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RESUMEN

La caracterizacion de los receptores w,-adrenérgicos en higado de
diferentes especies de mamiferos muestra una considerable variacién en
cuanto a los subtipos gue se expresan: en rata, raton y hamster, el a,y; en
conejo, el o, y en cuyo el a,. En aves, el receptor que se expresa es el
o,5. Sin embargo, en vertebrados menores (peces, anfibios y reptiles) ain no
se ha demostrado su existencia, Para ello en el presente trabaje se propuso la
caracterizacion farmacologica de la respuesta «,-adrenérgica en hepatocitos
del pez gato, Jetalurus punctatus, en donde la norepinefring, en presencia de
propranalol, que bloquea la accién f-adrenérgica, incrementa la
concentracion intracelular de Ca?* de una manera dependiente de la dosis.
Este efecto fue inhibido por antagonistas e, con el sipuiente orden de
potencia: WB4101 > benoxatian 2 5-metil wrapidil > fentolamina >
(+)niguldipina. El pretratamiento con el antagonista irreversible,
cloroetilclonidina, el cual permite distinguir entre los diferentes subtipos de
receptares o), reduce la magnitud de la respuesta. La estimulacién con
norepinefrina, también incrementa la resintesis de fosfatidilinositol, de una
manera dependiente de la dosis. Por otra parte, estudios de fijacion del
ligando radioactivo ['2S[JHEAT en membranas hepdticas aisladas por
gradiente de sacarosa, demostraron la existencia de un niimero pequeiio de
receptores o,-adrenérgicos (33 fmol/mg de proteina) de alta afinidad
(K;;=100 pM). Experimentos de competencia. utilizando la misma técnica,
mostraron el siguiente orden de potencia: 1) Para agonistas: oximetazolina >
epinefrina = norepinefrina > metoxamina. 2) Para antagonistas; prazosina >
WB4101 > benoxatian > 5-metil urapidil > fentolamina > (+)niguldipina. El
efecto de cloroetilclonidina redujo de manera unportante la fijacion
det ['5I]JHEAT. Estos resultados sugieren que el subtipo de receptor
oy-adrenérgico presente en células hepdticas del pez pato Ictalurus
punctatus, es similar al a;y, y que éste, ademds, modula respuestas
fisiologicas como el incremento en la concentracion de Ca?* intracelular.
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La epinefrina y la norepinefrina tienen una participacion muy importante
en Ia regulacién de la homeostasis de una amplia variedad de funciones fisiolégicas.
El estudio de las acciones adrenérgicas se inicia en el afio de 1895 cuando Oliver
y Shafer, al trabajar con extractos de médula adrenal de mamifero, observaron
que éstos provocaban vasoconstriccion y elevacion de la presion sanguinea al
inyectarlo en la circulacion. John Able identifico y purificd al compuesto activo
responsable de estos efectos denomindndolo adrenalina (epinefrina) y
posteriormente, Stolz y Dakin de forma independiente determinaron su composicién
quimica lograndola sintetizar (Hoffmann & Lefkowitz, 1991). Cerca de 100 afios
después de estos hallazgos se han realizado un gran nimero de trabajos para
determinar con detalle sus efectos y los mecanismos de accion sobre los diferentes
sistemas celulares en los que ejercen sus efectos.

La epinefrina, conocida como la hormona de las grandes emergencias, se
sintetiza y se almacena en la médula adrenal de donde se libera al torrente
sanguineo, por el que llega a diferentes tejidos. En mamiferos, regula funciones
vitales como el aumento de la presion sanguinea y la regulacion de la frecuencia
cardiaca, la activacion de la glucogendlisis en higado, la regulacion de la
contraccién del musculo liso y el control de la secrecion hormonal de las glandulas
endocrinas y exécrinas, entre ofras muchas funciones. Ademas, la epinefrina
también actia como un neurotransmisor en ciertas regiones del sistema nervioso-
central (Hoffmann & Lefkowitz, 1991).

Por su parte, la norepinefrina, un precursor de la epineftina, ejerce sus
acciones como neurofransmisor periférico y central; se sintetiza y se almacena en
las terminaciones neuronales del sistema nervioso simpatico y se libera en tejidos
inervados, ejerciendo efectos fisiologicos locales. Como hormona se libera por la
glandula suprarrenal y estimula la contraccion del corazon, dilata los bronquios y
aumenta la fuerza contractil de los misculos (Hoffmann & Lefkowitz, 1991).
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La sintesis de estas dos catecolaminas se realiza a partir del aminoacido
tirosina, a través de una serie de pasos enzimdticos que culminan con la formacidn
de la epinefrina (figura 1).

Para poder desempefiar sus efectos en los diferentes tejidos, estas
catecolaminas se unen a receptores protéicos especificos, localizados en la
superficie celular (receptores adrenérgicos) los cuales son miembros de una gran y
diversa familia de proteinas integrales de membrana, que ejercen sus accion a través
de su acoplamiento con una proteina que requiere de nucledtidos de guanina
(proteina G).

A continuacion se hard una breve revision sobre las caracteristicas generales
de estos receptores.

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Los receptores acoplados a proteinas G son importantes reguladores
fisiologicos ya que canstituyen el blanco de una gran vardedad de hormoenas y
neurotransmisores, asi como para factores autocrings y pardcrinos. Aunque los
miembros de esta superfamilia unen varios tipos de ligandos y median una amplia
vartedad de respuestas, la estructura primaria de estas proteinas es notablemente
similar. Una de sus caracteristicas mds importantes es la  presencia de  siete
dominios hidrofobicos transmembranales. La topografia para este modelo predice
que los dominios se encuentran conectados entre si por tres asas extracelulares y
tres intracelulares, y que la region amino y carboxilo terminal se locatizan en el
espacio extracelular e intracelular, respectivamente (Dohlman, er al., 1987a;
Lefkowitz & Caron, 1988; Baldwin, 1994).

Los estudios sobre las caracteristicas topograficas de estos receptores se basa
en el modelo determinado para la bacteriorrodopsina, proteina de membrana aislada
de Halobacterium halobium y para el pigmento fotorreceptor de vertebrados,
rodopsina, en donde estudios por difraccion de electrones y  smicroscopia
clectronica han determinado la presencia de siete dominios transmembranales
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(Henderson &Unwin, 1975, Dohlman, et al., 1987a).

Las evidencias que existen de esta misma topografia para los receptores
adrenérgicos se pudo determinar gracias a estudios bioquimicos, utilizando
protedlisis limitada (Dohlman, ef al, 1987b) y a estudios inmunolégicos, realizados
con el receptor Bo-adrenérgico (Wang, et al., 1989),

El objetivo de muchas investigaciones se ha centrado en determinar los
mecanismos moleculares por los que los receptores adrenérgicos y otros acoplados
a proteinas G, ejercen especificas y variadas respuestas celulares por la unién de sus
ligandos naturales. El estudio de la secuencia de estas proteinas receptoras no
{inicamente ha proporcionado informacidn acerca de la estructura, sino, ademas, ha
permitido su manipulacién genética, realizando cambios en la secuencia de
nucledtidos. Estas mutaciones dirigidas ampliaron el conocimiento acerca de los
dominios estructurales que estan involucrados en la unién del ligando v en la
interaccion con la proteina G (Lomasney, ef al. 1991a; Baldwin, 1994) .

Uno de los receptores acopladosa proteinas G mds estudiados es el
B-adrenérgico, sirviendo como modelo para el estudio de todos los receptores
adrenérgicos (Shorr, ef al., 1981; Shorr, et al., 1982; Dixon, et al., 1987; Strader,
et al., 1988).

Hasta hace s6lo algunos afios, la caracterizacion de los receptores
acoplados a proteinas G se apoyaba en un czracter puramente farmacologico,
basado en las afinidades de agonistas y antagonistas. Sin embargo, en la actualidad
se utilizan tres enfoques para su identificacion. Histéricamente, el mas usado es el
estudio funcional de una respuesta fisiolégica tanto en animales (in vivo) como en
tejidos aislados (#n vitro). El rapido desarrollo de la técnica de fijacion de ligandos
radioactivos (binding) ha constituido en orden cronolégico la segunda de las
herramientas mas utilizadas para una identificacién farmacologica. Por iltimo, el
reciente desamollo de las técnicas de biologia molecular permite la identificacion de
receptores por clonacion. Con estas metodologias se ha logrado localizar
anatémicamente los diferentes receptores para una hormona particular, identificar
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si la respuesta funcional es de tipo excitatorio o inhibitorio e identificar el
sistema transduccional al que se acoplan. De estos estudios se encontré que un
gran nimero de hormonas y neurotransmisores poseen mas de un receptor al cual
pueden unirse, activando un sistema transduccional especifico. Uno de los ejemplos
mas representativos es el de las catecolaminas endogenas epinefrina y norepinefiina,
las cuales pueden unirse a ftres tipos de receptores: los a, acoplados
estimulatoriamente al recambio de fosfoinositidos; los a,, que inhiben la actividad
de Ila adenilato ciclasa y los f-adrenérgicos acoplados estirnulatoriamente a la
adenilato ciclasa. De estos tipos de receptores se han descrito al menos cuatro
subtipos para los o,(A-D) y a.(A-D), y tres para tos B(1-3) (figura 2) (Bylund,
1992, Lomasney, et ai., 1991a; Summers & McMartin, 1993). Otros casos similares
estan reportados para la angiotensina 11, la histamina, la serotonina, e} GABA, la
acetilcolina y el glutamato, entre otros (para una revision sobre la clasificacion de
estos receptores ver Kebabian & Neumeyer, 1994). Pero, ;cua!l es el significado
real de la gran variedad de receptores que pueden existir para una sola hormona ?.
La pregunta permanece sin ser resuelta, pero presumiblemente, esta variedad
permita una grado perfecto de especificidad y de control de los procesos
bioquimicos y fisioldgicos en el organismo.

Un aspecto muy interesante ¢ importante es el hecho de que todos estos
estudios han permitido identificar diferencias a nivel estructural y funcional entre
los tipos y subtipos de receptores para una hormona: /) diferencias en cuanto a su
estructura primaria, lo que les confieren distintas afinidades para la hormona o
neurotransinisor natural; 2) diferencias en la afinidad para drogas sintéticas,
agonistas o astagonista; J3) diferencias en su localizacién tisular; #) diferente
mecanismo de transduccidn de sehales, en algunos casos; y , 5) diferencias en la
regulacion de la densidad de los receptores (esto en funcién del estado fisiologico,
patologico o det desarrollo).

A continuacion se hara una revision sobre los receptores adrenérgicos, con
especial interés en el tipo a;, dada su importancia para el presente trabajo de tesis.
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RECEPTORES ADRENERGICOS

Historicamente, los receptores adrenérgicos fueron divididos en dos por
Ahlquist en el afio de 1948: los receptores a- y los B-adrenérgicos. La existencia
de los subtipos de receptores 3, y B, fue reconocida por primera vez en 1967 y dos
diferentes tipos de receptores a (@, y a,) fueron descubiertos en los afios setenta.
En la década de los ochenta, el desarrollo de drogas mas selectivas y el uso de la
tecnologia de clonacion molecular permitio, sorpresivamente, identificar nuevos
subtipos de receptores adrenérgicos (Minneman y Esbenshade, 1994).

Actualmente se reconocen ftres principales familias (a;, o,y B) y
cada una contiene distintos subtipos de receptores (figura 2). Estas familias son
subdivididas de acuerdo a la homologia de sus secuencias primarias, su
especificidad por distintas drogas y a los mecanismos de transduccion de seiales al
que se acoplan.

Las familias se caracterizan por que existe entre ellas cerca de un 40% de
homologia en sus secuencias y de un 70 a un 75% de homologia entre los subtipos
que las constituyen (Lefkowitz y Caron, 1988, Lomasney et al, 1991a); cuentan
con un perfil farmacologico caracleristico, aunque la especificidad por las
diferentes drogas difiere entre los subtipos y por que activan al mismo, o similar,
mecanismo de transduccion de sefiales. Cada subtipo es producto de un gene
separado y presenta una especificidad farmacologica y distribucion tisular particular.

RECEPTORES a,ADRENERGICOS

Los receptores o, han sido caracterizados por innumerables estudios
farmacologicos, funcionales y de biclogia molecular, los cuales han sugerido la
existencia de quiza cuatro subtipos de receptores ( 0,4, O, Uiy ¥ Q,p) tres de
los cuales han sido aislados por clonacién molecular (&, Oy Y 4p) (Minneman
& Esbenshade, 1994).
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Al igual que otros receptores acoplados a proteinas G, los a,-adrenérgicos
estan constituidos por una sola cadena de aminoacidos que atraviesa siete veces la
membrana plasmitica formandose, por este mismo hecho, tres asas intracelulares y
tres extracelulares (Lomasney, ef al., 1994) (figura 3). Los estudios de biologia
molecular han proporcionado datos acerca de la longitud aproximada de estos
receptores adrenérgicos, los cuales presentan entre 466 y 560 residuos de
aminodcidos. De su estructura primaria, el peso molecular calculado para estos
receptores se encuentra entre 37000 y 45000 M, (Lomasney, ef al., 1991a).

En cuanto a sus caracteristicas farmacolégicas, estos receptores presentan a
misma afinidad por sus agonistas naturales (epinefrina y norepinefrina). Todos los
receplores a, son bloqueados por el antagonista prazosina (compuesto considerado
como un bloqueador no selectivo para los «,-adrenérgico) y demuestran baja
afinidad por los antagonistas a-adrenérgicos, yohimbina y rauwolsina.

El desarrollo de la técnica de fijacion de ligandos radioactivos (binding)
constituye uno de los avances mas importantes para el estudio farmacologico de los
receptores o,-adrenérgicos. En los estudios iniciales de estos receptores, durante la
decada de los afos setenta, se utilizaron la *H-DHE (dihidroergocriptina) y el
[PH]WB4101 (2-[(2",6 -dimetoxi)fenoxietil-amino]metilbenzodioxan). Estos dos
ligandos fueron utilizados antes de la distincion de los receptores o- y
aadrenérgicos y ambos, posteriormente, demostraron tener selectividad no
solamente por el receptor «,-adrenérgico sino por otros receptores resultando
inadecuada su utilizacion. Posteriormente, se sintetizaron dos nuevos antagonistas
radioactivos que mostraron una mucho mayor afinidad por los a,; estos fueron la
[*H)prazosina y el ['*I]I-BE 2254 (I-HEAT) (figura 4). La prazosina presenta todas
las caracteristicas de un excelente ligando para los receptores o,-adrenérgicos.
Entre sus propiedades mas notables se encuentran su alta afinidad por estos
receptores, un grado minimo de asociacién no especifica y sitios de asociacion de
una sola clase (Bylund, 1987). El {I'®]-HEAT, por su parte, fue utilizado por vez
primera para identificar sitios o,-adrenérgicos en corteza cerebral de rata. De
manera similar a la prazosina, este compuesto se une con alta afinidad y buena
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selectividad a los receptores o,-adrenérgicos. Tiene la ventaja de que su actividad
especifica (2200 Ci/mmol} es, aproximadamente, 30 veces mayor que la de la
[*H]prazosina. Asi, es utilizado particularmente en los casos en que la cantidad de
tejido es limitada o la cantidad de sitios receptores es muy pequefio (Bylund, 1987).

Una de las particularidades de estos compuestos es que no distinguen
entre los subtipos a,-adrenérgicos. Esto, aunado a la sintesis de una gran cantidad
de antagonistas (figura 5) y agonistas (figura 6) selectivos, ha permitido la
identificacion de los diferentes subtipos de receptores a,-adrenérgicos, los cuales
presentan un perfil farmacoldgico caracteristico basado en el orden de potencia
demostrado por estos compuestos (Bylund, 1987; Summers & McMartin, 1993;
Bylund, et al., 1994).

I Estudios Farmacologicos
A mediados de los afios ochenta, surgieron evidencias de la existencia de al

menos dos tipos distintos de receptores «, adrenérgicos en base a caracteristicas
farmacologicas. Morrow y Creese (1986) demostraron dos poblaciones distintas de
receptores o, en sistema nervioso central de rata con diferentes afintdades para los
antagonistas fentolamina y WB 4101 (fig. 5). Los sitios con alta afinidad para el
WB4101 y fentolamina fueron designados como «,, y los de baja afinidad para los
mismos compuestos como @, Otros estudios mostraron que el antagonista
irreversible cloretilclonidina (fig. 5) inactiva unicamente a la mitad de los sitios
presentes en membranas de corteza cerebral de rata (Johnson & Minneman, 1987,
Han et al, 1987a). El estudio con estos compuestos, en distintos tejidos, mostro la
existencia de al menos dos sitios receptores o,-adrenérgicos: unos fueron completa
y potentemente inhibidos por la CEC ( sensibles a CEC) mientras que los otros
sitios fueron insensibles al mismo compuesto ( Han et al., 1987a). Posteriormente,
se demostré que tanto la cloroetilclenidina como el WB 4101 distinguen la misma
subpoblacién de sitios adrenérgicos (Minneman, e¢f al., 1988); los que tienen alta
afinidad para el antagonista competitivo WB 4101 (a,,) correlacionaron con los
sitios insensibles a CEC, mientras que los sitios de unién con una baja afinidad para
el WB 4101 (o) lo hicieron con los sitios sensibles a CEC. Estudios de tipo
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funcional sobre la contraccion de misculo liso aislado, presentaron una correlacion
similar entre la baja afinidad para el WB 4101 y una alta sensibilidad para la
inactivacion por CEC.

Actualmente, se acepta la existencia de estos dos subtipos de
receptores oy-adrenérgicos, que se ha confirmado por la utilizacion de otras drogas
mucho mas selectivas. Asi, se demostrd que el antagonista competitivo S-metil
urapidil (fig. 5) se une preferencialmente a sitios o, con alta afinidad por el WB
4101, considerandose como un ligando «,,. [Este compuesto presenta,
aproximadamente, 70 veces mas selectividad por el subtipo o, que el que
presenta WB 4101 y de 20 a 30 veces mas que fentolamina (Gross, ef al., 1988;
Hanft & Gross, 1989). De igual forma, otros compuestos como la (+)niguldipina
(fig. 5) (Boer, ef al. 1989) y e benoxatian (fig. 5) (Han, et al., 1987a; Han, ef al.,
1987b) presentan una mayor afinidad por el subtipo de receptor a;, que por el
subtipo o, g-adrenérgico. Sin embargo, antagonistas competitivos que presenten una
alta afinidad por el subtipo o,y-adrenérgico no han sido desarrollados,
reconociéndose principalmente por su alta sensibilidad a la CEC.

Por lo que respecta a los agonistas utilizados para diferenciar entre estos
subtipos de receptores adrenégicos, se ha demostrado que la metoxamina (fig. 6)
presenta una mucho mayor afinidad por el receptor o, que por el subtipo
o,g-adrenérgico (Garcia-Sdinz, ef al., 1985; Tsujimoto, ef al., 1989; Garcia-Sainz,
et al., 1993). La oximetazolina (fig. 6) tambié 1 demuestra selectividad por el
subtipo o, (Garcia-Sainz, et al., 1985; Han, et al., 1987a) aunque estudios

recientes dan evidencia de una mayor selectividad por el receptor a,¢ (Garcia-Sainz,
etal., 1993),

II.  Estudios de Biologia Molecular

Los estudios de clonacién molecular han penmitido el aislamiento de tres
clonas de cDNA de receptores o,-adrenérgicos. Sin embargo, la relacion de estas
clonas con ‘el subtipo «, ,-adrenérgico caracterizado farmacoldgicamente, es aln
controversial.
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Ha) Receptor a,adrendrgico

La primera clona de cDNA de receptores a,-adrenérgicos fire aislada de una
biblioteca genémica de la linea celular DDT-MF-2 de misculo liso de hamster
(Cotecchia, et al. 1988). Esta clona codificé para una proteina de 515 residuos de
aminoacidos con un peso molecular de 56 KDa., que diferia al reportado con
anterioridad por  Lomasney y colaboradores de aproximadamente 80KDa
(Lomasney, ef al., 1986). La principal diferencia entre los pesos moleculares
reportados se debe a modificaciones postransduccionales que sufre el receptor.
Estas mcdificaciones consisten en la adicion de oligosacaridos a residuos de
asparagina en el extremo amino terminal (Sawutz, et al., 1987; Lefkowitz & Caron,
1988; Lomasney, ef al., 1991a).

De la estructura primaria se obtuvieron datos importantes sobre la
regulacion del receptor, como la existencia de sitios potenciales de ser fosforilados
por la proteina cinasa C (varias treoninas y serinas presentes en la segunda y
tercera asa citoplasmatica). Ademds, la tercera asa intracelular presenta una region
consenso de reconocimiento para la proteina cinasa A (residuos 230-234)
conservada en la misma posicion del receptor a,,-adrenérgico (Cotecchia, et al.
1988). Estudios realizados s vitro, utlizando preparaciones de receptores
a,-adrenérgicos, proteina cinasa C purificada de cerebro y [a subunidad catalitica de
la proteina cinasa A, han demostrado que ambas cinasas pueden fosforilar al
receptor (Leeb-Lundberg, er al., 1987, Bouvier, et al., 1987). Sin embargo, la
ocupacion del receptor por agonistas incrementa la velocidad de fosforilacion
tinicamente por la proteina cinasa C, sin ser identificados los residuos especificos de
serina y treonina que son fosforilados por esta cinasa (Bouvier, ef al., 1987,
Garcia-Sainz, 1993). Por otra parte, atn se desconoce el papel fisiologico de la
fosforilacién del receptor o-adrenérgico por la proteina cinasa A.

La expresion de esta clona en células COS-7 resultd en un receptor con
caracteristicas farmacologicas similares al subtipo «, g-adrenérgico (Cotecchia, et
al. 1988) que estimula a formacion de fosfatos de inositol cuando es activado. El
andlisis por la técnica de Northern blot demostraron que el mRNA para esta clona
presenta una distribucion tisular  similar a la reportada para el subtipo
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a,y-adrenérgico. Estudios de hibridizacion en células somdticas de humano
demostraron la existencia de un gene localizado en el cromosoma 5 que codifica
para una proteina similar al receptor o,p-adrenérgico de hamster.

Actualmente, las investigaciones realizadas en tejidos de diversas especies de
mamiferos han permitido la identificacién de este subtipo de receptor adrenérgico:
a) en higado de rata (Lomasney, ¢/ al., 1991b; Garcia-Sainz, et al., 1992a;
Garcia-Sainz, et al., 1994), raton y hamster (Garcia-Sainz, ef al., 1994); b) en tejido
grasc (Tomres-Marquez, ¢f al., 1992), corazdn, corteza cerebral, tallo cerebral,
rifion, pulmon y bazo de rata (Lomasney, ¢f a/., 1991b; Ramarao, et al., 1992), y c)
en bazo, rifion, cerebelo y cerebro fetal de humano, principalmente (Price, ef al.,
1994).

IIb) Receptor a,~adrenérgico

Un cDNA adicional, que codifica para un polipéptido de 466 residuos de
aminodcidos, se aisld de una biblioteca gendmica de cerebro de bovino (Schwinn,
et al., 1990). Esta clona tuvo una homologia del 72%, en la regién
transmembranal con la clona de hamster (o), lo que sugirid que el cDNA de
bovino correspondia a un receptor o,-adrenérgico. Ademds, su alta afinidad por el
antagonista a-adrenérgico ['*IJHEAT y su caracteristico perfil farmacoldgico por
diversos agonistas y antagonistas «,, confirnd que este ¢cDNA codificaba para un
receptor o -adrenérgico. Sin embargo, un estudio de hibridizacion somatica del
¢DNA de bovino, con células de humano, identifico en el cromosoma 8 un gene
que codifica para un receptor similar (Schwinn, et al., 1990), que es distinto al
identificado en el cromosoma 5 que codifica pura un receptor o,z-adrenérgico
(Yang-Feng, ef al., 1990). Ademas, la transfeccion del ¢cDNA en células COS7
resulté en un subtipo con una alta afinidad por agentes «,,-adrenérgicos, pero con
la caracteristica farmacologica de ser sensible a CEC. Este nuevo subtipo fue
designado como o, (Schwinn, ef al., 1990). Al igual que el subtipo o, este
receptor contiene una region conservada para la fosforilacion por la proteina cinasa
A en la tercera asa intracelular, ademas de la presencia de varias treoninas y serinas
en la segunda y tercera asas citopldsmicas, que son sitios potenciales de
fosfortlacion por la proteina cinasa C (Schwinn, et al., 1990, Lomasney, et al.,
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1991a). SumRNA se ha detectado en cantidades significativas en diversos tejidos
de humano: hipocampo (Schwinn, ef al., 1990), higado, corazon, cerebelo y corteza
cerebral, principalmente (Price, ef al., 1994). Por ofra parte, por estudios de
Northern blot utilizando una sonda de cDNA para este subtipo de receptor, se ha
localizado en higado de conejo, que ademas esta de acuerdo con sus caracteristicas
farmacolégicas (Schwinn, et al., 1991; Garcia-Sainz, et al., 1992; Garcfa-Sainz, et
al., 1993). Un aspecto interesante es que este subtipo no habfa sido detectado,
inicialmente, en ningiin tejido de rata (corteza cerebral, pituitatia, hipocampo,
higado, corazén, pulmén, rifién, bazo, aorta, tejido adiposo, misculo esquelético,
conductos deferentes) ni en higado, corazén, rifién o pulmén de bovino (Schwinn,
et al., 1990). Sin embargo, evidencias recientes (Forray, et al., 1994; Rokosh, et
al., 1994), sugieren que este receptor pudiera corresponder al «,, clasico, ya que
un parcial ¢cDNA del receptor a,c fue obtenido de tniocitos de corazén de rata
(Rokosh, et al., 1994), La deduccion de su secuencia de aminodcidos codificd para
una proteina con un alto grado de identidad con la obtenida para el o, de bovinoy
de humano. El mRNA del receptor o, de rata fue detectado en tejidos que han sido
identificados por expresar el subtipo «,, farmacoldgico, sugiriéndose hasta este
momento, que el subtipo ¢ clonado corresponde al subtipo a,,-adrenérgico. Por
otra parte, un estudio farmacoldgico también muestra que el subtipo a,¢ presenta las
propiedades farmacoldgicas del subtipo a,,: alta afinidad por S-metil urapidil,
WB4101 y (+)niguldipina. En cuanto a su sensibilidad a CEC, al parecer ésta puede
depender de pequeiias variaciones en la secuencia de aminoacidos o de la especie
en que se exprese el receptor (Forray, ef al. 1994).

Hc) Receptor ay-adrenérgico

Un tercer subtipo de receptor «y-adrenérgico fue clonado de una biblioteca

genémica de cDNA de corteza cerebral de rata (Lomasney, ef al., 1991b). Esta
clona, que codifico para una proteina de 560 aminoacidos (y fue similar en un 73%
a la clona a5 de hamster en la region transmembranal), se identificé como la que
codificaba para el subtipo o,,. Esta designacion se debid, principalmente, a que el
mRNA de esta clona presentd una distribucién tisular en rata similar a la
identificada por estudios faramacoldgicos para el subtipo a,,. Ademas, la expresion
del receptor en células COS-7 presentd caracteristicas farmacologicas similares a

11



Introduccion

las del subtipo o4, con una alta afinidad por los compuestos WB 4101
(antagonista), fenilefrina y metoxamina (agonistas) (Lomasney, ef al., 1991b). Sin
embargo, el agonista oximetazolina que es conocido como un agonista selectivo
O, Presentd muy baja afinidad por este subtipo de receptor y, en contraste a lo
reportado para el subtipo a,,,, el receptor clonado demostrd una parcial sensibilidad
a CEC (Lomasney, et al., 1991b).

Una clona esencialmente idéntica fue aislada, en el mismo periodo, por el
grupo de Graham y colaboradores (Perez, et al., 1991) de una biblioteca gendémica
de hipocampo de rata difiriendo, unicamente, por dos codones de ia aislada por
Lomasney y colaboradores. Estudios de las propiedades farmacologicas del
receptor expresado por esta clona demostraron afinidades por ios antagonistas
(+)niguldipina y 5-metil urapidil cerca de cien veces menor que las reportadas para
el subtipo o, presentando, ademds, sensibilidad a CEC, caracteristica similar al
subtipo a,;5. E1 mRNA para este receptor fue locatizado en bazo de rata, que por
expenimentos  farmacoldgicos estaba caracterizado como un  subtipo
o, g-adrenérgico. De esta forma, la clona aislada por Graham et al. codificaba para
un nuevo suptipo de receptor a,-adrenérgico, que fue denominado o, Una de las
caracteristicas de este nuevo receptor es la presencia de dos sitios potenciales de
N-glicosilacién en el extremo amino terminal (asparagina 60 y 76) y Ia presencia de
varias serinas y treoninas en el extremo carboxilo terminal y en las asas
intracelulares, que pueden servir de sitios potenciales de fosforilacion por la
proteina cinasa C (Perez, et al., 1991). Un aspecto interesante, es que este receptor
carece de una regidn consenso para la fosforilacién por la proteina cinasa A, a
diferencia de lo reportado para los subtipos o, ¥ o\ (Lomasney, ef al., 1991b),
Estos datos sugieren que el mecanismo de regulacién del receptor a,y-adrenérgico
es diferente al de los subtipos o5 y o Schwinn & Lomasney, posteriormente,
confirmaren la misma especificidad por las diferentes drogas para el receptor
clonado por ellos y ambos grupos concordaron en que se trataba de la misma clona.
La diferencia de codones entre estas dos clonas, al parecer, se debié a errores enla
secuenciacion o variaciones individuales menores, considerandose por sus
caracteristicas farmacoldgicas como un nuevo subtipo de receptor diferente al «,,,

12
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designandose como o5 0 como «,-adrenérgico (Schwinn & Lomasney, 1992).

Un intento mas por clonar el subtipo a,, fue realizado por Bruno y
colaboradores en 1991, al aislar una secuencia de ¢cDNA de humano la cual
designaron como a.,,, aunque probablemente se trate de un receptor &, 4, (Bruno, et
al., 1991). Este cDNA no ha sido expresado y aiin se desconoce si codifica para un
receptor funcional; ademds, aunque la regién 5' terminal de los ¢DNAs que
codifican para el receptor de rata y humano son del mismo largo y esencialmente
idénticas para ambas especies, el marco de lectura abierto de [a clona o, de
humano es cerca de 100 pb mas corta que la clona de rata, que codifica para una
secuencia de 30 aminoacidos diferentes. Asi mismo, la identidad de secuencias entre
estas clonas es relativamente baja para los 180 pb siguientes, después de la cual la
identidad se vuelve alta. Por el momento la relacién entre las clonas de rata y de
humano permanece aiin sin ser aclarada.

Hd) Receptor a,-adrenérgico

Por lo que respecta al subtipo o5, es clara su existencia por los estudios
farmacologicos que asi lo demuestran. Sin embargo, ningiin cDNA que lo exprese
se ha aislado a pesar de los intentos de un gran niimero de investigadores y de los
diversos tejidos que presentan este receptor.

Por otra parte, la clona que codifica para el receptor o, presenta
caracteristicas farmacologicas diferentes a las del receptor a,,, que podrian
definirlo como un subtipo diferente, a pesar de que inicialmente una de las clonas
fue definida como la que expresaba al subtipo «,,. Como ya se menciond con
anterioridad, se propone que muy probablemente este subtipo corresponda al o
clonado.

Las modificaciones postransduccionales del receptor, el tipo celular en que
expresa y se estudia y las condiciones en que se realizan los estudios
farmacologicos y funcionales pueden ser determinantes en la especificidad por los
diferentes aponistas y antagonistas, siendo una posible explicacién para estos
resultados controversiales observados. Ademds, la expresion de un ¢cDNA en un
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determinado tipo celular no necesariamente pudiera resultar en un receptor con
propiedades farmacoldgicas idénticas al subtipo que se expresa en forma nativa en
un tejido determinado.

11I. Sistema de Transduccién de los Receptores a,-Adrenérgicos
Los receptores «,-adrenérgicos son uno de los principales tipos de

receptores de la superficie celular, que producen cambios en la actividad de la célula
por el incremento de los niveles intracelulares de Ca* (Garcia-Sainz y Fain, 1980).
Para ello se acoplan estimulatoriamente a la fosfolipasa C a través de una proteina
G,, que inicia la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) para producir
dos segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG), que activa a la proteina cinasa C
(PKC) y el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;), que actia sobre un receptor intracelular
especifico que libera el Ca* almacenado en pozas, principalmente de reticulo
endoplasmatico (Berridge, 1987) (figura 7). También se ha postulade que los
adrenorreceptores o, se acoplan directamente a un influjo de Ca®" extracelular a
través de la activacion de un canal sensible a dihidropiridinas (Han, et al., 1987).

Todos los receptores «,-adrenérgicos estan acoplados a su sistema efector a
través de una proteina que requiere nucledtidos de guanina (proteina G,) (Kobilka,
1992; Summers & McMartin, 1993). Esta familia de proteinas se hallan formadas
por tres subunidades: la subunidad o (de 45 a 42 KDa), 1a B (de 35 a 37 KDa) y la
7 (de 8 a 10 KDa). Las subunidades B y y se hallan fuertemente asociadas una a

_ otra de manera no covalente. La secuencia de aminoacidos para cuatro subunidades
B de mamifero presentan entre un 83 y un 90% de identidad entre ellas (Neer,
1994). En relacion a la subunidad y, han sido identificadas al menos siete isoformas
de mamifero y presentan un menor grado de identidad que la subunidad anterior (al
rededor de un 38% entre ellas). Por su parte, la subunidad o contiene un sitio de
unién para nucleétidos de guanina y posee actividad de GTPasa. Para el caso de los
receptores oy -adrenérgicos, esta subunidad pertenece a la clase de las o, (con cuatro
miembros: o, oy, oy ¥ o). En el estado no activo de las proteinas G, la
subunidad  « tiene unido GDP y se halla asociada al complejo B/y. Cuando un
agonista ¢,-adrenérgico se une a su receptor se induce la liberacion del GDP y éste
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Figura 7.

Modelo del sistema de transduccién de los fosfoinositidos-calcio.
H, hormona; Ra,, receptor a-adrenérgico, G, proteina G; FLC, fosfolipasa C; PIP,,
Fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato; IP,, inositol 1,4, 5 ftrisfosfato; DG, diacilglicerol; PKC,
proteina cinasa C.
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es remplazado por GTP, El complejo o-GTP se disocia de las subunidades B/y y en
este estado la subunidad a-GTP interactia con la proteina efectora del sistema: la
fosfolipasa C. La hidrélisis de GTP a GDP, por la actividad de GTPasa de la
subunidad o, resulta en la reasociacion con el complejo B/y. De esta forma, la
activacion de la proteina G requiere de la asociacién de GTP a la subunidad o y 1a
inactivacion de su hidrélisis a GDP (Kobilka, 1992; Summers & McMartin, 1993).

Por lo que respectaa la proteina efectora de este sistema, al menos ocho
isoenzimas de la fosfolipasa C (PLC) han sido aisladas, con un rango de peso
molecular entre 60 y 154 KDa. Las enzimas de mayor peso molecular son
abundantes en cerebro, aunque una isoenzima de 148 KDa ha sido descrita en
corazén, higado y rifion (Crooke & Bennett, 1989; Summers & McMartin, 1993).
Las enzimas de menor peso molecular se localizan principalmente en tejidos
periféricos. Hasta el momento, se han identificado tres miembros de la familia de la
fosfolipasa C: B, v y 8, cada uno con varias isoformas y, recientemente, se ha
propuesto la existencia de otros dos tipos de PLC, la a y la . De especial interés
han resultado las isoformas de PLC- B (B1-4), reguladas por proteinas G, y la
PLC-y, por tirosina cinasas. Para la PLC-B el patrén de regulacidén por la
subunidades a y P/y, es caracteristico de cada isoenzima. Por estudios de
reconstitucion se demostré que la subunidad a,, de la familia de proteinas G, (que
incluye oy, oy ¥ o), activa a tres de las isoformas de PLC-B. Mientras que la
fosfolipasa C-B1 y la -B3 exhibieron una gran respuesta, la PLC-f2, bajo las mismas
condiciones, demostro una débil activacion por la; subunidades o, (Hepler, et al.,
1993; Kozasa, et al., 1993; Smrcka & Sternweis, 1993). Estas subunidades o
carecen del sitio de modificacién covalente para la toxina pertusis, por lo que son
insensibles a ella. Por su parte, el complejo B/y es capaz de estimular directamente a
las tres isoenzimas de la PLC-B, pero la PLC-B2 y la PLC-B3 muestran una
mucho mayor respuesta que la isoforma -B1, sugiriéndose, ademds, que la PLC-B2
es regulada primordialmente por el complejo Bfy. El orden de potencia sugerido
para la activaciéon de estas isoformas por B/y es el siguiente: PLC-$3 > PLC-p2 >
PLC-B1 (Smrcka & Sternweis, 1993; Neer, 1994; Sternweis, 1994).
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En experimentos que examinan la regulacién de la actividad de la PLC por
combinaciones de a, y $/y (Smrcka & Sternweis, 1993) y que analizan las formas
truncadas de la enzima (Park, er al., 1993; Wu, ef al., 1993) indican que el sitio de
accion de  B/y es distinto del de la subunidad a,. Los estudios con las formas
truncadas de la PLC muestran que la porcion carboxilo terminal de la enzima es
requerida para la estimulacion por <, pero no por el complejo B/y, el cual se une a
la region amino terminal (Neer, 1994). Asi, la activacion de receptores acoplados al
sistema de transduccion de los fosfoinositidos-calcio, como los ag-adrenérgicos,
pueden activar a la fosfolipasa C por accién de o-GTP como por el complejo
f/y. Hasta el momento se ha demostrado, por estudios de transfeccion y
reconstitucion, que los subtipos de receptores a,~-adrenérgicos (@, @ c ¥ Op)
activan a [a PLC-B1 a través de o, y «,,. También, estos subtipos pueden activar a
esta misma isoenzima a través de las subunidades a,, y @6, activacion que depende
del tipo de receptor y de subunidad o, El subtipo o, activa a la isoenzima de
manera sinergistica a través Ga,; 0 Ga,. Sin embargo, el subtipo a,¢ sélo es
efectivo en activar a la enzima cuando interacciona con a,, y el subtipo o,
presenta una pequefia respuesta con ambas subunidades a (Wu, er af., 1992).

Blitzer, et al. demostraron recientemente que una proteina G, diferente a Ia
de la familia de las G,, puede acoplarse también al receptor a,z-adrenérgico para
activar a la PLC cuando este receptor se expresa en ovocitos de Xenopus laevis
(Blitzer, et al., 1993). Esta proteina, conocida como G,, pertenece a la familia de las
G;, que se acoplan de manera inhibitoria a la enzima adenilato ciclasa y se
caracteriza por ser sensible a la ADP-nibosilacién por la toxina pertusis. Estos
resultados permiten proponer la existencia de diversos mecanismos por los que los
receptores «,-adrenérgicos, al ser activados, transmiten la seilal al interior celular,

Mucho del interés de los estudios realizados sobre los receptores
o,-adrenérgicos, se ha centrado en la caracterizacion del sistema transduccional
activado por cada subtipo y en tratar de hallar el significado real de la existencia de
diversos subtipos de receptores. De esto, se ha sugerido, que existen al menos dos
mecanismo de transduccion diferentes entre los subtipos o,. El primero de ellos es
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el que se activa por el subtipo a,p, €l cual consiste en Ia estimulacion del recambio
de fosfoinositidos y la formacién de los segundos mensajeros diacilglicerol e IPy y
ta movilizacion de calcio intracelular, por accion del IP; (Tsujimoto, et al., 1989,
Michel, et al., 1989; Torres-Marquez, er al., 1991). El segundo mecanismo
postulado es el mediado por el subtipo a,-adrenérgico, el cual activa canales de
Ca® sensibles a dihidropiridinas presentes en la membrana plasmatica y provoca el
influjo del Ca?®" extracelular, como un evento inicial, y la formacion de fosfatos de
inositol, como proceso secundario. (Tsujimoto, er al. 1989; Han, et al., 1987,
Minneman, 1988; Suzuki, et al., 1990).

Los receptores o,-adrenérgices también se hallan implicados en la activacion
de otras rutas de transduccion de seifiales como es la liberacion de acido
araquidénico, producto de la hidrolisis de fosfatidilcolina, efecto mediado por la
enzima fosfolipasa A, a través de una proteina G sensible a la toxina pertusis
(Burch, et al., 1986). La fosfolipasa A, se activa por la mayoria de los agonistas que
inducen la hidrolisis de los fosfoinositidos. El dcido araquidénico formado es un
importante precursor de prostaglandinas y otros eicosanoides. Los productos
primarios de la hidrélisis de fosfatidilcolina son acidos grasos cis-insaturados y
lisofosfatidilcolina, los cuales son {mportantes potencxadores de la activacién de la
proteina cinasa C (Nishizuka, 1992).

Por otra parte, la fosfolipasa D también puede activarse por accion
a;-adrenérgica, posiblemente a través de una proteina G (Llahi & Fain, 1992). Esta
enzima produce &cido fosfatidico por hidroli.is de fosfatidilcolina, que es
posteriormente  convertido a diacilglicerol por la fosfomonoesterasa del acido
fosfatidico (revisado en Nishizuka, 1992).

La participacion de las fosfolipasas A, y D en la acciones de las
catecolaminas y otras hormonas y neurotransmisores acoplados estimulatoriamente
al sistema de los fosfoinositidos-calcio, al parecer, incrementan la prolongada
activacién de la proteina cinasa C esencial para respuestas tan importantes como lo
son la proliferacion celular y la diferenciacién, observada en algunos modelos
celulares (Nishizuka, 1992).

17



ANTECEDENTES

En los vertebrados, las catecolaminas (norepinefrina y epinefrina) liberadas
en respuesta a la activacion del sistema nervioso simpatico ejercen importantes
funciones reguladoras sobre el metabolismo hepatico. Estudios en higado de
mamiferos, principalmente en roedores, han demostrado que estas hormonas se
unen a receptores presentes en la membrana plasmatica, Por estudios de fijacién de
ligandos adrenérgicos radioactivos, en higado de rata, se encontrd que del total de
receptores adrenérgicos que se expresan del 75 al 80% correspondzn a los o, del
15 al 20% a los o, del 5 al 8% a los 3, y que los 3, no se expresan en estas
céiulas (Minneman, ef al., 1979; Hoffmann, et al., 1981; Hoffmann & Lefkowitz,
1980; Exton, 1981), aunque estudios recientes indican que un pequefio porcentaje
de los receptores P, (cerca de un 10 %) se expresan en higado de ratas recién
nacidas y que éste parece incrementarse en ratas maduras y senescentes (Van
Ermen, et al.,, 1992). La distribucién de los receptores «, y By-adrenérgicos en
células hepaticas de otras especies diferentes a la rata y la filogenia de este receptor
fue estudiada por Sulakhe y colaboradores (1988), quienes sugirieron que el
receptor B es el mas primitivo de los receptores adrenérgicos, expresados en tejido
hepatico, ya que de las diversas especies estudiadas de los cuatro grupes de
vertebrados (anfibios, reptiles, aves y mamifero) todos expresaron el receptor
B-adrenérgico, mientras que el o, sélo fue detectado en aves y mamiferos, que
ademas coexpresan también el B. Estos resultados sugirieron que el receptor
o,-adrenérgico tiene un origen filogenético mas reciente que el receptor Py que
probablemente, esto se deba a que la evolucion de los receptores «,-adrenérgicos se
encuentra asociada al desarrollo del sistema nervioso simpdtico sobre el control de
las funciones hepaticas (Sulakhe, et al., 1988).

Otro hallazgo interesante son los estudios realizados sobre la expresion de
estos receptores en tejido hepatico durante el desarrollo embrionario de la rata
(McMillian, et al., 1983). Asi, durante los primeros estadios del desarrollo fetal el



Antecedentes

receptor B-adrenérgico se expresa de manera predominante, mientras que el
receptor a, experimenta un incremento postnatal, €l cual en el estado adulto
predomina sobre el otro tipo de receptor adrenérgico (Blair, ef al., 1979).

De esta forma la existencia de receptores «, adrenérgicos en células hepéticas
de vertebrados menores (anfibios, peces y reptiles) ain no ha sido reportada.
Algunos autores han sido incapaces de probar la existencia de receptores a;
adrenérgicos implicados en la regulacion del metabolismo de glucégeno
(glucogendlisis), respuesta modulada principalmente, por el receptor B-adrenérgico
(Bimbaum, er al., 1976; Janssens, ef al., 1986; Janssens & Grigg, 1987; Janssens &
Lowrey, 1987; Fabbri, ef a/., 1992; Janssens & Grigg, 1992). Estudios de fijacion
con [*H]prazosina tampoco demostraron la existencia de estos receptores en
membranas hepaticas de anfibios (axolotl y sapo) (Janssens & Grigg, 1988), carpas
(Janssens & Lowrey, 1987) o peces pulmonados (Janssens & Grigg, 1988). Por
ello, se sugiere que en vertebrados menores, las acciones de los agentes
adrenérgicos ejercen sus efectos a través de los receptores B-adrenérgicos y que los
a, no son importantes en la regulacion de las funciones hepaticas.

Muy recientemente, se reporté que las catecolaminas modulan las
concentraciones citosolicas de Ca?", proponiéndose la participacion de receptores
o,, 0 similares a estos en la modulacién de esta respuesta en hepatocitos de dos
especies de pez gato (/ctalurus nebulosus e Ictalurus melas) y en la anguila
americana, Anguilla rostrata (Zhang, et al., 19922; Zhang, ¢t al., 1992b; Moon, et
al, 1993).

Resultados controversiales e interesantes sobre el papel que pudiera tener
el incremento en el calcio intracelular proponen que este ion, al parecer, no tiene
ningun efecto en la regulacion de la glucogenolisis hepatica en peces (Birnbaum, et
al., 1979, Janssens & Lowrey, 1987).

Kleineke y Janssens (1993}, por su parte, reportaron que en células hepaticas

de axolotl, las hormonas [Arg®lvasotocina, que en anfibios es un anilogo de la
vasopresina, glticagon, isoprenalina y epinefrina estimulan la formacién de AMPe y
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provocan, ademds, un incremento en la concentracion intracelular de calcio. Sin
embargo, este incremento no es debido a la movilizacion del cation de depdsitos
intracelulares por accién del segundo mensajero 1Py, sino que se debe a un aumento
en el influyjo del medio extracelular, evento al parecer regulado por el incremento en
el AMPc.
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OBJETIVOS

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue determinar si el
incremento en la concentracién intracelular de calcio, observado en diferentes
especies de pez gato, es modulado por receptores a,-adrenérgicos, a través de la
activacion de la clasica sefial de transduccién de estos agentes, la cual hasta el
momento no ha sido demostrada en vertebrados menores.

Para ello se propone la caracterizacion de la respuesta a,-adrenérgica en

hepatocitos del pez gato [ctalurus punctatus, con los siguientes objetivos
especificos:
a) El subtipp de receptor o,-involucrado en Ila movilizacién del calcio
intracelular, ya que la caracterizacidn en tejido hepatico de mamiferos muestra una
clara heterogeneidad en la expresion de los subtipos a,-adrenérgicos (Garcia-Sainz,
et al., 1992a; Garcia-Sainz, et al., 1994).

B)  Elsistema de transduccion acoplado a la activacion de estos receptores

¢)  El numero y propiedades farmacoldgicas de estos adrenorreceptores.
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MATERIALES Y METODOS

" Quimicos. Se  utilizaron los  siguientes compuestos: (-) Epinefrina,
(-)norepinefrina, oximetazolina, prazosina y DL-propranolol de Sigma Chemical Co.
(St. Louis Mo. U.S.A.). Benoxatian, 5-metil urapidil, cloroetilclonidina y WB 4101
de Research Biochemicals Inc. (Natick, MA. U.S.A)). Fentolamina (Ciba-Geigy),
metoxamina (Burroughs Wellcome) y (+) niguldipina (Byk Gulden), fueron donadas
de las correspondientes compaiiias. ['*1] HEAT (2200 Ci/mmol) y [2-H]-Myo
inositol (20 Ci/mmol) de New England Nuclear (Boston, MA. U.S.A)).

Animales. Peces gato de la especie [ctalurus punctatus, de un peso
aproximado de entre 200 y 300g, fueron comprados de una granja localizada en el
estado de Michoacan y mantenidos en el Centro Acuicola "La Paz". Los animales
fueron trasladados at laboratorio de 4 a 5 dias antes de los experimentos y puestos
en tanques de aproximadamente 100 litros de agua potable declorinada y aereada, a
temperatura ambiente. Los animales fueron alimentados con alimento comercial para
peces en hojuela y pellet.

Células. Los hepatocitos se aislaron por el método de perfusion
con colagenasa (Moon, ef al., 1985). El higado fue perfundido via la vena cava,
por 15 minutos con la siguiente solucion amortiguadora para pez, que carecia de
calcio: NaCl 136 mM, KCl 54 mM, MgSO, 0.81 mM, NaHCO, 5 mM,
Na,HPO, 0.33 mM, HEPES (icido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico)
10 mM. El pH se ajustd a 7.63 (Moon, et al., 1993). El higado fue digerido con
colagenasa (1.06 mg/ml) durante 45 minutos en la solucién amortiguadora para pez
con 1.5 mM de CaCl, y la suspensién de células obtenidas se lavaron 3 veces en el
amortiguador con calcio. La densidad de 1a suspensién fue alrededor de 100 mg de
células por mililitro y la viabilidad de las células se evalué por la prueba de
exclusion de azul de tripan, observadas al microscopio optico (mayor del 95%). Las
incubaciones para todos los ensayos se realizaron en la solucion amortipuadora
para pez con 1.5 mM de calcio a temperatura ambiente.



Materiales y Métodos

Medicion de Ca** intracelular. E| indicador fluorescente indo-1 fue utilizado
como un sefialador de los cambios de Ca® intracelular, de acuerdo a Staddon y
Hansford (1986), con algunas modiftcaciones: las células {20 mg de peso himedo
por mi} fueron incubadas con 10 uM de indo-1/AM en el amortiguador para pez
adicionado con 1.5 mM de CaCl, por 30 minutos, a temperatura ambiente y lavadas
con la misma solucion amortiguadora. Se empleo una longitud de onda de exitacion
de 340 nm y de emision de 400 nm. La fluorescencia fue registrada en un
espectrofluorometro Aminco-Bowman, equipado con una cdmara con temperatura
regulable y un agitador magnético.

Medicion del recambio de fosfoinositidos. E! marcaje de fosfatidilinositol
(PT) se realizé incubando las células (50 mg de peso himedo por ml) por 60
minutos, en una solucién amortiguadora para pez adicionada con 1.5 mM de CaCl,,
carente de fosfato de sodio y suplementada con 10 pCi/ml de [**P)Pi. Al final de la
incubacidn, los lipidos fueron extraidos con una mezcla de cloroformo-metanot (2:1)
y los fosfolipidos separados por una cromatografia en capa fina (Garcia-Sdinz &
Fain, 1980). En algunos experimentos, la produccion de fosfato de inositol se
estudié de la siguiente manera: las células (50 mg de peso humedo por ml.) fueron
incubadas por 90 minutos con 15 uCi/mi de inositol tritiado. Después de este tiempo
fas células se lavaron con el mismo amortiguador libre de fosfato de sodio y se
incubaron por 10 minutos con 10 mM de LiCl. Las hormonas fueron adicionadas y
después de 5 minutos, se detuvo la reaccion con acido tricloroacético al 80%. Los
fosfatos de inositol se separaron por una cromatografia de intercambio anidnico
(Garcia-Sainz & Macias-Silva, 1990).

Obtencion de membranas. Las membranas plasmaticas de hepatocitos del
pez gato se obtuvieron por homogenizacion del tejido en una solucion hipoténica
alcalina (NaHCQ, !mM) de acuerdo al método de Neville (1968), centrifugando el
homogenado a baja velocidad (9,000 rpm) durante 15 minutos, y separando las
membranas por flotacién, por medio de un gradiente discontinuo de sacarosa {a
25,000 rpm) durante 150 min. Las membranas aisladas de esta forma fueron lavadas
y resuspendidas en una solucion amortiguadora Tris 50 mM, MgCl, 10 mM, pH
7.5, se colocaron en alicuotas de ! ml y se congelaron en nitrégeno liquido en
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donde permanecieron hasta su uso. La cuantificacion de la proteina presente en las
membranas, se realizé por el métado de Lowry, et al., (1951), utilizando albiimina
sérica de bovino como estdndar.

Ensayos de fijacidn del ligande radioactive [{'IJHEAT (Bindirg).
Los estudios de "binding" fueron realizados por incubacion de las membranas (100
pg de proteina) en una solucidn amortiguadora Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA,
5 mM, en cualquiera de las tres condiciones siguientes: con el agente radioactivo
{'*1JHEAT, en ausencia de éste o con los agonistas o antagonistas que se indican
para cada caso. Las incubaciones fueron realizadas en un volumen de 250 i durante
60 minutos, en un bafio de agua con agitacion constante a 25 °C. Al final de la
incubacion se detuvo la reaccion por la adicion de 5 mi de buffer frio y las
membranas fueron inmediatamente separadas por filtracion al vacio a través de
filtros de fibra de vidrio GF/C previamente remojados en polietilenimina al 0.3%%,
para decrementar 12 unidn no especifica en el filtro. Los filtros fueron lavados 3
veces con 5 m! de solucion amortiguadora fria cada vez y se cuantificd la cantidad
de radioligando unido a los receptores en un contador de radiacion gama ( [***1] ).

Paia los experimentos de saturacien, se utilizaron concentraciones crecientes
en ¢l rango de 5 a 500 pM de ['"¥IJHEAT. La unién no especifica se determiné en
presencia de 10 M de fentolamina (antagonista selectivo a -adrenérgico); por otra
parte, la unién especifica se determiné por la diferencia entre la cantidad de
['*IIHEAT total unido (pegado total) y la union no especifica. La unién especifica
representd del 60 al 70 % del pegado total en la K,. Para los ensayos de
competencia se utilizd una concentracion de entre 100 y 200 pM del mismo
radioligando, que corresponde del S50 al 60% de ocupacion de los receptores,
incubando las membranas en presencia de los siguientes agonistas: epinefrina,
norepinefrina, metoxamina y oximetazolina o los antagonistas: prazosina,
fentolamina, S5-metil urapidil, WB4104, benoxatian y (+)niguldipina, en las
concentraciones que se indican para cada ensayo. Los datos obtenidos de los
estudios de saturacion y competencia se analizaron con el programa EBDA
{Biosof-Elsevier}. Los valores de las K5 se calcularon de acuerdo a Cheng y Prusoff
(1973).



RESULTADOS

Efecto de la accion de agentes o,-adrenérgicos sobre el [Ca’.

En hepatocitos del pez gato, [ctalurus punctatus, la activacidn por agentes
a,-adrenérgicos induce un claro incremento en la concentracion de calcio citosolico
([Ca*]). En la figura | se presenta un trazo representativo de esta respuesta, en
donde la norepinefrina, en presencia de propranolol (un antagonista B-adrenérgico),
induce un incremento inmediato en el [Ca®’); seguido por un rapido decremento en
funcion de la concentracicn de agonista utilizado; este patron se repite una o dos
veces de una manera oscilatoria, observindose ademds que la magnitud de los picos
disminuye gradualmente en funcion del tiempo, retonando cerca de su nivel basal
hasta los 5 miniutos en que el trazo fue calibrado.

El efecto de norepinefrina fue dependiente de la dosis (fig. 2), alcanzando un
miximo de 2 a 3 veces sobre el nivel basal (de un valor basal de 122 & 7 nM a un
incremento de 250-350 nM). La epinefrina fue tan potente y efectiva como la
norepinefrina, en contraste a la oximetazolina la cual no presentd efecto a las
concentraciones utilizadas y a la metoxamina, que induce un pequefio incremento
del [Ca®); solo a concentraciones elevadas (fig. 2).

El incremento en la concentracién de [Ca*], producido por 10 uM de
norepinefrina, en presencia de 10 pM de propranolol, fue inhibido por una serie de
antagonistas reversibles o,-adrenérgicos, con el siguiente orden de potencia: WB
4101 > benoxatian > 5-metil urapidil > fentolamina > (+)niguldipina (fig 3). El
efecto de prazosina no pudo ser evaluado debido a su alta fluorescencia intrinseca.

El efecto del antagonista irreversible cloroetilclonidina (CEC) fue también
evaluado. Este compuesto es muy util por su selectividad para distinguir entre ios
diferentes subtipos de receptores a-adrenérgicos (Minneman, 1988). La
preincubacion con 100 pM de CEC por 30 minutos disminuy6 la magnitud de la
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Figura 1.

Efecto de agentes adrenérgicos sobre el Ca® intracelular. Las céluias (20 mg de
peso humedo por mililitro) fueron preincubadas con 10 uM de indo-1/AM como se
indica en los Materiales y Métodos, lavadas y resuspendidas en el amortiguador para
pez adicionado con 1.5 mM de CaCl,. Las células fueron colocadas en cubetas de 4 ml
y equilibradas en el fluorametro, en donde fue adicionado 10 WM de propranalo! (Pro),
sequido por 10 M de norepinefrina {NE). Todas las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente. El trazo es representativo de entre 6 y B experimentos con
diferentes preparaciones celulares.
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Figura 2.

Efecto de agonistas a,-adrenérgicos sobre el Ca®intracelular. Las células (20 mg
de peso himedo por mililitro) fueron preincubadas con 10 pM de indo-1/AM como se
indica en los Materiales y Métodos, lavadas y resuspendidas en el amortiguador para
pez con 1.5 mM de CaCl,. Las células fueron colocadas en cubetas de 4 ml y
equilibradas en el fluordmetro, en donde fueron incubadas con  diferentes
concentraciones de norepinefrina {circulos vacios), epinefrina (circulos obscuros),
ambas en presencia de 10 pM de propranolol, metoxamina (cuadros vacios) y
oximetazolina (cuadros obscuros). Todas las mediciones se realizaron a temperatura
ambiente. Los resultados se expresan como el porciento de la concentracion basal de
Ca? intracelular, el cual fue de 126 + 22 nM. Los datos representan el promedio el
error estandar de entre 6 y 8 experimentos, utilizando diferentes preparaciones
celulares.
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Figura 3.

Efecto de antagonistas o,-adrenérgicos sobre el incremento del Ca*intracelular,
inducido por norepinefrina. Las células (20 mg de peso himedo por mi) fueron
preincubadas con 10 uM de indo-1/AM como se indica en los Materiales y Métodos,
lavadas y resuspendidas en el amortiguador para pez con 1.5 mM de CaCl,
Posteriorments, las células fueron colocadas en cubetas de 4 ml y equilibradas en el
fluorémetro, en donde se incubaron en presencia de 10 M de propranolol y la
diferentes concentraciones que se indican de: WB 4101 {cuadros vacios), benoxatian
{triangulos obscuros), 5-metil urapidil (circulos obscuros), fentolamina (circulos vacios)
o {+)niguldipina (tridngulos vacios), por 1 6 2 minutos. Después de esta incubacién se
adicion6 10 pM de norepinefrina. Todas las mediciones se realizaron a temperatura
ambiente. La grafica representa el promedio + el error estandar de entre 6y 8
experimentos, utilizando diferentes preparaciones celulares.



Resultados

respuesta a norepinefrina (en presencia de 10 uM de propranolol) y claramente
recorrié la curva hacia la derecha (fig. 4). El basal no fue afectado por el
pretratamiento de las células con CEC.

Caracterizacion del sistema transduccional acoplado a las acciones
o,-adrenérgicas. Se evalud el efecto de la norepinefrina sobre la produccion de
fosfatos de [*H]inositol en células premarcadas con inositol tritiado, observandose
solamente un pequeiio incremento en la produccion de IP; (entre un 30 y un 40%
sobre el nivel basal). De manera contrastante se observo un claro efecto de
concentraciones crecientes de norepinefrina en el marcaje del fosfatidilinositol (P1),
en presencia de 10 M de propranolol (fig. 5A), estimulacion cercana a 2.5 veces
sobre el nivel basal. El marcaje del PI es un indicador de la resintesis de este
fosfoinositido, evento que es secundario a la hidrolisis del fosfatidilinositol
4,5-bifosfato. El efecto de 10 pM de norepinefrina (en presencia de propranolol) fue
bloqueado completamente por 10 uM de prazosina (fiz. 5B). El antagonista
prazosina, por si mismo, no presenté ningin efecto sobre el marcaje de PL

Identificacién de sitios or;-adrenérgicos y caracterizacién farmacolégica
del subtipo de receptor por ensayos de binding. En las membranas hepaticas
del pez gato Ictalurus punctatus, aisladas por gradiente de sacarosa, se caracterizd
al receptor o,-adrenérgico por ensayos de asociacién de ligandos radioactivos. Al
utilizar concentraciones crecientes del radioligando ['“IJHEAT, se observd una
union rapida, reversible y saturable, como se demuestra en la fig. 6. El analisis de
Scatchard describié un comportamiento lineal, como se observa en la grifica
insertada en la fig. 6. Esto demuestra la existencia de una poblacion pequefia de
sitios homogéneos de receptores a,-adrenérgicos (aproximadamente 33 fmol/mg
de proteina), que presentan, ademas, una alta afinidad para el ['*1|HEAT (K, = 100
pM) (ver tabla 1).

También fué valorado el efecto del antagonista irreversible cloroetilclonidina

sobre el ensayo de fijacion del radioligando ['*1JHEAT. Para ello, las membranas
fueron preincubadas en presencia o ausencia de 10 uM de este agente alquilante
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Efecto de la preincubacién con cloreoetilclonidina sobre el incremento en la
concentracion de Caintracelular, inducido por norepinefrina. Las células (20 mg
de pesoc himedeo por ml) fueron preincubadas por 30 minutos con el indo-1/AM, en
ausencia (circulos obscuros), o presencia de 1C0 yM de cloreetilclonidina (circulos
vacios) en el amortiguador para pez adicionado con 1.5 mM de CaCl,. Después de la
preincubacion, las células fueron estimuladas con diferentes concentracicnes de
norepinefrina en presencia de 10 yM de propranolol. Todas las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente. Los dalos representan el promedio t el error
estandar de entre 6 y 8 experimentos, utilizando diferentes preparaciones celulares.
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Figura §.

Efecto de agentes o,-adrenérgicos sobre el marcaje de fosfatidilinosito! (Pl).
Las células (50 mg de peso himedo por ml) se incubaron durante 1 hr con 10 uCi de
[¥P]. a temperatura ambiente, de acuerdo a las siguientes condiciones: Panel A: En
presencia de 10 pM de propranolol y diferentes concentraciones de norepinefrina.
Panel B: En ausencia (B), o presencia de 10 uM de norepinefrina (NE) o de 10 uM de
norepinefrina mas 10 uM de prazosina {NE + PZ). Los resuitados se expresan como
el porciento del marcaje basal de PI, el cual fue de 307 + 30 cpm/100 mg de célutas de
peso himedo. La grafica representa el promedio + el error estandar de 5 experimentos,
usando diferentes preparaciones celulares.
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Figura 8. -
Curva de saturacion de PZ(JHEAT, utilizando membranas hepaticas de pez. las
membranas {100 ug de proteina) fueren incubadas con concentraciones crecientes de
["S]HEAT, a temperatura ambiente durante 1 hr en el amortiguador Tris 50 mM, NaCi
150 mM y EDTA 5 mM. La gréfica representa la union especifica de [PIHEAT a
receplores o,-adrenérgicos que se determing por fa diferencia entre ta cantidad de
[=)HEAT total unido (pegado total) y fa union no especifica, delerminada por la
presencia de 10 uM de fentolamina. E} analisis de Rosentnal de ia misma curva se
inserta en la grafica. La figura es representativa de 5 experimentos, utitizando
diferentes preparaciones celulares.



Tabla 1. Parametros de las graficas de saturacion de [125]HEAT,
en membranas hepéticas de pez.

K, Bmax

Tratamiento (pM) ( fmol/mg }
Sin Incubar (5) 100 + 23 333
Preincubadas solas (4) 57 £ 1 81
Preincubadas con CEC {4) 64 + 10 9+ 1

Los resultados representan el valor promedio + el error estandar de entre 4 y 5

experimentos, utilizando diferentes preparaciones de membranas para cada caso. CEC,
cloroetilclonidina. Bmax, fijacién maxima.



Resultados

durante 30 minutos a temperatura ambiente, al término del cual se lavaron varias
veces y se utilizaron para los ensayos de saturacién con ['ZI[HEAT. La
preincubacién por si misma, disminuyé el pegado total (aproximadamente un 40%
con respecto a los experimentos de saturacion). Sin embargo, el pretratamiento con
CEC solo disminuyé la Bmax, sin alterar de manera importante la afinidad del
receptor (fig. 7 y tabla 1). La utilizacion de una concentracién mayor de CEC (100
M) disminuyé por completo el pegado del ['*IJHEAT.

La caracterizacion del subtipo de receptor se realizo con la utilizacion de
agonistas y antagonistas «,-adrenérgicos, mediante la técnica de desplazamientos
por "binding", la cual consiste en utilizar una concentracién fija de ['“IJHEAT,
alrededor de la K, (entre 100 y 200 pM) v utilizar concentraciones crecientes de los
agonistas y antagonistas, Como resultado de estos estudios se obtuvieron las curvas
de competencia ilustradas en las figuras 8 (agonistas) y 9 (antagonistas). Los valores
de las K;s se muestran en la tabla 2 y en base a estos valores, el orden de potencia
para desplazar la union de ['"“IJHEAT fue:

1) Para agonistas: oximetazolina > epinefrina > norepinefrina > metoxamina.

2) Para antagonistas: prazosina > WB 4101 > benoxatian > 5-metil urapidil >
fentolamina > (+)niguldipina.

Para confirmar que la respuesta celular (incremento en el [Ca®']) fue mediada
por el mismo receptor identificado por los estudios de asociacion del ligando
radioactivo ['*I1JHEAT, se realizé un andlisis de correlacién de los valores de las
K;s de los estudios de competencia y de las [Cy, obtenidas de los experimentos de
[Ca], observandose una buena correlacién entre estos valores (pendiente = 0.73 y
r = 0.96), lo que sugiere que el receptor caracterizado por binding, corresponde al
mismo involucrado en el incremento en los niveles de calcio intracelular (fig 10).
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Figura 7.

Efecto del pretratamiento con cloroetilcionidina sobre 10s ensayos de fijacién
del ligando radioactivo ["*IJHEAT. Las membranas (100 ug de proteina) fueron
preincubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM v EDTA 5 mM, a
temperatura ambiente durante 1 hr en cualquiera de las siguientes condiciones: en
ausencia (circulos obscurcs), o presencia (circulos vacios) de 10 pM de
cloroetiiclonidina. Después del tratamiento las membranas fueron lavadas varias veces
con el mismo amortiguador y se realizaron experimentos de saturacién, bajo las
mismas condiciones en el ensayo anterior (figura 6). La grafica representa el analisis
de Rosenthal del pegado especifico de las curvas de saturacién. La figura es
representativa de 4 experimentos, utifizando diferentes preparaciones celulares.
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Figura 8.

Inhibicién del pegado especifico de ['*JHEAT por agonistas «,-adrenérgicos,
utilizando membranas hepaticas de pez. Las membranas (100 pg de proteina)
fueron incubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM y EDTA 5 mM, a
temperalura ambiente durante 1 hr, en presencia de entre 100y 200 pM de ['“I]HEAT y
de diferentes concentraciones de los siguientes agonistas: oximetazolina (cuadros
obscuros); epinefrina (circulos obscuros); norepinefrina (circulos vacios); metoxamina
(cuadros vacios). La figura es representativa de entre 4 y 7 experimentos, usando
diferentes preparaciones membranales.
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Figura 9.

Inhibicién del pegado especifico de [**IJHEAT por antagonistas «,-adrenérgicos,
utifizando membranas hepaticas de pez. Las membranas (100 pg de proteina)
fueron incubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM y EDTA 5 mM, a
temperatura ambiente durante 1 hr, en presencia de entre 100 y 200 pM de ['*IJHEAT y
de diferentes concentraciones de los siguientes antagonista: prazosina (rombos
obscuros); WB 4101 (cuadres vacios); 5-meftil urapidil (circulos obscuros); benoxatian
(tridangulos obscuros); (+)niguldipina {tridéngulos vacios); fentolamina (circulos vacios).
La figura es representativa de entre 4 y 7 experimentos, usando diferentes
preparaciones de membranas.




Tabla 2, Afinidades de los agonistas y antagonistas para receptores
a4-adrenérgicos en membranas hepaticas de pez.

AGENTES Ki (nM) l Pendiente
Agonista:
Oximetazolina (4) 199+ 12 1.06 + 0.06
(-)Epinefrina (4) 7,530 + 1,050 0.84 £ 0.05
(-)Norepinefrina (6) 9,960 + 1,160 0.72 £ 0.05
Metoxamina (4) 242,000 £ 14,000 0.92 + 0.04
Antagonistas:
Prazosina (4) 0.69 £ 0.02 0.85 £ 0.04
WB4101 (7) 4.40 £ 1.00 0.87 + 0.06
Benoxatian (5) 14 £ 5 0.90 + 0.06
5-Metil urapidil (6) 20 £ 2 0.90 + 0.04
Fentolamina (5) 98 + 27 0.89 + 0.04
(+)Nipguldipina (5) 420 * 67 1.00 + 0.06

Los resultados son el promedio + el error estandar, con el nimero de experimentos
indicados entre paréntesis, usando diferentes preparaciones de membranas.
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Grafica de correlacion de los valores de K, de los diferentes antagonistas contra
los valores de IC,, obtenidos de los experimentos sobre [Ca®], en membranas
hepéticas de pez. Coeficiente de correlacion = 0.96; pendiente = 0.73,



DISCUSION

En el presente trabajo se probd y caracterizd la existencia de receptores
o-adrenérgicos presentes en hepatocitos de pez gato fctalurus punctatus, el subtipo
a,-adrenérgico y el sistema de transduccion de sefiales al que este receptor se
acopla. Para ello se utilizaron diversas estrategias experimentales demostréndose
claramente la existencia de receptores «,-adrenérgicos, que ademds modulan
respuestas fisiologicas como el incremento en la concentracion intracelular de Ca®".

E! incremento en la concentracién de Ca* por agentes ou,-adrenérgicos,
confirma los anteriores reportes de Moon y colaboradores en las especies de pez
gato Ictalurus melas e Ictalurus nebulosus (Zhang, et al., 1992a; Zhang, et al.,
1992b; Moon, ef al, 1993).

Sin embargo, un estudio farmacolégico mds detallado de esta respuesta
fisioldgica, utilizando diversos agentes agonistas y antagonista o-adrenérgicos,
demuestra por primera vez la participacion de receptores o -adrenérgicos del
subtipo o, ya que, confirmando lo observado en otros estudios, 1a metoxamina y la
oximetazolina presentan muy poco o ningin efecto en el incremento en la [Ca®’];,
en comparacion con la alta actividad en células que expresan los subtipos o, y otyc
(Garcia-Sainz, et al., 1985, Garcia-Sainz, ef al., 1993), ademas de la sensibilidad
que demostrd esta respuesta al antagonista selectivo a5, cloroetilclonidina.

El patron oscilatorio intracelular para el Ca¥, por accion de norepinefrina
(figura 1), ha sido observado en células individuales incluyendo hepatocitos de
anguila (Zhang, ef al., 1992; Woods, ef al, 1986). Nuestros datos sugieren que los
hepatocitos de ctarulus punctatus responden de una manera sincronizada a la
estimulacion adrenérgica. Sin embargo, este comportamiento oscilatorio no ha sido
observado en hepatocitos individuales de Ictalurus nebulosus (Zhang, et al., 1992),
Aunque no se conoce cual es la razon de tales diferencias, es muy probable que la
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temperatura en que se realizan estos ensayos pueda estar jugando un papel
importante en los resultados obtenidos. Los experimentos realizados en Jcralurus
nebulosus fueron realizados a 10°C, mientras que nuestros experimentos se
realizaron a 25°C. La disminucion de la temperatura puede estar implicada en la
inhibicién de mecanismos de transporte activo mas que en mecanismos de difusion
pasiva, lo que resultaria en una reduccion en la concentracion de calcio que entra a
través de estos mecanismos. Sin embargo, existen evidencias recientes de que las
especies poiquilotermas, pueden tener mecanismos mucho menos sensibles a la
temperatura que los mamiferos, lo que les permitiia mantener sus gradientes de
calcio a temperaturas bajas (Bersohn, er al., 1991), desconociéndose el significado
real de este comportamiento oscilatorio.

La respuesta «,-adrenérgica se halla usualmente asoctada al recambio de
fosfoinositidos, como mecanismo de transduccion de sefiales al que se acopla este
receptor (Fain & Garcia-Sainz, 1980; Garcia-Sainz, 1993). La activacién del
receptor a-adrenérgico, presente en hepatocitos del pez gato, produjo un pequeiio
incremento en la produccién del segundo mensajero IP; (cerca de 40% sobre el nivel
basal). Debido a esto, se caracterizé de una manera mas completa el sistema de
transduccion analizando el recambio de fosfatidilinositol (PI), que es un efecto
secundario a la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Michell, 1975).

Elincremento en la resintesis de PI, por accidn de norepinefrina, demuestra
que las acciones adrenérgicas en hepatocitos del pez Iclalurus punctatus se ejercen
a través de la activacion de un receptor «-adrenérgico que se acopla al sistema de
transduccidn de los fosfoinositidos-calcio. Al parecer este pequeiio incremento en la
concentracion intracelular de IP; es suficiente para producir los cambios observados
en el calcio intracelular, ya que en este caso la respuesta P-adrenérgica fue
bloqueada por el antagonista selectivo propranolol, descartando un posible influjo
de este ion del medio extracelular por accion del incremento en los niveles de AMP
ciclico, como fue observado en un reporte previo por Kleineke & Janssens (1993)
en hepatocitos de axolotl. Sin embargo, es de especial interés para nosotros, el
analizar el papel del AMPc en el influjo del calcio extracelular en este modelo
hepatico.
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Los ensayos realizados con la técnica de fijacion del ligando radioactivo
['*1JHEAT, demostraron la existencia de un nimero pequefio de sitios homogéneos
de receptores o -adrenérgicos, comparado con el que se ha reportado en
membranas hepdticas de otras especies (Garcia-Sdinz, et al,, 1994; Garcia-Sainz, et
al., 1992a; Gutiérrez-Venegas & Garcia-Sainz, 1993; Han, et al., 1987; Taddei, et
al., 1993). Las evidencias farmacologicas sugieren que el receptor caracterizado en
esta especie de pez teleosteo pertenece al subtipo de receptor a,;z-adrenérgico. Entre
las caracteristicas que los distinguen de otros subtipos (Garcia-Sdinz 1993}, es su
sensibilidad a la cloroetilelonidina y su relativa baja afinidad por los antagonistas
reversibles niguldipina, benoxatian, WB 4101 y S-metil urapidil. Sin embargo, no
existe una clara identidad entre los valores de las K;s obtenidos para esta especie y
las obtenidas para el mismo receptor presente en otras especies, principalmente en
aves y mamiferos, donde el receptor ha sido caracterizado en el mismo tejido
(Gutiérrez-Venegas & Garcia-Sainz, 1993; Garcia-Sainz, et al, 1992a;
Garcia-Sdinz, et al,, 1994). Por ejemplo, las afinidades para benoxatian (K;= 14
nM) y 5-metil urapidil (20 nM) fueron mayores que las reportadas para el receptor
o, presente en membranas hepiticas de rata (73 nM y 262 nM, respectivamente),
considerado como el subtipo prototipe a,; (Garcia-Sdinz, ef al., 1994). A pesar de
ello, los valores de las Ks obtenidos para el subtipo a; de pez, se encuentran
dentro de los reportados para este subtipo de adrenorreceptor, ya que existe un
rango de valores de las K;s para cada antagonista (Garcia-Sainz 1993).

Es muy importante mencionar que la lipofilicidad de los radioligandos,
de los agonistas y de los antagonistas utilizados en los ensayos de competencia, asi
como la cantidad y tipo de lipidos presentes en las membranas de las células de las
diferentes especies, pueden contribuir a las variaciones observadas. Ademas, la
sustitucion de un solo amincicido en la secuencia del receptor puede alterar la
afinidad por uno o varios ligandos especificos (Oksemberg, er al.,1992), dande
como resultado las diferencias farmacologicas observadas entre receptores
homdlogos.

El andlisis de correlacion obtenido de los valores de las K;s de los ensayos de
competencia con antagonistas y de los valores de 1C, obtenidos de los estudios
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sobre el {Ca™}; demuestra que este evento fisiologico es regulado por la activacion
de recepiores o, g-adrenérgicos.

Sin embargo, como ya se ha reportado para otros modelos hepaticos de
vertiebrados menores, la activacion de este receptor no repula la glucogendlisis, ya
que se realizaron  una serie de experimentos en nuestro laboratorio que asi lo
demuestran. Este hecho deja a la expectativa por el momento, el papel de estos
receptores en el metabolismo de los carbohidratos, tan importante en mamiferos y
que es uno de nuestros objetivos a realizar como continuacidn de este trabajo.

La gran cantidad de estudios realizados sobre la caracterizacion de los
subtipos de receptores a,-adrenérgicos en células hepaticas de diversas especies de
mamiferos indican una gran heterogeneidad; asi, en higado de rata (Garcia-Sainz, et
al., 1994; Garcia-Sainz, ef al., 1992a; Han, er al., 1987a; Taddei, ef al., 1993),
raton (Garcia-Sainz, et al,, 1994) y hamster (Garcia-Sainz, ef af., 1994) se expresa
¢l subtipo a,g, mientras que en hepatocitos de conejo (Garcia-Sainz, et al., 1992a;
Taddei, et al., 1993) y de humano (trabaje enviado a publicacion) se expresa el
subtipo a,c. En hepatocitos de cuye se expresa un receptor con las propiedades
farmacologicas del subtipo @,, (Garcia-Sainz, er al,, 1992a; Garcia-Sainz &
Romero-Avila, 1993; Taddei, ef al., 1993), pero que por andlisis de Northern blot
hibridiza con la sonda del subtipo o, (Garcia-Sainz, ef al., 1992a). Por otra parte,
el receptor que s¢ expresa en aves es el o y-adrenérgico (Gutierrez-Venegas &
Garcia-Sainz, 1993).

El receptor caracterizado en el presente trabajo corresponde a un subtipo
con propiedades farmacologicas y funcionales del oy, lo que permite propener que
en tejido hepatico, este subtipo de receptor, es el mds primitivo de los «, en
términos  evolutivos, desconociéndose por el momento la presencia de otros
subtipos en anfibios y reptiles.
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo demuestran la existencia de receptores
o,-adrenérgicos en células hepiticas del pez pato Ictalurus punctatus, los cuales
modulan el incremento en la concentracion de Ca®* intracelular y el recambio de
fosfoinositidos. La caracterizacion farmacolégica de estos receptores sugiere que
pertenecen al subtipo a,g-adrenérgico.
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