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RESUMEN 

La caracterización de los receptores u 1-adrenérgicos en hígado de 
diferentes especies de mamíferos muestra una considerable variación en 
cuanto a los subtipos que se expresan: en rata, ratón y hamster, el a.rn; en 
conejo, el a 1c, y en cuyo el u 1A- En aves, el receptor que se expresa es el 
a 10• Sin embargo, en vertebrados menores (peces, anfibios y reptiles) a(m no 
se ha demostrado su existencia. Para ello en el presente trabajo se propuso la 
caracterización farmacológica de la respuesta a.1-adrenérgica en hepatocitos 
del pez gato, Jctalunis p1111ctat11s, en donde la norepinefrina, en presencia de 
propranolol, que bloquea la acción 13-adrenérgíca, incrementa la 
concentración intracelular de ca2+ de una manera dependiente de la dosis. 
Este efecto fue inhibido por antagonistas a.1 con el siguiente orden de 
potencia: WB4!01 > benoxatian ~ 5-metil urapidil > fentolamina > 
(+)niguldipina. El pretratamiento con el antagonista irreversible, 
cloroetilclonidina, el cual permite distinguir entre los diferentes subtipos de 
receptores a.1, reduce la magnitud de la respuesta. La estímulacíón con 
norepinefrina, también incrementa la resíntesis de fosfatidilinositol, de una 
manera dependiente de la dosis. Por otra parte, estudios de fijación del 
ligando radioactivo [125f)HEAT en membranas hepáticas aisladas por 
gradiente de sacarosa., demostraron la existencia de un número pequeño de 
receptores a.1-adrenérgicos (33 finol/mg de proteína) de alta afinidad 
(K0~ l 00 pM). Experimentos de competencia. utilizando la misma técnica, 
mostraron el siguiente orden de potencia: 1) Para agonistas: oximetazolina > 
epinefiina ~ norepinefiina > metoxarnina. 2) Para antagonistas: prazosina > 
WB4101 > benoxatian ~ 5-metil urapidil > fentolamina > (+)níguldipina. El 
efecto de cloroetilclonidina redujo de manera importante la fijación 
del ¡12s1]HEAT. Estos resultados sugieren que el subtipo de receptor 
a.1-adrenérgico presente en células hepáticas del pez gato Icta/un1s 
pzmctatus, es similar al arn. y que éste, además, modula respuestas 
fisiológicas como el incremento en la concentración de ca2+ intracelular. 



INTRODUCCION 

La epinefrina y la norepinefrina tienen una participación muy importante 
en la regulación de la homeostasis de una amplia variedad de funciones fisiológicas. 
El estudio de las acciones adrenérgicas se inicia en el año de 1895 cuando Oliver 
y Shafer, al trabajar con extractos de médula adrenal de mamífero, observaron 
que éstos provocaban vasoconstricción y elevación de la presión sanguínea al 
inyectarlo en la circulación. John Able identificó y purificó al compuesto activo 

responsable de estos efectos denominándolo adrenalina (epinefrina) y 

posteriormente, Stolz y Dakin de forma independiente determinaron su composición 
química lográndola sintetizar (Hoffinann & Lelkowitz. 1991 ). Cerca de 100 ali os 
después de estos hallazgos se han realizado un gran número de trabajos para 

determinar con detal!e sus efectos y los mecanismos de acción 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 
sanguíneo, por el que llega a diferentes tejidos. En mamíferos, regula funciones 
vitales como el aumento de la presión sanguínea y la regulación de la frecuencia 
cardiaca, la activación de la glucogenólisis en hígado, la regulación de la 
contracción del músculo liso y el control de la secreción hormonal de las glándulas 
endócrinas y exócrinas, entre otras muchas funciones. Además, la epinefrina 

también actúa como un neurotransmisor en ciertas regiones del sistema nervioso 
central (Hoffinann & Lefkowitz, 1991 ). 

Por su parte, la norepinefiina, un precursor de la epinefiina, ejerce sus 
acciones como neurotransmisor periférico y central; se sintetiza y se almacena en 

las terminaciones neuronales del sistema nervioso simpático y se libera en tejidos 
inervados, ejerciendo efectos fisiológicos locales. Como hormona se libera por la 
glándula suprarrenal y estimula la contracción del corazón, dilata los bronquios y 

aumenta la fuerza contráctil de los músculos (Hoffinann & Lefkowitz, 1991 ). 



Introducción 

La síntesis de estas dos catecolaminas se realiza a partir del aminoácido 

tirosina, a través de una serie de pasos enzimáticos que culminan con la formación 

de la epinefrina (figura 1 ). 

Para poder desempeñar sus efectos en los diferentes tejidos, estas 

catecolaminas se imen a receptores protéicos específicos, localizados en la 

superficie celular (receptores adrenérgicos) los cuales son miembros de una gran y 

diversa familia de proteínas integrales de membrana, que ejercen sus acción a través 

de su acoplamiento con una proteína que requiere de nucleótidos de guanina 

(proteína G). 

A continuación se hará una breve revisión sobre las características generales 

de estos receptores. 

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G 

Los receptores acoplados a proteínas G son importantes reguladores 

fisiológicos ya que constituyen el blanco de una gran variedad de hormonas y 

neurotransmisores, así corno para factores autócrinos y parácrinos. Aunque los 

miembros de esta superfarnilia unen varios tipos de ligandos y median una amplia 

variedad de respuestas, la estructura primaria de estas proteínas es notablemente 

similar. Una de sus características más importantes es la presencia de siete 

dominios lúdrofóbicos transmembranales. La topografía para este modelo predice 

que los dominios se encuentran conectados entre sí por tres asas extracelulares y 

tres intracelulares, y que la región amino y carboxilo terminal se localizan en el 

espacio extracelular e intracelular, respectivamente (Dohlman, et al., 1987a; 

Lefkowitz & Caron, 1988; Baldwin, 1994 ). 

Los estudios sobre las características topo¡,'fáficas de estos receptores se basa 

en el modelo determinado para la bacteriorrodopsina, proteína de membrana aislada 

de Halobacteri11111 halobium y para el pigmento fotorreceptor de vertebrados, 

rodopsina, en donde estudios por difracción de electrones y microscopía 

electrónica han detenninado la presencia de siete dominios transmembranales 
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Figura 1. 
Biosintesis de Catecolaminas. 
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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 bioquímicos, utilizando 
proteólisis limitada (Dohlrnan, el al, l 987b) y a estudios inmunológicos, realizados 

con el receptor 132-adrenérgico (Wang, et al., 1989). 

El objetivo de muchas investigaciones se ha centrado en determinar los 
mecanismos molectúares por los que los receptores adrenérgicos y otros acoplados 
a proteínas G, ejercen específicas y variadas respuestas celtúares por la unión de sus 
ligandos naturales. El estudio de la secuencia de estas proteinas receptoras no 
únicamente ha proporcionado información acerca de la estructura, sino, además, ha 
permitido su manipulación genética, realizando cambios en la secuencia de 
nucleótidos. Estas mutaciones dirigidas ampliaron el conocimiento acerca de los 
dominios estructurales que están involucrados en la unión del ligando y en la 
interacción con la proteína G (Lomasney, et al. 199la; Baldwin, 1994). 

Uno de los receptores acoplados a proteínas G más estudiados es el 

P-adrenérgico, sirviendo como modelo para el estudio de todos los receptores 
adrenérgicos (Shorr, et al., 1981; Shorr, et al., 1982; Dixon, et al., 1987; Strader, 
et al., 1988). 

Hasta hace sólo algunos años, la caracterización de los receptores 
acoplados a proteínas G se apoyaba en un carácter puramente farmacológico, 
basado en las afinidades de agonistas y antagonistas. Sin embargo, en la actualidad 
se utilizan tres enfoques para su identificación. Históricamente, el más usado es el 
estudio funcional de una respuesta fisiológica tanto en animales (in vivo) como en 
tejidos aislados (in vi/ro). El rápido desarrollo de la técnica de fijación de ligandos 
radioactivos (binding) ha constituido en orden cronológico la segunda de las 
herramientas más utilizadas para una identificación farmacológica. Por último, el 
reciente desarrollo de las técnicas de biolo¡,>ia molecular permite la identificación de 
receptores por clonación. Con estas metodologías se ha logrado localizar 
anatómicamente los diferentes receptores para una hormona particular, identificar 

3 
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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 encontró que un 

gran número de honnonas y neurotransmisores poseen más de un receptor al cual 

pueden unirse, activando un sistema transduccional específico. Uno de los ejemplos 

más representativos es el de las catecolarninas endógenas epinefrina y norepinefrina, 

las cuales pueden unirse a tres tipos de receptores: los a 1 acoplados 

estimulatoriamente al recambio de fosfoinosítidos; los a,. que inhiben la actividad 

de la adenilato ciclasa y los 13-adrenérgicos acoplados estimulatoriamente a la 

adenilato ciclasa. De estos tipos de receptores se han descrito al menos cuatro 

subtipos para los a,(A-D) y a,(A-D), y tres para los j3(1-3) (figura 2) (Bylund, 

1992; Lomasney, et al., l 99la; Surnmers & McMartin, 1993). Otros casos similares 

están reportados para la angiotensina ll, la histamina, la serotonina, el GABA, la 

acetilcolina y el glutamato, entre otros (para una revisión sobre la clasificación de 

estos receptores ver Kebabian & Neumeyer, 1994). Pero, ¿cuál 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 

bioquímicos y fisiológicos en el organismo. 

Un aspecto muy interesante e importante es el hecho de que todos estos 

estudios han permitido identificar diferencias a nivel estructural y fimcional entre 

los tipos y subtipos de receptores para una hormona: 1) diferencias en cuanto a su 

estructura primaria, lo que les confieren distintas afinidades para la hormona o 

neurotransmisor natural; 2) diferencias en Ja afinidad para drogas sintéticas, 

agonistas o antagonista; J) diferencias en su localización tisular; ./) diferente 

mecanismo de transducción de señales, en algunos casos; y , 5) diferencias en la 

regulación de la densidad de los receptores (esto en función del estado fisiológico, 

patológico o del desarrollo). 

A continuación se hará una revisión sobre los receptores adrenérgicos, con 

especial interés en el tipo a,, dada su importancia para el presente trabajo de tesis. 

4 
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Figura 2. 
Clasiflcaclón de los receptores adrenérglcos 
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RECEPTORESADRENERGICOS 

Históricamente, los receptores adrenérgicos fueron divididos en dos por 

Ahlquist en el año de 1948: los receptores ex- y los 13-adrenérgicos. La existencia 

de los subtipos de receptores 13 1 y 13 2 fue reconocida por primera vez en 1967 y dos 

diferentes tipos de receptores ex (ex, y ex2) fueron descubiertos en los años setenta. 
En la década de los ochenta, el desarrollo de drogas más selectivas y el uso de la 
tecnologia de clonación molecular pennitió, sorpresivamente, identificar nuevos 
subtipos de receptores adrenérgicos (Minneman y Esbenshade, 1994 ). 

Actualmente se reconocen tres principales familias (ex,, ex, y 13) y 

cada una contiene distintos subtipos de receptores (figura 2). Estas familias son 
subdivididas de acuerdo a la homología de sus secuencias primarias, su 
especificidad por distintas drogas y a los mecanismos de transducción de señales al 
que se acoplan. 

Las familias se caracterizan por que existe entre ellas cerca de un 40% de 
homología en sus secuencias y de un 70 a un 75% de homología entre los subtipos 
que las constituyen (Lefkowitz y Caron, 1988; Lomasney el al, 199la); cuentan 
con un perfil farmacológico caracteristico, aunque la especificidad por las 
diferentes drogas difiere entre los subtipos y por que activan al mismo, o similar, 
mecanismo de transducción de señales. Cada subtipo es producto de un gene 
separado y presenta una especificidad farmacológica y distribución tisular particular. 

RECEPTORES a,ADRENERGICOS 

Los receptores ex, han sido caracterizados por innumerables estudios 
farmacológicos, funcionales y de biología molecular, los cuales han sugerido la 

existencia de quizá cuatro subtipos de receptores ( ª""' cx19, cx1c1 y CXio) tres de 

los cuales han sido aislados por clonación molecular ( cx 111, cx1c1 y cxio) (Minneman 
& Esbenshade, 1994 ). 

5 
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Al igual que otros receptores acoplados a proteinas G, los a 1-adrenérgicos 

están constituidos por una sola cadena de aminoácidos que atraviesa siete veces la 
membrana plasmática formándose, por este mismo hecho, tres asas intracelulares y 
tres extracelulares (Lomasney, et al., 1994) (figura 3). Los estudios de biología 
molecular han proporcionado datos acerca de la longitud aproximada de estos 
receptores adrenérgicos, los cuales presentan entre 466 y 560 residuos de 

aminoácidos. De su estructura primaria, el peso molecular calculado para estos 
receptores se encuentra entre 37000 y 45000 M, (Lomasney, et al., 1991 a). 

En cuanto a sus características fannacológicas, estos receptores presentan la 
misma afinidad por sus agonistas naturales (epinefrina y norepinefrina). Todos los 

receptores a, son bloqueados por el antagonista prazosina (compuesto considerado 

como un bloqueador no selectivo para los a,-adrenérgico) y demuestran baja 

afinidad por los antagonistas a 2-adrenérgicos, yohimbina y rauwolsina. 

El desarrollo de la técnica de fijación de ligandos radioactivos (binding) 
constituye uno de los avances más importantes para el estudio farmacológico efe los 

receptores a 1-adrcnérgicos. En los estudios iniciales de estos receptores, durante la 
decada de los años setenta, se utilizaron la 'H-DHE (dihidroergocriptina) y el 
[
3H]WB4IO1 (2-[(2 ',6'-dimetoxi)fenoxietil-amino]metilbenzodioxan). Estos dos 

ligandos fueron utilizados antes de la distinción de los receptores a,- y 

a 2-adrenérgicos y ambos, posterionnente, demostraron tener selectividad no 

solamente por el receptor a,-adrenérgico sino por otros receptores resultando 
inadecuada su utilización. Posterionnente, se sintetizaron dos nuevos antagonistas 

radioactivos que mostraron una mucho mayor afinidad por los a,; estos fueron la 
PHJprazosina y el [ml]I-BE 2254 (I-HEAT) (fih'1lfa 4). La prazosina presenta todas 

las características de un excelente ligando para los receptores a,-adrenérgicos. 
Entre sus propiedades más notables se encuentran su alta afinidad por estos 

receptores, un grado mínimo de asociación no especifica y sitios de asociación de 
una sola clase (Bylund, 1987). El [1125]-HEAT, por su parte, fue utilizado por vez 

primera para identificar sitios a,-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 a,-adrenérgicos. Tiene la ventaja de que su actividad 

especifica (2200 Ci/mmol) es, aproximadamente, 30 veces mayor que la de la 

[ 3H]prazosina. Así, es utilizado particulannente en los casos en que la cantidad de 

tejido es limitada o la cantidad de silios receptores es muy pequeño (Bylund, 1987). 

Una de las particularidades de estos compuestos es que no distinguen 

entre los subtipos a 1-adrenérgicos. Esto, awiado a la síntesis de una gran canlidad 

de antagonistas (figura 5) y agonistas (figura 6) selectivos, ha permitido la 

identificación de los diferentes subtipos de receptores a 1-adrenérgicos, los cuales 

presentan un perfil fannacológico característico basado en el orden de potencia 

demostrado por estos compuestos (Bylund, 1987; Summers & McMartin, 1993; 

Bylund, et al., 1994 ). 

l. Estudios Farmacológicos 
A mediados de los alias ochenta, surgieron evidencias de la existencia de al 

menos dos tipos distintos de receptores a, adrenérgicos en base a características 

farmacológicas. Morrow y Creese ( 1986) demostraron dos poblaciones distintas de 

receptores a, en sistema nervioso central de rata con diferentes afinidades para los 

antagonistas fentolamina y WB 4101 (fig. 5). Los sitios con alta afinidad para el 

WB4 IOI y fentolamina füeron desi¡,'llados como ª"'y los de baja afinidad para los 

mismos compuestos como ªm· Otros estudios mostraron que el antagonista 
irreversible cloretilclonidina (fig. 5) inactiva únicamente 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, mostró la 

existencia de al menos dos sitios receptores a 1-adrenérgicos: imos füeron completa 

y potentemente inhibidos por la CEC ( sensibles a CEC) mientras que los otros 

sitios füeron insensibles al mismo compuesto ( Han et al., 1987a). Posterionnente, 

se demostró que tanto la cloroetilclonidina como el WB 41O1 distinguen la misma 

subpoblación de sitios adrenérgicos (Minneman, el al., 1988); los que tienen alta 

afinidad para el antagonista competitivo WB 41O1 ( a,A) correlacionaron con los 

sitios insensibles a CEC, mientras que los silios de unión con una baja afinidad para 

el WB 4101 (arn) lo hicieron con los sitios sensibles a CEC. Estudios de tipo 
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funcional sobre la contracción de músculo liso aislado, presentaron una correlación 

similar entre la baja afinidad para el WB 41O1 y una alta sensibilidad para la 
inactivación por CEC. 

Actualmente, se acepta la existencia de estos dos subtipos de 

receptores a 1-adrenérgicos, que se ha confinnado por la utilización de otras drogas 
mucho más selectivas. Asi, se demostró que el antagonista competitivo 5-metil 

urapidil (fig. 5) se une preferencialmente a sitios a, con alta afinidad por el WB 

4101, considerántl.:ise como un ligando ª"· Este compuesto presenta, 

aproximadamente, 70 veces más selectividad por el subtipo ª'" que el que 
presenta WB 41O1 y de 20 a 30 veces más que fentolarnina (Gross, et al., 1988; 
Hanft & Gross, 1989). De igual forma, otros compuestos como la ( + )niguldipina 
(fig. 5) (Boer, et al. 1989) y el benoxatian (fig. 5) (Han, et al., l 987a; Han, et al., 

1987b) presentan una mayor afinidad por el subtipo de receptor ª'" que por el 

subtipo am-adrenérgico. Sin embargo, antagonistas competitivos que presenten una 

alta afinidad por el subtipo am-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 a,, que por el subtipo 

Clm-adrenérgico (García-Sáinz, et al., 1985; Tsujimoto, et al., 1989; Garcia-Sáinz, 
et al., 1993). La oximetazolina (fig. 6) tambié t demuestra selectividad por el 

subtipo ª"' (Garcia-Sáinz, et al., 1985; Han, et al., 1987a) aunque estudios 

recientes dan evidencia de una mayor selectividad por el receptor a 1c (Garcia-Sáinz, 
et al., 1993). 

11. Estudios de Biología Molecular 
Los estudios de clonación molecular han pennitido el aislamiento de tres 

clonas de cDNA de receptores a 1-adrenérgicos. Sin embargo, la relación de estas 

clonas con 'el subtipo ai,,-adrenérb>ico caracterizado farmacológicamente, es aún 
controversial. 
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//a) Receptor a,¡radrenérgico 
La primera clona de cDNA de receptores a 1-adrenérgicos fue aislada de una 

biblioteca genómica de la linea celular DDT1-MF-2 de músculo liso de hamster 
(Cotecchia, et al. 1988). Esta clona codificó para una proteína de 515 residuos de 
aminoácidos con un peso molecular de 56 KDa., que difería al reportado con 
anterioridad por Lomasney y colaboradores de aproximadamente 80KDa 
(Lomasney, et al., 1986). La principal diferencia entre los pesos moleculares 
reportados se debe a modificaciones postransduccionales que sufre el receptor. 
Estas mc-rlificaciones consisten en la adición de oligosacáridos a residuos de 
asparagina en el extremo amino terminal (Sawutz, et al., 1987; Lefkowitz & Caron, 
1988; Lomasney, et al., 1991a). 

De la estructura primaria se obtuvieron datos importantes sobre la 
regulación del receptor, como Ja existencia de sitios potenciales de ser fosforilados 
por la proteína cinasa C (varias treoninas y serinas presentes en la segw1da y 
tercera asa citoplasmática). Además, la tercera asa intracelular presenta una región 
consenso de reconocimiento para la proteína cinasa A (residuos 230-234) 

conservada en la misma posición del receptor a,,_-adrenérgico (Cotecchia, et al. 
1988). Estudios realizados in vitro, utlizando preparaciones de receptores 

a,-adrenérgicos, proteína cinasa C purificada de cerebro y la subunidad catalítica de 
la proteína cinasa A, han demostrado que ambas cinasas pueden fosforilar al 
receptor (Leeb-Lundberg, et al., 1987; Bouvier, et al., 1987). Sin embargo, la 
ocupación del receptor por agonistas incrementa la velocidad de fosforilación 
únicamente por la proteína cinasa C, sin ser identificados los residuos específicos de 
serina y treonina que son fosforilados por esta cinasa (Bouvier, et al., 1987; 
Garcia-Sáinz, 1993). Por otra parte, aún se desconoce el papel fisiológico de la 

fosforilación del receptor a,-adrenérgico por la proteína cinasa A. 

La expresión de esta clona en células COS-7 resultó en un receptor con 

caracteristicas farmacoló¡,.jcas similares al subtipo a, 8-adrenérgico (Cotecchia, et 
al. 1988) que estimula la formación de fosfatos de inositol cuando es activado. El 
análisis por la técnica de Northem blot demostraron que el mRNA para esta clona 
presenta una distribución tisular similar a la reportada para el subtipo 
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ctm-adrenérgico. Estudios de hibridización en células somáticas de humano 

demostraron la existencia de un gene localizado en el cromosoma 5 que codifica 

para una proteína similar al receptor Um-adrenérgico de hamster. 

Actualmente, las investigaciones realizadas en tejidos de diversas especies de 

mamiferos han permitido la identificación de este subtipo de receptor adrenérgico: 
a) en hígado de rata (Lomasney, et al., 1991b; García-Sáinz, et al., 1992a; 
García-Sáinz, et al., 1994), ratón y hamster (García-Sáinz, et al., 1994); b) en tejido 
graso (Torres-Marquez, et al., 1992), corazón, corteza cerebral, tallo cerebral, 

riñón, pulmón y bazo de rata (Lomasney, et al., 1991b; Ramarao, et al., 1992), y c) 
en bazo, riñón, cerebelo y cerebro fetal de hwnano, principalmente (Price, el al., 
1994). 

llb) Receptor a".-adrenérgico 
Un cDNA adicional, que codifica para lUI polipéptido de 466 residuos de 

aminoácidos, se aisló de una biblioteca genómica de cerebro de bovino (Schwinn, 
et al., 1990). Esta clona tuvo lUla homología del 72%, en la región 

transmembranal con la clona de hamster (a, 0 ), lo que sugirió que el cDNA de 

bovino correspondía a un receptor a,-adrenérgico. Además, su alta afinidad por el 

antagonista a 1-adrenérgico ["'l]HEA T y su caracteristico perfil farmacológico por 

diversos agonistas y antagonistas a,, confinnó que este cDNA codificaba para un 

receptor a 1-adrenérgico. Sin embargo, un estudio de hibridización somática del 
cDNA de bovino, con células de humano, identificó en el cromosoma 8 w1 gene 
que codifica para un receptor similar (Schwinn, et al., 1990), que es distinto al 

identificado en el cromosoma 5 que codifica para un receptor Um-adrenérgico 

(Yang-Feng, el al., 1990). Además, la transfección del cDNA en células COS7 

resultó en w1 subtipo con una alta afinidad por agentes a,.,-adrenérgicos, pero con 
la caracteristica fannacológica de ser sensible a CEC. Este nuevo subtipo fue 

designado como a 1c (Schwinn, el al., 1990). Al igual que el subtipo ª'"' este 
receptor contiene una re&>ión conservada para la fosforilación por la proteína cinasa 
A en la tercera asa intracelular, además de la presencia de varias treoninas y serinas 

en la segunda y tercera asas citoplásmicas, que son sitios potenciales de 
fosforilación por la proteína cinasa C (Schwim1, el al., 1990; Lomasney, el al., 
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199la). Su mRNA se ha detectado en cantidades significativas en diversos tejidos 
de bwnano: hipocampo (Schwinn, e/ al., 1990), higado, corazón, cerebelo y corteza 
cerebral, principahnente (Price, et al., 1994 ). Por otra parte, por estudios de 
Nortbem blot utilizando una sonda de cDNA para este subtipo de receptor, se ha 

localizado en hígado de conejo, que además está de acuerdo con sus caracterlsticas 
farmacológicas (Schwinn, et al., 1991; García-Sáinz, et al., 1992; García-Sáinz, et 
al., 1993). Un aspecto interesante es que este subtipo no habla sido detectado, 

inicialmente, en ningún tejido de rata (corteza cerebral, pituitaria, hipocampo, 
lúgado, corazón, pulmón, riñón, bazo, aorta, tejido adiposo, músculo esquelético, 
conductos deferentes) ni en hígado, corazón, riilón o pulmón de bovino (Scbwinn, 

et al., 1990). Sin embargo, evidencias recientes (Forray, et al., 1994; Rokosh, et 
al., 1994), sugieren que este receptor pudiera corresponder al a 1A clásico, ya que 

un parcial cDNA del receptor a1c fue obtenido de rniocitos de corazón de rata 
(Rokosh, et al., 1994). La deducción de su secuencia de aminoácidos codificó para 

una proteína con un alto grado de identidad con la obtenida para el a 1c de bovino y 

de humano. El mRNA del receptor a 1c de rata fue detectado en tejidos que han sido 

identificados por e"presar el subtipo a,A farmacológico, sugiriéndose hasta este 

momento, que el subtipo et1c clonado corresponde al subtipo a 1A·adrenérgico. Por 

otra parte, un estudio farmacológico también muestra que el subtipo et1c presenta las 

propiedades farmacológicas del subtipo et1A: alta afinidad por 5-metil urapidil, 
WB4lO1 y ( + )niguldipina. En cuanto a su sensibilidad a CEC, al parecer ésta puede 
depender de pequeñas variaciones en la secuencia de aminoácidos o de la especie 

en que se e"prese el receptor (Forray, et al. 1994). 

lle) Receptor awadrenérgico 
Un tercer subtipo de receptor et1-adrenérgico fue clonado de una biblioteca 

genómica de cDNA de corteza cerebral de rata (Lornasney, et al., 1991 b ). Esta 

clona, que codificó para una proteína de 560 aminoácidos (y fue similar en un 73% 

a la clona et19 de harnster en la región transmernbranal), se identificó corno la que 

codificaba para el subtipo CtiA· Esta designación se debió, principalmente, a que el 

mRNA de esta clona presentó una distribución tisular en rata similar a la 

identificada por estudios faramacológicos para el subtipo Ct1..- Además, la e"presión 
del receptor en células COS-7 presentó características farmacológicas similares a 
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las del subtipo a 1A> con una alta afinidad por los compuestos WB 410 l 
(antagonista), fenilefrina y metoxarnina (agonistas) (Lomasney, el al., l99lb). Sin 
embargo, el agonista oximetazolina que es conocido como un agonista selectivo 

a 1M presentó muy baja afinidad por este subtipo de receptor y, en contraste a lo 

reportado para el subtipo ª•A• el receptor clonado demostró una parcial sensibilidad 
a CEC (Lomasney, el al., 1991 b ). 

Una clona esencialmente idéntica fue aislada, en el mismo período, por el 
grupo de Graham y colaboradores (Perez, el al., 1991) de una biblioteca genómica 
de hipocampo de rata difiriendo, únicamente, por dos codones de la aislada por 
Loma~ney y colaboradores. Estudios de las propiedades fannacológicas del 
receptor expresado por es!Jl clona demostraron afinidades por les antagonistas 
(+ )niguldípina y 5-metil urapidil cerca de cien veces menor que las reportadas para 

el subtipo a,M presentando, además, sensibilidad a CEC, característica similar al 

subtipo a,6 • El mRNA para este receptor fue localizado en bazo d& rata. que por 
experimentos fannacológícos estaba caracterizado como un subtipo 

a 19·adrenérgíco. De esta forma, la clona aislada por Graham et al. codificaba para 

un nuevo suptipo de receptor a 1-adrenérgíco, que fue denominado ª'°' Una de las 
características de este nuevo receptor es la presencia de dos sitios potenciales de 
N-glicosilación en el extremo amino terminal (asparagína 60 y 76) y la presencia de 
varias serinas y treoninas en el extremo carboxilo terminal y en las asas 
intracelulares, que pueden servir de sitios potenciales de fosforilación por la 
proteína cinasa C (Perez, el al., 1991). Un aspecto interesante, es que este receptor 
carece de una región consenso para la fosforilación por la proteína cinasa A, a 

diferencia de lo reportado para los subtipos a.18 y a 1c (Lomasney, et al., 199lb). 

Estos datos sugieren que el mecanismo de regulación del receptor am-adrenérgíco 

es diferente al de los subtipos a 18 y a 1c. Schwinn & Lomasney, posteriormente, 
confinnaron 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 debió a errores en la 
secuenciación o variaciones individuales menores, considerándose por sus 

características fannacológicas como un nuevo subtipo de receptor diferente al a 1A, 
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designándose como ª'"'ºo como a,,,-adrenérgico (Schwinn & Lomasney, 1992). 

Un intento más por clonar el subtipo a,A fue realizado por Bruno y 
colaboradores en 1991, al aislar una secuencia de cDNA de humano la cual 

desi¡,,'llaron como ª•A• aunque probablemente se trate de un receptor a,,, 0 (Bruno, et 
al., 1991). Este cDNA no ha sido expresado y aún se desconoce si codifica para un 
receptor funcional; además, aunque la región 5' terminal de los cDNAs 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 la clona ªn n de 
humano es cerca de 100 pb más corta que la clona de rata, que codifica para una 
secuencia de 30 aminoácidos diferentes. Así 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 relación entre las clonas de rata y de 
humano permanece aún sin ser aclarada. 

/Id) Receptor a 1A-adre11érgico 

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

Por otra parte, la clona que codifica para el receptor aw presenta 

características famiacológicas diferentes a las del receptor a,"' que podrían 
definirlo como un subtipo diferente, a pesar de que inicialmente una de las clonas 

fue definida como la que expresaba al subtipo ª'"º Como ya se mencionó con 

anterioridad, se propone que muy probablemente este subtipo corresponda al a 1c 
clonado. 

Las modificaciones postransduccionales del receptor, el tipo celular en que 
expresa y se estudia y las condiciones en que se realizan los estudios 
fannacológicos y funcionales pueden ser detenninantes en la especificidad por los 
diferentes agonistas y antagonistas, siendo una posible explicación para estos 
resultados controversiales observados. Además, la expresión de un cDNA en un 
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determinado tipo celular no necesariamente pudiera resultar en un receptor con 
propiedades farmacológicas idénticas al subtipo que se expresa en forma nativa en 

un tejido determinado. 

111. Sistema de Transducción de los Receptores a,-Adrenérgicos 

Los receptores a,-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,. (García-Sáinz y Fain, 1980). 

Para ello se acoplan estimulatoriamente a la fosfolipasa C a través de una proteína 
o •. que inicia la hidrólisis del fosfatidilinositol-4 ,5-bifosfato (PIP ,) para producir 
dos segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG), que activa a la proteína cinasa C 

(PKC) y el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3 ), que actúa sobre un receptor intracelular 
específico que libera el Ca" almacenado en pozas, principalmente de retículo 
endoplasmático (Berridge, 1987) (figura 7). También se ha postulado que los 

adrenorreceptores a, se acoplan directamente a un influjo de Ca2
• extracelular a 

través de la activación de un canal sensible a dihidropiridinas (Han, et al., 1987). 

Todos los receptores a 1-adrenérgicos están acoplados a su sistema efector a 
través de una proteína que requiere nucleótidos de guanina (proteína G,) (Kobilka, 
1992; Summers & McMartin, 1993). Esta familia de proteínas se hallan formadas 

por tres subunidades: la subunidad a (de 45 a 42 KDa), la p (de 35 a 37 KDa) y la 

y (de 8 a 1 O KDa). Las sub unidades P y y se hallan fuertemente asociadas una a 
. otra de manera no covalente: La secuencia de aminoácidos para cuatro subunidades 

P de mamífero presentan entre un 83 y un 90% de identidad entre ellas (Neer, 

1994). En relación a la subunidad y, han sido identificadas al menos siete isoformas 

de mamífero y presentan un menor grado de identidad que la subunidad anterior (al 

rededor de un 38% entre ellas). Por su parte, la subunidad a contiene un sitio de 
unión para nucleótidos de b'llanina y posee actividad de GTPasa. Para el caso de los 

receptores a 1-adrenérgicos, esta subunidad pertenece a la clase de lasª• (con cuatro 

miembros: ª•· a 11 , a,, y a,.). En el estado no activo de las proteínas º•· la 

subunidad a tiene unido GDP y se halla asociada al complejo J3/y. Cuando un 

agonista a 1-adrenérgico se une a su receptor se i.nduce la liberación del GDP y éste 

14 



RCI¡ 

Figura 7. 
Modelo del sistema de trensducción de los fosfoinosltidos-calcio. 

H, hormona; Ra,. receptor a1-adrenérgico; G •. proteína G; FLC, fosfolipasa C; PIP,. 
Fosfatidilinosilol 4, 5-bifosfato; IP,. inositol 1,4, 5 trisfosfato; DG, diacilglicerol; PKC, 
proteína cinasa C. 
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es remplazado por GTP. El complejo ex-GTP se disocia de las subunidades pty y en 

este estado la subunidad ex-GTP interactúa con la proteína efectora del sistema: la 
fosfolipasa C. La hidrólisis de GTP a GDP, por la actividad de GTPasa de la 

subunidad ex, resulta en la reasociación con el complejo J3/y. De esta forma, la 

activación de la proteína G requiere de la asociación de GTP a la subunidad ex y la 
inactivación de su hidrólisis a GDP (Kobilka, 1992; Summers & McMartin, 1993). 

Por lo que respecta a la proteína 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 
corazón, hígado y riñón (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: J3, y y li, cada uno con varias isoformas y, recientemente, se ha 

propuesto la existencia de otros dos tipos de PLC, la ex y la &. De especial interés 

han resultado las isoformas de PLC- J3 (J3 l-4 ), reguladas por proteinas G, y Ja 

PLC-y, por tirosina cinasas. Para la PLC-P el patrón de regulación por la 

subunidades ex y J3/y, es caracteristico de cada isoenzima. Por estudios de 

reconstitución se demostró que la subunidad a,, de la familia de proteínas a. (que 

incluye ctq. ex11 y ex16), activa a tres de las isoformas de PLC-p. Mientras que la 

fosfolipasa C-J3 l y la -P3 exhibieron una gran respuesta, la PLC-P2. bajo las mismas 

condiciones, demostró una débil activación por la; subunidades a, (Hepler, et al., 
1993; Kozasa, et al., 1993; Smrcka & Stemweis, 1993). Estas subunidades ex 
carecen del sitio de modificación covalente para la toxina pertusis, por lo que son 

insensibles a ella. Por su parte, el complejo piy es capaz de estimular directamente a 

las tres isoenzimas de la PLC-J3, pero la PLC-132 y la PLC-J33 muestran una 

mucho mayor respuesta que la isoforma -J3 l, sub>iriéndose, además, que la PLC-J32 

es regulada primordialmente por el complejo ply. El orden de potencia sugerido 

para la activación de estas isoformas por Pfy es el sib'lliente: PLC-J33 > PLC-p2 > 
PLC-J31 (Smrcka & Sternweis, 1993; Neer, 1994; Stemweis, 1994). 
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En experimentos que examinan la regulación de la actividad de la PLC por 

combinaciones de ª• y ¡3/y (Smrcka & Stemweis, 1993) y que analizan las fonnas 
truncadas de la enzima (Park, et al., 1993; Wu, et al., 1993) indican que el sitio de 

acción de p!y es distinto del de la subunidad a,. Los estudios con las fonnas 
truncadas de la PLC muestran que la porción carboxilo terminal de la enzima es 

requerida para la estimulación por crq, pero no por el complejo ¡3/y, el cual se une a 
la región amino terminal (Neer, 1994). Así, la activación de receptores acoplados al 

sistema de transducción de los fosfoinosítidos-calcio, como los a 1-adrenérgicos, 

pueden activar a la fosfolipasa C por acción de a,-GTP como por el complejo 

13/y. Hasta el momento se ha demostrado, por estudios de transfección y 

reconstitución, que los subtipos de receptores a 1-adrenérgicos ( ª'"' a 1c y a 10) 

activan a la PLC-131 a través de a, y a 11 • También, estos subtipos pueden activar a 

esta misma isoenzirna a través de las subwúdades a 14 y a 16, activación que depende 

del tipo de receptor y de subwúdad a. El subtipo arn activa a la isoenzima de 

manera sinergística a través Ga14 o Ga16• Sin embargo, el subtipo a 1c sólo es 

efectivo en activar a la enzima cuando interacciona con a 14 y el subtipo am 

presenta una pequeña respuesta con ambas subunidades a (Wu, et al., 1992). 

Blitzer, et al. demostraron recientemente que una proteína G, diferente a la 

de la familia de las G,, puede acoplarse también al receptor a 19-adrenérgico para 
activar a la PLC cuando este receptor se expresa en ovocitos de Xenopus /aevis 
(Blitzer, et al., 1993). Esta proteína, conocida como G0 , 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-ribosilación por la toxina pertusis. Estos 
resultados permiten proponer la existencia de diversos mecanismos por los que los 

receptores a 1-adrenérgicos, al ser activados, transmiten la señal al interior celular. 

Mucho del interés de los estudios realizados sobre los receptores 

a,-adrenérgicos, se ha centrado en la caracterización 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 transducción diferentes entre los subtipos a 1• El primero de ellos es 
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el que se activa por el subtipo arn, el cual consiste en la estimulación del recambio 

de fosfoinositidos y la fonnación de los segundos mensajeros diacilglicerol e IP, y 

la movilización de calcio intracelular, por acción del IP3 (Tsujimoto, et al., 1989; 

Michel, et al., 1989; Torres-Márquez, et al., 1991). El segundo mecanismo 

postulado es el mediado por el subtipo a,A-adrenérgico, el cual activa canales de 

Ca" sensibles a dihidropiridinas presentes en la membrana plasmática y provoca el 

influjo del Ca" extracelular, como un evento inicial, y la formación de fosfatos de 

inositol, como proceso secundario. (Tsujimoto, et al. 1989; Han, et al., 1987; 

Minneman, 1988; Suzuki, et al., 1990). 

Los receptores a 1-adrenérgicos también se hallan implicados en la activación 

de otras rutas de transducción de señales como es la liberación de ácido 

araquidónico, producto de la hidrólisis de fosfatidilcolina, efecto mediado por la 

enzima fosfolipasa A2 a través de una proteína G sensible a la toxina pertusis 

(Burch, et al., 1986). La fosfolipasa A, se activa por la mayoría de los agonistas que 

inducen la hidrólisis de los fosfoinosítidos. El ácido araquidónico formado es un 

importante precursor de prostaglandinas y otros eicosanoides. Los productos 

primarios de la hidrólisis de fosfatidilcolina son ácidos grasos cis-insaturados y 

lisofosfatidilcolina, los cuales son importantes potenciadores de la activación de la 

proteína cinasa e (Nishizuka, 1992). 

Por otra parte, la fosfolipasa D también puede activarse por acción 

a 1-adrenérgica, posiblemente a través de una proteína G (Llahi & Fain, 1992). Esta 

enzima produce ácido fosfatídico por hidróli.,is de fosfatidilcolina, que es 

posteriormente convertido a diacilglicerol por la fosfomonoesterasa del ácido 

fosfatídico (revisado en Nishizuka, 1992). 

La participación de las fosfolipasas A 2 y D en la acciones de las 

catecolaminas y otras hormonas y neurotransmisores acoplados estimulatoriamente 

al sistema de los fosfoinosítidos-calcio, al parecer, incrementan la prolongada 

activación de la proteína cinasa C esencial para respuestas tan importantes como lo 

son la proliferación celular y la diferenciación, obse1vada en algunos modelos 

celulares (Nishizuka, 1992). 
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ANTECEDENTES 

En los vertebrados, las catecolaminas (norepinefrina y epinefiina) liberadas 
en respuesta a la activación del sistema nervioso simpático ejercen importantes 
funciones reguladoras sobre el metabolismo hepático. Estudios en hígado de 
mamíferos, principalmente en roedores, han demostrado que estas hormonas se 
unen a receptores presentes en la membrana plasmática. Por estudios de fijación de 
ligandos adrenérgicos radioactivos, en hígado de rata, se encontró que del total de 

receptores adrenérgicos que se expresan del 75 al 80% corresponden a l<Js a., del 

15 al 20% a los a,, del 5 al 8% a los 132 y que los 13, no se expresan en estas 
células (Minneman, et al., 1979; Hoffinann, et al., 1981; Hoffinann & Lefkowitz, 
1980; Exton, 1981 ), aunque estudios recientes indican que un pequeño porcentaje 

de los receptores 13, (cerca de un 10 %) se expresan en hígado de ratas recién 
nacidas y que éste parece incrementarse en ratas maduras y senescentes (Van 

Errnen, et al., 1992). La distribución de los receptores a, y 13,-adrenérgicos en 
células hepáticas 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 13 es el más primitivo de los receptores adrenérgicos, expresados en tejido 
hepático, ya que de las diversas especies estudiadas de los cuatro grupos de 
vertebrados (anfibios, reptiles, aves y mamífero) todos expresaron el receptor 

13-adrenérgico, mientras que el a, sólo fue detectado en aves y mamíferos, que 

además coexpresan también el p. Estos resultados sugirieron que el receptor 

a,-adrenérgico tiene un origen filogenético más reciente que el receptor 13 y que 

probablemente, esto se deba a que la evolución de los receptores a,-adrenérgicos se 
encuentra asociada al desarrollo del sistema nervioso simpático sobre el control de 
las funciones hepáticas (Sulakhe, et al., 1988). 

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

receptor 13-adrenérgico se expresa de manera predominante, mientras que el 

receptor a, experimenta un incremento postnatal, el cual en el estado adulto 
predomina sobre el otro tipo de receptor adrenérgico (Blair, et al., 1979). 

De esta forma la existencia de receptores a 1 adrenérgicos en células hepáticas 

de vertebrados menores (anfibios, peces y reptiles) aún no ha sido reportada. 

Algunos autores han sido incapaces de probar la existencia de receptores a 1 

adrenérgicos implicados en la regulación del metabolismo de glucógeno 

(glucogenólisis), respuesta modulada principalmente, por el receptor 13-adrenérgico 
(Bimbaum, et al., 1976; Janssens, et al., 1986; Janssens & Grigg, 1987; Janssens & 
Lowrey, 1987; Fabbri, et al., 1992; Janssens & Grigg, 1992). Estudios de fijación 
con ['H]prazosina tampoco demostraron la existencia de estos receptores en 
membranas hepáticas 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 sns efectos a través de los receptores 13-adrenérgicos y que los 

a, no son importantes en la regulación de las funciones hepáticas. 

Muy recientemente, se reportó que las catecolaminas modulan las 
concentraciones citosólicas de Ca,., proponiéndose la participación de receptores 

a,, o similares a estos en la modulación de esta respuesta en hepatocitos de dos 
especies de pez gato (fcta/11n1s neb11los11s e /ctal11n1s melas) y en la anguila 
americana, Anguilla rostrata (Zhang, et al., 1992~; Zhang, et al., l 992b; 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 
ningún efecto en la regulación de la glucogenólisis hepática en peces (Birnbaum, et 

al., 1979; Janssens & Lowrey, 1987). 

Kleineke y Janssens (1993), por su parte, reportaron que en células hepáticas 
de axolotl, las hormonas [Arg']vasotocina, que en anfibios es un análogo de la 
vasopresina, glucagon, isoprenalina y epinefrina estimulan la formación de AMPc y 
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Antecedentes 

provocan, además, un incremento en la concentración intracelular de calcio. Sin 

embargo, este incremento no es debido a la movilización del catión de depósitos 

intracelulares por acción del segundo mensajero IP,, sino que se debe a un aumento 

en el influjo del medio extracelular, evento al parecer regulado por el incremento en 

elAMPc. 
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OBJETIVOS 

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue detenninar si el 
incremento en la concentración intracelular de calcio, observado en diferentes 

especies de pez gato, es modulado por receptores a 1-adrenérgicos, a través de la 
activación de la clásica señal de transducción de estos agentes, la cual hasta el 
momento no ha sido demostrada en vertebrados menores. 

Para ello se propone la caracterización de la respuesta a 1-adrenérgica en 
hepatocitos del pez gato /cta/11rns pzmctatus, con los siguientes objetivos 
específicos: 

a) El subtipo de receptor a,- involucrado en la movilización del calcio 
intracelular, ya que la caracterización en tejido hepático de mamíferos muestra una 

clara heterogeneidad en la expresión de los subtipos a 1-adrenérgicos (García-Sáinz, 
et al., 1992a; García-Sáinz, et al., 1994). 

b) El sistema de transducción acoplado a la activación de estos receptores 

e) El número y propiedades farmacológicas de estos adrenorreceptores. 
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MATERIALES Y METODOS 

Químicos. 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 !ne. (Natick, MA. U.S.A.). Fentolamina (Ciba-Geigy), 
metoxarnina (Burroughs Wellcome) y(+) niguldipina (Byk Gulden), fueron donadas 
de las correspondientes compañías. ["'!] HEAT (2200 Ci/mmol) y [2-'H]-Myo 

inositol (20 Ci/mmol) de New England Nuclear (Bastan. MA. U.S.A.). 

Animales. Peces gato de la especie !eta/uros punctatus, de un peso 
aproximado de entre 200 y 300g, fueron comprados de una granja localizada en el 
estado de Michoacán y mantenidos en el Centro Acuícola "La Paz". Los animales 
fueron trasladados al laboratorio de 4 a 5 días 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 pelle!. 

Células. Los hepatocitos se aislaron por el método de perfusión 
con colagenasa (Moon. et al., 1985). El hígado fue perfundido vía la vena cava, 
por 15 minutos con la siguiente solución amortiguadora para pez, que carecía de 
calcio: NaCl 136 mM, KCl 5.4 mM, MgSO, 0.81 mM, NaHCO, 5 mM, 
Na,HPO, 0.33 mM, HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfónico) 
10 mM. El pH se ajustó a 7.63 (Moon, et al., 1993). El hígado fue digerido con 
colagenasa (1.06 mg/ml) durante 45 minutos en la solución amortiguadora para pez 
con 1.5 mM de CaCl, y la suspensión de células obtenidas se lavaron 3 veces en el 
amortiguador con calcio. La densidad de la suspensión fue alrededor de 100 mg de 
células por mililitro y la viabilidad de las células se evaluó por la pmeba de 

exclusión de azul de tripán, observadas al microscopio óptico (mayor del 95%). Las 
incubaciones para todos los ensayos se realizaron en la solución amortiguadora 
para pez con 1.5 mM de calcio a temperatura ambiente. 
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Materiales y Métodos 

Medición de Ca'• intrace/11/ar. El indicador fluorescente indo-! fue utilizado 

como un señalador de los cambios de Ca" intracelular, de acuerdo a Staddon y 
Hansford (l 986), con algunas modificaciones: las células (20 mg de peso húmedo 

por mi) fueron incubadas con 1 O µM de indo-!/ AM en el amortiguador para pez 

adicionado con 1 .5 mM de CaCl, por 30 minutos, a temperatura ambiente y lavadas 

con Ja misma solución amortiguadora. Se empleó una longitud de onda de exitación 

de 340 nm y de emisión de 400 nm. La fluorescencia fue registrada en un 

espectrofluorómetro Aminco-Bowman, equipado con una cámara con temperatura 

regulable y un agitador magnético. 

Medición del recambio defosfoi11osftidos. El marcaje de fosfatidilinositol 

(PI) se realizó incubando las células (50 mg de peso húmedo por mi) por 60 

minutos, en una solución amortiguadora para pez adicionada con 1 .5 mM de CaCJ,, 

carente de fosfaio de sodio y suplementada con 1 O µCi/ml de [''P]Pi. Al final de la 

incubación, los lípidos fueron extraídos con una mezcla de cloroformo-metano! (2: 1) 

y Jos fosfolipidos separados por una cromatografia en capa fina (García-Sáinz & 
Fain, J 980). En algunos experimentos, la producción de fosfato de inositol se 

estudió de Ja siguiente manera: las células (50 mg de peso húmedo por mi.) fueron 

incubadas por 90 minutos con 15 µCi/ml de inositol tritiado. Después de este tiempo 

las células se lavaron con el mismo amortiguador libre de fosfato de sodio y se 

incubaron por JO minutos con 1 O mM de LiCI. Las hormonas fueron adicionadas y 

después de 5 minutos, se detuvo la reacción con ácido tricloroacético al 80%. Los 

fosfatos de inositol se separaron por una cromatografia de intercambio aniónico 

(García-Sáinz & Macias-Silva, 1990). 

Obtención de membranas. Las membranas plasmáticas de hepatocitos del 

pez gato se obtuvieron por homogenización del tejido en una solución hipotónica 

alcalina (NaHCO, 1 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 flotación, 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 solución amortiguadora Tris 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 

7.5, se colocaron en alícuotas de 1 mi y se congelaron en nitrógeno liquido en 

23 



Materiales y Métodos 

donde pennanecieron hasta su uso. La cuantificación de la proteína presente en las 

membranas, se realizó por el método de Lowry, et al., (1951), utilizando albúmina 

sérica de bovino como estándar. 

Ensayos de fijación del ligando radioactivo /1151/HEAT (Binding). 
Los estudios de "binding" fueron realizados por incubación de las membranas ( 100 

µg de proteina) en una solución amortiguadora Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA, 

5 mM, en cualquiera de las tres condiciones siguientes: con el agente radioactivo 

["'l)HEAT, 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 µl durante 

60 minutos, en un baño de agua con agitación constante a 25 ªC. Al final de la 

incubación se detuvo la reacción por la adición de 5 ml de buffer frío y las 

membranas fueron inmediatamente seraradas por fi!tración al vacío a través de 

filtros de fibra de vidrio GFIC previamente remojados en polietilenimina al 0.3%, 

para decrementar la unión no especifica en el filtro. Los filtros fueron lavados 3 

veces con 5 mi de solución amortiguadora fría cada vez y se cuantificó la cantidad 

de radioligando unido a los receptores en un contador de radiación gama ( [':'!] ). 

Parn los experimentos de saturaciC'n, se utilizaron concentraciones crecientes 

en el rango de 5 a 500 pM de ['"I]HEAT. La unión no especifica se detenninó en 

presencia de 10 µM de fentolamina (antagonista selectivo a,-adrenérgico ); por otra 

parte, la unión específica se detenninó por la diferencia entre la cantidad de 

['"l]HEAT total unido (pegado total) y la unión no específica. La unión especifica 
representó del 60 al 70 % del pegado total en la K0 . Para los ensayos de 

competencia se utilizó una concentración de entre 100 y 200 pM del mismo 

radioligando, que corresponde del 50 al 60% de ocupación de los receptores, 

incubando las membranas en presencia de los sib'llientes agonistas: epinefrina, 

norepinefiina, metoxamina y oximetazolina o los antagonistas: prazosina, 

fentolamina, 5-metil urapidil, WB4104, benoxatian y (+)nig11ldipina, en las 

concentraciones que se indican para cada ensayo. Los datos obtenidos de los 

estudios de saturación y competencia se analizaron con el programa EBDA 

(Biosof-Elsevier). Los valores de las K,s se calcularon de acuerdo a Cheng y Prnsoff 
(1973). 
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RESULTADOS 

Efecto de la acción de agentes a 1-adrenérgicos sobre el [Ca,.j,. 
En hepatocitos del pez gato, !ctalunis pzmctatus, la activación por agentes 

a 1-adrenérgicos induce un claro incremento en la concentración de calcio citosólico 
([Ca,.],). En la figura 1 se presenta un trazo representativo de esta respuesta, en 

donde la norepinefrin:i, en presencia de propranolol (un antagonista P-adrenérgico), 
induce un incremento inmediato en el [Ca2·]; seguido por un rápida decremento en 

función de la concentracién de agonista utilizado; este patrón se repite una o dos 
veces de una manera oscilatoria, observándose además que la magnitud de los picos 
disminuye gradualmente en función del tiempo, retornando cerca de su nivel basal 

hasta los 5 minutos en que el trazo fue calibrado. 

El efecto de norepinefrina fue dependiente de la dosis (fig. 2), alcanzando un 

máximo 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 presentó efecto a las 
concentraciones utilizadas y a la metoxamina, que induce un pequeño incremento 
del [Ca,.]; sólo a concentraciones elevadas (fig. 2). 

El incremento en la concentración de [Ca2·],. producido por 10 µM de 

norepinefrina, en presencia de 1 O µM de propranolol, fue inhibido por una serie de 

antagonistas reversibles a 1-adrenérgicos, con el siguiente orden de potencia: WB 
4101 > benoxatian ;:: 5-metil urapidil > fentolarnina > (+)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 útil por su selectividad para distinguir entre los 

diferentes subtipos de receptores a 1-adrenérgicos (Minneman, 1988). La 

preincubación con 100 µM de CEC por 30 minutos disminuyó la magnitud de la 
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Figura 1. 
Efecto de agentes adrenérgicos sobre el Ca" intracelular. Las células (20 mg de 
peso húmedo por mililitro) fueron preincubadas con 10 µM 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 CaCl2• Las células fueron colocadas en cubetas de 4 mi 
y equilibradas en el fluorómetro, en donde fue adicionado 10 f<M de propranolol (Pro), 
seguido por 10 µM de norepinefrina (NE). Todas las mediciones se realizaron a 
temperatura ambiente. El trazo es representativo de entre 6 y 8 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 húmedo por mililitro) fueron preincubadas con 10 µM 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 CaCI,. Las células fueron colocadas en cubetas de 4 mi y 
equilibradas en el fluorómetro, en donde fueron incubadas con diferentes 
concentraciones de norepinefrina (circulas vacíos), epinefrina (círculos obscuros), 
ambas en presencia de 10 µM de propranolol, metoxamina (cuadros vacíos) y 
oximetazolina (cuadros obscuros). Todas las mediciones se realizaron a temperatura 
ambiente. Los resultados se expresan como el porciento de la concentración basal de 
Ca" intracelular, el cual fue de 126 ± 22 nM. Los datos representan el promedio ± el 
error estándar de entre 6 y 8 experimentos, utilizando diferentes preparaciones 
celulares. 
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Figura 3. 
Efecto de antagonistas a.1-adrenérgicos sobre el incremento del Ca"intracelular, 
Inducido por norepinefrina. Las células (20 mg de peso húmedo por mi) fueron 
preincubadas con 10 µM de indo-1/AM corno se indica en los Materiales y Métodos, 
lavadas y resuspendidas en el amortiguador para pez con 1.5 rnM de CaCl2• 

Posteriormente, las células fueron colocadas en cubetas de 4 mi y equilibradas en el 
fluorórnetro, en donde se incubaron en presencia de 1 O µM de propranolol y la 
diferentes concentraciones que se indican de: WB 4101 (cuadros vacíos), benoxatian 
(triángulos obscuros), 5-rnetil urapidil (circulas obscuros), fentolarnina (círculos vacíos) 
o (+)niguldipina (triángulos vacíos), por 1 ó 2 minutos. Después de esta incubación se 
adicionó 10 ~1M de norepinefrina. Todas las mediciones se realizaron a temperatura 
ambiente. La gráfica representa el promedio ± el error estándar de entre 6 y 8 
experimentos, utilizando diferentes preparaciones celulares. 



Resultados 

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

Caracterización del sistema transduccional acoplado a las acciones 

a.1-adrenérgicas. Se evaluó el efecto de la norepinefiina sobre la producción de 
fosfatos de l'H]inositol en células premarcadas con inositol tritiado, observándose 
solamente un pequeño incremento en la producción de IP3 (entre un 30 y un 40% 
sobre el nivel basal). De manera contrastante se observó un claro efecto de 
concentraciones crecientes de norepinefiina en el marcaje del fosfatidilinositol (PI), 

en presencia de 10 ~tM de propranolol (fig. 5A), estimulación cercana a 2.5 veces 
sobre el nivel basal. El marcaje del PI es w1 indicador de la resintesis de este 
fosfoinosítido, evento que es secundario a la hidrólisis del fosfatidilinositol 

4,5-bifosfato. El efecto de 10 µM de norepinefrina (en presencia de propranolol) fue 

bloqueado completamente por 1 O µM de prazosina (fig. SB). El antagonista 
prazosina, por si mismo, no presentó ningún efecto sobre el marcaje de PI. 

Identificación de sitios a 1-adrenérgicos y caracterización farmacológica 
del subtipo de receptor por ensayos de binding. En las membranas hepáticas 

del pez galo Icta/11ms p1111ctat11s, aisladas por gradiente de sacarosa, se caracterizó 

al receptor a 1-adrenérgico por ensayos de asociación de ligandos radioactivos. Al 
utilizar concentraciones crecientes del radioligando l125l]HEAT, se observó una 
unión rápida, reversible y saturable, como se demuestra en la fig. 6. El análisis de 

Scatchard describió un comportamiento lineal, como se observa en la gráfica 
insertada en la fig. 6. Esto demuestra la existencia de una población pequeña de 

sitios homogéneos de receptores a 1-adrcnérgicos (aproximadamente 33 finol/mg 
de proteína), que presentan, además, una alta afinidad para el l"'l]HEAT (K0 = 100 
pM)(ver tabla 1 ). 

También fué valorado el efecto del antagonista irreversible cloroetilclonidina 
sobre el ensayo de fijación del radioligando ['"l]HEAT. Para ello, las membranas 

fueron preincubadas en presencia o ausencia de 1 O µM de este agente alquilante 
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Figura 4. 
Efecto de la preincubación con cloroetilclonidina sobre el incremento en la 
concentración de Ca"intracelular, inducido por norepinefrina. Las células (20 mg 
de peso húmedo por mi) fueron preincubadas por 30 minutos con el indo-1/AM, en 
ausencia (círculos obscuros), o presencia de 1 CO µM de cloroetilclonidina (círculos 
vacíos) en el amortiguador para pez adicionado con 1.5 mM de CaCl2• Después de la 
preincubación, las células fueron estimuladas con diferentes concentraciones de 
norepinefrina en presencia de 1 O ~1M de propranolol. Todas las mediciones se 
realizaron a temperatura ambiente. Los datos representan el promedio ± el error 
estándar de entre 6 y 8 experimentos, utilizando diferentes preparaciones celulares. 
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Figura 5. 
Efecto de agentes a 1-adrenérglcos sobre el marcaje de fosfatidlllnositol (PI). 
Las células (50 mg de peso húmedo por mi) se incubaron durante 1 hr con 10 µCi de 
["P], a temperatura ambiente, de acuerdo a las siguientes condiciones: Panel A: En 
presencia de 1 O ~tM de propranolol y diferentes concentraciones de norepinefrina. 
Panel B: En ausencia (B), o presencia de 10 µM de norepinefrina (NE) o de 10 µM de 
norepinefrina más 10 µM de prazosina (NE+ PZ). Los resultados se expresan como 
el porciento del marcaje basal de PI, el cual fue de 307 ± 30 cpm/100 mg de células de 
peso húmedo. La gráfica representa el promedio± el error estándar de 5 experimentos, 
usando diferentes preparaciones celulares. 
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Figura 6. 
Curva de saturación de r"OHEAT, ullllzando membranas hepáticas de pez. Las . 
membranas (100 µg de proteína) fueran incubadas con concentraciones crecientes de 
["'IJHEAT, a temperatura ambiente durante 1 hr en et amortiguador Tris 50 mM, NaCI 
150 mM y EDTA 5 mM. La gréfica representa la unión específica de ['"IJHEAT a 
receptores a,-adrenérgicos que se determinó por la diferencia entre la cantidad de 
["'IJHEAT total unido (pegado total) y la unión no específica. determinada por la 
presencia de 10 µM de fentolarnina. El análisis de Rosenlhal de la misma curva se 
inserta en la gráfica. La figura es representativa de 5 experimentos, utilizando 
diferentes preparaciones celulares. 



Tabla 1. Parámetros de las gráficas de saturación de [125JHEAT, 

en membranas hepáticas de p&z. 

Kn Bmax 
Tratamiento (pM) (fmollmg) 

Sin Incubar (5) 100 ± 23 33 ± 3 

Preincubadas solas (4) 57 ± 7 18 ± 1 

Preincubadas con CEC ( 4) 64 ± 10 9 ± l 

Los resultados representan el valor promedio ± el error estándar de entre 4 y 5 

experimentos, utilizando diferentes preparaciones de membranas para cada caso. CEC, 

cloroetilclonidina. Bmax, fijación máxima. 



Resultados 

durante 30 minutos a temperatura ambiente, al término del cual se lavaron varias 
veces y se utilizaron para los ensayos de saturación con (125l]HEAT. La 
preincubación por si misma, disminuyó el pegado total (aproximadamente un 40% 
con respecto a los experimentos de saturación). Sin embargo, el pretratamiento con 
CEC solo disminuyó la Bmax, sin alterar de manera importante la afinidad del 
receptor (fig. 7 y tabla 1 ). La utilización de una concentración mayor de CEC (IOO 

µM) disminuyó por completo el pegado del ¡12.11]HEAT. 

La caracterización del subtipo de receptor se realizó con la utilización de 

agonistas y antagonistas a,-adrenérgicos, mediante la técnica de desplazamientos 
por "binding", la cual consiste en utilizar una concentración fija de [125l]HEAT, 
alrededor de la K0 (entre 100 y 200 pM) y 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 unión de ["'l]HEAT fue: 

1) Para agonistas: oximetazolina > epinefiina 2: norepinefiina > metoxamina. 

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

Para confirmar que la respuesta celular (incremento en el [Ca2
·];) fue mediada 

por el mismo receptor identificado por los estuJios de asociación del ligando 
radioactivo ¡12.11]HEAT, se realizó un análisis de correlación de los valores de las 
K;s de los estudios de competencia y de las IC,0 obtenidas de los experimentos de 
[Ca"];, observándose una buena correlación entre estos valores (pendiente = O. 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 1 O). 
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Efecto del pretratamiento con cloroetilclonidina sobre los ensayos de fijación 
del ligando radioactivo r"l]HEAT. Las membranas (100 µg de proteína) fueron 
preincubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCI 150 mM y EDTA 5 mM, a 
temperatura ambiente durante 1 hr en cualquiera de las siguientes condiciones: en 
ausencia (círculos obscuros), o presencia (círculos vacíos) de 1 O µM de 
cloroetilclonidina. Después del tratamiento las membranas fueron lavadas varias veces 
con el mismo amortiguador y se realizaron experimentos de saturación, bajo las 
mismas condiciones en el ensayo anterior (figura 6). La gráfica representa el análisis 
de Rosenthal del pegado especifico de las curvas de saturación. La figura es 
representativa de 4 experimentos, utilizando diferentes preparaciones celulares. 
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Inhibición del pegado especifico de r"QHEAT por agonistas a,-adrenérglcos, 
utilizando membranas hep~tlcas de pez. Las membranas (100 µg de proteina) 
fueron incubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCI 150 mM y EDTA 5 mM, a 
temperatura ambiente duranle 1 hr, en presencia de entre 100 y 200 pM de ["'IJHEAT y 
de diferentes concentraciones de los siguientes agonistas: oximetazolina (cuadros 
obscuros); epinefrina (circulas obscuros); norepinefrina (círculos vacios); metoxamina 
(cuadros vacios). La figura es representativa de entre 4 y 7 experimentos, usando 
diferentes preparaciones membranales. 

-2 



100 

80 

40 

Agura9. 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 
LOG [ANTAGONISTA] M 

Inhibición del pegado especifico de r"IJHEA T por antagonistas a,-adrenérglcos, 
utilizando membranas hepáticas de pez. Las membranas (100 µg de proleina} 
fueron incubadas en un amortiguador Tris 50 mM, NaCI 150 mM y EDTA 5 mM, a 
temperatura ambiente durante 1 hr, en presencia de entre 100 y 200 pM de ["'l]HEAT y 
de diferentes concentraciones de los siguientes antagonista: prazosina (rombos 
obscuros}; WB 4101 (cuadros vacíos); 5-melil urapidil (círculos obscuros}; benoxalian 
(triángulos obscuros}; (+)niguldipina (triángulos vaclos}; fentolamina (circulas vacíos}. 
La figura es representativa de entre 4 y 7 experimentos, usando diferentes 
preparaciones de membranas. 
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Tabla 2. Afinidades de los agonistas y antagonistas para receptores 
a.1-adrenérgicos en membranas hepáticas de pez. 

AGENTES K1(11M) Pe11die11te 

Agonista: 
Oximetazolina (4) 199± 12 1.06 ± 0.06 
(-)Epineliina (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 
WB4IOI (7) 4.40 ± 1.00 0.87 ± 0.06 
Benoxatian (S) 14 ± 5 0.90 ± 0;06 
5-Metil urapidil (6) 20 ± 2 0.90 ± 0.04 
Fentolamina (5) 98 ± 27 0.89 ± 0.04 
(+)Niguldipina (5) 420 ± 67 1.00 ± 0.06 

Los resultados son el promedio ± el error estándar, con el número de experimentos 
indicados entre paréntesis, usando diferentes preparaciones de membranas. 
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Figura 10. 
Gráfica de correlación de los valores de K, de los diferentes antagonistas contra 
los valores de IC.., obtenidos de los experimentos sobre [Ca'11 en membranas 

hepáticas de pez. Coeficiente de correlación= 0.96; pendiente= 0.73. 



DISCUSION 

En el presente trabajo se probó y caracterizó la existencia de receptores 

a 1-adrenérgicos presentes en hepatocitos de pez gato lcta/unis punclatus, el subtipo 

a 1-adrenérgico y el sistema de transducción de señales al que este receptor se 
acopla. Para ello se utilizaron diversas estrategias experimentales demostrándose 

claramente la existencia de receptores a,-adrenérgicos, que además modulan 
respuestas fisiológicas como el incremento en la concentración intracelular de Ca". 

El incremento en la concentración de Ca" por agentes a,-adrenérgicos, 
confirma los anteriores reportes de Moon y colaboradores en las especies de pez 
gato Jctalums melas e lcta/ums nebulosus (Zhang, et al., 1992a; Zhang, et al., 

l 992b; Moon, el al, 1993). 

Sin embargo, un estudio farmacológico más detallado de esta respuesta 

fisiológica, utilizando diversos agentes agonistas y antagonista a.1-adrenérgicos, 

demuestra por primera vez la participación de receptores a 1-adrenérgicos del 

subtipo a 16, ya que, confirmando lo observado en otros estudios, la metoxamina y la 
oximetazolina presentan muy poco o ningún efecto en el incremento en la [Ca2

·);, 

en comparación con la alta actividad en células que expresan los subtipos ª'"y a 1c 

(García-Sáinz, et al., 1985; García-Sáínz, et al., 1993), además de la sensibilidad 

que demostró esta respuesta al antagonista selectivo ª'"' cloroetilclonidina. 

El patrón oscilatorio intracelular para el Ca'", por acción de norepinefrina 
(figura 1 ), ha sido observado en células individuales incluyendo hepatocitos de 
anguila (Zhang, et al., 1992; Woods, el al, 1986). Nuestros datos sugieren que los 
hepatocitos de lctanilus punctatus responden de una manera sincronizada a la 

estimulación adrenérgica. Sin embargo, este comportamiento oscilatorio no ha sido 
observado en hepatocitos individuales de lctal11111s neb11/os11s (Zhang, et al., 1992). 
Aunque no se conoce cual es la razón 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 Jctal11n1s 
nebulosus fueron realizados a 1 OºC, mientras que nuestros experimentos se 
realizaron a 25ºC. La disminución de la temperatura puede estar implicada en la 
inhibición de mecanismos de transporte activo más que en mecanismos de difusión 
pasiva, lo que resultaría en una reducción en la concentración 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 mamíferos, lo que les permitirla mantener sus gradientes de 
calcio a temperaturas bajas (Bersohn, et al., 1991 ), desconociéndose el significado 

real de este comportamiento oscilatorio. 

La respuesta a,-adrenérgica se halla usualmente asociada al recambio de 
fosfoinosítidos, como mecanismo de transducción de señales al que se acopla este 
receptor (Fain & García-Sáinz, 1980; Garcfa-Sáinz, 1993). La activación del 

receptor a,-adrenérgico, presente en hepatocitos del pez gato, produjo un pequeño 
incremento en la producción del segundo mensajero TP, (cerca de 40% sobre el nivel 
basal). Debido a esto, se caracterizó de una manera más completa el sistema de 
transducción analizando el recambio de fosfatidilinositol (PI), que es un efecto 
secundario a la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Michell, 1975). 

El incremento en la resíntesis de PI, por acción de norepinefiina, demuestra 
que las acciones adrenérgicas en hepatocitos del pez lctalun1s pzmctatus se ejercen 

a través de la activación de un receptor a 1-adrenérgico que se acopla al sistema de 
transducción de los fosfoinosítidos-calcio. Al parecer este pequeño incremento en la 
concentración intracelular de lP3 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 acción del incremento en los niveles de AMP 

cíclico, como füe 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 
hepático. 
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Los ensayos realizados con la técnica de fijación del ligando radioactivo 
[ 125l]HEAT, demostraron la existencia de un número pequefio de sitios homogéneos 

de receptores cx,-adrenérgicos, comparado con el que se ha reportado en 
membranas hepáticas de otras especies (Garcia-Sáinz, et al., 1994; García-Sáinz, et 
al., 1992a; Gutiérrez-Venegas & García-Sáinz, 1993; Han, et al., 19&7; Taddei, et 
al., 1993). Las evidencias farmacológicas sugieren que el receptor caracterizado en 

esta especie de pez teleósteo pertenece al subtipo de receptor cx19-adrenérgico. Entre 
las características que los distinguen de otros subtipos (Garcia-Sáinz 1993), es su 
sensibilidad a la cloroetilclonidina y su relativa baja afinidad por los antagonistas 
reversibles niguldipina, benoxatian, WB 4101 y 5-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 mamíferos, donde el receptor ha sido caracterizado en el mismo tejido 
(Gutiérrez-Venegas & García-Sáinz, 1993; García-Sáinz, et al., 1992a; 
García-Sáinz, 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 

cx10, presente en membranas hepáticas de rata (73 nM y 262 nM, respectivamente), 

considerado como el subtipo prototipoª'" (García-Sáinz, et al., 1994). A pesar de 

ello, los valores de las K,s 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 (García-Sáinz 1993). 

Es muy importante mencionar que la lipofilicidad de los radioligandos, 
de los agonistas y de los antagonistas utilizados en los ensayos de competencia, así 
como la cantidad y tipo de lipidos presentes en las membranas de las células de las 
diferentes especies, pueden contribuir a las variaciones observadas. Además, la 
sustitución de un solo aminoácido en la secuencia del receptor puede alterar la 
afinidad por uno o varios ligandos específicos (Oksemberg, et al., 1992), dando 
como resultado las diferencias farmacológicas observadas entre receptores 
homólogos. 

El análisis de correlación obtenido de los valores de las K;s de los ensayos de 
competencia con antagonistas y de los valores de lC,. obtenidos de los estudios 
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sobre el [Ca2•1, demuestra que este evento fisiológico es regulado por la activación 

de receptores a 18-adrenérgicos. 

Sin embargo, como ya se ha reportado para otros modelos hepáticos de 

vertebrados menores, la activación de este receptor no regula la glucogenólisis, ya 

que se realizaron una serie de experimentos en nuestro laboratorio que así 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 mamíferos y 

que es uno de nuestros objetivos a realizar como continuación de este trabajo. 

La gran cantidad de estudios realizados sobre la caracterización de los 

subtipos de receptores a,-adrenérgicos en células hepáticas de diversas especies de 
mamiferos indican una gran heterogeneidad; así, en hígado de rata (Garcia-Sáínz, et 
al., 1994; Garcia-Sáinz, et al., 1992a; Han, et al., 1987a; Taddei, et al., 1993), 
ratón (Garcia-Sáinz, et al., 1994) y hamster (Garcia-Sáinz, et al .• 1994) se expresa 

el subtipo ª'"' mientras que en hepatocitos de conejo (García-Sáinz, et al., l 992a; 
Taddei, -et al., 1993) y de humano (trabajo enviado a publicación) se expresa el 

subtipo ª•e· En hepatocitos de cuyo se expresa un receptor con las propiedades 

farmacológicas del subtipo ª'" (Garcia-Sáínz, et al., 1992a; García-Sáinz & 
Romero-Avila, 1993; Taddeí, et al., 1993), pero que por análisis de Northem blot 

híbridiza con la sonda del subtipo ª'° (García-Sáinz, et al., l 992a). Por otra parte, 

el receptor que se expresa en aves es el am·adrenérgico (Gutierrez-Venegas & 
García-Sáinz, 1993). 

El receptor caracterizado en el presente trabajo corresponde a un subtipo 

con propiedades farmacológicas y funcionales del ªrn· lo que permite proponer que 

en tejido hepático, este subtipo de receptor, es el más primitivo de los a 1 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 

a 1-adrenérgicos en células hepáticas del pez gato /eta/uros punctatus, los cuales 
modulan el incremento en la concentración de Ca'• intracelular y el recambio de 
fosfoinosítidos. La caracterización farmacológica de estos receptores sugiere que 

pertenecen al subtipo a 18-adrenérgico. 
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