tiroideas y la histamina), compenen
la tercera categoria de mensajeros quimicos.,

La mayoria de los amino&cidos, en el sistema nervioso,
tienen como efecte principal el de actuar como neurotransmisores
excitadores o inhibidores y son liberados por las terminaciones
de las células nerviosas (2, 3).

La forma en gue estos mensajeros ejercen su accién sobre la
o las células blanco, es posible gracias a la existencia de dos
mecanismos principales: Uno es el que 1llevan a cabo 1los
mensajeros cuya naturaleza quimica es hidrofébica, entre los que
se encuentran las hormonas esteroideas y las tiroideas. ‘Para
ello, se unen a proteinas transportadoras especificas, éue

permiten su paso a través del torrente sanguineo hasta la cé&lula



blanco:" Una vez en ella,‘égtéQié$at.  laamehb£5pa:
plasnmética, ﬁniéndose a tecept6¥§§:é;bté1cos esp;cifidosﬁdel
citoplasma. El complejo. forma¢q? (pbrhona-recépior); ‘miqia’
entonces hasta el nficleo dé la'aélui; ;ysé‘uﬁé a puntos
determinados del ADN, donde actﬁah'como intensificadores de 1la
transcripcién, y permiten la expresién de genes especificos (6).

Por otra parte, las molé&culas mensajeras de carédcter
hidrofilico, que incluyen a todos los neurotransmisores y a la
gran mayoria de las hormonas peptidicas, catecolaminas ¥y
mediadores quimicos locales, se unen a proteinas receptoras
especificas, situadas en la superficie celular, dada su
incapaciad de penetrar a través de la bicapa lipidica.

La interaccién entre la hormona y el receptor activa .una
ruta de transmisién que transduce las sefiales externas en otras
internas, gque en fGltima instancia, se encargan de regular

diversos procesos celulares (4, 7).

3. RECEPTORES.

Como se menciondé, las dos formas en Qque actGan los
mensajeros quimicos requieren de la existencia de proteinas
receptoras gue estén asociadas a la membrana plasmdtica o libres
en el citoplasnma.

A partir de esta seccién sélo se tratard de aquellos
receptores que se encuentran en la membrana plasmética.

Los estudios pioneros que propusieron la existencia de
sitios especificos de unién para los mensajeros guimices, fueron
los realizados, en forma independiente, por Langley ({1906) y

Ehrlich {1910) (citadoc en 7, 71).



Ambos analizaron, con modelos celulares adecuados,’ la aécién
de compuestos antagénicos gque competfian mutuamente pbr éjércer
sus efectos. Asi surgié 1la idea de la existencia de un "sitiq de
unién", que jugaba un papel'muy importante en el reconocimiento
del mensajero quimico y en la activacién de 1la respuesta
fisiolégica (8).

La falta de técnicas experimentales gque permitieran
demostrar la existencia real de estos "sitios de unién", retardd
por casi 60 afios su descubrimiento.

Gracias a la utilizacién de ligandos marcados
radiactivamente, se demostrdé la presencia de receptores
especificos en la superficie de células intactas y de membranas
aisladas.

En los fGltimos 10 afios, los estudios en esta A4rea
permitieron comprender muchas de las propiedades fisicoquimicas
(como son sus pesos moleculares y sus parametros hidrodinamicos),
quimidas (subunidades componentes y sus secuencias de
aminodcidos) y farmacolégicas (identificacién de subtipos de
receptores en funcién de agonistas y antagonistas), de una gran
cantidad de receptores como los adrenérgicos (9, 10), los
histaminérgicos (11) 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
c&lula, es limitada. .
B) El mensajero se une con alta afinidad y selectividad  al
receptor.

C) La unidén entre la hormona y su receptor es .. generalmente

rapida y reversible.



D) El receptor no es un elemento'éstati¢o:an¢lédéia la membrana

celular, sino, por el conﬁrario, ~és ’p ] eiéménéb qinémico gue
tiene un papel nuy importante én e; éasd:délinformacién,
contenida en los mensajeros celulares; a‘ﬁiaQés dé los sistemas
de transduccién existentes.,

E) La interacciédn de una hormona con su receptor induce una
respuesta fisiolégica apropiada en la célula blanco, la magnitud

de la cual estd directamente relacionada a la cantidad de hormona

¥ de receptores (2).

4. MECANISMOB DE ACCION HORMONAL.

La regulacién de las funciones celulares por mensajeros
hidrofilicos requiere de mecanismos eficientes para que 1la
sefial pueda ser interpretada y reconocida en el interior de 1la
célula.

La caracterizacién estructural de los receptores membranales
ha permitido distinguir cuatro tipos principales de mecanismos de
acciébn, a los cuales pueden estar acoplados para transmitir la
seflal (8,13).

I. En el primero, el receptor, al ser activado por la unién del
mensajero (generalmente neurotransmisores), media el paso de
iones especificos a través de la membrana, ya gque son proteinas
oligoméricas transmembranales, que ademis de contener los sitios
de unién para la hormona, por si mismos constituyen un canal
idnico. No existen evidencias de que su activacién requiera de
proteinas G y segundos mensajeros (esguema laj).

II. El segundo mecanismo incluye a aguellos receptores gue

presentan actividad de proteina cinasa, con un dominio



1a

ESQUEMA 1

Modelos sobre los mecanismos de acci6n hormonal: la) La unién del

mensajero regula la actividad de canales ibénicos. El receptor,
por si mismo, contiene el sitio de unién para el agonista y
es, ademds un canal idnico. 1b) El receptor al ser activado por
el agonista presenta actividad de tirosina-cinasa, fosforilando a
efectores protéicos especificos. 1l¢) El mensajero al unirse a su
receptor, regqgula la actividad de canales iénicos a través de una
proteina G. 1d) El mensajerc se une a receptores acoplades a un
sistema de transduccién transmembranal que transmite la
informacién al interior celular. A, agonista; X, iones
esprcificos; Mp, membrana plasmitica; R, receptor; PG, proteina
G; ‘tirosina-cinasa; C, canal iénico; EP, efector protéico; ATP,
adenosin trifosfato; «, 8, vy, subunidades de la PG.



gatailtiéo situado en la porcién inffacéldla:.'slvhecho de qué
él propio receptor tenga una activ’idéd‘ de cinasa; __ﬁacel"sgp'on’ei;
que no exista un segundo mensajero, sihb'qﬁéréi,mismo, al ser
activado por el mensajero, inicie la propagACién de la sefial al
activar una cascada de fosforilaciones y desfosforilaciocnes.
Ejemplo de este tipo de receptores es el de la insulina, ver
esguema 1b (12).

III. Un tercer mecanismo es el .que desencadenan algunos
neurotransmisores, como la acetil colina, el GABA, la serotonina
y adenosina. Estos mensajeros, al unirse a sus receptores
especificos, regulan la actividad de canales iénicos a través de
una proteina G, gque actGa como un elemento transductor en el
mecanismo. En este mecanismo, el receptor y el canal iénico son
estructuras protéjcas distintas, ver esquema 1c (13, 126).

IV. La gran mayorfa de los mensajeros de tipo hidrofilico, como
son las hormonas peptidicas, catecolaminas, mediadores,
quimicos 1locales y algunos neurotransmisores, se unhen a
receptores acoplados a un complejo sistema de sefializacién
transmembranal que transmite la informacién desde el receptor
activado, hasta un sistema efector final {(esquema 1d).

Asi, en este tGltimo mecanismo, la transmisién del mensaje
implica la interaccién especifica de tres componentes distintos e
integrales de la membrana:

A) Un receptor qgue posee un sitio de unién especifico para un
ligando extracelular particular.

B) Una proteina reguladora, conociﬁa como proteina G, localizada
en la superficie interna de la membrana que se encarga del

acoplamiento del receptor con la enzima amplificadora,

9



que réquier‘ef para: su funcionamien:o nucléétidos de gquanina
(1, 8)- ‘ "”: [ ' :

C). '~ Una ghzimar amplificadcra, localizada en la membrana
celular, que cataliza la reaccibdn por la cual se farma un
mensajero. intracelular o segundo mensajero.

El papel principal de estos segundos mensajeros es el de
activar a proteinas cinasas, cuya funcién es la de fosforilar a
proteinas especificas del interior de la célula. La modificacién
de una proteina por el enlace covalente con un grupo fosfato,
tiene un efecto importante sobre sus propiedades cinéticas.

El mecanismo de aceién de este sistema es b&sicamente el
siguiente y serd tratado con mayor detalle posteriormente.

La interaccién de la molécula mensaje con el receptor induce
un cambio conformacional en este dltimo, que le permite
interaccionar directamente cop la proteina G. Esta, a su vez,
activa a una enzima amplificadora que se encarga de generar un
segqundo mensajero. La generacién del segunde mensajera provoca
que la sefial se propague y amplifique rapidamente por toda 1la
célula (1). )

4,1 BIBTEMA DE TRANSDUCCION DE LA ADENILATO CICLASA.

Hasta ahora se ha visto la forma en que los receptores estén
acoplados a diferentes mecanismos para que la seflal hormonal
pueda ser reconocida e interpretada en el interior celular.

En el dltimo mecanismo descrito, después de unirse 1la
hormona al receptor de la membrana plasmatica, este complejo se
acopla a un sistema de transduccidén especifico.

Dos son los sistemas de transduccidén mejor estudiados

10



'Aden1lato Ciclasa“ y él d L

Vciclasa gtacias a- los trabajos teallzados por sutherland’ Y Rallﬁ
: (14), a ‘finales de los afios cincuenta, cuando estudiaban la

‘ aceién de la adrenalina y el glucagon sobre la transfomacxbn del
glucégeno en glucosa en células hepéticas.

La accibén de estas hormonas, inducfa un aumento en la
actividad de la enzima glucdgeno fosforilasa, encargada de
promover el rompimiento de glucégeno en glucosa-l-fosfato. La
utilizacién de fé6sforo marcado, les permitid saber que 1la
glucégeno fosforilasa se regulaba bajo accién hormonal por
fosforilaciones y desfosforilaciones. Con experimentos de
fraccionamiento celular demostraron 1la existencia de una
sustancia activadora de la enzima glucbgeno fosforilasa, la cual
se generaba al interaccionar la hormona con su receptor.

El anélisis quimico 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, ademds, que el AMPc era sintetizado a partir de ATP
por accién de 1la enzima adenilato ciclasa, localizada en la
menmbrana plasm&tica, Yy que el aumento en la actividad de la
enzima se daba cuando la hormona se unia al receptor.

El trabajo realizado por Sutherland dié lugar al concepto de
que el AMPc resultaba ser un segundo mensajero que tramsmitia las
sefial de una gran variedad de hormonas {o primeros mensajeros),

al lado interno de 1la célula, efectuando una amplia gama de
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efectos biolégicos (2, 6).

Los estudios actualg; denuestran; ‘que- el AMPq;«’gs  €1

sequndo . mensajero de muchas hormonas: prostaglandina ”’Elikié{,k‘~"

interleucina 1 (17), histamina (18) y el factor de crecimiénto;[

epidérmico (19), entre otros; ademas de la adrenalina’y éel;%_'i

glucagon.

A pesar de estos avances, se desconocia ain cbmo la uniﬁn,
de una hormona a un receptor especifico ocasionaba la activacién
de la adenilato ciclasa. Se propusieron entonces dos hipétesis
sobre este mecanismo:

Un modelo sugerfa gque el complejo hormona-receptor se unia
directamente a la adenilato ciclasa, y la activaba.

5in embargo, existian evidencias para proponer un segundo
modelo en el gue la unién de la hormona a su receptor apropiado
causaba la activacién 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 demostré la
existencia de una proteina transmisora que une nucledtidos 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 sefal
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
hombélogas, acopladas a diferentes rutas transductoras (21). Todas
ellas tienen en comén el ser proteinas con una estructura

heterotrimérica, constituidas por las subunidades o (39 a 52
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KDa), #(35°a 36 xDa) y y (s a. 10, KDa), cada' una’

rod cto ‘de un

'qen dlstlnto (22)

Estas proteinas se dlstinguen,' prv:j'.ncipalm'énte,v por la
subun.\.dad & , la cual contiene el sitio de unién para. los
nucleétidos de guanina y posee actividad de GTPasa. En el estado
no activo de estas protefnas G, la subunidad tiene unido GDP y
estid asociada al complejo B -7. Cuando una hormona se une a su
receptor, hay un intercambio de GDP por GTP en la subunidad &, y
el complejo se disocia y queda libre el a-GTP de 8 -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 é&stas proteinas,
para aclarar sus mecanismos de accién, se deben a la utilizacién
de toxinas bacterianas (principalmente la toxina del célera y lar
toxina pertusis), gracias al hecho de gue é&stas ADP ribosilan a
la subunidad alfa y alteran sus funciones (23, 24).

Por su parte, la subunidad beta y gama forman un complejo, :
él cual, al parecer, manteniene unida a la proteina G a 1la
membrana (25).

Hasta el momento, los estudios descritos en la presente
introduccién, demuestran que el mecanismo de accién de un gran
nGmero de mensajeros es activando al sistema de la adenilato
ciclasa de una manera estimulatoria, incrementando los niveles
del segundo mensajero AMPc. A la proteina G de este sistema se le
denominé Gs por estimular a 1la enzima. La toxina del célera la
reconoce como su sustrato, y ADP ribosila su subunidad ¢s, 1lo

que bloguea su actividad de GTPasa, dejéndola permanentemente
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Sih 'embatéo;‘ IS lucidacién a;i éégeifsiéteﬁa‘ estaba
parcialmente resuelto.‘ ‘ .;‘ »
Algunos traba)os realizados kab princxpxos de 'los ochentas
_indicaban gue. varias’ hormonas y»neurotransmlsores en vez de‘
activar a la adeniléto ciclasa parecfian inhibir su accién’
(20, 26}, lo que sugirié la presencia de un elemento distinto en
el sistema. Este nuevo elemento resulté ser una proteina G cuya
accidn era inhibitoria. La toxina pertusis demostré ser ﬁna 

herramienta muy Gtil para comprobar su existencia y su papel ‘en

este mecanismo, ya gue actda sobre la subunidad alfa (ai), de 1la’

proteina G inhibitoria (Gi), e impide la interrelacién de_la:tjﬁ"

subunidad activa, @ i-GTP, con la adenilato ciclasa, y deja ala:’ i

proteina G activa, pero incapaz de ejercer su accién de inhibir a:
la enzima (24). o

El modelo actual del funcionamiento del 'sistema de
transduccién 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 inhikitoria, gue 1los disminuyen.
Ejemplos de estos dltimos son: el receptor ap adrenérgico (27),
el receptor M, colinérgico (muscarinico) (28} y el receptor Dy
dopaminérgico (29).

El receptor, ya sea activador o inhibidor de la ciclasa, en
un estado de baja afinidad se asocia con una protefina G {(Gs o Gi)
unida a GDP. Esta asociacién permite gque el receptor pase a un

estado de alta afinidad (Ra) para el mensajero, y forme ahora el
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ne- al receptor, se produce la

substxtucién de"D' por GTP en la subunldad (u de la proteina G,

'el teceptor, por su parte, se isocia del complejo,‘, pasa

—nuevamente a su’ estado de baja afm.ldad. La subunidad u-GTP (ya
sea ai o us), queda entonces en su forma hbre al dlsoclarse del
ccmple)o B-yv, v la disociacisén permite la’ a‘c_tiivacién ,o_ 1nh1bic16n
de la adenilato ciclasa. S .
La hidrélisis de GTP a GDP, graclas a la actividad de GTPasa
de la subunidad a, permite la reasociacién de la subunidad o-GDP

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

4.2 AQIBTEMA DE TRANSDUCCION DE LO8 FOSBFOINOSITIDOS CALCIO.

En el afic de 1953, Mabel y Lowel Hokin {citado en 31, 127),
en el Hospital General de Montreal, en Canads, observaron que la
administracién de acetil colina a las células secretoras del
pancreas incrementaba la incorporacién de fésforo radiactivo a
fosfatidilinositol (PI}, gue es uno de los fosfolipidos
constituyentes de la membrana celular. Como otros lipidos de la
membrana, este fosfoinos{tido contiene una parte hidrofébica (dos
cadenas de &cidos grasos unidos a glicerol), ligada a otra
hidrofilica, el inositol. El aumento en la incorporacién de
fésforo 32 observado por los Hokin era un proceso secundario,
consecuencia de la posterior resfntesis del PI (30, 31}. Con
estos estudios se encontré gque una sefial externa estimulaba el
ciclo de recambio del lipido. Los Hokin propusieron gque este
recambio, provocado por la acetil colina, guardaba relacién con

el mecanismo de exocitosis por el gque las células del pancreas
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h H GoP
a-Gs-G0P —L—HRa-Gs -Bop rl-‘ﬂ Ra-Gs-BIP
s-GOP GTP
- BSXS+ “BTP*’R +H

®

TP AMR+ PP

ESQUEMA 2.

Modelo cinético para la estimulacién de la adenilato ciclasa: Rb,
receptor en estado de baja afinidad; Ra, receptor en estado de
alta afinidad; Gs, proteina acopladora activatoria; a, 8 , v ,
subuninades de la proteina Gs; H, hormona; GTP, trifosfatc de
guanina; GDP, difosfato de guanina; AC, Adenilato Ciclasa. Tomado
de Garcla- Sainz, J.A. (ref. 1j.



libetan enzimas dxgestivas

Los estudios posteziores han permt do c‘ono'ce'r',“que el

recamhio de fosfomositidos desempeha un’ papel: importante en: la

transmxsxén de la infomacxén contem.da en muchos ‘mensajeros

quimlcos, ccmo cxertas hormonas (epxnefrlna (32, 33), vasopresina
(:H), ‘serotonina (35), angiotensina (;4, 36),"etc), med1adores‘
quimicos locales (como la histamina '7(37, JS)») y neurotransmisores
{como - la acetil colina (39) ). '

Los fosfoinesitidos se presentan en-la mémbrana plasmética
en tres formas, las cuales son interconvertibles, gracias a la
accién de cinasas y fosfomonpesterasas, que los mantienen en un
equilibrio dindmico. Estas formas son: el fosfatidilinositol
(PI), el fosfatidilinogitol~4~fosfate {PIP) Y el
fosfatidilinositol~4,5-bifosfato (PIP,}, ver esquema 3.

En 1975, Michell (40), encontrdé gque existia upa relacién
entre la activacién del recambio de fosfoinositidos vy 1la
concentracidn de calcio citosélico, insinudndose la participacién
de este fendmeno en la transmisién de la sefal de muchos
n;ensajercs, ya que el papel del calcio como segqundo mensajero se
empezaba a evidenciar en diversos sistemas celulares. Adem&s
propuso que unc de log tres lipidos de inositol, el PIP,, parecia
hidrolizarse en relacién al mecanismo de movilizacién de
calcio.

Con el antecedente del trabajo de Dawson realizado en el afio
de 1964, sobre 1la preduccién de IPy (inositol trifosfato) a
partir de la hidrélisis de PIP,, y el de Michell en 1875,
Berridge y colaboradores, en 1984, demostraron el papel del IPy

como el segundo mensajerc responsable de la movilizacién del
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EBQUEMA 3.

Recambio de fosfoinositidos vy formacibn ‘de iSS _sequndos,

mensajeros IPy y diacilglicerol.
PI, fosfatidﬁlnositol- PIP, tosfatidilinosltol-d-fosfato-

fosfatidilinositol~4,5~- bifosfato, Dg,- diacilglicerol;
inositol trifosfato. o : S e
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calcio. ...y del ‘desencadenamiento de 1av:é§§ue

gléndﬁlas salivales de mosca (41). -

" Leos. estudios posteriores han demoﬁétadb iqueﬁ el 1P,
éonsiituye uno de los segundos mensajeros,'jﬁhtb‘coﬁjélicalcié v
.éi diacilglicerol, también producto de la ﬁidréliéis'del~PIP2, de
udﬁré Be‘los sistemas implicados en la transduccién de sefales
;éﬁimicés extracelulares, ampliamente difundido = entre los seres
fﬁivps: el "Sistema de los Fosfoinositidos-cCalcio" (esquema 3 y
4). -

Este mecanismo interviene en una gran cantidad de respuestas

-en ‘diversos sistemas celulares: glucogendlisis en células
,hepaticas, secrecibén de histamina, sero;onina Y heparina en
mastocitos, liberacién de serotonina por plaquetas sanguineas y
contraccién del misculo lisoc, entre otros.

El sistema de transduccién de los fosfoinositidos-calcio
est& constituido por tres componentes, localizados en la
membrana plasmética:

A) Un receptor que detecta una seflal quimica externa.

B) Una proteina G, gque sirve de acopladora entre el receptor y
una proteina efectora.

C) La enzima fosfolipasa C, gue se encarga de hidrolizar al PIP,
y generar, como consecuencia de ello, los dos segundos mensajeros
del sistema: el IP, y el diacilglicerol (42) (Esqguema 4).

Los receptores que se acoplan a este sistema de transduccién
(como los “1 adrenérgicos, el receptor AT, a angiotensina y el de
vasopresina), son miembros de una familia de glucoproteinas
integrales de membrana que contienen siete dominios hidrofébicos

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

Modelo del sistema de transduccién de los fosfoinositidos-calcio:
H, hormona; R, receptor; Gp, proteina G acopladora; . FLC,
fosfolipasa C; PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; IPy,
inositol 1,4,5 trifosfato; DG, djacilglicerol; PKC, protefna
cinasa C. Tomado de Garcia- Sainz, J. A. (ref. 44).



el espacio extracelular y tres hacia el espac1 n;récelular. Los

‘requerimientos

‘dominxos'frfintramembranales ; deflnenrfvfrds :
iestereoquimlcos para -’'la .unién de 'lo§~ agonistas y los
.\antagonistas, mientras que las asas intracelulares - determinan su
interaccién con proteinas G especificas (43, 44).

vEl bapel de la proteina G en este sistema es, al parecer, el
'misﬁo que realiza en el de la adenilato-ciclasa. Esta proteina G,
denominada Gp, se propuso inicialmente como elemento de
importancia en el acoplamiento del receptor a la proteina
efectora, por evidencias indirectas de su existencia. Entre &stas
se encuentra el'inctemento en la actividad de la fosfolipasa C,
con la adicién de andlogos no hidrolizables de GTP; la inhibicién
de la actividad de GTPasa de la subunidad ¢, por accién de AlFy
(gque se mantiene en su forma activa), y por la sensibilidad que
presenta a la toxina pertusis en algunos sistemas celulares, ésto
ditimo sugiere la existencia de por 1o menos dos proteinas Gp
gue activan a la fosfolipasa C: 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
proteinas G. Exton y colaboradores (49~51), han identificado
dos proteinas G insensibles a la toxina pertusis, con pesos de 42
Y 43 KDa, gque activan a una de las isoenzimas de la fosfolipasa C
(la isoenzima B1). Sin embargo, ain se desconocen muchas de las
propiedades de estas proteinas G, y queda por esclarecerse el
papel que desempefian las que parecen acoplarse al sistema; la
probable existencia de una proteina Gpi que se acopla

inhibitoriamente y su mecanismo de accién.
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El tetcef elemento de ‘este 'sistema transduccional es 1la
enzima fosfolip,asg c (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 (PLCO: 65KDa; pLC®: 150KDa; PLCY:
145KDa; ¥ PLC §: 85KDa), al parecer productos de genes
diferentes (52).

Aunque todavia no se conoce el papel exacto de estas
proteinas y el porqué de su diversidad, los estudios recientes
han propuesto que cada forma sea activada por distintas
proteinas G (49, 50, 52).

Las cuatro iscenzimas Thidrolizan al PIP, y generan dos
segundos mensajeros: el IP; y el diacilglicerol. El IP4 moviliza
calcio del reticulo endoplasmico, interactuando con un receptor
especifico qgue se encuentra acoplado o forma parte de un canal
que libera calcio, mecanismo de accién gue atGn no se ha
definido (42, 44).

La importancia de este ién como mediador del metabolismo
celular, en respuesta a procesos de seflalizacién, es tal, que
habitualmente la concentracidn de calcio libre es varios ordenes
de magnitud menor en el citoplasma que la concentracién en el
medio extracelular, El mantenimiento de estas diferencias de
concentracién depende de dos caracteristicas de la membrana
plasmdtica: su baja permeabilidad al calcio y la presencia de
sistemas de transporte para su expulsisdn.

Cuando es activada la ruta de transduccién de 1los
fosfoinositidos, parte de la sefal actia directamente sobre la

concentracién de calcio citopldsmica, gque aumenta en forma
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considerable; po

en la membrana p

,:forh;‘ difgc£§“o:;i;dir;ﬁtaf;(éi—ﬁ;sﬁéé 1éé: ﬁ;dtéiﬁéé‘ cinasas
depéndientes de calcio), 'y de eéta manera  se propaga
“intracelularmente parte de la sefial del mensajero quimico (53).

Por su parte, el diacilglicerol, cuya naturaleza hidrofébica
le impide abandonar la membrana plasm&tica, tiene una aparicién
transitoria y su degradacién es ré&pida. El principal papel de
este segundo mensajero es activar a la proteina cinasa C (PKC),
enzima descubierta en 1877 por Nishizuka y colaboradores (54).

Hasta el momento se han identificado siete subespecies de
PKC, con un peso aproximado de 77 KDa, gque muestran un diferente
patrén de distribucién y expresién, que sugiere puedan tener
distintas funciones (44, 54).

Entre las varias funciones asignadas a la proteina cinasa C
se incluyen: la secrecién y exocitosis, la modulacién de 1la
conductancia iénica, la regulacién de la interaccién del receptor
cén componentes del aparato de transduccién de sefiales, la
contraccién del nisculo liso, la expresién genética y la
proliferacién celular (55).

Para su activacién, 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 plasmitica mediante un sistema
dependiente de calcio (56 a 59).

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

en la Gltima década, ha sido su capacidad de modular -la funcién
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de elementos participantes en los sistemas de transduccién
existentes, como receptores, proteinas G, y efectores membranales
(adenilato ciclasa, fosfolipasa C y algunos canales ibnicos),
en los que inhibe o potencia su actividad.

Gran parte de los avances en esta irea han sido gracias a la
utilizacién de los ésteres de forbol, potentes promotores
tumorales derivados de alcoholes policiclicos, que activan a
la PKC. El forbol-l2-miristato-13-acetato (TPA), es uno de los
ésteres de forbol mis activos y utilizados para estudiar las
funciones de la PKC.

Entre los efectos del TPA se encuentran la inhibicién de la
respuesta o; adrenérgica (glucogendlisis, gluconeogénesis y la
ureogénesis) en células hep&ticas de rata, al parecer por la
fosforilacién del receptor, que provoca un cambio en su estado
de afinidad por el agonista; este es un ejemplo claro de
reqgulacién por retroalimentacién negativa (60, 61).

Por otra parte, se ha observado que en algunos sistemas
los ésteres de forbol incrementan la acumulacién de AMPc,
inducido por hormonas y neurotransmisores que promueven la accifn
B adrenérgica, é&sto por fosforilacién de la subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa que incrementa su actividad (44, 62, 63).
En contraste, en algunas células, estos ésteres promueven la
desensibilizacién de la adenilato ciclasa, lo que disminuye su
actividad (64).

En estudios recientes con TPA se ha observado que 1la PKC
bloquea la inhibicién hormonal de la adenilato
ciclasa, al fosforilar a la protefna Gi, lo que disninuye

marcadamente su actividad de GTPasa (65-67).
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Como se vié, la activacién de la proteina cinasa C puede
regular al sistema de la adenilato ciclasa, por accién directa
sobre los componentes de este sistema transduccional, provocando,
en consecuencia, un aumento o disminucién en los niveles de AMPc.

Recientemente se ha propuesto la participacién de las
diferentes isoformas de la PKC para explicar su accién opuesta
observada en los distintos modelos celulares (68).

Todos estos resultados han empezado a dilucidar 1la
complejidad de la regulacién del metabolismo celular por accién
hormonal, que consiste no finicamente de la activacién de una ruta
transduccional especifica por un mensajero quimico, si no de la
interaccién de todo un sistema comunicador complejo, altamente
especializado, que coordina con toda precisién la actividad

celular en respuesta a las seflales externas.

4.3 MACCION DE AGENTES ADREMERGICOS.

En el afio de 1895, Oliver y Shafer, al trabajar con
extractos de médula adrenal de mamf{fero, identificaron a la
adrenalina (epinefrina), como el compuesto responsable de la
vasoconstriccién y la elevacién de la presiédn sanguinea al
inyectarlo en la circulacién. Posteriormente Stolz y Dakin
determinaron su composicién quimica, logrdndola sintetizar (69).

Han transcurrido cerca de 100 afios, a partir de su
descubrimiento y se han realizado muchos trabajos para
determinar con detalle sus efectos y los mecanismos de accién
sobre los diferentes sistemas celulares en los gque ejerce su
acecién.

La epinefrina, junto con la norepinefrina y la dopamina,

22



constituyen él grupo de las catecolaminas, agentes con una amplia
variedad de efectos sobre diferentes tejidos.

Estos tres compuestos se sintetizan a partir de un
aminocido precursor: la tirosina, siqguiendo una serie de pasos
enzimdticos, 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 actGa como un mensajerc de tipo
hormonal. Ejerce funciones importantes en mamiferos, donde ha
sido objeto de numerosos estudios. Entre sus efectos principales
se encuentra el aumento de la presién sanguinea y la regulacién
de la frecuencia cardiaca; el aumento de la glucogenSlisis en el
higado; la requlacién de la contracciéon del misculo liso, y el
control de la secrecién hormonal de las gl&ndulas endScrinas y
exécrinas, entre otras muchas funciones. Adem&s la epinefrina
también actGa 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
simpdtico y se libera en tejidos inervados, en donde ejerce sus
efectos fisiolégicos localmente. Como hormona, se libera por la
gléndula suprarrenal y estimula la contraccién del corazén,
dilata los Dbronguios y eleva la fuerza contréactil de 1los
misculos (69).

Por Gltimo, la dopamina actfia como un neurotransmisor del
sistema nervioso central. Es el precursor inmediato de la

norepinefrina y la epinefrina y tiene efectos sobre la regulacién
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EBQUEMA 6.

Modelo estructural de algunos de los receptores adrenérgicos.
A) Receptor 8 , adrenérgico de humano. Tomado de la referencia
77.

B) Receptor a adren.érqico de corteza cerebral de rata. Los
circulos sélidos indican los aminofcidos idénticos en la
posicién correspondiente en el receptor LN

adrenérgico de rata. Tomado de la referencia 10.
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- cadiovéscuiargxési.
Las é-aiieéolaminas, dado su caracter hidrofilico, se unen a
protei@aSyréaéptoras'especlficas, situadas en la superficie
: ceiul;r pafa poder ejercer ‘sus efectos.

A’ continuacién se hard una breve revisién de las
caracteristicas de los receptores adrenérgicos, en especial sobre
los a;, acoplados estimulatoriamente al sister.na transduccional de
lo§ fosfoinositidos-calcio.

El estudio de los receptores adrenérgicos se inicia en el
afio de 1948, cuando R.P. Alquist, estudiando la accién de 1la
epinefrina y compuestos relacionados estructuralmente con ella,
propuso la existencla de dos subtipos de receptores, basados en
el orden de potencia observado y en el efecto producido en
diferentes tejidos: los B adrenérgicos, que median en general
fenbmenos estimulatorios, y los o adrenérgicos asociados a
procesos inhibitorios (71).

El interés desarrollado en esta &rea del conocimiento, por
los descubrimientos anteriores, llevaron al grupo de Lands, en
1967, a proponer la existencia de dos subtipos de receptores
B adrenérgicos, en funcién de las distintas acciones fisiolégicas
observadas y de su especificidad farmacolsgica: 1los 8 1
adrenérgicos, localizados predominantemente en el tejido
cardiaco, con la misma sensibilidad a epinefrina que a
norepinefrina, y los 8, adrenérgicos, ampliamente distribuidcs en
el masculo liso, que presentan mayor sensibilidad a la
epinefrina que a la norepinefrina (71), ver Tabla 1.

El desarrollo de agentes farmacolb6gicos y de técnicas

bioquimicas permitié demostrar, en ese mismo afio, gque la
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RECEPTOR AGONISTAS ANTAGONISTAS
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TABLA 1.

Potencia de Agonista Adrenérgicos. .
Epi=Epinefrina

Norepi=Norepinefrina
Iso=Isoproterencl

Tomado de la referencia 128.



respuesta £ adrenérgica se encontraba’,asovc"iad
de la enzima adenilato ciclasa (72)".

El avance de esta &rea durante- 1os C\ltijos veinte afios, -ha

sido tal gue se ha logrado la pur:.fzcac:.én’de 1os receptores
g8 adrenérgices (73, 74). Gracias a ésto fue posible 1la
comprensién con detalle de la estructura molecular de estas
proteinas, mediante la utilizacién de tecnologia del ADN
reconbinante y de clonacién,

Estos estudios demostraron que ambas proteinas se encuentran
constituidas por aproximadamente 450 residuos de amino&cidos. El
andlisis de la hidrofobicidad de la secuencia primaria de estas
protefnas, demostrd que contienen siete dominios hidrofébicos
transmembranales, conectados entre si 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 intervencién
de los 4 primeres dominios intracelulares para la unién del
agonista, y del séptime para la unién de los antagonistas
(22, 43, 75). Por su parte, estudios recientes demuestran dgue
la tercera asa intracelular, es el dominio gque interactta con la
proteina G (76, 77).

Con estudios de clonacidén se han revelado grandes
similitudes en 1la estructura primaria de distintos receptores
(como los ¢ y £ adrenérgicos, el muscarinico, el de serotonina,
el de dopamina y la rodopsina). Estos receptores tienen como

caracteristica el interactuar con proteinas G, para activar o
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inhibir a una proteina efectora. En espééiéi g"sfa'srsim’ilitudes se

refieren ‘a‘la . presencia de dominios ' iintramembranaleés,  gue

permite -proponer la existencia de’unasuperfamilia de’ proteinas

receptoras, cuya estructura y mecanis}nos de; accj.én han’ variado

muy-poco a 1o largo del proceso evolutivo' (127)

Los receptores 8 adrenérgicos.'se ’a_coﬁlarb\ de manera

estimulatoria a la enzima adenilato, c'jfcﬁlasé',' l'»g-fg'ravés de una
proteina G, denominada Gs. El mecanisﬁo ae ac_t’:‘ié.h de este sistema
transduccional fue tratado con detalle: épn anterioridad (tabla
2. =

De modo similar, los receptores o adrenérgicos fueron
di\(ididos en dos subtipos en funcién de consideraciones de
lbcalizacién anatémica, funcionales y farmacolégicas:

- Los@y Adrenérgicos, inicialmente localizados en sitios
postsin&pticos, donde median respuestas excitatorias (78, 79); v,

- Los a, Adrenérgicos, que por su parte fueron situados en
zonas presinépticas, _mediando efectos inhibitorios (78, 79).

En un principio, la divisién de 1los receptores alfa
adrenérgicos, por Langer (78), consideraba la participacién de
ambos receptores (o; Y a ;) en la inhibicién de la enzima
adenilato ciclasa.

Con los trabajos de Garcia-S&inz y Fain, en 1980 (32), se
demostré la utilizacién, por estos subtipos, de diferentes
mecanismos de transduccién de sefiales: los a,, parti;ipando en
los efectos metabédlicos de las catecolaminas que provocan un
recambio de fosfoinositidos y 1la movilizacién de calcic
intracelular, y los g5 gue fueron asociados con la inhibicién de

la adenilato ciclasa, a través de mecanismos independientes de

26



calcio (32), ver tabla 2.

La importancia de este hallazgo se refléja en la gran
cantidad de estudios realizados durante la ﬁltima'década, sobre
la caracterizacién farmacolégica, molecular y funcional de ambos
tipos de receptores alfa adrenérgicos; como consecuencia de ellos
resultaron una serie de evidencias gue proponen la existencia de
subtipos de receptores ay (9, 10, B0 a 84) ya, adrenérgicos (85,
86).

Para el receptor «; adrenérgico se ha propuesto la existencia
de dos subtipos de receptores: los 215 Y 108 agqy (9, 80 a 82).
Ambos subtipos han sido clonados y expresados obteniéndose su
estructura primaria {10, 83) (Esquema 6}.

El grupo de Lefkowitz, recientemente, clond y expresé un
nuevo subtipo de receptor oy, denominado Sycr de cerebro de
bovino (84). Sin embargo, afin se desconocen sus propiedades
funcienales.

Se ha informado que los subtipos o153 ¥ a3y, utilizan
distintos mecanismos moleculares para transmitir la sefial.

' Un subtipo, el aips estimula la formaciébn de fosfatos de
inositol como evento inicial, movilizando calcio de depSsitos
intracelulares, independientemente del calcioc externo (87 a 90).

El otro subtipo (u;,), activa canales de calcio sensibles
a dihidropiridinas, presentes en la membrana citoplasmitica, y
provoca el influjo de calcio extracelular, como fendmeno inicial,
Yy la formacién de fosfatos de inositol como proceso secundarioc
(87 a 90).

La proposicién de ambos fenémenos ha sido el resultado de la

utilizacién de diferentes antagonistas y agonistas selectivos
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para cada uno de los subtipos:
WB4101 (80), y la “cloroetilclonidin
primeros son antagonistas,,selécf:i’vgis

el segqundo para el a,y. En éuyanto;a",]ﬁps,»ér"p

n&s frecuencia, la metoxamina, un agonista @qa adrenérgico,; ha:

resultado de gran utilidad (88).

4.4 ACCION DE AGENTES HISBTAMINERGICOS.

La histamina es una hormona local, derivada del aminoicido
histidina; es sintetizada y secretada principalmente por las
células cebadas. Estas células que se encuentran en el tejido
conjuntivo de todo el cuerpo, almacenan la histamina en grandes
vesiculas secretoras y la liberan rapidamente por
exocitosis cuando son estimuladas por una lesidén, una infeccién
local o ciertas reacciones inmunolégicas. La histamina hace que
los vasos sanguineos se dilaten y se vuelvan permeables, lo que
permite el acceso de proteinas séricas y glébulos blancos a los
lugares de la lesién. Ademds, la histamina participa en 1la
regulacién de la secrecién 4cida g&strica, y en la contraccién
del mGsculo liso (intestino y tracto respiratorio), entre otros
efectos (4, 91).

Recientemente, se ha propuesto su participacidén como
neurotransmisor del sistema nervieso central, donde ejerce sus
acciones sébre la regulacién de la temperatura corporal y la
dinamica vascular (91, 92).

La accién de la histamina se inicia por su interaccién con
receptores especificos, localizados sobre la superficie externa

de la membrana plasmitica; al utilizar ligandos selectivos
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(agonista;, y an:agonistas), ‘se han diferenciado tres tipoé"'de
receptores‘histaminérgicos, denominados: Hy, Hy ¥y “3- (11, 91), o

Cada uno de estos receptores media efectos especificos de la
histamina, a través de sistemas transduccionales determinados
(tabla 2).

a) E1 receptor H; se encuentra acoplado al recambio de
fosfoinositidos y la sefial de calcio, siguiendo el modelo ya
descrito (37,92,93). La activacitn de este receptor provoca la
broncoconstriccién, la contraccién intestinal, el incremento en
la permeabilidad capilar, la dilatacién de pequefios vasos
sanguineos y las reacciones alé&rgicas, entre otros mnuchos
efectos. Estas acciones son blogueadas por antagonistas Hy
selectivos como la pirilamina (una etilenediamina) y 1la
clorfeniramina (una alkilamina) (91), los cuales actGan como
inhibidores competitivos reversibles de la accién de histanmina.
Por otra parte el 2-(2-aminoetil)-tiazol (un andlogo de
histamina), es un potente agonista H;, muy utilizado en estudios
de tipo farmacolégico (11, 37, 124}.

b) En contraste, el receptor H, 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 contraccién cardiaca, la dilatacién capilar y 1la
secrecién 4cida géstrica. Los antagonistas H, como la cimetidina
y la ranitidina, ademds de ser usados clinicamente contra (lceras
pépticas (91), se utilizan como potentes agentes antagénicos en
estudios de tipo farmacoldgicos (11, 37, 124). En cuanto a los
agonistas H,, la impromidina y el dimaprit, dos andlogos de

histamina, son utilizados frecuentemente en estudios

29



‘farmacolégicos (115 91, i24).'
} cifpéf ﬁltiﬁb, élrrgéepﬁor H3,Vlopélizadq principalmente en
‘elisisﬁemé ne?Vioso,'en zonas’presinépticas; parece intervenir en
la liberacién de otros neurotransmisores {(92). El1 mecanismo de
transduccién del receptor H; aGn se desconoce. sin embargo,
recientemente, se ha preopueste un acoplamiento inhibitorio a 1la

adenilato ciclasa (94).

4.5 ACCION DE ANGIOTENSBINA II.

La angiotensina II es un octapéptido que se forma por 19
separaci6on de dos aminodcidos del decapéptide angiotensina I, el
cual, a su vez, es un fragmento separado del angiotensinégeno
(una a, globulina), por la renina,  ésta Gltima elaborada por las
células yuxtaglomerulares del rifidSn (esquema 7). Este complejo
hormonal y enzimatico participa en el sistema renina-angiotensina
que se encarga de la regulacién de la homeostasis cardiovascular
y del balance normal de sodio en el organismo.

La hormona activa de este sistema es la angiotensina II,
cﬁyas acciones se realizan a través de receptores especificos
localizados en varios 6rganos y tejidos (corteza cerebral, rifén,
sistema cardiovascular, higado y érganos reproductivos) (95).

Algunos de los efectos fisiolégicos de la angiotensina son:
un potente efecto vasoconstrictor, de accidén mnuy breve;
estimulacién de la 1liberacién de aldosterona, gque promueve la
absorcién de sodio y agua en el rifién; inhibicién directa de 1la
secrecién de renina por las células granulares y estimulacién de
la secrecién de angiotensinégeno (96).

En el higado de rata, la angiotensina, estimula una

30



.ANGIOTENSINOGENO

RENINA

ANGIOTENSINA I

EChA

ANGIOTENSINA II

RECEPTORES A ANGIOTENSINA II

EBQUEMA 7.

Sistema renina-angiotensina: ECA,  enzima convertidora de
angiotensina (tomado de 95). .



variedad de procesos metabblicos, que incluyen:.l: %'étivaéiOn‘ﬁe g

la glucogenélisis (36, 97), 1la ureogénesis 34) yila

gluconeogénesis (101, 130), a través del subtipo de‘receptpf ATi; i+

que se acopla al sistema de los fosfoinositidos—calcio'(34,'36,
98); es necesario para la activacién 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 AT,, el cual
parece estar acoplado a la reduccién de los niQeles de GMPc por
un mecanismo desconocido (100).

La caracterizacién farmacolégica de estos dos receptores ha
sido posible gracias al desarrollo de una gran cantidad de
agentes antagénicos de tipo no peptidico (95). Entre éstos, el DUP
753 y el PD 123177 se caracterizan por ser potentes inhibidores
competitivos de la accién de angiotensina IXI (36, 95, 100).

El DUP 753, un antagonista AT, y el PD 123177, un
antagonista AT,, demuestran potentes efectos antihipertensivos

(95).

5. REGULACION HORMONAL DEL METABOLISMO HEPATICO:GLUCOGENOLISIS.

El higado es uno de los 6rganos de mayor interés por la
amplia variedad de funciones que desempefia en el organismo. Entre
&stas se encuentran: la regulacién del metabolismo ‘de
carbohidrates, lipidos Y aminodcidos, asi como la
biotransformacién de drogas.

De ésta y otras muchas funciones, tal vez una de las més
importantes y estudiadas es la que se refiere al metabolismo de

la glucosa, principalmente en mamiferos.
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El higado mantlene los nlveles estables de este’: azﬁca % n‘el

torrente sanguineo, grac1as a 1a s mecam.smos

enzimétlcos comple)cs' 1 glucogenelisi ,pneqqé‘pesxs_. -

Anbas vias han sido objeto de un fgra, e _'t:kx"‘aibyajycjas que’

tratan de comprender como se regilan. por.‘acciéni hormonal

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

Entre las hormonas implicadas se en;uénﬁran: la epinefrina,
secretada por la médula adrenal, y el glucagon ‘y' la insulina
secretados por el péncreas. Aungue estas hormonas tienén
numerosos efectos metabdlicos sobre el higado, sélo se analizaran
brevemente los que se hallan relacionados en la regulacién: del
metabolismo de la glucosa. h

Existen dos direcciones importantes para utilizar 1la
glucosa: diversos é&rganos y tejidos, como son el cerebro,
corazén, misculo esquelético, etc, pueden oxidarla para 1la
produccién de energia, o puede ser polimerizada como glucégeno o
convertirse en grasa para su almacenamiento., La epinefrina que es
secretada en respuesta a estados de alerta o 'stress", y el
glucagon gque es liberado cuando disminuyen los niveles de
azGcar, estimulan la degradacién de glucégeno a glucosa
(glucogenélisis), principalmente en el mlsculo y en las células
hepdticas. Por el contrario la insulina, que es secretada en
respuesta a los altos niveles de azGcar en la sangre, estimula la
polimerizacién de la glucosa a glucbgeno en el higado
(gluconeogénesis) (4, 102).

Las enzimas encargadas en la degradacién y sintgsis de
glucbgeno, son la glucdgeno fosforilasa (o fosforilasa) ny\ lya

glucégeno sintetasa, respectivamente.
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La epinefrina .y el glucagon provocan una marcada actlvacmn,zg -

de  la fosforilasa y una. 1nh1b1c16n de la: qlucéqeno sxntetasa,

que promueve la degradacién 'del‘ glucégeno.r La! insullna', fpo::v

contrario, ‘estimula la: mcorporacién de la glucosa y activa
glucégeno sintetasa dando lugar a’la formaclén de” glucégeno__"
(102).

A continuacién se revisarén dos de los mecanismos hormenales
que ‘llevan a 1la activacién de la glucogendlisis. En células :
hep&ticas, la secuencia de cada uno de é&stos es la siguiente: '
a) Algunas hormonas como la epinefrina (a través de la
respuesta g adrenérgica) y el glucagon, se unen a receptores
localizados en la membrana plasmidtica y activan, por medio de
una proteina Gs, a la adenilato ciclasa.

b) La adenilato ciclasa, en la membrana plasmitica, cataliza la
formacidén de AMPc a partir de ATP.

c) El incremento en los niveles de AMPc activa a una proteina
cinasa. Esta cinasa es inactiva en ausencia de AMPc. La uniénr
alostérica de este nuclettido estimula a esta proteina.

d) Dicha proteina fosforila a dos enzimas: la fosforilasa
cinasa y la glucégeno sintetasa. La fosforilacién de ambas
proteinas es la base de la regulacién coordinada de la sintesis y
degradacién del glucégeno. La fosforilacién por la proteina
cinasa dependiente de AMPc activa a la fosforilasa
(indirectamente por activacién de la fosforilasa cinasa), Yy
simultdneamente inhibe a la glucégeno sintetasa (directaménte).
Ademds, la glucdégenoc sintetasa también es fosforilada por la
fosforilasa cinasa, lo que asegura de este modo que no exista

sintesis de glucégeno cuando se estéd degradando (163 a 10S)
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P PPI
. AMP:
ATP
PIR 1%+ Oy
Calcio Caleio acllva macnva a H
almacenado hbre L —ATP
s ADP
4
FOSforilass  fammmm—p Ca'*{Fosforiasa |_p
Cinasa Cinasa
inactiva actva
Fosforilasa  Fosforilas
b 2
Pi
Glucogeno Glucosa-1-p
ESQUEMA 8.

Dos vias de estimulacién hormonal de la glucogenblisis: I.- Via
de los fosfoinoitidas-calcio: H;, receptor a histamina; ATy,
receptor a anglotensina; a, receptor alfa 1 adrenérgice; Gp,

prozeiana G acoplzdora; FLC, fesfolipasa c; PIP,,
_fosfatitilinositol 4,5 bifosfato; IP,, inositol 1,4,5 trifosfatd;
Dg, diacilglicerol. II.- Via de la adenilato ciclasa: &.,,

receptor beta 2 adrenergicc; Gs, proteina & acopladora
estimylatoria; AC, Adenilato Ciclasa; AMPc, adenosin mancfosfato
ciclico; R, subunidad requladsra de 1la PC; €, subunidad
catalitica de la PC; PC, proteina cinasa AMPc dependiente.
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(esquema 8).
El otro mecanismo es el 51gu1entE'«a

.a) Es activado por hormonas como 1a epxnefrlna (a través de la

acclén -3 adrenérgica) la anqiotensina II (pot receptotes ATy, ¥
’la vasopresina. Estos mensajeros se unen a receptores membranales
y. a travéslde una proteinaﬁc, act;van a. ‘la fosfolipasa C
(36 88 97)
' b) ) La fosfolipasa ¢ cataliza ‘la formacién de IP; Yy
d%é#ilélicerol a partir de la hidrélisis del PIéz.
”{é;“" El IP, libera calcioc de reservorios intracelulares,
" qQé‘incrementa su concentracién en el citosol {(de 0.1 a 1 M).
icaléio as! liberado se une a una de las subunidades de 1la
/fosforilasa cinasa, que corresponde a la calmodulina, protefina de
17’KDa, que sirve come un elemento regulador permanente de la
enzima. La unién de calcio induce un cambio conformacional gque
provoca la activacién de la fosforilasa cinasa (106).
d) Una vez m4s esta enzima se encarga de fosforilar a 1la
fosforilasa, desencadendndose los pasos ya mencionados gue llevan
a la degradacién de glucégeno (104, 105) (esquema 8).

La fosforilasa es un dimeroc de %7 Kba, que existe en dos
formas interconvertibles: una inactiva (forma b} y otra activa
(forma a). La fosforilasa b es convertida a fosforilasa a, por la
fosforilacidn de un residuc de serina en cada subunidad, funcién
realizada por la fosforilasa cinasa (105).

La fosforilasa cataliza reversiblemente la fosforb6lisis del
enlace glucaosidico termipal g(l--~4) en el extreme no reductor de
una cadena lateral del glucégeno, provocande la escisidn de la

glucosa termipal en forma de glucosa-i-fosfate, la cual es

34



. transformada énz;métiéémeﬁﬁe'envglucosa. Esta se libera al

tgtreﬁtéfsinéuiﬁéo "y llega asi a los tejidos que la requieren,

s



II ANTECENDENTES.,

Una de las principales lineas de investigacién en el
laboratorioc a cargo del DR, JesGs -Adolfo Garcia-S&inz, 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 (farmacolégico y
funcional), los sistemas de transduccién acoplados a ellos, hasta
el estudio de la propagacién intracelular de la sefial que lleva a
la activacién o inhibicién de algunas rutas metabdlicas.

Una de éstas, la glucogendlisis, resulta ser un modelc
adecuado para estudiar la accién de estos agentes. La ventaja gque
presenta es que puede ser activada por cualgquiera de los dos
mecanismos de accién hormonal descritos: el de la adenilato
ciclasa y el de los fosfoinositidos-calcio (36, 60, 88, 97). As{
se han podido identificar un gran nimero 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; adrenérgicos, la
vasopresina y la angiotensina II estimulan la glucogenélisis, la
gluconeogénesis, y la ureogénesis en hepatocitos de rata normal a
través de un mecanismo asociado con cambios en la concentracién
de calcio citosélico y con el recambio de fosfoinositidos. EL
calcio, el IP, y el diacilglicerol son los mediadores de la
accién de estas hormonas.

Durante los Gltimos diez afios, los receptores o
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: 'adrenwérjgivvc’tias “han . s.;lr.vd'a':: rcrl;jretic; de numercsos  estudios para
comp?énder su fhnci{m en el mecanismo al qﬁe se -acoplan, El
modelo mas uﬁiliiado para ésto, es el de las células r;epaticas de
rata-adulta, por presentar en forma predominante la respuesta a
adrenérgica (107).

Los estudios recientes de clonacién y farmacologfa del
receptor o, adrenérgico , han evidenciado la existencia de dos
subtipos de receptores: aya Y ajp (9, 10, 80 a 84). Esta divisién
no sbélo se fundamenta en un caricter farmacoldgico, sino también
se han propuesto diferencias en los requerimientos de calcic
para el desencadenamiento de la respuesta (87 a 90).

Se ha informado gque el hepatocito de rata expresa el
receptor u;p adrenérgico (80, 81, 88, 90). Este subtipo estimula
la formacién de fosfatos de inositol, y moviliza al calcio de los
depésitos intracelulares, independientemente del calcio externo.

El efecto del TPA sobre este modelo celular, inhibe la
respuesta o, adrenérgica, al parecer por la fosforilacién del
receptor (por accidén 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 II. Su
accién sobre la modulacién del metabolismo hepdtico se ha
demostrado en varios trabajos. El uso de agonistas selectivos ha
permitido demostrar la existencia del subtipo AT;, que estimula
el recambio de fosfoinositides y  la activacién de la
glucogenblisis. A diferencia de lo reportado sobre la inhibicién
de la respuesta o, por TPA, el efecto de 1la angiotensina II no
parece ser afectado por la accién de este compuesto (60).

En el afio de 1985, Imoto et al (108) informaron de 1la
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presencia de un gran nGmero de receptores hiséémihéﬂk&éi3ﬁipo

Hl), ‘en membranas de hepatocitof,d edéﬁtbt;‘como ya

se menciond, se acopla estxmul‘to s ste a de los

rabajos ‘se han

fosfoinositidos calclo. Sin emba;go pocos
realizado para comprender su medanismd‘ evgccién sobre el
metabolismo hepitico. ‘ 3 o '

Como se observa, el conocimiento ‘actual de 1la regulacién
hormonal de la glucogendlisis hepdtica, utilizando como modelo el
higado de rata macho adulta, demuestra la acﬁién de dos vias
principales para su activacién: una la de la adenilato ciclasa y
la de los fosfoinositidos-calcio., Sin embargo algunos trabajos
han demostrado que existen diferencias en la sensibilidad y
efectividad para la activacién de la glucogenSlisis por agentes
adrenérgicos en funcién del sexo (131), la edad (132), la especie
(133) y estados patolégicos (134). Por ejemplo la respuesta
predominante en ratas recién nacidas y jovenes es la B 2
adrenérgica. Ya para el estado adulto la respuesta que predomina
es la q, adrenérgica (132). Estas diferencias también pueden ser
observadas cuando se comparan entre diferentes especies: mientras
que la respuesta a; es predominante en rata, ratén y hamster en
el estado adulto, la 8, es mayor en conejo y cuyo (134).

Por otra parte, no Gnicamente se han observado diferencias
en la sensibilidad a los agentes adrenérgicos; también se ha
reportado que la vasopresina no induce la glucogendlisis en
hepatocitos de conejo, por la ausencia de receptores especificos
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 gque activan la glucoééhslisiévﬁepéiica (como lo son los
adrenérgicos 'y la‘angiotensiné II), permitieron proponer el
estudio de 1la acciéh de tres agentes: los o adrenérgicos, 1la
histamina y la angiotensina II, en un modelo hepitico diferente
al de rata y estudiar si la accién 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
transduccién implicado, o a la ruta metabdlica activada. Asi se
inicié 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 glucogenélisis, mediada por agentes adrenérgicos se
realiza a través de receptores g8, Y a, adrenérgicos, estudios de
tipo farmacolégico han demostrado la existencia de un gran nimerc
de receptores g , adrenérgicos (4801 % 323.08 fmol/mg}, en
comparacién con los g, (63.69 # 15,26 fmol/mg) (115- 134).

Aunque se desconoce el subtipo de receptor qy adrenérgico
involucrado, se sabe que los agentes ayr en hepatocitos de cuyo,
activan el recambio de fosfoinositidos que lleva a la generacién
del IPy y diacilglicerol como segundos mensajeros y a 1la
movilizacién de calcio de 1los almacenes intracelulares (109 a

112).
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IXI OBJETIVOS.

El objetivo general del presente trabkajo es anélizér el
efecto de norepinefrina, histamina y angiotensina II, sobfekla
activacién de 1la glucogendlisis, en hepatocitos de cuyo,
para lidentificar, farmacolbdgicamente, los tipos y subtipos de
receptores implicados, asi como el o los sistemas de transduccién
acoplados a dichos receptores. Ademés es de gran interés analizar
el comportamiento del modelo hep&tico 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
especificos: .

A) Caracterizar farmacol6égicamente el subtipo ay adrenérgico
que participa en la activacién de la fosforilasa a.

B) Analizar el efecto del TPA scbre la respuesta g4
adrenérgica en estas células.

C) Analizar la sefial de calcio del sistema.

D) Determinar la existencia de receptores a histamina‘y
caracterizar farmacolégicamente el subtipo de receptor.

E) Determinar el mecanismo de accién de la histamina. sobre
el metabolismo hepitico.

F) Caracterizar el receptor a angiotensina II gue
interviene en la activacién de la fosforilasa hepitica mediante
el uso de antagonistas selectivos.

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

angiotensina I en hepatacitos de cuyo.
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IV HATERIALES Y XETODOS.

Agentes, Reactivos y Compuestos Radiactivos.
+1-Epinefrina, 1-norepinefrina, dl-propanolol, hiétamin;,

:'pirilamina, angiotensina 1II, forbol-12-miristato-13-acetato ~
‘(TE;A),' tjlucosa-l—fosfato, glucégeno, digitonina,' cafeina. ;, .
g~-glicerofosfato, piruvato y lactato de Sigma Co.- (Sé. Louis.,
:#xo, U.S:A). Prazosina, clorecetilclonidina, S5-metil urapidil,
"clorfeniramina y ranitidina de Research Biochemicals Inc.
(Natick, MA, U.S.A}. La metoxamina fue donada de Burroughs
Werllt':'ome' (Triangle Park, NC, U.S.A). Dup 753, PD 123177 y
'pifedipina fueron generosamente donados por los Drs. A. Chiu y
R.D. Smith {bu Pont, Boston, MA, U.S.A}. 2«(2-Aminoetil)-
't-iazol, cimetidina, impromidina y dimaprit fueron donados por
smith Kline and French (Welwyn Garden, U. K.). g -D-[U-l4¢)
Glucosa-i-fosfato (313 mCi/mmol) fue .obtenida de ﬁew England
Nuclear (Boston, MA, U.S.A). La co;igenasa fue de Worthington
Biochemical Co (New Jersey U.S.A) .‘Los demds reactivos fueron de

la mds alta calidad posible. =~ .

Animales.

Se utilizaron cuyos machos de 200 a 300 gramos de peso,,
alimentados ad libitum con allmento cont olado para roedores de

Purina S.A de C.V.

Obtencién de Células Hepaticas.
Los hepatocitos fueron alslados(por e

con colagenasa de Berry y Friend (113) Esta:técnica” consxste en
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canular - la vena ‘porta. hepa’tiycé‘"y erfundir:.el. higado: C°h[ un

buffer Krebs-Ringer bicarbonato':(m) v s:.,n,Ac‘a]A. orat '31“"é, hajok

una atmdsfera de carbégeno (95% 02/5% coz) Yy pH 7.4. Una. vez
canulado y perfundlde el higado, fv.;e” éigéf'idé'y‘con‘colagenasa en
KRB adicionade de calcio (1.2 mM). Laf ksus'p'enksién’ de células
obtenidas fue lavada tres veces en KRB con clacio. La densidad
final de la suspensién fue alrededor de 100 mg de celulas / ml.
La viabilidad de las células fue evaluada por la prueba de
exclusidén de azul de tripan, observadas al n;icrosccpio dptico

(>95%) .

cuantificacién de la Actividad de la Fosforilasa.

Las células fueron incubadas en un medio estabilizador (KRB
con calcio, seroalbimina de bovine 2.25%, piruvate 1.25 mM y
lactato 12.5 mM), en tubos de pléstico (10 mg cel/tubo}, durante
20 minutos bajo una atmésfera de carbdgeno. Al finalizar é&ste
tiempo se adicionaron los agentes a probar y un minuto después
se pard la reaccién. La actividad de 1la enzima fosforilasa a
se evalub siguiendo el ensayo descrito por Stalmans y Hers
(114), el que se basa en la activacién de la enzima por accidn
hormonal. La fosforilasa g cataliza la degradacién del glucégena
a glucosa- l-fosfato in vivo. Bajo las candiciones descritas por
estos autores {114), se provocd la reaccidn inversa midiendo 1la
incorporacién de [14Cngucosa-1—fosfato a glucégena. El
glucSgeno marcadoe gue se obtuvo de esta reaccién se cuantificé
en un contador de centelleo liquido. Cuando se midié la accién
del TPA y de los antagonistas, éstos fueron adicionados a las

células 20 minutos antes de realizarse la reaccidn con los
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agentes. La actividad de esta enzima fue expresada en unzdade

Una unidad es definida como la conversién de 1 Umol de sustrato a

producto, en un minuto, por gramo de peso hdmedo de' las célula

Los datos obtenidos se presentan como el promed104de’by

experimentos mis / menos el error esténdard.

43



V. REBULTADOS.

1.=- ACCION DE AGENTES ADRENERGICOS.
A} Caracterizacidén farmacolégica del receptor ajy adrenérgico,

implicado en la activacién de la enzima fosforilasa a .

La accisén de la epinefrina y norepinefrina fue evaluada
sobre la activacién de 1la glucogendlisis. E1 efecto de ambos
nensajeros provocd la activacién de la fosforilasa a (Fig. 1).
Como estos agentes se pueden unir a cualgquiera de los dos
receptores que activan a la fosforilasa, en células hepéticas (og
Y By}, se utilizaron los antagonistas selectivos, prazosina y
propranclol. La prazosina es un potente y selectivo antagonista
@y adrenérgico {69). Por su parte el propranolol es . un
antagonista adrenérgico que presenta la misma afinidad para los
receptores g, Y 8, (69). A una concentracién de 10 ¥,
permitieron evidenciar 1la existencia de ambos tipos de
receptores. Las diferencias observadas entre la epinefrina y la
norepinefrina pueden explicarse por la alta respuesta B8 2
adrenérgica en estas células (115} , y la selectividad de
epinefrina para este subtipo de receptor (tabla 1). La
accién de norepinefrina fue blogqueada, casi completamente, por 10
M de prazosina y totalmente por ambos antagonistas (figura 1).
En la Figura 2 se muestra gue la accién de diferentes
concentraciones de norepinefrina, provoca un incremento en
la actividad de la fosforilasa, dependiente de la dosis (ECgq=
0.9 ¥M), de la misma forma que lo hace en hepdtocitos de rata

(EC50= 1 uM) (88).
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PIGURA 1.
EFECTO DE EPINEFRINA, NOREPINEFRINA Y ANTAGONISTAS BOBRE LA

ACTIVIDAD DE LA FOSFORILASBA.

Los hepatocitos fueron incubados con 10 uM de epinefrina 6 10 yM
de norepinefrina en ausencia o presencia de 10 ¥ de
propranolecl y/o 1 UM de prazosina. Los resultados estan
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 esténdard entre 6 y 8 experimentos.
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FIGURA 2.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NOREPINEFRINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE

LA POSFORILABA.

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



Hasta el momento,~aun se’: desconocia ei:subtipo de receptor

adrenérglco implxcado. Asi;se,probé el efecto del 5-metil

urapldll un antagonlsta ala' Este agente bloque6 de una manera
vdosxs dependiente lan accién de 10 uM de norepinefrlna sobre la
‘a;tlvidad de la fosforilasa a; el 5-met11 urapidil {ICgg= 80 nM)
resulté ser mis potente (3 a 10 veces) que la prazosina (ICgy=
VJOO‘nM), ver figura 3. )

Uno de los compuestos mis efectivos para bloquear la accién
de la respuesta q,;p, adrenérgica en hepatocitos de rata es 1la
cloroetilclonidina (9, 116), en donde varias concentraciones de
este agente causan un decremento progresive en la maxima
estimulacién de 1la fosforilasa inducida por 10 uM de
norepinefrina (88). El blogueo total de la respuesta, en estas
células de rata, se alcanzd a una concentracién de 100 yM de CEC.
En contraste, nuestro estudio demostrd que el pretratamiento de
los hepatocitos de cuyo con 100 uM de clorocetilclonidina, no tuveo
casi efecto sobre la activacién de 1la fosforilasa a, por
concentraciones crecientes de norepinefrina (Fig. 4), Las
diferencias observadas en la figura 4 se deben a la gran cantidad
de receptores B, adrenérgicos, los cuales empiezan a activarse a
altas concentraciones de norepinefrina (10 y M) a pesar de la
presencia de 10 uM de propranolol, el cual es un antagonista
competitivo. Esta es una caracteristica propia de nuestro sistema
la cual se observa al medir otros parametros bioquimicos. Estos
datos y los anteriores demuestran la existencia de un subtipo de
receptor @, adrenérgico diferente al reportado en rata.

Para comprobar ésto, se utilizé 1la metoxamina, un potente

agonista a Sus efectos son casi nulos sobre la activacién de

la*

45



pars

o

O
T

sa o (% DE ACCION DE NOREPINEFRINA)

0Ly, L QL ) .
10 9. 8 7
-Log [ANTAGON(STA] M

A
|
5}

PIGURA 3.
EFECTO DE ANTAGONISTAS ALFA 1 ADRENERGICOS SOBRE LA ACTIVACION DE
LA POSFORILABA, INDUCIDA POR NOREPINEFRINA.

Las células fueron incubadas con 10 yM de norepinefrina en
presencia de diferentes concentraciones de 5-metil urapidil
(tridngulos llenos) o prazosina (cuadros vacios). Los resultados
son expresados como el porcentaje de accidén de norepinefrina. Los
datos representan el promedio * el error estandard de entre 6 y 8
experimentos, por duplicado.
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FIGURA 4.

EPECTO DE CLOROETILCLONIDINA BSOBRE LA ACTIVACION DE LA
FOSFORILASA POR NOREPINEFRINA.

Los hepatocitos fueron preincubados en ausencia (circulos vacios)
o presencia (tridngulos llenos) de 100 uM de cloroetilclonidina
por 15 minutos. Después de la preincubacién las células fueron
lavadas e incubadas con 10 uM de propranolol en presencia de
diferentes concentraciones de norepinefrina. Los resultados esté&n
expresados como el porcentaje de accién de norepinefrina. Estos
datos representan el promedio * el error esténdard de entre 3 y 4
experimentos por duplicado.



la fosforylasa-aen:‘rata;. atn: -aciones  de. este

.agente:(lo‘ﬁM) (88). La Figura 5 ﬁﬁéstgé;l; .iéctivacién de ‘la
fosforilasa’ a  en hepatocitos‘de'ﬁuyé,aéonylo"uM‘de metoxamina
(apioximadamente el doble de la actividad basal), lo que sugiere
la existencia del subtipo &,;,. El efecto de este agente fue
bloqueade casi por completo con 10 yM del antagonista, Q9a
selectivo, S5-metil urapidil (Fig. 5).

El uso de cada uno de los agentes anteriores, permitid
identificar el subtipo a,; adrenérgico en estas células., A
continuacién se mostraran los estudios que se realizaron para

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

B).: - Mecanismo de Accién: Estudio de.la dependencia de calcio del
sistema y activacién de PKC con TPA.

Como se vié, la existencia de 2 subtipos de receptores 5
no Gnicamente se basa en un criterio farmacoldgico sino también
se han propuesto diferencias en los requerimientos de calcio
(87 a 20).

‘ La figura 6 muestra d4que en presencia de calcio
extracelular, la actividad de la fosforjlasa a por accién de 10
M de norepinefrina, es de aproximadamente 2.5 veces sobre su
actividad basal. En contraste, en ausencia de calcio,
cuando se adicioné al buffer 25 y M de EGTA, la actividad de 1la
enzima no disminuye de forma considerable {se incrementa al doble
del basal). Para comprobar si ésta disminucién es debida a 1la
activacién de canales de calcio sensibles a dihidropiridinas se
utilizé 1la nifedipina. Los datos obtenidos demuestran que 1la

actividad de la fosforilasa a, por accién de 10 uyM de
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FIGURA 5.
EFECTO DE METOXAMINA Y EL S5S-METIL URAPIDIL SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA FOSFORILASA a.

Los hepatocitos fueron incubades con 10 WM de metoxamina en
ausencia o presencia de 10 WM de 5-metil urapidil. Los resultados
est&n expresados como el porcentaje de actividad basal de 1la
fosforilasa a . Estos datos representan el promedio + el error
estandard de 5 experimentos por duplicado.
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FIGURA 6.

EFECTO DEL CALCIO EXTRACELULAR Y DE LA NIFEDIPINA S8OBRE LA
ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFORILASA a, INDUCIDA POR
NOREPINEFRINA.

Las células fueron incubadas con 10 uM de norepinefrina en un
puffer que contenfia calcio o en un buffer al gque no fue
adicionado, suplementado este Gltimo con 25 uM de EGTA. También
los hepatocitos fueron incubados con 10 uM de propranolol mis 10
W de norepinefrina en buffer con calcio, adicionado con 1 ¥M de
nifedipina. Los resultados se expresan como el porcentaje de la
actividad basal de la fosforilasa a. Estos datos representan el
promedio * el error estindard de entre 4 y 6 experimentos por
duplicado.



norepxnefr1na (mas 10 UM de propranolol) en’ presencxa de 1 1M de

nifediplna en un buffer con calcio, no dxsminuye ’f19.76) Estos
datos demuestra que la estlmulacxén del i redepfdr .15 ©n
hepatocitos de cuyo ne activa el influjo dé‘calcio por este
tipo de canales como evento inicial, a diferencia' de 1lo
informado en otros sjistemas celulares (88).

También se ensayd la sensibilidad a TPA. Los trabajos
anteriores demuestran que los ésteres de forbol bloguean la
accién &y adrenérgica en hepatocitos de rata, al parecer por la
fosforilacién del receptor, lo que causa un cambio en su estado
de afinidad por el agonista (60, 61, 99). E1 TPA inhibe
completamente la glucogendlisis, activada por 1 uM de epinefrina,
a una concentracién de 0.1 uM en estas células (60). Con é&stos
antecedentes se iniciaron una serie de experimentos para estudiar
la accién del TPA (fig. 7). La activacién de 1la fosforilasa a,
inducida por 10 ¥M de norepinefrina m&s 10 M de propranolol,
fue parcialmente inhibida (cerca del 40% de la respuesta), pero

sblo con altas concentraciones de TPA (1 uM).

2.~ EFPECTO DE AGENTES8 HISTAMINERGICOSB,.
A) Caracterizacién del receptor a histamina que interviene en

la activacién de la fosforilasa a.

La histamina estimula de una manera deosis. dependiente 1la
glucogendlisis, en hepatocitos de cuyo, al incrementar la
actividad de la fosforilasa a, al doble de su basal (fig. 8);
asi 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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FIGURA 7.
EFECTO DEL FORBOL 12-MIRISTATO 13-ACETATO (TPA) BOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA POBPORILASA a, INDUCIDA POR NOREPINEFRINA.

Los hepatocitos fueron incubados con 10 uM de propranolol en
presencia de 10 uM de norepinefrina y diferentes concentraciones
de TPA. El propranolol y el TPA fueron afiadidos a las células 20
minutos antes que las hormonas. Al fipalizar este tiempo fue
adicionada la norepinefrina, que se dejé por un minuto. Los
resultados estén expresados como el porcentaje de accién de
norepinefrina. Los datos representan el promedio * el error
estindard de entre 5 y 7 experimentos por duplicado.
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EYECTO DE AGONISTAS HISTAMINERGICOS BOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFORILASA a.

Los hepatocitos fueron incubados en presencia de diferentes
concentraciones de los siguientes agentes: histamina (circulos
llenos); 2-(2-amincetil)-tiazol (circulos vacios); dimaprit
{cuadros llenos); impromidina (cuadros vacios). Los resultados
estin expresados como el porcentaje de la actividad basal de 1la
fosforilasa a . Estes datos representan el promedio * el error
estidndard de entre 3 y 4 experimentos por duplicado.



realizaron experimentos.con ag'o'nis'&'as‘,.y antagonistas’ selectivos,

para ‘los subtipos Hy ¥y HZ‘: C
accién de los agentes Hy seléctivo;_,
provocan la estimulacién de
concentraciones altas (100 y 1000 MM respectlvamente) én
contraste, el agonista H,, 2-{2-aminoetil)-tiazol, un anélogo de
histamina, incrementé la actividad de 1la fosforilasa a,
aproximadamente al doble de su actividad basal (fig.8). Estos
resultados demuestran que la histamina regula lé actividad de la
fosforilasa a, a través de un receptor Hy. 1a histamina mostré
mayor potencia en la activacién de la enzima (ECgp= 10 nM}, que
el 2-(2-amincetil)-tiazol (ECgp= 70 nM), cerca de 10 veces mas
potente.

Con base en los resultades anteriores, se analizé el efecto
de concentraciones crecientes de diferentes agentes antagénicos
Hy Yy H, para corroborar su existencia. Todos estos agentes actfian
como inhibidores competitivos, reversibles, de la accién de
h‘istamina. La figura 9 muestra la accién de dos potentes
antihistaminicos Hyt la clorfeniramina (una alkilamina) y 1la
pirilamina (una etilenediamina). Como se observa, los 2
compuestos bloguearon la accién de 100 yM de histamina sobre la
actividad de la fosforilasa a. La clorfeniramina (ICg, =10nM)
resulté ser mas potente que la pirilamina (ICge= 300nM). En
contraste, la ranitidina y la cimetidina (éntagonis;as Hy), o
ejercieron ningln efecto (Figura 9).

La existencia del subtipo H; a histamina se demuestra por-

vez primera en este modelo celular.
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¥IGURA 9.

EFECTO DE ANTAGONISTAS8 HISTAMINERGICOS8 ESOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA FOSFORILASA a, INDUCIDA POR HISTAMINA.

Las células fueron incubadas con 100 uM de histamina, en
presencia de diferentes concentraciones de: clorfeniramina
(rombos 1llenos); pirilamina (rombos vacios); ranitidina
(tridngulos llenos), y cimetidina (triéngulos vacios). Los
resultados son expresados como el porcentaje de accién de
histamina. Los datos representan el promedio * el error esténdard
de entre 4 y 5 experimentos por duplicado.



B} Posible mecanismo de accidn mellcado.

Se ha reportado que el mecanlsmo de accié'"

encuentra acoplado este subtxpo, para 1a transduccxén de_la seﬁal'

hormonal, es el de los fosfolnositxdos cal 1 (35, 3?, 92, 93).
El r&pido incremento en la concentracxbn-de cal&io intracelular
se realiza por efecto del IP;, el cual-lo libera de reservorios
internos.

En la figura 10 se observa que la fosforilasa a alcanza
su mixima actividad, aproximadamente a los 30 segundos, después
de agregarse 100 uM de histamina, y disminuye su actividad, cerca
del 50%, a los 5 minutos. Este comportamiento de la enzima puede
estar relacionado con la rédpida liberacién de calcio de 1los
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 encontré en el laboratorio que la accién de la histamina
proveca un incremento en la concentracién de IP; (datos no

publicados}).

3.~ ACCION DE LA ANGIOTENSINA II.
A) Caracterizacién farmacoldégica del receptor a angiotensina II

y mecanismo de accién implicado.

En el presente estudio se caracterizé el receptor a
angiotensina Xl que interviene en la activaciédn de la fosforilasa
en hepatocitos de cuyo, por medio de los antagonistas: DuP
753 (ATl) y PD 1223177 (ATZ). Ambos compuestos actidan como
inhibidores competitivos de los efectos de la angiotensina II

(95). En la Figura 11 se presenta la accién de la angiotensina II
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FIGURA 10.

CURSO TEMPORAL PARA LA ACTIVACION DE LA FOSFORILASA a INDUCIDA

POR HISBTAMINA.

Los hepatocitos fueron incubados con 100 uM de histamina para los
tiempos indicados. Los resultados estan expresados como el
porcentaje de actividad basal de la fosforilasa a. Estos datos
representan el promedio * el error estandar de 4 exXperimentos
por triplicado.
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FPIGURA 11.
EFECTO DE ANGIOTENSINA II, ANTAGONISTAS Y FORBOL 12-MIRISTATO
13~-ACETATO (TPA) SOBRE LA ACTIVIDAD BASAL DE LA POSFORILASA a.

Los hepatocitos fueron incubados con 0.1 uM de angiotensina II en
ausencia o presencia de 10 yM de PD 123177, 10 yM de DUP 753 6
1 yM de TPA. Los resultados son expresados como el porcentaje de
la actividad basal de la fosforilasa a. Estos datos representan
el promedio * el error estédndard de S experimentos por duplicado.



sobre la actividad de la fosforilasa a, la cual se incrementa
cerca de 2 veces sobre su actividad basal. Para determinaf el
subtipo de receptor que interviene en este efecto se probaron los
2 antagonistas. Ambos compuestos no mostraron por si mismos
accibn, alguna. Sin embargo 10 uM de DUP 753 - inhibié
aproximadamente el 70% de la respuesta. En contraste, el PD
123177 fue totalmente incapaz de bloguear el efecto de
angiotensina a la misma concentracién.

Una vez conocido el tipo de receptor gue participa en la
activacién de la fosforilasa, se estudié el efecto delv TPA sobre
el sistema. Como se observa en la figura 11, la respuesta
provocada por la angiotensina 1II casi no fue afectada por 1la
accién de 1 ¥M de TPA, pues s6lo disminuyd en aproximadamente un

20%.
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'VI. DISCUBION

1.- ACCION DE AGENTES ADRENERGICOS.

Nuestro primer objetive fue el de caracterizar
farmaéélég.icamente el subtipo de receptor a; adrenérgico presente
en las células hepaticas de cuyo. Una serie de trabajos
anteriores, demostraban ya la accién de agentes adrenérgicos
implicados en la reqgulacidén del metabolismo de éstas células (109
a 112). La accién de agentes ¢, se realiza por la activacién del
recambioc de fosfoinositidos. En este sistema de transducccién, el
calcio, el IP, y el diacilglicerol se desempefian como los
mediadores de la accién intracelular. Sin embargo, adGn se
desconocia el subtipo de receptor que intervenia.

El desarrollo de potentes agonistas y antagonistas, permitié
evidenciar una clara diferencia, no Gnicamente farmacolégica,
sino también funcional entre los receptores o, adrenérgicos. Asi
se determind la existencia de dos subtipos: el a;, Y el a1p. (9,
81, 83). Un tercer subtipo, el 3¢ fue clonado y expresado
recientemente (84).

El subtipo @; descrito en hepatocitos de rata es el qgy,
(9, 80, 81, 88, 90).

En este estudio nosotros encontramos que la accién, tanto
de epinefrina como norepinefrina (ambas més propanclol),
estimulan la actividad de la fosforilasa de una manera dosis-
dependiente. Se comprobs, de esta manera, la existencia gel
subtipo q; adrenérgico.

Se probé la accién de tres agentes para caracterizar el
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subtipo de receptor adrenérgico: el 5-metil urapidil (5-MU), 1la
cloroetilclonidina (CEC) y la metoxamina.

Los estudios realizados por Gross, et al (81, 117) y Garcia-
Sainz (9), demuestran al s-ﬁU como un buen antagonista de la
respuesta @,, en diferentes modelos celulares. Su accién es
inefectiva en el blogqueo de la respuesta adrenérgica en
hepatocitos de rata.

Nuestros datos demostraron un comportamiento diferente,
El 5-MU inhibe de una manera dosis-dependiente la accién de
la norepinefrina, presentando una mayor potencia en el bloqueo
que la prazosina. En contraste, en el higado de rata el 5-MU
resultd ser poco efectivo en la inhibicién de la respuesta
adrenérgica (9).

El otro antagonista utilizado para discernir entre estos
subtipos es la CEC. Este agente inhibe irreversiblemente 1la
activacién de 1la respuesta adrenérgica en rata, dada su
selectividad para el subtipo a;y, (9, 80, 82, 118). Sin embargo,
nuestros datos demostraron que la CEC fue inefectiva para
bloguear la accién ay adrenérgica.

Tsujimoto et al (88), compararon el efecto de 1la
metoxamina, agonista a1, Selectivo, sobre la activacién de 1la
fosforilasa en hepatocitos de rata y aorta de conejo. Sus datos
demostraron que la metoxamina tuvo un potente efecto sobre la
activacién de la enzima en aorta de conejo y un efecto muy
pequefio en hepatocitos de rata. Este estudio y otros
posteriores, demostraron que en aorta de conejo y en
hepatocitos de rata, los subtipos a,, Y oy 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 mostré como un efectivo agonista en la.
activacién de la fosforilasa. E1 miximo incremento de la’
activacién enzimética inducida por metoxamina, fue potencialmente
inhibido por el 5-MU, aproximadamente un 95%.

Todos estos datos farmacolégicos demuestran la existencia
del subtipo o, en células hepaticas de cuyo.

Como siguiente objetivo se estudis, en este sistema, 1la
sefial de calcio., Han et al (87), propusieron ‘que ademds de 1la
diferentes propiedades farmacolégicas entre estos subtipos,
existen diferencias en cuanto a los requerimentos de calcio:
mientras que el subtipo o,y incrementa la formacién de fosfatos
de 1inositol y causa una respuesta fisiolbégica gque es
independiente del calcio extracelular, el subtipo a,, provoca la
respuesta fisiolégica por el influjo de calcio extracelular, a
través de canales sensibles a dihidropiridinas. Wilson et al(9o0),
posteriormente demostraron el recambio de fosfoinositidos como
un evento secundario.

Al reconocer la existencia del subtipo a3, €n nuestro
modelo, se procedi¢ a evaluar el mecanismo de calcio implicado.
Aunque parte de la respuesta inducida por norepinefrina més
propranolol, disminuye en ausencia de calcio, la nifedipina, una
dihidropiridina, no bloqueé la respuesta cuando las células
fueron incubadas en presencia de calcio. Estos datos permiten
sugerir que el influjo de calcioc no se presenta como un fenbmeno
inicial, Por otra parte, los datos obtenidos en el laboratorio,
demostraron ademds que el incremento de IP; y el marcaje de PI,

no se afecta considerablemente por la ausencia de calcio
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éxtrécéiui;;'(;iéi;niﬂ ﬂargéﬁéjﬁe PI es un indice del recambio de
'fosféin‘ééi'éidés ‘Vi‘ihdu'vcidd;kpor fhor;mon'ars.' Estos datos son
ébnsisféhﬁeéicdﬁ 165 trabajos de Putney‘y colaboradores (109 a
112), ° éue u‘harn démostrado' la ‘activacién del recambio de
f&sféinésitidos, con la generacién de IP; como segundo mensajero.
Esfe Gltimo lleva a la movilizacién del calcio de reservorios
i’ntr'acelulares, en estas células. Por lo tanto nuestros
resultados demuestran que el receptor &, se acopla al recambio
de fosfoinositidos y a la movilizacidén del calcio intracelular,
el cual es suficiente s6lo para activar a la fosforilasa. Las
diferencias observadas en cuanto a la disminucién de la respuesta
en ausencia de calcio extracelular, se deben probablemente a que
los reservorios de calcio intracelular sean insuficientes para
mantener la respuesta metabdlica, 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 gue el EGTA
disminuye la viabilidad de las células, lo cual pudiera explicar
las diferencias observadas.

La accién del TPA presenta un comportamiento muy definido
en el modelo de rata. Su activacién sobre la PKC, bloquea la
respuesta g, adrenérgica, probablemente por la fosforilacién 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 subtipe
aja €N forma predominante., La accién del TPA, en estas células,
provoca una inhibicién muy pequefa de la respuesta &,

adrenérgica (122, 123). Nuestros datos demostraron que con altas
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concentracioneé'dg TPA_(l'uM), se inhibe tGnicamente el 40 % de la
respuesta.:En contfﬁsée, en fata, esta misma concentracién 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 explicacién, se basa en las diferencias en la
estructura primaria de ambos subtipos de receptores. El grupc de
Lefkowitz (10, 83), encontrd diferencias significativas en 1la
tercera asa citoplasmitica del subtipe &,,, la cual actda como

como un sitio importante para la regulacién de los subtipos %,y

Y %

2.- EFECTO DE AGENTES HISTAMINERGICOS.

Aunque pocos trabajos se han realizado para demostrar la
existencia de receptores a histamina en higado, se ha reportado
la existencia de un gran nGmero de receptores H; en membranas de
hepatocitos de rata (108), confirmado por el estudio de tipo
farmacolégico y fisiolégico realizado por el grupo de Garcia-
sdinz (124), en donde la activacién de este subtipo por agentes
ﬁl, es capaz de regular tres de las principales rutas del
metabolismo hepatico: glucogendlisis, gluconeogénesis y
ureogénesis.

Al carecer de evidencias de la accién de la histamina en
células hepaticas de cuyo, se decidi6 determinar su efecto en 1la
glucogensdlosis. El uso del 2-(2~aminoetil)-tiazol, un agonista
H,, demostré la existencia de receptores a histamina. El efecto
de antagonistas selectivos H; (clorfeniramina y pirilamina),
confirmaron estos resultados.

El estudio del mecanismo de accién de este subtipo, para la
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transducci@n de la'sefial ‘quimica, se ha realizado en diferentes
modelos -celulares (35;:37Q 93, 124), en 1os que se probé que el
receptor H; sé acopla estimulatoriamente al sistema de los
fosfoinositidos-calcio. Détos no publicados de nuestro
laboratorio demuestran la formacién de IP, en hepatocites de
cuyo, comprobando de esta manera el acoplamiento del receptor H,
al sistema de los fostoinositidos-calcio.

Al estudiar el comportamiento <temporal de 1la fosforilasa,
cuando es estimulada con histamina, en presencia de calcio, ésta
alcanza su mixima actividad a los 30 segundos, Yy se decrementa
gradualmente hasta los 15 minutos, donde disminuyé cerca del 70 %
de la actividad y se mantuvo asi hasta los 30 minutos. Es muy
probable gue este comportamiento se deba a la existencia de dos
procesos que intervienen en la activacidén de la enzima: uno que
depende de la r&pida movilizacién de calcio, por acciébn del IP;,
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 ANGIOTENSBINA II,

Algunos trabajos indican, que la angiotensina II, estimula
la glucogenélisis, la gluconeogénesis 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, ademds encontraron que el calcio desempefia un papel
importante en el desencadenamiento de la glucogenélisis.

Posteriormente Gunther (98), informé de la presencia del

56



recébtéf péra “la_angiotensina en estas cé&lulas, el cual es

sensible “al ditiotreltol Y se asocia. a la movilizacién de

calcio. »l.a‘ activacibn de este receptor estimula el recambio de
fosfo.mos.[tidos, el marcaje de fosfatidilinositol y la activacién
de ‘la‘fos’forxlasa. Esta enzima alcanz2é su méxima actividad con
0.1 uf( de angiotensina, y su efecto fue blogueado por 10 ¥ M del
antagonista DUP 753 (selectivo para el subtipo AT,), que inhibe
cerca del 90% de la respuesta. Ademd&s se observ6 gque el
antagonista AT, selectivo (PD 123177), fue incapaz de inhibir el
efecto de angiotensina (36). Nuestros datos indican que el
efecto de angiotensina en células de cuyo se media de la misma
forma que en rata, a través del subtipo AT, sensible a DUP 753.
De manera similar la maxima activacién de la fosforilasa se
alcanzé con 0.1 UM de angiotensina y fue inhibida cerca del 70%
de la respuesta con 10 MM de DUP 753, E1 PD 123177 no provocd
ninglGn bloqueo.

Por otra parte, varios datos no publicados, obtenidos en
nuestro laboratorio, indican que la angiotensina II estimula el
m\arcaje de fosfatidilinositel y la formacidén de IP; 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 accién del TPA no provoca ningtin
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 pequefia disminucién en la respuesta. Es probable gque

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 accién de la PKC pudiera
regular la actividad de alguno de los elementos del sistema, como

la proteina o proteinas G aéopladas o la fosfolipasa C.
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VII. CONCLUSIONES.

- La epinefrina y la nor;pinefrina (ambas m&s propranolol),
la histamina y la angiotensina estimulan la glucogendlisis, a
través de los subtipos de receptores: %as, Hy ¥y ATy,
respectivamente, acoplados estimulatoriamente al recambio de
fosfoinositido y la sefial de calcio.

- La movilizacién de los reservorios intracelulares de calcio
por accién del IP,, activa a la fosforilasa, requiriéndose para
mantener la respuesta el influjo de calcio extracelular.

- La respuesta a;, adrenérgica mostrd una menor sensibilidad
a la accién del TPA, posiblemente por la existencia de
diferencias en la tercer asa citoplasmatica, que actda como un
sitio importante para la regulacién del receptor.

- Por otra parte, la respuesta a la angiotensina II también
mostré una ligera sensibilidad al TPA. Es probable gue ésta
sensibilidad se deba a un efecto postreceptor de la PKC sobre el

sistema.
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