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RESUMEN 

En el presente trabajo se procedió a caracterizar el receptor ex1 

adrenérgico en hepatocitos de polio. En la fase Inicial de la Indagación se 

estudió la estimulación ex1 adrenérglca sobre el recambio de fosfoinosltidos, lo 

que nos permitió encontrar el siguiente orden de potencia para los agonistas: 

adrenalina = noradrenalina > fenilefrina. Con metoxamlna no se observaron 

Incrementos en el recambio. Utilizando antzgonistas de acción Irreversible se 

observó que el recambio de fosfoinosltldos se bloqueó con prazobind, mientras 

que la cloroetilclonidina inhibió parcialmente dicha respuesta. En cuanto a 

antagonistas de acción reversible se observó que la prasozlna es más potente 

que el 5-metilurapidil para Inhibir la acción de noreplnefrina sobre el recambio 

de fosfatidil lnositol. Resultados similares se obtuvieron tomando como 

parámetro la actividad de la fosforilasa a. Estos datos sugieren que el receptor 

ex-1 adrenérgico corresponde al subtipo B. Todo lo anterior se confirmó al 

realizar estudios de competencia con prasozina tritlada en Jos que se encontró 

que el orden de potencia fue el siguiente prazosina'> WB4101 > 5-metil urapidil. 

Se sabe también que la estlmulación de los receptores ex 1 adrenérglcos 

genera como segundos mensajeros IP3 y calcio y en ambos parámetros se 

observó que la noradrenalina estimula la producción de estos mensajeros y que 

sus acciones son inhibidas por 5-metilurapldli. En la cuantificación de IP3 se 

observó además que la prasozlna presenta mayor afinidad y potencia al 

bloquear las acciones de la noradrenalina. Los datos expuestos nos permiten 

concluir que en hepatocltos de polio el receptor ex- 1 adrenérgico corresponde al 

subtipo B y finalmente que la protelna fijadora de nucleótldos de guanina 

acoplada a este sistema no es sensible a la toxina pertussis. 
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INTRODUCCION 

Quizá no serla excesivo afirmar que uno de los secretos de la vida radica 

en la capacidad que tienen las células de comunicarse las unas con las otras. 

Se trata de un fenómeno universal, observado desde hace mucho tiempo y 

cuyas caracterlsticas y modalidades más sobresalientes han sido objeto de una 

larga y fascinante investigación científica. De hecho no seria posible Imaginar 

siquiera la existencia de un organismo sin presuponer que todas sus partes se 

hallan intimamente Interconectadas, desde las más simples y primarias, que son 

las células, hasta los niveles superiores, que se hallan compuestos por 

agregados celulares y en última instancia forman los distintos órganos de que 

se compone la estructura general. 

La necesidad de establecer un flujo de comunicación sólido y constante 

Impulsó a la vida a crear una Infinidad de métodos y sistemas destinados a 

graduar y modular los diversos mensajes que el organismo debe enviar a todo 

lo largo de su geografla fisiológica. Para cumplir con una empresa tan compleja, 

tan compleja que a veces se antoja imposible, la naturaleza debió inventar una 

serie de alternativas que le garantizaran un máximo de resultados con un 

minlmo de inversión energética. El primero y más común de estos recursos es 

el contacto directo entre las células, que tiene el objetivo fundamental de 

Intercambiar materiales nutritivos y determinar la forma y rigidez de ciertos 

tejidos, pero que interviene también de forma decisiva en fenómenos tan 

cruciales como la diferenciación celular. 

La elegancia y la complejidad del sistema mencionado en las lineas 

anteriores palidece, sin embargo, ante las estrategias de que se valen las 

células para comunicarse a larga distancia. Se trata, en este caso, de 

establecer una linea de mensajerla permanente entre determinadas reglones 

del organismo y otros puntos, a veces muy distantes, en los que habrá de 



efectuarse una función que a su vez generará senaJes que promoverán nuevas 

funciones en otras partes del propio organismo. Para cumpllr con un designio de 

esta magnitud las células han creado un aparato de comunicación que, en 

esencia, se compone de mensajes y receptores de mensajes. Los primeros han 

sido clasificados, en primer término, teniendo en cuenta las distancias que 

deben recorrer para llegar al sitio en el que habrán de expresarse. 

Las sei\ales que pertenecen a este capitulo de Ja comunicación celular se 

denominan endócrlnas, parácrinas y autócrlnas. Las primeras de ellas se 

originan en el sistema endócrino y liberan unos mensajeros muy caracterlstlcos, 

y muy caracterizados, que se denominan hormonas y cuyo efecto se produce 

en Jugares alejados del sitio en el que fueron fabricadas. Las senales 

parácrinas, como Jos neurotransmisores y las neurohormonas, ejercen su efecto 

sobre células adyacentes o muy próximas al sitio en el que fueron 

liberadas.como sucede entre las células nerviosas o las células del tejido 

muscular. El tercer grupo de señales, por úllimo, abarca, entre otros, a los 

factores de crecimiento, cuya función consiste en Inducir un determinado 

cambio biológico en la misma célula donde se originó Ja sei\al. 

El proceso de transmisión de cada una de estas sei\ales se halla 

gobernado por una serie de pasos rigurosamente escalonados y de cuya 

coordinación y exactitud depende de manera eminente el buen éxito de cada 

mensaje. El primer afán de Ja célula se halla dirigido a fabricar las moléculas 

que habrán de desplazarse a Jo largo del organismo para cumpllr una función 

especifica sobre las células destinadas a captar y elaborar el sentido del 

mensaje. Esta segunda parte del proceso se inicia sobre Ja superficie celular, 

donde Ja célula blanco, que es Ja destinataria del mensaje, tiene la capacidad 

de relacionarse con esos enviados del mundo exterior mediante un sistema de 
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receptores de naturaleza protélca que fueron producidos en el interior de la 

misma célula antes de ser exportadas, y enraizadas, en la membrana 

plasmática. El tercer paso se inicia en el momento en que el receptor 

interacciona con otra protelna de membrana que tiene funciones de 

acoplamiento. La molécula citada ejerce a su vez una serie de cambios 

quimlcos y moñológicos que se reflejan de modo gradual o instantáneo en el 

citoplasma activando, a su vez, a un grupo de efectores enzimáticos que darán 

lugar a lo que se llama el segundo mensajero, y que es una molécula que, en 

última instancia, habrá de llevar hasta sus consecuencias finales el propósito 

del mensaje original. 

Es mucho, por fortuna, lo que ta biologla contemporánea ha logrado 

desentra~ar sobre el origen, la estructura y las funciones de esas moléculas 

prodigiosas, los mensajeros. Se sabe, por ejemplo, que las hormonas no sólo 

pueden actuar en membrana plasmática sobre una protefna denominada 

receptor sino que algunas de ellas ejercen su efecto Interaccionando con 

receptores que se encuentran en et citoplasma debido a la facilidad con que 

pueden solubilizarse en un ambiente lipfdico. Un ejemplo notable de esta clase 

de mensajeros son los esteroides, corno en el caso de la progesterona y 

estrógenos, una de cuyas .misiones consiste en estimular la producción de 

proteinas del huevo blanco en et pollo. Estas hormonas tienen la capacidad de 

interaccionar con protelnas receptoras en el núcleo o en el citoplasma de la 

célula, fo que les permile acumularse en el interior del núcleo y alterar, de 

manera directa o Indirecta, la transcripción del ADN. Estas hormonas pueden 

ser liberadas al torrente sangulneo por diversas glándulas. La composición 

qufrnica de estas hormonas ha obligado a la naturaleza a crear un sistema de 

transporte fundado en una serie de protelnas llamadas transportadoras, para 

conducirlas de la manera más oportuna y eficaz hasta su Jugar de destino. La 
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vida media de estos mensajeros oscila entre los segundos y los dlas, Igual que 

el efecto que pueden ejercer sobre sus células blanco. 

Las hormonas solubles en agua, por su parte, tienen la facultad de 

Interaccionar con los receptores de Ja superficie de la membrana plasmática 

produciendo un efecto tan veloz que puede medirse en milisegundos y 

segundos. La acción de estas hormonas tiene el poder de generar, en el Interior 

de Ja célula, una serie de compuestos ele vida transitoria llamados segundos 

mensajeros, que tienen como función primordial acarrear el mensaje a otras 

partes de la célula para inducir una serie de nuevos erectos. Ejemplos de estas 

moléculas lo constituyen el monofosfato de adenosina clclica (AMPc) • el calcio 

y el lnositol trifosrato, que participan en la modulación funcional del algunas 

enzimas y algunas proteinas no enzimáticas . 

Las hormonas encargadas de activar la producción de estos segundos 

mensajeros pueden ser de naturaleza peptldica, como el glucagon, la 

angiotenslna o bien pequeñas moléculas, como las catecolaminas, la adrenalina 

y noradrenalina, estas dos últimas moléculas mencionadas, son 

neurotransmisores del sistema nervioso simpático y la adrenalina es una 

hormona que actua en tejidos periféricos (1,2,3). Las siguientes lineas eslaran 

dedicadas a describir y analizar las propiedades de las catecolamlnas, que son 

las hormonas en torno de las cuales giran las Investigaciones realizada en el 

presente trabajo. 

Las catecolaminas, son aminas fenóllcas dihidroxiladas cuya producción 

se localiza en el cerebro.la médula suprarrenal y en los restos ectóplcos del 

tejido de la cresta neural (4). La adrenalina y la noradrenalina, que son dos de 

los miembros mas notables de esta familia de moléculas, fueron detectadas por 
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primera vez en 1895, gracias a los trabajos importantísimos de Oliver y Schafer 

(5), pero no fue sino cuatro anos después cuando Abel (6) la bautizó con el 

nombre adrenalina, mismo que la ha hecho famosa y Slotz y Dakln (7) 

consumaron la hazana de sintetizarla de modo independiente. 

La ruta metabólica que lleva a la slntesis de estos compuestos se Inicia 

con la tlroslna, que es muy abundante en los tejidos humanos y que, ademas de 

ser Ingerida en la dieta, puede ser sintetizada en el hlgado al efectuarse la 

parahldroxllación de la fenilalalina mediante la acción de la fenilalanlna 

hldroxilasa. El organismo de los animales superiores ha dlsenando un sistema 

muy eficaz para regular la producción de las catecolamlnas, el cual se lleva a 

cabo mediante la concentración local de la tircslna en el tejido cerebral. No ha 

sido sino en fechas recientes cuando los Investigadores lograron observar las 

sutilezas de este mecanismo de sfntesls y regulación que de manera tan 

fundamental afecta el buen funcionamiento de un organismo. Según ha venido a 

desentrar'larse la acumulación de la noreplnefrlna inhibe de modo competitivo fa 

sfntesis de lirosina en relación con la 5,6, 7,B- tetrahidrobiopterina, que es un 

cofactor, y de modo no competitivo en relación con su sustrato, que es la 

fenilalanina (4). 

La fase final de la slntesis de las catecoiaminas presupone una serle de 

pasos muy finos, pero los mlls Importantes son los que van de la 

metahidroxilaclón de la tiroslna a la 4,5 dihldroxifenllalanlna (DOPA}, la 

decarboxilaclón de la DOPA a dopamlna y la B hldroxilaclón de la dopamlna a 

norepinefrina. Aunque algunos Investigadores han propuesto la exJstencla de 

una serle de vlas alternas para la producción de las moléculas que nos ocupan, 

ninguno de ellos ha demostrado, hasta Ja fecha y de modo concluyente, que las 

sfntvsls del compuesto se verifique a través de una ruta distinta a la que se ha 

descrito (4). 



,,,. 

13 

Es importante hacer notar que la velocidad de la slntesls se halla 

regulada por lo general atendiendo a las condiciones especificas del órgano 

Implicado, que en algunos casos acelerará o frenará la intensidad del proceso 

asi como el ritmo y los modos en que habrá de efectuarse la captación y la 

liberación de las moléculas para que ejerzan su función en los sitios adecuados. 

En realidad, es a partir de esta fase del proceso general cuando las 

catecoiaminas, en cualquiera de las modalidades señaladas, empiezan a cobrar 

una importancia decisiva en el marco de la economia corporal, pues una vez 

que se liberan al torrente sangulneo habrán de implementar al organismo con 

una serie de reacciones y funciones que en última instancia se hallan 

inlimamente vinculadas a la aventura procelosa de la supervivencia. 

El viaje de las moléculas a través de la sangre, sin embargo, no es más 

que la parte inicial de ese milagro fisiológico del que dependen, entre otras 

cosas, el pulso cardiaco, la presión sanguinea, el tono vasomotor y una serie 

muy importante de rutas y transformaciones metabólicas.Lo primero que deben 

hacer ras hormonas al llegar a su puerto de destino es hacer contacto con el 

órgano en el que habrán de manifestarse. El desembarco tiende a ser muy 

especifico y en todos los ·casos se produce mediante la intervención de una 

molécula proteica que se halla anclada en la superficie de la célula y que ha 

sido fabricada previamente con el móvil exclusivo de enganchar al mensajero y 

convertirse en la primera instancia del proceso que habrá de culminar en el 

Interior de la propia célula una vez que el sentido del mensaje se haya 

interiorizado obedeciendo a una serie de pasos más o menos complejos. 

No es de extrañar, por tanto, que la estructura y naturaleza biológica de 

estas anclas prodigiosas hayan sido objeto de los estudios más rigurosos y 

exhaustivos durante los últimos años. El área de la que nos ocuparemos en las 
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siguientes lineas pertenece a los llamados receptores adrenérglcos, o 

adrenoceptores, que tienen como misión exclusiva captar y transmitir al Inferior 

de la célula y al núcleo el mensaje de la epinefrina y la noreplnefrina, que son, 

tal vez, las catecolaminas más estudiadas en la biologla contemporánea. 

HISTORIA 

El misterio de los receptore& adrenérgicos, o adrenoreceptores, empezó a 

ser develado en 1948, cuando Ahlquist (8) percibió una serie de anomallas en el 

comportamiento de ciertas aminas simpatomiméticas cuya actividad no podía 

ser explicada según las hipótesis prevalecientes en el momento en que Inició su 

Indagación. Lo primero que advirtió es que había una serie de catecoíaminas de 

estructura muy parecida que al entrar en contacto con tejidos diferentes exhiblan 

un orden de potencia y una actividad distintas, lo que debía atribuirse a las 

diferencias estruclurales de los compuestos. Sin embargo, cuando el orden de 

potencia difería enlre un tejido y otro no era posible atribuir la disparidad a la 

causa mencionada sino al hecho muy probable de que la diferencia se hallara 

radicada en la estructura de los receptores, que desde un principio parecieron 

estar repartidos en dos clases fundamentales: la primera, que tenía efectos 

básicamente estimuíatorios pero que también incluía propiedades inhibitorias en 

tejido intestinal, fue bautizada con la letra a. La segunda, que fue bautizada con 

la letra B, tenía efectos puramente inhibitorios, con excepción de los que ejercía 

en el tejido cardíaco. Esta diferencia fisológica, que era desconocida para la 

mayor parte de los Investigadores, se mantuvo en calidad de hipótesis durante 

un cierto tiempo y no pasó a ocupar el nicho de las cosas verificadas sino en el 

momento en que surgió la era de los B bloqueadores abriendo un campo 

Insospechado a los trabajos que se estaban haciendo en todo el mundo 

alrededor de las funciones y las características esenciales de los receptores 

adrenérgicos. 
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El campo de los receptores adrenérgicos se ensanchó de modo 

significativo en 1967, cuando H. Lands (9) propuso la existencia de dos tipos de 

receptores f! (J31 y J32). lo que pudo distinguirlos fue al efectuarse estudios 

farmacológicos probados frente a doce diferentes agonistas, que son moléculas 

que poseen la facultad de acoplarse al receptor, activarlo y transmitir una sel\al 

al Interior del citoplasma. Los receptores antes mencionados abandonaron el 

reino de lo hipotético en ese mismo ano, cuando Furchgott (10) también 

reportó la presencia de varios tipos de receptores J3 adrenérgicos en diversos 

tejidos aislados , mediante el uso de antagonistas selectivos, que son unas 

moléculas dotadas de la facultad singular de unirse a un receptor sin activarlo. 

Los antagonistas pueden ser clasificados obedeciendo a la lndole de sus 

acciones, que tienen la capacidad de ser reversibles o Irreversibles. Si el 

antagonista se une al sitio activo para el agonista, los antagonistas reversibles 

son competitivos y los irreversibles serán no competitivos. 

La clasificación de los receptores a, que empezó a florecer en 1957, tuvo 

un desarrollo mils lento y azaroso, porque se encontraban ubicados en la 

sinapsis y en la postsinapsis del tejido nervioso, lo que hacia más complicado el 

estudio en cuestión. Algunos de los estudios más interesantes sobre el 

particular fueron realizados por Brown y Gillispie (11), que observaron el flujo de 

noradrenalina causada por la estimulación nerviosa en el bazo y encontraron 

que al adicionar un antagonista a2 adrenérgico se incrementaba el flujo de 

catecolaminas, en especial el de la noradrenalina. 

Las observaciones anteriores sirvieron de arranque a la deducción, por 

parte de Langer (12), de que los receptores a podlan ser objeto de una 

subclasificación fundamentada en su localización anatómica. A los receptores 

que se hallaban localizados postslnáptlcamente se les denominó a 1 y se pensó 
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que tenlan funciones excitatorias. A los receptores ubicados en la preslnapsls se 

les llamó o: 2 y se les adjudicó funciones inhibitorias. 

El siguiente gran paso en la evolución teórica y experimental de los 

receptores adrenérgicos lo dieron Berthelsen y Pettinger (13), que propusieron, 

mediante el uso de fármacos, la existencia de receptores o:, que fueron 

detectados según su grado de respuesta frente a varios agonistas adrenérglcos. 

Los Investigadores mencionados decidieron clasificarlos por su selectividad 

farmacológica. 

La hipótesis anterior fue verficada mediante el desarrollo de ligandos 

radioactivos que permitlan la asociación especifica a diferentes tipos de 

receptores. Es importante mencionar que la interacción efectuada entre estos 

componentes presenta también gran afinidad, trabajo de gran mérito que 

desarrollaron, en 1976, Williams y Lefkowitz (14) . El estudio referido se hizo 

utilizando ergocriptina radioactiva con alta afinidad para asociarse de manera 

no especifica a los dos subtipos de receptores adrenérgicos. 

Las investigaciones realizadas por estos autores son de tal Importancia 

que serla imposible estudiar la estructura y el mecanismo de un receptor sin 

recurrir a los estudios de asociación. El ligando radioactivo, herramienta 

imprescindible de estas indagaciones, debe tener la facultad de interaccionar 

con el receptor de manera reversible y con alta afinidad para formar el complejo 

ligando receplor. La interacción referida ha permitido desarrollar tres modelos 

experimentales: saturación, inhibición y cinética (15). 

A continuación se hará una resella sumaria de cada uno de estos 

modelos: 



17 

Diremos, en principio, que en Jos estudios de saturación es necesario 

efectuar la incubación de los receptores en concentraciones fijas y Ja del ligando 

radioactivo en concentraciones variables. El análisis de los datos obtenidos en 

este experimento nos proporciona Ja siguiente Información: asociación máxima 

(Bmax) que determina el número total de receptores disponibles. De esta 

manera sa obtiene también Ja constante de disociación (Kd), que es la 

concentración d13 radiollgando que se necesita para ocupar la mitad de los sitios 

receptores, lo que sirve para establecer la afinidad del receptor por el 

radlollgando. 

En Jos estudios de Inhibición las concentraciones del ligando y Jos 

receptores son constantes y se adicionan concentraciones crecientes de un 

fármaco no radioactivo. La concentración de Ja droga no marcada (o del ligando 

no radioactivo) que Inhibe el 50% de Ja acción del ligando radioactivo se 

denomina constante de Inhibición 50 (IC50) y de esta manera determinar la 

afinidad del ligando no radioactivo por el receptor. 

En el tercer tipo de experimento, que es cinético, se determina la 

Interacción entre el receptor y el ligando radioactivo en función del tiempo. De 

este modelo experimental se obtienen las constantes de asociación (k+1) y las 

constantes de disociación (k-1). La relación de estas dos constantes nos va a 

proporcionar Ja constante de disociación en equilibrio (Kd). El experimento 

descrito es de suma importancia porque permite que los experimentos de 

saturación e inhibición se lleven a cabo en condiciones de "Steady State", es 

decir que Ja asociación del ligando radioactivo al receptor sea reversible. 

Desafortunadamente es poco lo que se ha logrado avanzar en el 

establecimiento de la Interacción especifica entre el receptor y las 

catecolaminas, pero es Importante mencionar que los estudios de mutagénesls 
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en conjunto con los análisis farmacológicos han sido una herramienta de 

Inestimable utilidad. 

Los primeros resultados de estos estudios se han obtenido para el 

receptor ~2 adrenérgico en donde se encontró que el carboxllo del residuo de 

aspartato localizado en la tercera asa hldrofóbica es la responsable de 

Interaccionar con el nitrógeno de las catecolaminas. Este dato es un avance 

Inicial de gran importancia para el conocimiento de la Interacción entre el 

receptor y los fármacos, que nos permitirán comprender cual es el aminoácido 

especifico que produce las diferencias en afinidad de los receptores por los 

diversos agonistas o antagonistas utilizados en los ensayos de referencia (15a). 

Es preciso destacar también la importancia Indudable de los hallazgos de 

Faln y Garcla Salnz (16), quienes sugirieron que los receptores ex1 estaban 

Implicados en la elevación de calcio Intracelular y en los Incrementos de 

fosfalldil lnositol y por contraste los receptores ex 2 estaban Implicados en la 

Inhibición de la adenilato ciclase. Las Indagaciones de Fain y Garcia Sainz 

estuvieron basadas en el análisis de la respuesta bioqulmica de los receptores y 

no solamente en criterios farmacológicos. 

Los datos obtenidos por estos Investigadores cambiaron de manera 

determinante el estudio de las acciones y funciones de los receptores debido a 

que exploraban la posibilidad de caracterizar las Interacciones receptor

fármaco y la respuesta bioqulmica inicial, lo que propició que pasaran a 

segundo término las determinaciones fisiológicas que resultaban ser un evento 

muy distante en relación al estimulo inicial. 

Es interesante hacer notar que los trabajos que se han mencionado fueron 

precedidos por las ideas de Sabol y Nirenberg (17), que en 1979 propusieron 

que en las células derivadas del neuroblastoma la respuesta ex adrenérglca se 

hallaba acoplada en forma negativa a la adenilatoclclasa. En 1978, por su lado, 
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Jones y Mltchell (18) encontraron que la activación del receptor a 1 adrenérglco 

se hallaba acoplado a la elevación de calcio y a la movilización de 

fosfolnosltidos. 

Los datos que se han sintetizado a lo largo de las últimas lineas sirvieron 

de base para realizar una exploración más concienzuda y enérgica de los 

receptores adrenérglcos, que con el correr del tiempo fueron adquiriendo un 

peñil cada vez más definido hasta desembocar en la caracterización bloqulmlca 

y molecular que terminó por subdividirlos en tres tipos:a 1 • a 2 y I!. ( 131 , 132 y 13 

3) (Tabla 1). 

CLASIFICACIÓN Y FARMACOLOGÍA 

En fecha reciente, y como resultado de una serie de estudios de blologla 

molecular, se han clonado y caracterizado diez subtipos de los receptores 

adrenérglcos. Es pertinente decir, sin embargo, que la estructura primaria de 

estas protelnas receptoras exhibe una gran similaridad. Todas ellas disponen de 

siete dominios transmembranales y presentan siete regiones de aminoácidos 

hldrofóblcos que les permiten atravesar la membrana plasmática. El extremo 

amino terminal y tres asas hidrofllicas se extienden en un segmento extracelular 

mientras que el segmento donde se halla alojado el carboxilo terminal se 

localiza en la parte interior de la célula (19,20). 

La disposición topográfica de estos receptores fue confirmada mediante 

estudios efectuados para la bacteriorrodopsina y para la rodopsina, debido a 

que estas protelnas son susceptibles de ser purificadas con facilidad gracias a 

la abundancia con que se hallan distribuidas en tas células correspondientes 

(21). Los estudios, que fueron muy minuciosos, se perfeccionaron con el empleo 

de técnicas de microscopia electrónica. Un modelo similar se ha sugerido para 



SUBTIPO TAMAÑO 

a, 477 

~ 413 

Ba 402 

' 
"2A < 

450 

"2B 450 

"2c 461 

ª1A 

ª18 515 

ª1C 466 

ª10 560 

1 All>A>MEIUX 
U AD=NA>>METOX 
II1 NA>A>>MEIUX 

TABLA! FAMILIA DE RECEPTORES ADRENERGICOS 

POTENCIA 

INTRONES LOCAUZACION AGONISTA ANTAGONISTA 

o 

o 

o 

o 

o 

1 

1 

10q24-q26 ISO>NA;¡AD BETAX>>ICl11BS5 

5q31.q33 ISD>AD>NA ICl118551>8ETAX 

NA>ISO>AD ICl118551>>ALP 

10q24-q26 OXY»ACl;2 YOH>»PAAZ 
NA 

2 OXY=AC»:i YOH>>PRAZ 
NA 

4 OXY=All>;;;i YDH>PRAZ 
NA 

All;¡NA 1 WB4101-PRAZ 

5q32-q34 All;¡NAll PRAZ>WB4101 

e A[QNAlll PRJ\Z>WB4101 

20p13 NA;¡AD>OXY PRAZ;¡WB4101 

ISO: ISOPROTERENOL 
kADRENAUNA 

YOll: YOIDMBINA 
NA: NORADRENALINA 
DEI.AX: BETAXANOL ALP: ALPRENOWL 

DISTAIBUCION PROTEINA 
G 

CORAZON, PINEAL 

PULMON,PROSTATA G. 

TEJIDO ADIPOSO 

AORTA, CEREBRO 

HIGAOO, RIÑON G¡ 

CEREBRO 

VASOS DEFERENTES, 
CEREBRO 

HIGADO, CEREBRO Gn 

BULBO OLFATORIO 

VASOS DEFERENTES, 
CEREBRO 

OXY: OXIMET AWLINA 
PRAZ: PRAWSINA 

EFECTOR 

T ADENIL CICLASA 

TCANALCa"' 

ADENIL CICLASA 

f CANALES K-t, ea2+ 

INTERCAMBIO 1Na+-Ht-

T FOSFOLIPASA C, A!J. 

T FOSFOLIPASA C 

TCANALea<+ 

T FOSFOUPASA A!J. 

T FOSFOLIPASA D 
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los receptores adrenérgicos con estudios de mutagénesls dirigida y anticuerpos 

generados contra fragmentos especlficos del receptor 112 adrenérgico (22,23). 

Se ha logrado asl mismo purificar los receptores y reconstituirlos con sus 

protelnas G en veslculas de fosfollpldos. Por otra parte se han realizado 

estudios de modificaciones covalentes, mutagénesis dirigida y construcción de 

receptores quiméricos, lo que ha permitido estudiar de modo extenso la función 

y regulación de los receptores adrenérgicos (24). 

Los receptores en cuesti~n presentan entre veinte y veintiocho 

aminoácidos hldrofóblcos que les permiten atravesar la membrana plasmática 

en conformación de a hélice. Estos dominios transmembranales presentan una 

gran Identidad entre todos ellos, llegando, como en el caso de la familia de los 11 

adrenérgicos, a un Indice de similitud cercano al 70 por ciento. Por otro lado si 

comparamos las analoglas entre un receptor 11 y uno a-adrenérgico, la Identidad 

entre Jos segmentos transmembranales disminuye hasta llegar a un 45 por 

ciento. Es preciso subrayar, sin embargo, que las reglones que presentan menor 

Identidad son el extremo amino terminal, la tercera asa citoplásmlca y el 

carboxllo terminal, debido a que son muy variables tanto en longitud como en 

composición (19,25-27). 

Los receptores son muy similares en la primera y segunda asa 

Intracelular, asl como en uno o más sitios de gllcosilación cerca del amino 

terminal y los sitios de fosforilaclón en la porción citoplásmlca. Se ha observado 

también que las asas extracelulares contienen varios residuos de clstelna que 

permiten Ja formación de enlaces disulfuros que estabilizan la Interacción entre 

el receptor y su ligando. 
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Todos los receptores que se han venido rese~ando se acoplan a 

protelnas fijadoras de nucleótidos de guanina (también llamadas protelnas G) y 

a una serie, también diferente, de efectores. En los párrafos siguientes se hará 

una breve descripción de estos receptores adrenérglcos en relación al sistema 

de transducción al que se hallan acoplados y su emplazamiento en el entorno 

celular. 

Empezaremos por decir que los receptores B se han determinado en una 

gran variedad de tejidos, entre los que se encuentran el hígado, el corazón, el 

pulmón y el tejido adiposo. 

Se ha determinado que los receptores B1 son activados con la misma 

potencia por la adrenalina y la noradrenalina. En otra serle de determinaciones 

se observó también que en los receptores B 2 la adrenalina presentaba mayor 

potencia en relación a la noradrenallna (28). Utilizando diversos antagonistas 

para su estudio se encontró que el betoxamol es más potente que el ICl-1855 en 

bloquear las acciones de la respuesta B1. La potencia de estos agentes se 

invierte cuando se trata del receptor B 2 adrenérgico (29). 

Recientemente, al estudiar tejido adiposo, Emorine y colaboradores (25) 

encontraron un subtipo adicional de receptor B al que denominaron B 3. Se 

observó que noradrenalina es más potente en activar a este receptor en 

comparación a la adrenalina y que ciertos fármacos, que para los otros 

receptores B hubieran funcionado como antagonistas, como el CGP-12 177, 

oxoprenolol y pindolol, funcionaban como agonistas parciales. Se sabe también 

que, en la fase previa a la diíerenciación de los adlpocitos, se presentan 

únicamente los receptores B 1 y que durante el proceso de diferenciación se 

incrementan cinco veces los niveles de RNA mensajero del subtipo B 3 y se 

detecta una se~al correspondiente a los receptores B 2 adrenérgicos. 



22 

El primer gen de los receptores ll que fue clonado y secuenciado 

correspondió al subtipo B2 (30). Los resultados mostraron fundamentalmente 

que está constituido por cuatrocientos trece aminoácidos y su colocación en el 

cromosoma humano es la 5q31q33. Se ha establecido también que para este 

receptor la tercera asa Intracelular es la responsable de provocar la interacción 

entre el receptor y la protelna fijadora de nucleótidos. Los receptores 1:11 están 

Integrados por cuatrocientos setenta y siete aminoácidos y se localizan en el 

cromosoma número 10q24q26. Diremos por último que el receptor 1:1 3 está 

formado por cuatrocientos dos aminoacldos y su localización en el genoma 

humano permanece sin ser elucidada. 

Se ha demostrado, por otra parte, que los agonistas que interaccionan 

con tos receptores 1:1 son capaces de elevar los niveles de AMPc (figura 1 ). En 

la década de los setenta Rodbell y colaboradores (31-33) observaron que se 

requiere GTP para la activación hormonal de la adenllato ciclasa, lo que llevó 

posteriormente a la purificación de una protelna fijadora de nucleótldos de 

guanina a la que por convención se ha denominado Gs. La protelna en cuestión 

fue clonada por Gilman y colaboradores (34-36), quienes pusieron en claro que 

la molécula tenla tres subunidades asociadas (a,ll y y)en un orden decreciente 

de peso molecular. 

El mecanismo fisiológico de la proteína Gs exhibe una serie de 

particularidades en extremo interesantes. Al principio, en los Instantes que 

anteceden a la irrupción del estimulo, se halla estable en su conformación 

trlmérica original. En esta primera rase el fragmento a permanece vinculado a 

una molécula de difosfato de guanoslna (GDP) y el receptor comespondiente se 

halla fntimamente ligado a la protelna G en un estado de alta afinidad para 

recibir al agonista. En el momento en que se produce la interacción entre el 

agonista y el receptor el GDP se Intercambia por lrifosfato de guanoslna (GTP) 



Fig. 1 Mecanismos de inhiblclón/estimulación a la adenilato clclasa 

mediada por receptor. 

La hormona al interaccionar con el receptor (izquierda) produce la 

disociación de la proteína Gs. La subunidad as-GTP estimula a la adenilato 

ciclasa para que hidrolice el ATP a AMPc. La interacción de la hermana a un 

receptor Inhibitorio (derecha) disminuye los niveles de AMPc a traves de un 

proteína Gi. 

La proteína cinasa A (R2C2) al ser activada se disocia y la interacción del 

dominio regulatorio al AMPc (R2-AMPc), libera al fragmento catalítico C2 y 

fosforila diversas proteínas celulares. 

Tomado de VOET, D. y VOET, G.J .. Bioquímica (1992) Ed. Omega pag. 

1249. 
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dejando en libertad al complejo !!.y y al receptor en un estado de baja afinidad. 

El siguiente paso de este mecanismo sutil produce la Interacción as-GTP que, a 

su vez, tiene la capacidad de activar al efector, que en este caso es la adenllato 

clclasa. Por su lado la subunidad as tiene la facultad complementaria de ejercer 

funciones de GTPasa hidrolizando al GTP en GDP. Y cuando, por último, la 

subunidad a haya hidrolizado al GTP estará en posibilidad de asociarse otra vez 

al complejo [ly y al receptor para regresar a un estado de alta afinidad (37-39). 

Además de estimular la acción de la adenilato ciclase se ha observado 

que la subunidad us es la responsable también de la activación de canales de 

calcio sensibles a dihidropiridinas _(40,41). La subunidad referida tiene asl 

mismo la capacidad de actuar como sustrato de ciertas toxinas bacterianas que 

tienen actividad de ADP-ribosil transferasa, como ocurre con la toxina del 

cólera, lo que promueve la disociación del complejo a de !!.y dejando a la unidad 

referida en un estado de actividad permanente sobre la adenilato ciclasa (42). 

Las indagaciones efectuadas en este campo durante los últimos ai'\os 

pusieron en evidencia que la adenilato ciclase es una enzima que presenta una 

enorme heterogenidad. Hasta la fecha se han clonado y secuenciado ocho 

lsoenzlmas que fueron denominadas, siguiendo el orden de su descubrimiento, 

utilizando números romanos. Todas estas isoenzimas son estimuladas por la 

subunidad a de las protelnas Gs y las formas 1 y 111 han mostrado además ser 

estimuladas por la protelna fijadora de calcio denominada calmodulina. Cada 

una de estas isoenzimas poseen doce dominios transmembranales (42-45), y 

tienen el extremo amino y el carboxilo terminal, en todos los casos, orientado 

hacia el ámbito intracelular . La enzima hidroliza el trifosfato de adenosina (ATP) 

para formar una molécula de monofosfato de adenosina clcl\ca (AMPc), que a 

su vez se unirá a la protelna cinasa A, como paso indispensable a su fase de 

activación. La protelna cinasa A es un tetrámero asimétrico Inactivo, formado 
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por dos subunldades regulatorlas y dos catallticas. La unión del AMPc a la 

subunldad regulatoria provoca la disociación de un dlmero de subunidades 

regulatorlas y dos subunidades catalltlcas en forma de monómeros. La 

subunldad catalitica promueve la fosforilación covalente de diversas protelnas 

en residuos de serina y treonina. Se han caracterizado también dos formas de 

protelna cinasa A. a las que se ha denominado tipo 1 y tipo 11 (46-46). 

Se ha establecido que la protelna clnasa A tiene la propiedad de regular 

la slntesis y la degradación del glucógeno, lo que efectúa fosforilando a la 

glucógeno sintetasa convirtiéndola en una molécula menos activa. La protelna 

clnasa A, asl mismo, fosforila y activa a otra protelna cinasa denominada 

glucógeno fosforilasa cinasa que, a su vez, fosforila y activa a una tercera 

enzima denominada glucógeno fosforilasa, que tiene como misión especifica 

degradar al glucógeno convirtiéndolo en glucosa 1-fosfato. Por otro lado la 

glucosa 1 fosfato puede ser convertida, mediante la acción de una 

fosfoglucomutasa a glucosa 6-fosfato, que será el metabolito destinado a 

originar la cascada de reacciones que integran a la turbina glucolltica en el 

ámbito muscular. En el hlgado, además, la glucosa 6 fosfato es hidrolizada a 

glucosa para ser secretada posteriormente al torrente sangulneo (3). 

Las indagaciones de los últimos años en este campo fascinante han 

mostrado también que la protelna cinasa A es capaz, junto a las funciones que 

se han reseñado, de regular su propio sistema mediante la fosforilación del 

receptor 112 adrenérgico impidiendo su acoplamiento con la protelna Gs (49,50). 

Este fenómeno se conoce como desenslbilización, debido a que la activación 

prolongada de una célula con la hormona provoca una respuesta cada vez más 

reducida en los estlmulos subsecuentes. Es importante señalar que en el 

proceso de desensibilización participan otras enzimas Igualmente decisivas. 

51,52 ). 
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El sistema de la adenilato ciclasa, que se activa según los pasos 

expuestos en las lineas anteriores, tiene asl mismo la propiedad fisiológica de 

ingresar en fase de inhibición mediante el fUncionamlento de una serle de 

mecanismos cuyos rasgos fundamentales serán detallados a continuación 

(figura 1 ). La bioqulmica actual les ha dado el nombre de receptores et 2 

adrenérgicos y según se verá en un momento se hallan implicados en una gran 

variedad de tejidos, Incluyendo plaquetas, cerebro, bazo, pulmones, hlgado, 

riMn, corazón e islotes pancreáticos y son responsables de mediar la 

agregación plaquetaria e Intervenir en la liberación de neurotransmisores y 

participar en los procesos de vasoconstricción.(53) 

Hasta el dla de hoy se han descrito cuatro diferentes subtipos de 

receptores e1.2-adrenérgicos, denominados et 2 A,B,C y o . El primer gen de los 

receptores e1.2 que logró aislarse se obtuvo de plaquetas humanas (53). Se 

hallaba localizado en el décimo cromosoma, por lo que recibió el nombre Inicial 

de et 2c10. El receptor está constituido por cuatrocientos cincuenta aminoácidos 

y en la actualidad ha sido rebautizado con el nombre de C1.·2A· El otro subtipo de 

receptor, el e1.-20. (55) se localizó Inicialmente en el cromosoma 2 y está 

constituido también por cuatrocientos cincuenta aminoácidos y no presenta 

aminoácidos glicosilados (56). Se ha detectado en higado , riñón y pulmón (57). 

El tercer especimen de estos receptores se localizó en el cromosoma 4, por lo 

que Inicialmente se denominó e1.2-c4 y en la actualidad se conoce corno e1.-2c . 

Está constituido por cuatrocientos cincuenta y ocho aminoácidos y fue detectado 

en células de neuroblastoma. El último subtipo de receptor perteneciente a esta 

serie, el e1.-20. cuya localización crornosómica no se ha definido con certeza, 

pertenece sin embargo a esta misma familia en virtud de sus rasgos y 

caracteristicas farmacológicas. Se ha localizado en glándulas submaxilares y 

pineal de bovino. Es preciso destacar que la topograna celular de los receptores 

et 2A· B y e es muy similar, ya que los tres tienen un asa intracelular 
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relativamente larga y una reglón carboxllo terminal larga y los dominios 

membranales presentan slmilitud de hasta un 75 %, lo que nos hace suponer 

que a pesar de ser entidades autónomas las tres moléculas son homólogas y 

tienen un origen evolutivo similar (58). 

Las indagaciones en el campo que nos ocupa han venido a demostrar que 

la respuesta a2 provoca decrementos en la actividad de la adenllato ciclasa y 

en muchas ocasiones puede tener otros efectos relevantes, como la activación 

de canales de potasio (59), inhibición de corrientes de calcio (60), Incremento 

en la actividad del intercambiador sodio-protón (61) y movilización de calcio 

Intracelular (62). La protelna G encargada de mediar estas acciones se ha 

denominado GI y a la fecha se han caracterizado tres diferentes formas de esta 

protelna, a las que se ha denominado 1, 2 y 3. Se trata también de protelnas 

heterotriméricas constituidas por las unidades a, l\ y y. La subunidad a1GI tiene 

un peso molecular de 41 kDaltones y se ha caracterizado por ser muy 

abundante en el cerebro. La aGl2. con un peso molecular de 40 kDa participa, 

según hlpótésls recientes, en la Inhibición de la actividad de la adenilato clclasa. 

La aGi3, prole/na de 41 kDa, de secuencia diferente, está comprometida 

principalmente en la regulación de los canales de potasio (63-66). 

No se sabe aún con certeza cuál es el mecanismo mediante el cual 

subunldad al participa en la inhibición de la adenilato ciclasa. Pero se ha 

propuesto que es la responsable de Inhibir a la ciclasa. Otras evidencias, sin 

embargo, sugieren que al disociarse a de By se incrementa la concentración 

de este dlmero quedando en posibilidad de asociarse a subunidades a 

estlmulatorias y bloquear de esta manera la activación de la adenilato ciclasa 

(35,67). 

Hacia 1981 Garcla Salnz y cols. (68) y Ui (69) encontraron que al Inyectar 

toxina pertussis a hamsters la respuesta a2 adrenérglca registraba una notable 
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disminución y fue así como se descubrió que Ja subunidad cxl era sustrato de fa 

toxina pertussis agente causal de Ja tosferina. El efecto descrito se desarrolla 

mediante Ja ADP-ribosilaclón en un residuo de cisterna ubicado cerca del 

carboxllo terminal. La modificación que se produce sobre la subunidad cxi, es de 

ta\ naturaleza que llega a impedir sus funciones inhibitorias sobre Ja ciciasa. A 

pesar de Ja gran cantidad de datos nuevos y de avances Innegables en el 

estudio de Ja respuesta cx2-adrenérgica aún quedan muchos esfuerzos por 

realizar para desentranar con exactitud Ja relevancia fisiológica de esta 

respuesta. 

El último tipo de receptor adrenérglco, y que es el tema básico de esta 

tesis, corresponde al subtipo ª1· El grupo al que nos vamos a referirde aqul en 

adelante se halla distribuido de una manera muy extensa en todo el organismo y 

se ha reportado en forma preponderante en el corazón, en músculo liso, hlgado, 

bazo y terminales nerviosas. La activación de este receptor se produce a través 

de una protelna fijadora de nucleótidos de guanina (Gq), que a su vez activa a Ja 

fosfolipasa e que genera dos segundos mensajeros: inositoJ trifosfato y 

dlacilglicerol ( figura 2). 

El desarrollo teórico del receptor cx1. que se ha venido explorando en las 

lineas precedentes. recibió un impulso extraordinario gracias al empleo de 

Jigandos radioactivos, Instrumentos que permitieron efectuar estudios de 

asociación destinados a caracterizar respuestas bioqulmicas y farmacológicas. 

Los primeros antagonistas que se utilizaron fueron ¡3H] Dihidroergocriptina 

(DHE) (14) y [3H] WB4101 (70), Jigandos que entraron en acción tiempo antes 

de que se hubieran detectado las diferencias entre la respuesta cx1 y cx2 

adrenérglca. pues los agentes mencionados careclan de especificidad 

necesaria para asociarse de modo selectivo a Jos subtipos de receptores a que 

se ha hecho referencia. En fechas posteriores se sintetizaron dos nuevos 
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Fig. 2 Mecanismo de transducción de Fosfoinosítidos-Calcio. 

La hormona al interaccionar con el receptor (R) a traves de una proteína 

Gq activa a la loslolipasa C, enzima responsable de catalizar la hidrólisis del 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG). El 

IP3 moviliza el calcio de retículo endoplasmático y con DG activan a la proteína 

cinasa C, esta enzima requiere como cofactor fosltiditlserina (PS) 

Tomado de VOET, D. y VOET, G.J., Bioquímica (1992) Ed. Omega pag. 

1254. 
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antagonistas radioactivos que vinieron a llenar el vaclo existente: la [3H) 

prazoslna (71) y el ¡125¡) HEAT (72). La prazosina trillada reune todas las 

caracterlstlcas necesarias para ser un excelente antagonista cx1 adrenérglco. 

Presenta alta afinidad, un grado mlnimo de asociación no especifica y sitios de 

asociación de una sóla clase. El HEAT, por su lado, presenta varias ventajas 

sobre la prazosina, siendo su actividad especifica la más significativa, pues se 

ha reportado que es hasta 30 veces superior al otro fármaco, lo que permite 

utilizarlo en los casos en que la cantidad de tejido es limitante o el número de 

receptores muy pequel\o. 

El surgimiento de estos ligandos ejerció un Influjo maravilloso sobre el 

ensanchamiento del campo, creando, casi de golpe, expectativas muy 

promisorias. En 1960, por ejemplo, Le Clerq y colaboradores (73), utilizando 

como modelo de estudio el cerebro de rata, observaron que la respuesta ex 1 

adrenérglca presentaba diferente sensibilidad al tratamiento con el antagonista 

cloroetllclonldina. Los datos obtenidos por este grupo estimularon a otros 

investigadores a estudiar la respuesta cx1 y debieron transcurrir seis ellos antes 

de que Morrow y Creese, realizando estudios de asociación con los 

antagonistas WB4101 y fentolamina en membranas de corteza cerebral de 

ratas, encontraran que la asociación de estos fármacos al receptor cx1 

presentaba un comportamiento bifásico. Semejante observación les llevó a 

sugerir que la población de receptores que presentaban alta afinidad por el 

anlagonlsta se denominaran "1A y a la población de receplores de baja afinidad 

se le denominó cx19 (74). 

Desde el momento en que se lanzó al mundo la Idea de la existencia de 

una población heterogénea de receptores cx1 comenzaron a sintetizarse una 

Infinidad de agenles farmacológicos destinados a enriquecer el panorama de la 

Investigación en el campo que nos ocupa. Entre los agentes más destacados se 
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encuentra la cloroelllclonldlna, cuyas propiedades qulmlcas especificas le 

permiten alquilar al receptor a1-adrenérglco. El compuesto fue utilizado por 

Han, en 1987 (75), en membranas de hipocampo. Incursionando en otros tejidos 

el mismo grupo de Investigadores encontró que el WB4101 y benoxatlan 

mostraban una enorme potencia en aquellos tejidos que no eran lnactlvados por 

la cloroelilclonldina (76). Los datos obtenidos a través de esta linea 

experimental apoyaban la Idea de la existencia de una serle de subtipos de 

receptores a1 adrenérglcos. Posteriormente se sintetizó el 5-metílurapldil y en 

fecha reciente la nlguldlpina, (77) que se mostraron muy afines al receptor ª1A 

adrenérglco. La esplperona (78), por su lado, se utilizó en glándulas 

submaxilares de rata y mostró una alta afinidad por los receptores 0:19 

adrenérglcos. 

Otro grupo de investigadores , en 1985 (79), reportó que al utilizar 

metoxamlna en hepatocitos de rata el agente tenla propiedades de agonista 

parcial, mientras que en aorta de conejo funciona como un agonista eficiente, lo 

que les llevó a suponer que en estos tejidos se expresaban diferentes tipas de 

receptares. En épocas más recientes, en el laboratorio del doctor Garcla Salnz, 

se logró caracterizar el subtipo de receptor 0:1 en hepatocitos (80) y adipocitos 

de rata (81 ). Los datos obtenidos mostraron que los receptores detectados 

perteneclan al subtipo 8 y en aorta de conejo al subtipo a (79). Los datos 

anteriores fueron obtenidos mediante la determinación de las acciones de 

prasazlna y 5-metilurapidil, lo que demostró que el primer fármaco mencionado 

presenta mayor afinidad en bloquear las acciones de noradrenallna sobre el 

recambio de fasfolnosltidos en hepatocitos y adipocitos de rata. 

La investigación en el campo de los receptores adrenérgicos recibió un 

nuevo e Importante Impulsa cuando, al\os después, el grupo de Lefkowitz apartlr 

de la purificación del receptor 0:1 s que obtuvo de la linea celular de músculo liso 
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de Hamster (DDT1 MF-2) logró clonar y secuenciar el receptor que se han 

venido mencionando (82). Los resultados anteriores, además, fueron (82-84) 

enriquecidos cuando el propio grupo caracterizó un subtipo adicional al que 

denominó cx1 C· A continuación se hará una descripción de los datos más 

relevantes que se obtuvieron mediante experimentos de biología molecular 

para definir y caracterizar a cada uno de estos subtipos. 

Hasta la fecha no se ha conseguido clonar el subtipo ª1A· pero una de 

sus caracterlstas más dignas de ser subrayadas es que muestra una 

farmacologla de alta afinidad por los antagonistas 5melil urapidll, benoxatian y 

nlguldlpina también presenta alta afinidad por el agonista metoxamina. 

El receptor a19, por su lado, es una protelna de 515 aminoácidos que se 

halla glicosilada en los residuos 10,23,26 y 33. Presenta asl mismo serinas y 

treoninas en la segunda y tercera asas citoplásmicas. Se encuentra localizado 

en el cromosoma 5 y su farmacologla ha mostrado alta afinidad por los 

antagonistas prasozina, espiperona y sensibilidad a cloroeticlonidina. Los 

agonistas, en cambio metoxamina y oxlmetazolina no muestran afinidad por 

este sistema . En otra serie de determinaciones se encontró que un fragmento 

de 27 aminoacidos correspondientes a los aminoácidos 233-259 estaban 

implicados en establecer la selectividad a la protelna G (64a). Otros au1ores 

observaron que la sustitución de la alanina 293 puede conferir al receptor 

activación constitutiva (65a) .. 

El úllimo subtipo de receptor que fue clonado y secuenciado por el grupo 

de Lefkowitz es el cx1c. que presenta 466 aminoácidos y sitios de glicosilación 

en asparaginas 7. 13 y 22. Dispone también de residuos de serina y de treonlna 

en la segunda y tercera asa intracelular y se encuentra ubicado en el 

cromosoma 6 del genoma humano. La farmacologla ha mostrado que la 

metoxamina y oximetazolina pueden funcionar como buenos agonistas en el 
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subtipo que se viene examinando y que los antagonistas WB-4101 y 5-

meliiurapidil presentan también un grado importante de afinidad por el mismo 

subtipo. Es importante seilalar que los subtipos 0:19 y 0:1c contienen cuando 

menos un intrón, lo que podrla servir para caracterizar de una manera más 

terminante la naturaleza de esta molécula una vez que se haya dilucidado en 

forma detallada la función evolutiva de los intrones (Tabla 11). 

En 1990, por último, Pérez y colaboradores (85), trabajando en la 

universidad de Ohio, reportaron la presencia de un subtipo 0:1 adicional que 

denominaron cx10. El receptor en cueslión, que es el benjamln de la familia 

hasta el dia de hoy, esta constituido por 560 aminoácidos y se encuentra 

localizado en el cromosoma 20. El subtipo, además, presenta dos silios de 

glicosilación y varias serinas y treoninas ubicadas en el carboxilo terminal y en 

las asas intracelulares. Hasta el dla de hoy no ha podido establecerse con 

certeza la relación de este receptor con el subtipo <X1A· 

Este mismo grupo de investigadores (86) en fecha posterior observó que 

la expresión de los sublipos B y O en células COS-1 pueden incrementar la 

hidrólisis de fosfatos de inositol a través de una proteina G Insensible al 

tratamiento con toxina pertussis, estos mismos subtipos pueden Incrementar el 

AMPc y finalmente observaron la activación de fosfoiipasa A2 mediante un 

mecanismo que es sensible a la toxina pertussis . 

A partir del momento en que la hormona Interacciona con el receptor, éste 

transmitirá la seilal al entorno celular a través de una protelna fijadora de 

nucleótidos de guanina, que es la encargada de activar a la fosfolipasa C, que 

es en última instancia el miembro efector del sistema cx1 adrenérgico. 

Inicialmente existlan una serie de evidencias Importantes que parecian indicar la 

participación de una proteina G en la actividad de la fosfoiipasa C pero los 

resultados eran poco claros. 



TABLA 11 CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DE LOS RECEPTORES a1 ADRENERGICOS 

SUBTIPO 

AFINIDAD PARA AGONISTAS 

ANTAGONISTAS 

SENSIBILIDAD 
CLOROETILCLONIOINA 

ADRE: ADRENALINA 
NORADR: NORADRENAUNA 
METOX: METOXAMINA 
PJlAZ, PRAZOS!NA 
SMU: 5-METILURAPIDIL 

ª1A 

ADRE>NORADRE>METOX 

WB4101>PRAZ=5MU 

INSENSIBLE 

ª1B ix1c 

ADREN:NORADRE>>METOX NORADR>ADRE>>METOX 

PRAZ>>WB4101>5MU PRAZ>WB4101»5MU 

SENSIBLE SENSIBLE 
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Se publicaron resultados en los que se mostraba la participación de una 

protelna G en la activación de una fosfollpasa e cltosólica en diferentes tipos 

celulares entre los que se encontraban plaquetas, !!mocitos de cerebro y los 

promielocitos humanos HSO (87-90). Posteriormente Balsdassare y un grupo de 

colaboradores Identificaron a la protelna fijadora de nucleólldos de guanina 

como un miembro de protelnas con bajo peso molecular de 29 kDa (89). 

En otra serie de determinaciones se encontró que la activación de la 

fosfolipasa C requerla GTP, resultados que se observaron en glándulas 

salivales, músculo liso, fibroblastos, cerebro y células de riMn. Datos muy 

parecidos se hablan obtenido también en membranas de hepatocitos de rata, 

leucocitos humanos y eritrocitos de pavo (91-100). Otros autores hablan 

afirmado que esta protelna G era sensible al tratamiento con la toxina pertussls, 

lo que provocaba un bloqueo en el recambio de fosfolnosltldos en algunos tipos 

celulares. Durante muchos años la participación de una protelna G permaneció 

en un estado de Incertidumbre, pero lo que es Interesante subrayar es que 

dependiendo de las condiciones del ensayo, como adición de detergentes, 

presentación de sustrato y tipo de amortiguador utilizado se podlan observar o 

no efectos de una protelna fijadora de nucleótldos sobre la actividad de la 

fosfollpasa e (101). Algunos años despúés el grupo de John Exton (100), 

usando como modelo de estudio hlgado de bovino y en las mismas 

condiciones de ensayo mencionadas en lineas anteriores, lograron desarrollar 

un procedimiento experimental que permitla aislar a la protelna G capaz de 

activar a la fosfolipasa C. El ensayo consistla en la extracción de la enzima con 

colato y el paso critico radicaba en poder activar a la protelna G después de la 

extracción. Estos experimentos llegaron a feliz término cuando se logró 

caracterizar a esta pro te lna G como un miembro de las protelnas Gq y se 

observó también que la subunidad aq, con un peso molecular de 42 kDa era la 

responsable de activar a la fosfolipasa C. La familia de las protefnas Gq fueron 
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purificadas por Stemwelss (102) y reconstituidas en presencia de la fosfolipasa 

C subtipo l!.1. La subunldades alfa y beta-gama participan asimismo en la 

activación de la fosfolipasa c, hallazgo de gran significación que vino a 

demostrar que la citada fosfolipasa puede ser activada de modo simulláneo o 

paralelo por una segunda molécula que hasta ese dla habla permanecido en la 

penumbra. La familia de las protelnas Gq comprende al menos cinco miembros 

a los que se han denominado Gq, G11, G14, G15 y G16 (103). Este 

Investigador confirmó además que el sistema no era sensible al tratamiento con 

toxina pertuss/s. Se han realizado un gran número de estudios para saber si la 

protelna G, encargada de activar a la fosfolipasa e , es sensible al tratamiento 

con esta toxina. Los datos obtenidos en relación a la sensibilidad de este 

sistema de transducción al tratamiento con la toxina permanecen sumidos en 

una atmósfera de controversia y desacuerdo. Se ha observado que en 

detenmlnados tipos celulares presentan sensibilidad al tratamiento con la toxina. 

Podrlamos mencionar como ejemplo adipocitos estimulados con adrenalina, 

hlgado estimulado por factor de crecimiento epidennal, músculo liso estimulado 

por adrenalina, anglotenslna y serotonlna (108-111). En otros tipos celulares se 

observó sensibilidad parcial en el tratamiento con la toxina, tal es el caso de 

células gástricas, fibroblastos y neutrófilos. Otros Investigadores no han 

encontrado efectos en el tratamiento con la toxina pertussis sobre la activación 

de la fosfolipasa C, como en adipocitos, fibroblastos, plaquetas, hlgado y 

mastocitos, (111 - 115) por mencionar sólo unos casos . 

El cuadro general del sistema a adrenérgico se completa de modo 

espectacular con la fosfolipasa C, que tiene como función primordial hidrolizar al 

fosfatidil lnositol 4,5 bifosfato en inositol trifosfato (IP3) y dlacilglicerol (DAG). 

Las moléculas citadas funcionan como segundos mensajeros en este sistema. 

Diversos estudios han mostrado que la fosfolipasa C es una enzima que reside 



de modo predominante en el citosol y también se han detectado algunas 

actividades asociadas a la membrana . 

Hasta el dla de hoy se han caracterizado tres miembros de esta 

distinguida familia: 11, "'t y o. En fechas recientes se ha propuesto la existencia de 

otros dos miembros complementarios: n y epsilon. Se sabe que la familia de la 

fosfollpasa C 11 (111, 112 y 113) es regulada por protelnas G, mientras que los 

miembros de la familia gama están regulados por tirosina clnasas. La !!.1, que 

ha sido caracterizada en cerebro de bovino y rata, puede ser activada por la 

protelna Gq y presenta un peso molecular de 57 a 70 kDa. Se ha sabido 

también que la fosfolipasa e 111 es fosforilada en residuos de serlna por la 

protelna cinasa C y que la actividad cata\ltlca de esta enzima no se ve afectada 

por la fosforllación en ensayos in vitro. Se ha observado que las fosfollpasas J3, 
¡¡ y 'I presentan dos regiones de alta similitud a las que por convención se ha 

designado X y Y. Estas reglones están constituidas por 150 y 240 aminoácidos, 

repectlvamente, y la similitud que comparten estos dominios es del cuarenta 

porclento(116). 

Una vez que la fosfolipasa C ha sido activada se produce lnosltol 

lrifosfato, que tiene la facultad de movilizar el calcio Intracelular del retlculo 

endoplásmlco mediante la participación de un receptor especifico que ha 

recibido el nombre de calclosoma (117). Es pertinente mencionar que Leljten y 

colaboradores (118) han propuesto otro mecanismo en el que observaron que 

existen depósitos de calcio en la membrana plasmática que posiblemente 

sirvan para liberar el calcio del retlculo endoplasmátlco. 

Los incrementos de calcio obtenidos por la vla seflalada son capaces de 

activar procesos tan importantes como la glucogenólisis y la contracción 

muscular. El aumento en los niveles de calcio puede ser regulado por las 

mltocondrias, organelos que se encargan de capturarlo mediante la activación 
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de un acarreador localizado en la parte exterior de la membrana Interna 

mitocondrial (119). 

Se ha visto asl mismo que el Incremento en el calcio citosóllco puede 

responder a diferentes mecanismos de regulación. Algunos investigadores han 

observado que al Incubar células hepáticas en ausencia de calcio extracelular la 

respuesta cq-adrenérgica persiste pero no las respuestas a vasopreslna y 

anglotensina, que también se encuentran acopladas al mismo sistema de 

transducción (120). Se observó, por otro lado, que en ratas adrenalectomlzadas 

la respuesta cq • adrenérglca es dependiente del calcio extracelular (121). 

Con los datos obtenidos por Dr. Garc!a-Sáinz y Hemández-Sotomayor (120) se 

llegó a la conclusión de que existlan dos mecanismos para los efectos 

metabólicos en la activación a1-adrenérgica en hlgado. El primero de ellos, que 

es Independiente del calcio extracelular, puede ser Inhibido por Insulina y 

modulado por glucocortlcoides. El segundo es insensible a Insulina y modulado 

por la hormona tiroidea. Estos datos sugerlan que los diferentes subtipos de 

receptores a1 podrlan estar sujetos a diferentes mecanismos de regulación. 

En 1987 el grupo de Minneman (76) propuso que los receptores a1-

adrenérglcos en músculo liso estaban implicados en promover la entrada de 

calcio por medio de canales de calcio sensibles a dihldropiridlnas mientras que 

los receptores a 1 B Iniciaban su sei\al por el mecanismo que hemos descrito en 

llneas anteriores. En fechas más recientes, por último, encontramos que en 

hepatocitos de cuyo, que expresan el subtipo "1A· tanto el recambio de 

fosfolnosltidos como la activación de la fosforilasa a , no se afectaban en 

ausencia de calcio extracelular (122). 

Putney y OeWitt ( 123) sugirieron la posibilidad de que los depósitos de 

calcio Intracelulares no fueran suficientes para atender tas demandas de calcio 
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en respuesta a la eslimulaclón ex1 adrenérglca; o bien que la activación de la 

respuesta ex1·adrenérgica cambie según el tipo celular. 

El lnositol trifosfato puede ser metabollzado rápidamente por dos vlas 

alternas. La primera de ellas lo convierte en lnositol 1,3,4,5 tetrafosrato, 

mediante la fosforilaclón provocada por una cinasa. La segunda vla se produce 

por la degradación de este metabolito a través de varias fosfatasas que lo 

convle11en en lnositol-1 biíosfato, lnositol-1 fosfato y mlolnositol, que lo dejará 

en condiciones de volver a integrarse a una nueva ruta metabólica (124). 

El dfacilgllcerol, que es el otro mensajero producido por la hidrólisis del 

fosfalldil inositol bifosfato, es un compuesto de vida transitoria. La veloz 

degradación de este compuesto lo convierte en ácido fosfalldlco o en 1-

acilglicerol y ácido araquidónlco, que podrá participar en la formación de 

prostaglandinas. 

El dlacilglicerol desempeña la Importante función de activar a Ja protelna 

clnasa C, lo que se produce de manera Instantánea pero ejerciendo erectos de 

larga duración. La activación de la protelna cinasa C, que es el último efector 

producido en Ja respuesta ex 1 adrenérglca, fosforila residuos de serina y 

treonlna. Yatsutoml Nishlzuka demostró en 1977 que se trata de una protelna 

con propiedades de translocarse a la membrana mediante un sistema 

dependiente de calcio. Estudios recientes han demostrado que la protelna 

clnasa e requiere de calcio y fosfollpldos, en particular de la fosfatidilserlna, que 

Interviene de manera decisiva en la translocaclón de la enzima (125). 

Hasta el momento se han caracterizado diez formas de esta enzima 

denominadas ex, Jll, Jlll, y, S, e ;r, r¡, ro,¡;. Cada una de estas lsoenzlmas están 

constituidas por un solo polipéptldo con un peso molecular de 80 kDa. La 

actividad de cinasa se halla localizada en una reglón próxima al carboxllo 

terminal y que tiene un peso molecular de 45 kDa, que se ha denominado 
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dominio catallllco , mientras la reglón del amino terminal tiene un peso 

molecular de 35 kDa esta última corresponde a la reglón o dominio regulatorlo 

que es además hldrofóbico. Estos dominios pueden ser separados por 

proteóllsls limitada en una reglón que comprende residuos de aminoácidos que 

difieren entre las lsoenzlmas. La protelna clnasa e posee cuatro reglones 

conservadas y separadas por cinco reglones variables pequenas (125). 

Se ha demostrado que el dominio regulatorlo se asocia a cuatro átomos 

de zinc en una reglón en donde se encuentran residuos de clstelna muy 

conservados y que son los responsables de efecturar la Interacción referida. La 

porción regulatoria tiene como función preponderante efectuar la unión de 

calcio, diacilglicerol y fosfollpido y además puede regular la función catalltica 

de la enzima . 

El dominio catalltico presenta dos reglones conservadas la reglón 

conservada tres (C3) cuya función principal es la de presentar la secuencia de 

aminoácidos que permitan la asociación de trifosfato de adenoslna (ATP) y una 

reglón conservada de mayor longitud denominada C4 que presenta 

determinantes responsables de la asociación de la enzima con el sustrato 

(125, 126). 

Se han desarrollado fármacos que poseen la facultad de activar a la 

enzima en ausencia de estimulo hormonal. Uno de ellos es el 12-tetradecanoil

forbol-13-acetato (TPA), cuya estructura presenta una similitud al diacllglicerol. 

La acción del fármaco se produce al Incrementar la afinidad de la enzima por los 

Iones de calcio, lo que permite activarla sin necesidad de promover, además, un 

Incremento de la concentraciones de calcio. Durante los últimos anos se ha 

podido demostrar que la activación de la protelna cinasa C por el TPA puede 

Inducir una variedad de respuestas celulares. Como ejemplo se encuentran la 

expresión de ciertos genes, como el de la omitina descarboxilasa, la histidlna 
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descarboxilasa , la serotonina acetil transferasa, la calcitonina, la proJactina y Ja 

expresión de oncogenes como c-fos y c-myc, lo cual es de suma importancia 

porque sus acciones se hallan asociadas a la expresión de factores de 

crecimiento y proliferación celular (125). 

Es pertinente subrayar que la protelna cJnasa e no sólo participa en la 

fosforilación de sustratos citosólicos sino que puede hacer lo mismo con 

sustratos situados en la membrana plasmática, como el receptor a1 

adrenérgico, en donde se observó que el tratamiento con TPA en hepatocitos de 

rata provoca cambios en el estado de afinidad de estos receptores (127). Es 

importante hacer notar que el efecto descrito es exclusivo para el receptor a1 

adrenérgico, ya que otros receptores, como los que responden a vasopresina y 

angiotesina, y que se hallan acopiados· al mismo sistema de transducción, no 

presentan modificaciones cuando se produce la activación de la proteina cinasa 

c. 
Es interesante subrayar que las acciones de la proteina cinasa e sobre el 

receptor a1 se deben a un aumento de la fosforilación en residuos de serina y 

treonlna que, por cierto, ya se hallaban fosforilados en menor medida antes de 

que se produjera la activación de Ja enzima. 

Se ha visto además que la respuesta a1-adrenérgica no sólo Interviene en 

Ja activación de la fosfolipasa e sino que puede también estimular a Ja 

fosfolipasa A2 y D. Podrlan mencionarse, como casos Ilustrativos al respecto, 

las células derivadas de tiroides, en las que la respuesta a1.adrenérgica 

estimula a la fosfolipasa A2 a través de un mecanismo sensible a toxina 

Pertussis y a la fosfolipasa e a través de un mecanismo insensible a la toxina 

(129). Esta diversidad para la hidrólisis del sustrato origina la posibilidad de 

Incrementar la gama de segundos mensajeros conocidos que pudieran 

intervenir en la regulación del sistema. 
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ANTECEDENTES 
El estudio de los receptores a adrenérglcos, que se Inició en 1948, ha 

recibido una atención constante desde aquella época y durante los últimos anos 

ha Ingresado en una fase incontenible de expansión. Como se ha dicho en 

lineas anteriores se han clonado diez diferentes subtipos de receptores 

adrenérglcos, los que han sido localizados, posteriormente, en los tejidos y los 

órganos donde ejercen sus efectos primordiales. Los receptores ª1A· por 

ejemplo, han sido caracterizados en cerebro, los 1110 en hlgado, los a1c en 

células olfatorias y los 111 D en "vas deferens". La diversidad topográfica de 

estos subtipos sugirió a los investigadores que todos ellos se estaban 

expresando de una manera muy selectiva según el tejido en el que se hallaban 

emplazados. Pero no fue sino en 1992 cuando se observó que en un mismo 

tejido hepático, pero de diferentes especies, habla heterogeneidad en la 

expresión de los subtipos de receptores a 1 · Mediante estudios de 

farmacologla, blologla molecular y comportamiento de los segundos 

mensajeros, Garcla Salnz (129) logró determinar que en células hepáticas de 

diferentes especies se expresaban distintos subtipos de receptores a 1 

adrenérglcos. De esta manera encontró que en hepatocitos de cuyo se 

expresaba el subtipo n 1A ;en rata el arn y en conejo el ª1C· Continuando con 

esta misma linea de Indagaciones se decidió caracterizar el receptor ci1 

adrenérglco en pollo debido a que es otro representante de los vertebrados en 

tos que abundan estos receptores, según demostró Susana Sulakho en 1988 

(130). 
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OBJETIVOS 

Los móviles de este trabajo se inspiraron en los estudios existentes sobre 

la caracterización de los subtipos de receptores ex 1 adrenérgicos en hepatocitos 

de otras especies que fueron realizados en el laboratorio del doctor Garcla 

Safnz. A partir de estas indagaciones nos propusimos la caracterización 

farmacológica del subtipo de receptor cx1-adrenérgico presente en los 

hepatocltos de pollo. Se decidió, asf mismo, estudiar los segundos mensajeros 

y el sistema de transducción al cual se hayan acoplados. 
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MÉTODOS Y MATERIALES 

La metodologla utilizada en la realización de este proyecto se halla 

descrita en el articulo que se preparó como parte fundamental en esta tesis y 

que se encuentra a continuación. 

Determinación de AMPc: se Incubaron 20 mg. de hepatocitos durante 2 

mln. a 37ºC en presencia de las hormonas y 100 µM de metlllsobutilxantlna 

para Inhibir la acción de las fosfodiesterasas.La determinación se realizó de 

acuerdo a Brown et. al. (131). 
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RESULTADOS 

Los resultados que se exponen a continuación se plubllcaron en el 

trabajo: 

Gloria Gutiérrez-Venegas and J. Adolfo Garcla-Sálnz. 

Characterization of !he alfa 19-Adrenergic receptors of chicken 

hepatocytes. Signa! transduction and actions. Comp. Blochem. Physlol. Vol. 

106C, No. 3 pp. 797-803, (1993). 
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CHARACTERIZATION OF THE cc18-ADRENERGIC 
RECEPTORS OF CHICKEN HEPATOCYTES. SIGNAL 
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(Rtctiwd 4 JUN 1993; occrpud foT pllblícolicm 14 lwtt 1993) 

~-1. In chicken hcpalocyte1, :s:1-adttnoc:ep1or activation incr~: (a) pbospb1tidyliDositol 
labeling: (b) produ<:tion or inl»itol trispbosphale; (e) cy1osol calcium; ami (d) phosp.horylasc attivity. 

2. Pmosin (K. ::::= O.l--OA nM) was more pottnt in inhibiting these a~ions \han S-mtlll)'l•urapidil 
(K,:t:J0-60nM): thesc actions W'Cre Jtntitívc lo chloreth)'lclonidinc SU~ling the involvcmcn\ OÍ 
«w1drcnoccptors. 

:J. Thc stirnulation of pht»phoínositidc turnover win Ítl$Cnsitive to pertuuis toUn. 
4, In chicleen li"cr mttnbranes, PHJprazosin bindíng sites (B_. 871 fmolfmg protcifl) with high a.ffinity 

tot pruosin (K0 0.3 nM; J4 0.4 nM} and fowcr affinity for S·mt1hyl·urapldi1 (K, 46nM) wt-tc detcc.tcd, 
comistcnl wh.b lhe prue~ of ªi•·adrcnoc:cpto!'$. 

JNTRODUCTION 

i:r1-Adrenoccptors i:onstitule an hetero.gcneous íamily 
or rcceptors. Thc i:xis.1cnce or two subtypes, the ª'"
and thc a:1.·adrcncx:eptors, was initially suggentd by 
phannacalogic:a1 critcria (Morrow and Creesc::, 1986; 
Minneman. 19&8). Thc i:z 18 receptor has now been 
c1oncd and exptttsed (Cotctchia et o.I .• 1988), but the 
c1oníng af the 2 1..,-adrencx:cptor has no1 yt:t bcen 
achicved. Neverthtles.s, wht:n attempting 10 clone it. 
two othet subtypes, thc :i1c- and thc a 1A;0 ·adrencrgic 
reccplors werc identified. cloned and expressed 
(Schwinn et al., 1?90; Pert-z et al .. 19'J1: Schw\nn and 
Lomasney. 1991). Thus, at this ¡:.oint, at tcast four 
subtypcs oí iX,·adrcnoccptor family secms \o cxisl 
(Pcrez ~t al., 1991; Schwinn and Lomasney, 1992; 
Oarcia-Siinz. 19SIJ), Thc pharmatological dcfini
tion oí c:ac:h subtype is fa:r from easy. Among thc 
agcnts thal scem to be particularly uscfu1 for thc 
dassification are thc antagonisls chlorcthyklonidinc 
(Minneman. J9g,8) and W84101 (Morr()w and 
Crcc:se, 1986). Thc íormcr :1gcn1, is an a1kylatíng 
antagonist that S«ms to be ab1c to block all of 
these rcec:ptors c:xccpl thc: i:t1.-,·subtypc (Minncman. 
1988). WB4l01 is a compctitivc antagonist with 
rtlativcly towcr affiníty for thc :z 11-adrcnocep1or as 
comparc:d to thc othcr subtypcs (Morrow and Creesc, 
1986; 5':hwinn and Lomasney, 1992). Regarding 
agonist activity, mcthoxamine and º"ymctazol\ne 
have veey füllc activity on a:11·adrcnoc;t:ptors: whcrcas 
thcy ate active on cctfs eJtpussing a:1" or 1.11c· 
adrenocxptors (Garcia·Siinz -et al.. 198S~ García· 
Sáint: ~l al .. 1993). 

Wc havc ru:cndy ob~rved that ihcrc is con· 
siderablc \lariation in thc 111-adrenoccptor txpresscd 
in Jivcr cclfs of different specics. Thus, guioca píg 

hepatocytcs citpress ª'"". (Gartfa·Sáinz. et al., 1992a; 
García-Siinz et al,. t992b), rat hepatocytes tt1•· 

(García-Siinz ~t al., 1992a; Tom:s~Márquei: tt ol., 
1991) artd rabbit hepat1Xytes tl:zc·adrcnoet;plors 
(Garda-Sáinz et al., 1991: Schwinn et al., 1991). 
h has been pre:viously CJbscrvcd that thc: livcrs 
from aves (budge:rigars, M. U11dulo.tu.s and chickens, 
G. domes1ioa) have a very high density of o:1-

adrenoccptors (Su!akhc et al .• 1988): howevet:, to the 
bcst of ()Uf knowledge, neither thc e:i 1-adrcnoceptor 
subtypc(5} prcscnt i.n the lívcr cd1 membranes of thesc 
species nor the signal tranWuction t'lrocess to which 
thcy are c:ouplcd has been characteri:ttd. H:erc, we 
prescnt thc chamctcrizatíon of the 0: 1-adrcnoccptors 
cxpresscd in chk-ken livcr cclls using bolh Cune• 
lional (tnetabolic and sígnal transdut1ion studies) and 
radiolígand binding approaches. 

MAltRIAlS ANO METHODS 

1-Adrenalinc, 1-nora<trenaline, phenylcphrinc, 
DL·propranolol, glucos.c:-1 ·phosphate, gtycogcn, 
digitonin, caffe\ne, P·glyceropho~phate, prai:osin, 
and Quin 2/AM wcrc from Sigma Chcmical Co. 
Metho:-:aminc was a gcnerous gifl from Burroughs 
Wc:tlcotnc. 5·Mc1hyt-urapidil ami W84101 wcre 
from lt.esc:arch Biochcmicals 1nc:. [l!PJPi (carricr 
free}, (adcnyfa1c-nPINAD (800 Ci/mmo1), a•D· 
¡1•c (U)}gluco~·l-Jihosphate (233.9 mCi/mmol) and 
{methoxy·1Hjprazosin (60 Ci/mmol} were from Ncw 
England Nucti:ar. The o-myo-PH}inositol t,4,5· 
trisphospha1c auay systcm was obtained frCJm Amer~ 
sham. Pcrtussi~ to~in was purifü:d (Sckura rl ol., 
1983) trom pcrtussís vaccine conccntrates, gcncrously 
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providcd by thc National lnstitutc of Hygicnc 
(Mcxico). 

Hcpatocytes wcrc obtaincd from chickens (4-S 
weeks old) by Jivcr pcríusion with collagcnasc (Berry 
and Fricnd. 1969). Hcpatocytes wcrc incubated in 
Krcbs-Ringer bicarbonatc buffer. pH 7.4 at 37ºC 
undcr an atmosphcrc of 95"/o Ol/5% C02 • Ccll 
viability was routincly highcr than 95% as cvidcnced 
by trypan bluc cxclusion. 

Phosphatidylinositol (PI) labcling was carricd out 
as dcscribed (García·Sáinz. 1987); in bricí, cells wcrc 
incubated for 60 min in buffer containing 10 µCi of 
[HPJPi, lipids wcrc cxtractcd with chloroíorm/ 
mcthanol (2:1) and phosphotipids separatcd by thin 
laycr chromatography. Radioactivity incorporated 
into phosphatidylinositol was counted in silica gel 
scrapings. To quantiíy thc production oí inositol 
l,4,5-trisphosphatc (IPJ), cclls wcrc pre-incubatcd for 
10 min in buffer containing 10 mM LiCI, agonists 
werc added and aíter 5 min the reaction was stopped. 
1P3 was quantified íollowing the assay kit directions. 
Phosphorylase a activity was assaycd as described by 
Stalmans and Hcrs (1975). 

lntracellular calcium was quantified using Quin 2, 
as dcscribcd (Garcia-Sáinz et al., 1990). In brieí, 
cclls wcrc incubatcd for 20 min in thc prcsencc .JÍ 
Quin 2{AM. Aítcr this, the cclls werc washcd and 
incubatcd in Krcbs-Ringcr buffer supplemented 
with 20 mM Hepes and IO mM glucose, pH 7.4, and 
maintaincd in an ice bath. Cells were prc-warmcd at 
37ºC for 5 min. Fluorcscencc (excitation 333 nm, 
emission SIO nm) was rccorded in an Amineo
Bowman spectrofluorimcter cquipped with a thermo
statically controlled chamber and stirring. 

In thc cxperimcnts where thc cffcct oí pcrtussis 
toxin was analyzcd, chickens wcrc trcated with 
100 pg pertussis to:dn 3 days bcíorc thc expcrimcnt 
was pcríormed. In arder to determine ir the effcct oí 
the toxin was complete with this treatmcnt, livcr 
mcmbrancs wcrc obtaincd (Ncvillc, 1968) and sub-. 
jected 10 pcnussis toxin-catalyzed ADP-ribosylation 
as described (Garcia-Sáinz et al., 1989). 

Binding studies wcrc pcrformcd by incubating 
mcmbrancs (IOOpg protcin) with ('H]prazosin, alonc 
or with thc indicatcd agents, in a total volume oí 
O.S mi íor 30 min, in a water bath shaker at 25ºC. 
Al the end of thc incubation, 10 mi oíice-cold buffer 
werc addcd to the mcmbranc suspcnsion, which was 
immediatcly filtcrcd on GFJC filtcrs (Whatman) and 
washcd thrcc times (10 mi cach time) with thc same 
buffer. Saturation cxpcrimcnts wcrc pcríormcd using 
0.025-6 nM PHJprazosin and binding compctition 
studies with J .S-2 nM oí thc radioactivc ligand 
(80-85% receptor occupation). Non-spccific binding 
was cvaluated in the prcscncc oí 10 I' M phento
Jamine; specific binding rcprcscnted 7S-80% oí the 
total binding at thc K0 • Oinding saturation and 
compctition data werc analyzcd using thc EBDA 
program (Biosoít-Elscvicr). K,s wcre calculatcd 
according to Cheng and Prusoff ( 1973). Protcin was 

quantificd by thc mcthod of Lowry et al. (1951) using 
bovinc scrum albumin as standard. 

RF.SULTS 

The labcling oí phosphatidylinositol was dosc
depcndently stimulated by noradrcnalinc, adrenalinc 
and phenylephrine (in the prcscnce oí JOpM 
propranolol to block thcir P·adrcncrgic activity). 
The stimulation induccd by thc natural catechol
amincs was of lar ge magnitude (::::: 10-íold) and 
obscrved al rclatively low conccntrations (EC50 
:::::300 nM). Phcnylephrine was less potent than thc 
natural catccholamincs and evcn at thc highest con· 
centration tested, no saturation was obscrved (Fig. 1 ). 
Mcthoxamine was without any effcct nt the conccn
trations tested (Fig. 1). 

Thc cffcct oí irreversible a:1-adrencrgic antagonists 
was tc:sted. Prcincubation oí thc cclls with IOOµM 
chlorethylclonidine for 15 min markedly rcduccd thc 
cffcct oí noradrcnaline (plus IOpM propranolol) as 
comparcd to that oí cclls prcincubatcd wi1hout any 
agent (Fig. 2). Furthennore, in cclls prc-trcatcd 
with this alkylating antagonist, thc dese-response to 
noradrenalinc plus IOµM propranolol, becamc 
rathc:r ílat and did not rcach snturation at thc conccn
trations testcd. Preincubation with 1 µM prazobind 
completely abolishcd the cffcct of noradrcnalinc plus 
propranolol (Fig. 2). 

In another series oí cxpcriments wc lcstcd thc 
ability oí prazosin and S·mcthyl-urapidil to block 
the e!Tcct oí 10 pM noradrcnalinc (plus IOpM pro-
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Fig. l. Effect of adrcm:rgic agonist on phosphatidylinositol 
(PI) labcling. Chickcn hcpatocytcs werc incubalcd wilh 
IOµM propranolol in 1hc abscncc or prcscncc oí the 
indic:atcd conccntralion oí admialine (open circlcs), nor
adrcnaline (5olid c:irclcs), phcnylcphrinc (open triang\cs) or 
mc:thoxamine (solid lrianglcs), Basal labclin¡ of phos
phatidylmositol was 123 ± 21 cpm/mg cclls wct wcighl. 
Plollcd are thc mcans and vcrtical lines reprcscnt thc SEM 
of cight difTcrcnt upcrimcnts, ca ch onc pcrfonncd in uipli· 
cate; whcrc no error bars are prcscntcd thcy are within thc 

symbol. 
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Fig. 2. Elfect or prcincubatii:m with chlorcthyk:lonidine or 
pruobind on noradn:naline-stimulatcd pbotphatidylinosi· 
to! (PI) labclín¡. Chiclu:n hcpalocytes were prcincubatcd íor 
ISmin in thc abiencc {open cirda) or ptcience oí IOOpM 
chlorethylclonidínc (wlid cirdcs) or prau:ibind (open tri· 
angles); aficr this prc:incub.a1ion, thc cells were \U,1hcd and 
thc PI t.bcling study was canicd ou1. Othcr indications u 

in Fig. 1. 

pranolol). lt can be obscrved in Fig. 3, that bo1h 
pra.iosin and S·mc1hyl-urapidil were ablc to block 
lhe efftt.1. in dos.e·depcndcnt fashions; howcver, 
praiosin (lC:111::: 10 nM; K,::: 0.29 nM) was 200-fold 
more: potent than 5°me1hyl-urapidil (1c50 ::::2µM, 
K,.,58nMJ. 

Labcling or phosphatidytlnositol ís admittedly 
sctondary to the ínitial hydrolysis by phospholipase 
C of phosphatidylinosito1 4,S·bisphosphate lo gencr· 
ate two second messengcrs IP1 and diacylgJyccrol 
(Bcrridge and h-vinc, 1984). Thercfon:, we dccidcd 
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Fi1. 4. Effcct of a,·•d~ergic agenls on the production or 
inosítol l,4,S..tri!phosphalc (lP,J. Chicken hcpatocytes wcrc 
incubated as described undcr Materiats and Mc1bods in thc 
prcsencc of 10 ICM propranolol a.nd with eilhcr{panel A) the 
indica.ted conccntrations of norndrcnaline (open circles) or 
{panel 8) with 10¡.iM noradrenalinc alonc (A) or with 
ptaiosin (1 µM. B; 10 .uM, C) or S..mcthyl·urnpidil (1 µM, 
D; 10µ.M, E). Basal 1P, was 6S±Spmol/S0mg celh wet 
wcight. Plotted are lhe means and \'Crtical lincs 1tptC$Cnt lhe 
SEM of 3-S di1Tcren1. uperiments cach cinc performcd in 

lrip\ícatc. 

to dircct1y quantitalc thc effect or ~1·adrenergic 
agcnts on thc production oí IP>. 1l can be observcd 
in Fig. 4, that noradrenalinc (plus propranolol) dost· 
depcndently induced thc production oí this second 
mcsscnger and thal such an cffect was blodccd by 
prazosin and 5-methyl-urapidil. the formcr being 
more potent than thc later, 

ll is wcll known that IP) induces mobilization 
or calcium rrom intraccllular storcs. incrcasing thc 
conccntra1ion or this cation in the cytoplasm 
(Bcrridgc and lrvinc, 1984). Thcrcforc, wc nc:\t deter
mine ir thc cx.1-adrenergic ac1ion was assocíatcd 
with incrcascs in C}'tosol calcium. Basal calcium 
coni;cn1ration was estímatcd to be :::::: l IS nM; 
addition of lOµM norcpincphrinc (plus l01JM 
propranolol) immcdiatcly incrcased cytosol calcium 
to ::::485 nM (set; n:prcsc:ntativc nacings in Fig. 5). 
Such an cffet.t wils btockcd by S-mcth)"l-urapidil 
(prazoiin could not be uscd due to its intrinsic 
ftuores«ncc); 1hc cffect of S·mcthyl·urapidil was rt· 
c:cptor-specific since lhc cclls wcrc still a ble to increase 
thcir cytosol calcium in response 10 thc unrelatcd 
agcnt, ATP (Fig. SC). 

Fi¡. 3. Etrtti o( pruosin or S·mtlh)'l·urapidil on noradttna• 
line·stimull:tcd pbosphatidylinosilol (PI) blxling. Chickcn 
hepalccytti wc~ incubatcd with 10 µ M propnnolol plus 
IOscM norsdmnlinc in tbc abscnce or prtsenoc or the 
indicatcd con«ntrations of pruoiín (open trianglcs) or 
S.mclh)'i.urspidil (solid 1rian¡tes). 1n 1hese experimcnts. 
10.uM nonidrcnali~ inettas.ed PI labcling 1060 ± 120•/. of 

lm:reascs in cytosol cakium lcad, in many cclls. 
to aclivation of phosphor}'lase and glycogcnolysís 
{Cohcn. 1982). The cffcct oí adrcncrgic agents on 
phosphorylasc: a activity was nc,¡t assaycd. Norcpi
ncphrine (plus 10 µ M propranolol) incrcascd, dose
depcndcntly (Ec)O=::: 100nM). almosl 2·íold 1bc 
activity of phosphorylasc: a (Fíg. 6). Praz.osin 
(te,.,::::: JOnM; K, ~ 0.'29 nM) and 5-methyl·urapldil 
(IC'° ~ 3 µM, K, == lOnM) inhibitcd the :r1·adrcncrgic 
action (Fig. 6). 

Bínding studics using [>H]prazos.in were nc,¡t pcr· 
fonncd. Sca1thard analysis of saturalion isolhcrms 
rcsultcd in slraighl lines indicating that thc ligand basal. Other indk:ations as in Fig. 1. 
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cxtrapolatcd without vcrificalion from onc spccics to 
anothcr. Wc considcr thc charactcri:.ation oí thc 
hcpatic reccpton cxprcsscd in diffcrcnt specics to be 
orintcrcst sina: it may givc insights on thc physiologi· 
cal and cvolutivc significancc oí such variation. ll is 
ar intcrcst to mcntion that. far thc JJ·adrcnoceptors, 
it has bccn obscrvcd that thc Pradrcnoceptor is much 
lcss subjcctcd to phosphory\ation and descnsitization 
than thc (J2 receptor, and it is vcry possiblc that such 
a diffcrcnce may havc physiological implications 
(Liggctt et al., 1993). Activation of protcin kinasc C 
with phorbol cstcrs blocks and dcscnsitizcs thc 
ci19-adrcncx:cptor of rat hcpatocytcs (Corvcra and 
Garcia-Sáinz, 1984; Corvcra et al., 1986); intcrcsl
ingly. thc a 1"·adrcnoccptors of guinea pig hcp:llo
cytes $CCm to be much lcss scnsitivc lo phorbol cstcrs 
(Garcia·Sáinz et al .• 1992b). Howc\'cr, thc molecular 
basis of such diffcrence in scnsitivily and its physio
logical significance are prcscntly unknown. Ccrtainly 
much more work wi\I be rcquired to clarify thcse 
aspccts. 
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for hclp and ad11icc .... ith thc IP, áetenninal1ons and intr•· 
allular calcium mcasurcmcnts, and Gcrardo Cocllo, Ana 
Maria Escalantc and Femando Lópcz for hclp with thc 
computcr p1ograms. The sccrctarial hclp oí Mrs Guadalupe 
Ramlrcz is gralefu\ly apprcciatcd. This rncarch wu par
tially supportcd by grants from DGAPA (IN200193) and 
CONACyT (0310-N9107). 

REFt:RENCES 

Berridgc M. J. and lrvinc R. F. (1984) lnositol trisphos
phatc, a no\'CI second mcu.cnger in ccllular signa! lrans
duction. Naturt' JI?. 315-321. 

Berry M. N. and Fricnd D. S. (1969) High-yicld prcparation 
of iso\a\cd ta\ liver parenchyma\ cdl1. J. Cdl Biol. 43, 
506-520. 

Chcng Y .•C. and PrusoffW. H. ( 1973) Rclalionship bctwecn 
thc inhibition constant (Ki) and thcc:onccntration ofand 
inhibitor which causes SO pcr ccn1 inhibition (1~) of and 
cnzymatic rcaction. Blocht'm. Pharmac. 12. 3099-3108. 

Cohcn P. (1982) Thc role oí protein phosphory\ation in 
ncural and honnonal conlrol oí ccllular acti11ity. Na1urt 
296. 613-620. 

Corv~ S. and Garcia-Sáinz J. A. (19&4) Phorbol cstcn 
inhibit 1\pha-adrc:ner¡ic slimul11ion or glycogcnolysis in 
isolatcd rat hcpatocy1cs. Biocht'm. biaph,.s. Rt's. CotnmWt. 
119, 1128-1133. 

Corveta S., Schwarz. K. R., Graham R. M. and 
Garcia-Slinz J. A. (19861 Phorbol cs1cn inhibit alpha 1• 

adtcnergic cffcc:u and dccrc:isc 1he1ffinity of li11er alpha1-

adrcnergic rcceptors for (-)-cpinephrine. J. biol. Cht'm. 
261, 520-526. 

Cotc:cx:hia /\., Schwinn O. A .• Rand;all R. R., Ldi.owiu 
R. J., Caron M. G. and Kobilka B. K. (1988) Molecular 
cloning and ciprcssion of the ~DNA for thc hamsler 
:x1·adrcncrgic ~plor. Proc. 11a111. Acad. Sci. U.S.A. 85, 
7159-7163. 

Garda·Siin.r: J. A. (1987) Pathways oí lhc :zt"adn:ncrgic 
ac1ion. Comparison \11i1h V 1-viuoprcssin and A1-angio
tcnsin. Circ. Rt'J. 61 (suppl 11): 1-5. 

Garcia·Siin.r: J. A. (1993) :z1·Adrcncrgic action, receptor 

subtypcs, li¡nal transduction and rcgu1ation '(Minire-
view). Cdl. Sigruzl/ing {fn preu). 

Garcia·Siiru J. A., Hucrta-Bahcna M. E. and M1lbon C. C. 
(1989) Hepa.tocytc lf·adrcncrgic rcsponsivcness and 
guaninc nuc\cotide-binding rcgulatory protcins. Am. J. 
Ph>·siol. 1.56, C384-C389. 

Garci:a·Sáinz J. A., Macias-Silva M .• Hcmandcz-Sotomayor 
S.M. T., Torrcs-Marqucz M. E., Trivedi D. and Hruby 
V. J. (1990) Modulation of glucagon actions by phorbol 
myristatc acclalC in isolatcd hcpalocytC1, Effects or 
hypothyroidism. Ctlf. Signafling l, 235-243. 

Garcia-Sli.inz J. A .. Romcro·A\'ila M. T., Alcantara
lkrnandez R. and Macias-Silva M .. Olivarc:s·Rcycs A. 
and Gonzalez-Espinosa C. {1992) Spccies hclcrogcneity 
oí hcp.illic .:i:1-adrcnoa:plors: a:1,.., Cl 11 and tz 1r subtypci. 
Biocht'm. blophys. Rn Commun. 186. 760-767. 

Garda·Sáinz J. A .• Romcro-Avila M. T., A\cantara
Hemandez R. and Olivares-Reyes A. (1993) Differcnt 
scnsitivity to mcthoxamine and oxymctazolinc ofhcpat~ 
cytcs cxprcssing 1:1 1.1.·· a11- or :i: 1c·adrcnoccpton. Pharrnac. 
Commwi. 1. 339-344. 

Garcia·Sáinz J. A .. Romcro·A11ila M. T., Olivares-Reyes 
J. A. and Macias-Silva M. (1992) Guinea pig hcpatocytc 
1:1 1.1.·adrcnoctptors: chau.cleriz.ation, signa\ tranWuction 
and regulation. Eur. J. Pharmac. m. 239-245. 

Garcia·Sáinz J. A., Villalobos·Molina R .. Corvcra S .. 
Hucrta·Bahcna J., Tsujimolo G. and Hofíman B. B. 
(\985) D1fícrcnlial cffects oí adrencrgic agonists and 
phorbol cstcrs on the alpha 1-adrenocrpton of hcpalo· 
cytcs and aorta. Eur. J. Pharmac. 112. 393-397. 

Han C., Wilson K. M. and Minnctnan K. P. (1990) 
1:1 1 ·Adrcnergic receptor subtypes 11.nd formRtion of inositol 
phosphatcs in dispcrsed hepatocytcs and renal cclls. 
Ala/u. Pharmac. 31, 903-910. 

Hclman J., Kusiak J. W., Pitha J. and Baum B. J. (1987) 
lnhibition of a,·adrcnergic rcsponsivcness in intact cclls 
by a ncw inc11ersible 1teeptor anlagoniU. Biocht'm. bio• 
phyJ. Rt's. C01711T1un. l.U, 403-409. 

Liggctt S. B., Frccdman N. J., Schwinn D. A. and 
Ld\owitz R. J. (1993) Structural basis for rcci:ptor 
subtypc·spccific regulalion rc11calcd by a chimcric /11//Ji· 
adrcncrgic r«rplor. Prac. natn. Acad. Sd. U.S.A. 90, 
366S-3669. 

Lowry O. H., Roscbrough N. J., Farr A. L. and Randa\I 
R. J. (1951) P1otcin measuremcnt with the fo\in phcnol 
rcagenl. J. biol. Chtm. 19), 265-275. 

Mantc S. and Mlnncman K. P. (1991) Thc alk)'lating 
prazosin analog SZL 49 inacti11ates both 11,.1.• and 2, •• 
adrenoccpton. Eur. J. Pho.rmac. 108. lll-117. 

Michc\1 R. H. (1975) lnositol pho1pholipids and ccl\ surfa1.-c 
rctcptor function. Biochun. bloph_l·s. Ac1a 415. 81-147. 

Minneman K. P. (19S8) a 1-adrc:ncrgic rca:plor subtypes, 
inositol phosphatcs and sourccs of ali Ca1 •. Pho.rmuc. 
Rn;. 40, tS7-119. 

Morrow L. A. and Crccsc l. (1986) Characleriz.ation of 
11 1-adrc:nergic receptor subtypci in ral brain: a rcc1111lua
tion oí ['HJWB4101 and ('H)prazosin binding. Moltc. 
Pharmac. 29, 321-330. 

Nc11il\c D. M., Jr (1968) lso\ation of an organ Spcclf1c 
protein antigen from cc\I surfacc membranc or rat \i11er. 
B1ochim. bioph)'J. Acla 154, 540-552. 

Percz O. M., Piascik M. T. and Gr11h•m R. M. (1991) 
Solution-phasc library scrccning for the idcntiíication of 
rarc clones: iso\ation oí an cim·adrenergic receptor 
cONA. Motu. Pharmac. 40, '76-883. 

Piascik M. T .. Butlcr B. T., Pruitt T. A. and Kusiak J. W. 
(1990) Agonist intcraction with ak)'lalion-scnsiti11c and 
-rcsistant alpha 1-adrc:noccptor subtypcs. J. Pharmac-. up. 
Thtr. 2.S4, 982-991. 

Schwinn D. A. and lomasncy J. W. (1992) Phannacologic 
charactcriution or cloncd 11,-adfenr;iccptor sub!)'pcs: 
sc\ccti\lc antagonists suggi:st thc ciistcna: of a fourth 
sublypc. Eur. J. Pharmac. 127, 4)3-436. 



800 o. GuntuEZ.·VENEOAS and J. Aool.fO G.udA-SÁINZ , ...... '. ·, ,, 

ll0100'e02002!0 

TIME ( Sec ) 

Fig . .5. Elfect oí adrencrgic agt"nts and A TP on intraccllular 
Cah. Cells wcrc incubatcd in thc prcscn~ oí IOµM 
propranolol; whcrc indicated 10 µM noradrcnalinc (NA), 
S.mctbYl·urapidil (S·MU¡ 8, 1 µM; C. IOµM) or 1 µM 

ATP wcrc added. Rcprcscntath·c tracings are shown. 

intcracts with a sing1c clnss of binding sites in chickcn 
livcr mcmbrancs (a rcprC$C:ntativc cxpcrimcnt 
is prcscntcd in Fig. 7); a K0 of 0.30±0.17nM 
and a B.,.,, of 870 ± 102 fmol/mg protcin wcrc ob
scrved (data are the mean± SEM of fourexpcrimcnts 
using ditrcrent mcmbranc prcparations). Binding 
compctition cxpcrim:nts indicated the following 
arder of potcncy: prazosin (K, 0.40±0.ISnM) 
>WB410l (30 ±IS nM) ::?::5-mcthyl-urapidil (45 ± 
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Fig. 6. Effect oí noradrcnalinc and cr1·adrencrgic antagonist 
on phosphorylase cr activity. Chieken hepatocytes wcrc 
incubated with 10 µM propranolol and eithcr (panel AJ thc 
indicated conccntrations of noradrcnaline (open circlcs) or 
(panel 8) IOµM noradrcnalinc and thc indicated conccn-
1rations of prazosin (open trianslcs) or .5-mcthyl·urapidil 
(solid trian¡lcs). Basal phosphorylasc a: activity was 17 
uniu ± 1 unit: ene unit is dcfincd as thc conversion oí 
1 µmol oísubstralc to product in 1 min pcr gram oícclls wct 
weight. Ploned are the mea ns and vcnical lines rcprescnt thc 
SEM oí cighl diff'erent cxpcriments each onc pcrformcd in 

triplica te. 
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Fig. 7. Bindins isothcnn and Scatchard analysis oí 
[,HJPrazosin binding lo dúckcn livcr mcmbrancs. Mem· 
brancs wcrc incubated with thc indicated conccntrations of 
radioligand in the abscnce (total binding, open circlcs) or 
prcscnce oí 10 µ M phcnlolaminc (non-spccific binding, wlid 
circlcs}. In panel 8, spccific bindins (salid diamonds) and 

thc Sca!ehard analysis (inscn) are prcscnted. 

25 nM) (sec Fig. 8 for a rcprcsenlative displaccment 
study). 

Finally, we addresscd thc point as to whethcr thc 
a 1-adrencrgic action in chickcn hepalocytes was mcdi
ated via G·protcin(s) scnsitivc or inscnsitive to pcr
tussis toxin. For this purposc, chickcns wc1c trcated 
with pcrtussis toxin 3 days bcfore the cxpcrimcnts 
were pcrformcd. Wc determine that thc in t•it10 trcat
mcnt with the toxin complctely ADP·ribosylated thc 
pcrtussis toxin substratc(s) by pcrforming pcrtussis 
toxin-catalyzed ADP-ribosylation studics in t•ilro, as 
shown in Fig. 9 (inscrt). lt can be obscrvcd that 
importan! cndogcnous (i.c. in thc abscncc or toxin) 
Jabcling takcs place in chickcn livcr mcmbrancs 
(Fig. 9 inscrt, linc I); however, a clear band of 
~41 kDa was obscrved whcn pcrtussis toxin was 
prescnt in thc incubation with membranes írom con· 

12 10 

-LOC [ ANTACONIST } r.I 

Fig. 8. Compctition by :r1·adrcnergic anta¡onists for 
['H]pmosin binding lites. Mcmbrancs wcrc incubated with 
1.S-2 nM (1H]prazosin and 1bc indicated conccntrations 
of prazosin (open circlcs), S-mcthyl·urapidil (solid circlct} 
or WB4101 (open lrian¡lcs}. Plottcd is a rcprcscntativc 
cxpcriment rcplicaled 4-S times usin¡ diff'crcnt mcmbranc 

prcparations. 
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Fi¡. 9. Effcct oí pcrtuuis toxin on norcpincphrlnc-stimu
lated phatidylinosito\ labeling. Hcpatocytcs from control 
(opeu circ:lcs) or pcttimis toxin·lreated (so\id circ\cs) chick· 
ens wen incubatcd whh 10 pM propranoland lhc indicatcd 
cono:ntrations oí noradrcnalinc. lracrt: In dtro pcrtussis 
toi.in-catalyzed ADP-ribosylation. l.inc 1, control mem
brancs incubatcd in lhc 11bs.cncc oí loiun; linc 2, control 
mcmbrann incubatcd with pertussis toxin; linc l, mcrn· 
btancs ffom penussis to:lin-tteatcd chichns incubated 
with pcnuuis toJ.in: l:inc "4, pcrtussis to:t.in-catalyzcd ADP· 

ribosylation of r.ll livcr membrancs 

trol animals (1inc 2). This band was not obscrved, at 
a11, in li\lcr membranes from pcrtuuis toxin-trcated 
chickcns Oinc 3). Pcrtussis toxin-catalyzcd ADP
ribosylalion of rat liver membranes is prcsented for 
comparison (fig. 9 inscrt. linc 4). Such complete 
modification ar thc pcrtu~is toxin substrate(s) did 
not alter thc cffcct of noradrenalinc on Pl labcling 
(Fig. 9). 

DlSCUSSlON 

ln thc prcsent study, thc subtypc of e1 1·adreno· 
uptors prcscnt in chickcn bcpatocytcs, and a signal 
transduction systcm to which thcse rca:ptors are 
coup1cd, wcre charactcri.z.ed using a varicty of ap
proaches. 1t is c\car from thc rcsuhs that thcsc 
rcctptors are scnsitivc to chlordhy\clonidinc and that 
tbcy havc mur;:h 1owcr affinity for S·mcthyl·urapidit 
than for prazosin. Thc data indicatc, thcrcfore, that 
thc cz 1·adrenCKXptors prc:scnt in chickcn 1ivcr ccl\s 
bclong to thc :i: 11-subtype. lt is worth noticing that thc 
K,s obscf\lcd forprazosin (0.2--0.4 nM) and 5-mcthyl· 
urapidil (3G-60 nM) wcrc in very clase agm:mcnt and 
within thc rangc obscrvcd in othcr oeUs that cic.prcss 
:i:, •• adrcnoceptors. Furthcr support to this classifl· 
cation was obtaincd in thc PI studics whcrc it 
was obscf\led that mcthoic.aminc has esscntia11y no 
act.ivity, which is in accord with what has bccn 
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observcd in rat hcpatocytcs thal al$0 cic.prcss thc 
CZ19·SUblypc (Gartia·Sáfnz d al., 1985, 1993). 

Our prcsmt data atso indicatc that activation 
of thes.e oc1a·adrcnoeeptors activatcs thc phospbo
inositide tumovcr/calcium mobilization signal trans· 
duction proccu. Thc data clcarly indicatc that once 
thcsc rcc=::ptors are activated, thc second mes.s.cnger, 
1P1, is produccd (putativcly via thc hydrolysis of 
pbosphatidy1inosto1 4,5-bisphosphatc by pbos· 
pholipasc C) and that a secondary rcsynthcsis of 
phosphatidylinositol is produccd (classical PI ctTcet) 
(Bcrridgc and trvinc, 1981!; Michcll, 1975). Thcrc is 
a \argc amount of evidcncc indicating that :i1• 

adrcncrgic·stimulated phosphoinositidc tumovcr 
invo\o;cs pcrtussis to7Jn-insensitivc G-protcins (re· 
vicwcd in Garcia-Sáiru., 1993). Our prcscnt data are 
consistcm v.ith this. Howevcr, and as discusscd ctsc-
whcrc (Garcia-Sáinz, 1993; Garcia-Sainz et al., 
1992.b) thc data do not rule out thc possibility that 
thcse rcccptors may activa te othcr signal transduction 
proccsses via diffcrcnt G·protcins. Thcrc is now 
c\car evidcncc indicating thal a gio;cn tet::eptor may 
modu\atc more than onc signalting pathway. Wc 
also prescntcd cvidence that such :x 19·adrcncrgic· 
stimulatcd phosphoinositidc tumovcr is associated 
with incrcascs in cytosol calcium and activation of 
phosphorylasc a, as obscrvcd in many othcr cclts 
(Bcrridgc and lrvinc, 1984; Cohcn, 1982). 

Wc would like to conuncnt about thc data 
using prazobind and WB4101. Prazobind is a vcry 
potent and cffcctive irreversible antagonist (Hclman 
et al., 1987); it has beco suggcstcd that it has 
sorne a 1A.·adrcnoccptor scle<:th·ity whcn it is 
administcrcd in l'it•o (Piascik ti al., 1990). Howcvcr, 
no such sclectivity has bcen obscrvcd whcn iso· 
latcd ccl\s are used (Garcia-Sáinz ti al., 1992a~ 
Mantc and Minncman, 1991). The discrcpancy 
bctwccn in 11it•o and in vitro data could be due to 
phannac:odynamic considcratioru (tissue distributionf 
biotransfonnation). In any case, our data clcarly 
indicatc that thc :x19-adrcnoceptors of chickcn 
hcpatocytcs are ful\y inactivatcd by pnuobind. On 
thc othcr hand, wc obscrvcd a rc\ativc\y low affinity 
for WB410l (30 nM) in thc binding studics, which is 
within what has bccn observcd for a 11·adrcnoceptors 
in othcr eclts (Morrow and Crccsc, 1986; Garcia· 
S<iiru. 1993) and thcrcfore, it is consistcnt with thc 
classification of thc chicl.:.cn adrenoceptors as bclong· 
ing to this subtypc. Wc wou\d likc to mention that 
this antagonist was not tcstcd in thc wholc ce\\ studics 
bc:causc it is vcry activcly mctabolizcd by hcpatocytcs 
and thcrcíorc, its real potcncy is very difficult to 
cstimatc (Han tl al., 1990). 

Final\ y, wc would likc to discuss thc variability tbat 
eic.ists in the subtypc of oc 1·adrcnoc.eptor cic.prcss.cd 
in livcr cc\ls. Thc reason for such variability is 
comp\ctcly unknown as are thc factors that control 
thc cic.pression of thcsc rcccptors. Howcvcr, it is 
clear from our data that lherc is no "tissuc-spccific" 
pattern of c:\prcssion and that data cannol be 
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cxlrapolalcd without verification from onc spccies 10 
anothcr. Wc considcr thc charactcrization or 1hc 
hcpalic rcccptors cxprcsscd in diffcrcnt spcclcs to be 
of intcrcst sincc it may give insights on thc physiologi
cal and cvolutivc significance of such variation. Jt is 
of intcrcsl lo mcntion that, for thc P-adrcnoccptors, 
il has bcen obscrvcd that thc Pradrcnoccptor is much 
lcss subjccted to phosphorylalion and dcscnsitization 
than thc Pi receptor, and it is vcry possiblc that such 
a diffcrcncc may havc physiological implications 
(Liggcu et al., 1993). Activation of protcin kinasc C 
with phorbol csters blocks and descnsitizes thc 
ix1a·adrcnoccptor of rat hcpatocytcs (Corvcra and 
Garcia-Sáinz, 1984; Corvcra et al., 1986); intcrest· 
ingly, 1hc a 1,,adrenoccp1ors of guinea pig hcpato
cylcs sccm lo be much Jess scnsitivc to phorbol cstcrs 
(García-Sciinz ti al., 1992b). Howcvcr, thc molecular 
basis of such diffcrcncc in scnsitivity and its physio
logical significancc are prescntly unknown. Ccrtainly 
much more work will be required to clarify these 
aspccts. 
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Flg. 1 Efecto del 12-tetradecanoil-forbol-acetato (TPA) sobre el marcaje 

de fosfolnosltfdos estimulado por noradrenallna. 

Hepatocitos de pollo se Incubaron con 10 µM de propranolol y 10 µ M de 

noradrenal/na en presencia de las concentraciones Indicadas de TPA. La gráfica 

es el promedio de 7 diferentes experimentos por triplicado. 
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Flg. 2 Efecto de noradrenallna sobre la acumulación de AMPc. 

Hepatocitos de pollo se Incubaron durante 2 minutos en presencia de 

propranolol 10 µM y a las dosis indicadas de noradrenalina. La gráfica es el 

promedio de 4 diferentes experimentos por triplicado. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos descritos en la 

sección anterior podrlan sintetizarse de la siguiente manera: 

1) Se observó que la noradrenallna y la adrenalina estimularon el 

marcaje de fosfoinos[tidos de una manera dependiente de la dosis y a 

concentraciones máximas se observaron Incrementos de aproximadamente 

diez veces sobre la actividad basal . Al utilizar fenilefrina se encontró que la 

estlmulaclón era menor y no saturable. Y en la misma serle de experimentos se 

estableció que la metoxamina, agonista n 1. no mostró efectos sobre el marcaje 

de fosfoinositidos (fig. 1). 

2) En otra serie de determinaciones quedó claro que al prelncubar los 

hepatocitos de pollo en presencia de 2 antagonistas Irreversibles, el primero de 

ellos, que es la cloroetilclonldina, provocaba una Importante disminución en el 

marcaje de fosfoinosltldos en comparación a los hepatocitos estimulados con 

noradrenalina. La preincubación con prazobind bloqueó completamente el 

marcaje de fosfoinosltidos (fig. 2). 

3) Se demostró asl mismo que prazosina y 5-metilurapidil, dos 

antagonistas de acción reversible, eran capaces de bloquear la esllmulaclón 

Inducida por Noradrenallna sobre el marcaje de fosfoinosl!idos, siendo más 

potente la Prazosina que el 5-metilurapldil (fig.3) . Resultados similares se 

obtuvieron al utilizar como parámetro la activación de la fosforilasa A (fig 6). 

4) Se vló también que la noradrenalina estimula la producción de lnositol 

trifosfato y movilización de calcio y que el 5-melilurapidil puede bloquear la 



producción de estos segundos mensajeros (figs. 4 y 5) . Por lo que se refiere a 

la cuantificación de lnositol trirosfato encontramos que prazoslna presentaba 

mayor potencia en bloquear la estimulación Inducida por noradrenalina en 

relación al 5-metilurapidil. 

5) Se efectuaron también estudios de asociación y competencia en 

membranas de hlgado de pollo con ¡3H¡ prazosina. El análisis de Scatchard 

presentó un gráfico lineal y un sólo sitio de receptores a 1 (fig 7). Y para los 

estudios de competencia el orden de potencia fue : prazosina > WB4101 > 5-

metllurapidil (fig. 8). 

6) Se estableció que la estimulación inducida por noradrenallna en el 

marcaje de fosfolnosltldos no es sensible al tratamiento con la toxina pertussis 

(fig. 9). 

7) Por último se observó que la respuesta ª18 en hepatocitos de pollo 

disminuye al activar a la protelna clnasa C con concentraciones crecientes de 

TPA (datos no publicados fig.1) y puede además producir Incrementos de 

adenosln monofosfato clclico. (datos no publicados fig. 2) 



4S 

DISCUSION 

Como se ha dicho en las lineas anteriores el móvil fundamental de este 

trabajo consistió en la caracterización del receptor n1 adrenérglco en 

hepatocitos de pollo. Los datos obtenidos mostraron que el receptor en cuestión 

pertenece al subtipo n1 B· En la fase inicial de este proyecto se observó la 

acción de diversos agonistas sobre el recambio de fosfolnosltldos y se encontró 

que la adrenalina y la noradrenallna incrementaban el marcaje de fosfolnosltldos 

hasta diez veces sobre la actividad basal en hepatocltos de pollo. Al comparar 

estos datos con los reportados sobre hepatocltos de rata se observaron 

Incrementos entre cinco y siete veces superiores. Estas diferencias obedecen, 

quizá, a que en hepatocitos de pollo las células obtenidas presentaron siempre 

de un noventa y nueve a un cien por ciento de viabilidad, lo que se determinó 

por exclusión con azul de trlpano. Se vi6 además, durante la manipulación e 

Incubación, que las células conservaron siempre el mismo porcentaje de 

viabilidad. Es decir, se trata de células muy resistentes al manejo experimental 

en comparación a los hepatocitos de rata. 

De gran Importancia, por su valor estratégico en los estudios de 

caracterización subsecuentes, fue observar que la metoxamlna (agonista a 1A) 

no ejercla ningún efecto sobre el marcaje de fosfoinosltidos, resultado que es 

muy similar a lo obtenido en hepatocitos de rata, donde se expresa el subtipo B. 

Al utilizar el mismo agente, en hepatocitos de cuyo, por otra parte, se observó 

algún efecto en dosis altas y en hepatocitos de conejo se observó incremento de 

manera dependiente de la dosis. 

Con la finalidad de proseguir los trabajos de caracterización se decidió 

estudiar las acciones farmacológicas de agonistas Irreversibles sobre recambio 
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de fosfolnosrtidos. Los receptores mostraron ser sensibles al tratamiento con 

cloroetilclonidina y con prazobind. Es Interesante hacer notar que Inicialmente el 

prazoblnd habla sido reportado como un antagonista selectivo a 1A· 

Posteriormente, sin embargo, se publicaron evidencias de que el fármaco citado 

no presentaba selectividad, al menos In vitro, entre el receptor a 1A y s {132) . 

Lo anterior nos llevó a explorar Ja acción de dos antagonistas de acción 

reversible que nos indicaran con mayor certeza el probable subtipo de receptor 

Implicado en nuestro sistema. Encontramos que prazosina exhlbla una marcada 

afinidad en bloquear el recambio y la actividad de la fosforilasa a en · 

comparación al 5 metilurapidil. Los datos obtenidos hasta el momento nos 

sugerlan de modo tajante que el subtipo de receptor a 1 en hepatocitos de pollo 

correspondla al a 1 B· 

Para corroborar los datos cosechados hasta este momento nos vimos 

obligados a planear otra serie de experimentos que indicaran de manera más 

fehaciente el subtipo de receptor presente en hepatocitos de pollo, por lo que 

recurrimos a estudios de asociación utilizando como ligando prazoslna trillada. 

Los receptores mostraron alta afinidad por el ligando y un número de sitios muy 

similar al reportado por otros autores {130). Realizando estudios de 

competencia establecimos que el compuesto que presentaba mayor afinidad era 

Ja prazosina y que WB-4101 y 5 metil urapidil presentaban baja afinidad. Las 

constantes de inhibición obtenidas para estos dos últimos compuestos fueron 

muy similares a las reportados por otros autores {129) en donde estudiaron la 

respuesta a1s {0.4 nM para prazosina, 30 nM para WB-4101 y 45 nM para 5-

MU). Todo ello indicaba de modo pronunciado que el receptor pertenecla al 

subtipo a 1 B· 

Una vez que hablamos establecido el subtipo de receptor quisimos 

averiguar si se encontraba acoplado al recambio de fosfoinosltidos-calclo. Para 

ello utilizamos diversas técnicas que nos permitieran corroborar el hecho 
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anterior. En primer lugar medimos Ja producción de dos de los segundos 

mensajeros generados por este sistema de transducción: lnosltol-1,4,5-trifosfato 

(IP3) y calcio, estimulando al sistema con noradrenallna. La acción de la 

hormona, que estimuló la producción de IP3 de manera dependiente de la dosis, 

fue bloqueada por la prazosina y se requirieron dosis más grandes de 5-melil

urapldll para bloquear las mismas acciones. Estos datos fueron similares a los 

recogidos en las determinaciones de recambio de fosfolnosltldos y en la 

actividad de la fosforilasa-a, lo cual verificaba nuestros datos anteriores y 

además Indicaba que el receptor efectivamente se encontraba acoplado al 

sistema. Observamos también que la movilización de calcio fue promovida por 

Ja noradrenalina y se pudo prevenir casi en su totalidad utilizando 5 melil

urapldll en concentraciones de 10 µM en el ensayo. 

Otro ensayo que estábamos obligados a realizar exlgla la utilización de la 

prazoslna, lo que no fue posible llevar a cabo, porque lamentablemente y debido 

a sus propiedades fluorescentes, lnterferla de manera muy Importante con el 

ensayo enmascarando totalmente la sella!. Observamos también que la 

producción de estos segundos mensajeros ocurre a través de una protelna G 

que es Insensible al tratamiento por toxina pertussis. 

Como existlan diversos reportes (127) en donde se sugerla que la 

protelna cinasa C podla fosforilar al receptor en residuos especlficos de serina y 

treonlna modulando con ello la capacidad del receptor para acoplarse al 

sistema, decidimos investigar si en nuestro modelo la cinasa mencionada podía 

modular fa respuesta ª1 adrenérgica. Para ello recurrimos al empleo del TPA 

para activar directamente a la protelna clnasa C. Encontramos que el TPA 

bloqueó completamente el recambio de fosfolnosltidos, lo que sugiere que el 

receptor es sustrato de la protelna clnasa C. SI consideramos que en sistemas 

como el del cuyo la sensibilidad al tratamiento con ésteres de forbol es mucho 

menos potente, no serla excesivo afirmar que la secuencia amlnoacfdlca y la 
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estructura terciaria del receptor cx1 podria ser determinante en la afinidad de la 

protelna cinasa e por su sustrato. 

Se ha reportado además que el receptor cx1 s transfectado en células 

COS-7 puede incrementar los niveles intracelulares de AMPc. En el presente 

trabajo hemos recogido datos que sugieren también que el receptor podria 

acoplarse de forma positiva a la adeniiato ciciasa pero aún se requiere de 

indagaciones más detenidas para corroborar, con un grado aproximado de 

certidumbre, si el receptor, por si sólo, activa a la adenilato ciclasa o lo hace a 

través de la casacada de segundos mensajeros producidos por la activación del 

receptor alfa 1 adrenérgico. 

Es Importante seilaiar que los diversos tipos de receptores cx1 

adrenérgicos se expresan en diferentes especies pero en los mismos tejidos. El 

receptor ª1A-adrenérgico, por ejemplo, se expresa en hepatocitos de cuyo, el ex 

18 en hepatlctos de rata y el cx1c en hepatocitos de conejo. En la actualidad no 

se han desentrailado aún los patrones que rigen la aparición de uno u otro de 

los subtipos en cada una una de las especies, Se sabe, en cambio, que la 

expresión del receptor cx1 s es predominante en tejido hepático. Todavla están 

por esclarecerse las estrategias que observó la naturaleza para elegir, entre los 

subtipos conocidos, aquél que representara mayores ventajas evolitivas en cada 

caso determinado. Sin embargo no serla temerario especular que Ja diferencia 

en patrones cinéticos y de regulación de la respuesta se hallara implicada entre 

las causas que determinaron la selección de cada uno de los subtipos en cada 

uno de los casos considerados. 

Por otro lado, la velocidad apabullante del conocimiento en el campo de 

los adrenoreceptores se ha potenciado más aún gracias a la gran diversidad y 

selectividad de drogas destinadas a definir nuevos subtipos de receptores que 

hasta un cierto momento permaneclan en un estado de relativa ambigüedad. En 

apariencia, el mecanismo de transducción es muy semejante en todos estos 
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subtipos, pero no es improbable que cada uno de ellos responda, en última 

instancia, a modificaciones microambientales y a otras caracteristlcas aún 

desconocidas, de las que podria depender de modo sustancial la especificidad 

de cada uno de los tejidos comprometidos en la respuesta. Se ha encontrado, 

por ejemplo, que hay ciertos tejidos que a lo largo de su desarrollo van 

expresando distintos subtipos de receptores adrenérgicos como una forma, tal 

vez, de responder con más eficacia a Jos desafios de las fases más tempranas 

del crecimiento. Resulta evidente, de todo Jo dicho, que la expansión 

Incontenible de nuevos fármacos no sólo impulsará de modo vibrante Ja 

Investigación en el campo sino que se reflejará de una manera muy positiva en 

el tratamiento de padecimientos que hasta el dla de hoy siguen rehuyendo Jos 

beneficios de Ja medicina moderna. Diremos, por último, que no serla Imposible 

que algunas de las técnicas empleadas a lo largo de estas indagaciones puedan 

servir en el futuro para acometer problemas, hasta hoy Insolubles, relacionados 

con Ja estructura de las protelnas y el hecho prodigioso de que Ja alteración de 

un sólo aminoácido pueda dai'\ar de modo irreparable la coherencia de todo el 

mensaje genético (134). 
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SUMMARY 

In the present study the characterizallon of a1 adrenoceptors was done In 
lsolated cells obtalned from chicken liver. In the first part of thls work, we studled 
the a1 adrenerglc stimulation of phosphatldylinositol labellng, observing the 
following potency order for agonists: Adrenalina = Noradrenallne > 
Phenylephrine. Methoxamine was not capable of stlmulatlng 
phosphatidylinositol labeling. The stimulation induced by Noradrenallne was 
blocked by prazobind, whereas chloroethylclonldine only partially inhiblted thls 
response. Regarding to reversible antagonists, prazosln was more potent than 5-
methylurapidil for inhibi!ing the Noradrenaline action on the phosphatidyllnositol. 
Similar results were obtained when the activity of phosphorylase a was assayed. 
These data sugest that the cq adrenergic receptors of chicken hepatocyte 
belong to the subtype B. The afore mentioned was confirmed by binding 
competition experiments revealing a potency order as follows: Prazosin > 
WB4101 > 5-methylurapidil. 

lt Is also observad that stimulation of a1 adrenegic receptors stimulates 
lnositol triphosphate production and calcium movilizatlon and that this actions 
were lnhibited by 5-methylurapidil . Prazosin showed higher affinity and potency 
In blocking noradrenaline mediated production of lnositol triphosphate. 

The results obtained lead us to conclude that in lsolated hepatocytes from 
chlcken, the a1 adrenergic receptor corresponds to the subtype B, and the GTP 
binding proteln coupled to this system is not sensible to the action of pertussis 
toxln. 
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