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RESUMEN

La existencia de diversos tipos de receptores para las
catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, es actualmente
mejor conocida. Es por ello que a estos receptores se les ha
clasificado dentro de tres familias; los f, los o vy los g,
adrenérgicos. Cada una de estas familias se divide a su vez
en distintos subtipos de receptores. Asi, de los receptores
o, adrenérgicos se conocen en este momento tres subtipos;
los o3, los oajg ¥y losajp. Se ha visto que la distribucién
de estos subtipos de receptores no es tejido-especifica.
Asi, por ejemplo, el higado de cuyo y el de conejo expresan
el oyjp y el de rata, ratén, hamster y pollo expresan el
01R.

En el presente trabajo se caracterizé
farmacoldédgicamente a 1los receptores o7 adrenérgicos
presentes en el higado de gato, mediante estudios de
asociacién y competencia de ligandos. Con el wuso de
prazosina [H3], un antagonista selectivo de los receptores
o, adrenérgicos, se encontré que las membranas hepdticas de
gato contienen un numero pequefio de receptores o, (188
fmol/mg de proteina). Por otra parte en los experimentos de
competencia de los diferentes ligandos por el receptor, se
encontrd el siguiente orden de potencia para los agonistas;
Oximetazolina > Epinefrina = Norepinefrina > Metoxamina y
para los antagonistas; WB410l 2 Prazosina 2 Niguldipina 2
Benoxatian > 5 MU 2 Spiperona > Fentolamina. En las
membranas tratadas con un antagonista de tipo irreversible,
la cloroetilclonidina, se observd una disminucidén importante
de hasta el 96 % en la unién especifica de la prazosina
(131,

Los resultados obtenidos sugleren la presencia
predominante del subtipo o1 adrenérgico en los hepatocitos
del gato.
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INTRODUCCTION

La capacidad de comunicarse es una caracteristica
fundamental de las células, Las células de un organismo
multicelular necesitan comunicarse una con otra para regular
su desarrollo y organizarse en tejidos, asi como para
controlar su crecimiento y divisidén. Y para coordinar sus
funciones en general. El tipo de informacidn que se maneja
en la comunicacidn celular se puede agrupar en tres clases
principales: genética, metahdlica y nerviosa (1).

Este trabajo se centraré en el tipo de informacidn
metabdlica la cual esta contenida en las moléculas que
participan en los procesos guimicos mediante los cuales las
células se reproducen, dss

arrollan y mantienen cierto
equilibrio con su entorne extracelular.

Agui el mecanismo general de comunicacidn empleado
consiste en la liberacidn de una o varias moléculas por una
célula secretora, lals) cualles) se dispersaln) a través de
los espacios intercelulares, hasta encontrar una célula
receptora, en la que intervienen de manera muy especifica en
su metabolismo. aAsi hay por l¢ menos cuatro diferentes tipos
de comunicacidn metabdlica(2):

1. Comunicacién endécrina u hormonal.

La palabra enddcrina, del griego endon: dentro o
internoc y krinein: liberar, significa que las
secreciones de las glandulas son internas, esto es, que
son liberadas al torrente sanguineo y no al exterior
del organismo. Por otra parte la palabra hormona se
deriva del verbo griego hormon, que significa
"excitar", este término fue acufiade por Henry Starling
en 1905 (3).
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En este tipo de comunicacidn, las células de las
glédndulas de secrecidn interna (como la hipéfisis, la
tiroides, los islotes del pancreas, las suprarrenales,
los ovarios y los testiculos), vierten su mensajero, es
decir, liberan las hormonas al torrente circulatorio.
Una vez en la sangre , éstas circulan por todo el
organismo: sin embargo solamente interaccionan con
algunas células que son receptoras para un mensajero
dado, las cuales se llaman células blanco. Esto indica
que el mensajero es selectivo, es decir, que va
dirigido Unicamente a c¢lertas células,

2. Comunicacién por secrecidén neuroendédcrina o
neurosecrecién,

Tin

En este caso, una ceéluls furmada a partir de tejido

nervioso secreta un mencoie en forma de neurotransmisor

a la circulacidn, La n=surchormona viaja en el torrente
sanguineo para interaccionay con células receptoras o

*blanco".

3. Comunicacién pardcrina.

Esta comunicacidén tiene un cardcter netamente local, es
decir, se produce entre células cercanas, que funcionan
respectivamenCe.como secretoras y blanco, sin que para
ello exista una estructura especializada. Es un proceso
sencillo, local, en el que intervienen las llamadas
hormonas lo¢cales o mediadores locales, denominados
también autacoides (termino gue proviene del griego
autos:propia y akos: remedio, ¥ que pretende dar la
idea de gue son sustancias qgue se producen en el mismo
organismo, para su propia curacidén o alivio). Tales
mediadores locales o autacoides actlan en células del



entorno inmediato y generalmente no entran al torrente
sanguineo en cantidades significativas ya que son
rapidamente destruidas por enzimas extracelulares o
inmobilizadas en la matriz extracelular,

4. Comunicacién autdécrina o autocomunicacién.

Consiste en que una célula se comunica con ella misma,
es decir, la célula es secretora y blanco. En este
tipo de comunicacién los autacoides o sustancias que
actian localmente proveen gran parte de la terapia de
drogas, que se utilizan hoy en dia, ya gue estén
claramente relacionados con algunos fendmenos
fisioldgicos y patoldgicos. Asi, la bradikinina y la
histamina son ejemplos de este tipo de sustancias cuya
existencia provee numerosas posibilidades para la
intervencién terapéutica mediante el uso de drogas que
mimetizan o antagonizan sus acciones o interfieren con
su sintesis o metabolismo. La histamina, por ejemplo,
juega un papel importante en la hipersensibilidad
inmediata y en las respuestas alérgicas mediante sus
acciones en misculo liso bronquial y en vasos
sanguineos. Ademds algunas drogas Gtiles en la clinica
pueden actuar directamente en las células cebadas para
liberar a la histamina.

Las sefiales enddcrinas son relativamente lentas ya que
se basan en la difusidén y en el flujo sanguineo; usualmente
una hormona se tarda varios minutos en alcanzar las células
blanco después de haber sido secretada. De hecho 1la
especificidad de la seflal en el sistema enddcrino depende
completamente de la quimica del mensajero, del tipo de
receptores en la célula blanco y de la maquinaria interna a
la cual estédn acoplados. Cada tipo celular tiene su propia



combinacién de receptores, asi la misma hormona se puede
unir a diferentes receptores, como en el caso de la
epinefrina y norepinefrina, las cuales se pueden unir a los
receptores P y a-adrenérgicos. Dos tipos celulares con el
mismo receptor pueden estar acoplados a distintos sistemas
de transduccién y por tanto nueden responder de manera
diferente a la misma hormona.

Las hormonas estidn muy diluidas en el torrente
sanguineo y. fluido intersticial y por ello actéan a muy
bajas concentraciones (de 105 M a 10-12 M ,es decir del
orden micromolar al picomolar}), por ejemplo el nivel normal
de epinefrina en la sangre es de sbélo 10-19 M aunque la
concentracidn de ésta en la sangre aumenta hasta 1,000 veces
en pocos segundos o minutos en respuesta a un estimulo
sensorial.

Hay tres clases quimicas distintas de hormonas:
peptidicas, aminas y esteroideas.

Las hormonas peptidicas, las cuales pueden tener de 3 a
méds de 200 residuos de aminodcidos, incluyen a todas las
hormonas liberadas por el hipotdlamo (como la hormona
liberadora de tirotropina), la gldndula pituitaria
(corticotropina y vasopresina) y las hormonas pancredticas;
la insulina, glucdgon y somatostatina,

Las hormonas con grupo amino o aminas biogénicas,
compuestos de bajo peso molecular derivados del aminodcido
tirosina, incluyen a la epinefrina y norepinefrina, solubles
en agua, liberadas por la médula adrenal y a las hormonas
tiroideas, insolubles en agua. Epinefrina fue el nombre
asignado por Abel en 1899 al principio activo encargado del
efecto depresor en los extractos suprarenales demostrado por
vez primera por Oliver y Schafer en 1895. Barger y Dale
(1910) estudiaron la actividad farmacoldgica de varias
aminas sintéticas relacionadas con la epinefrina vy
dencminarén a estas acciones ‘“simpatomiméticas", debido a
que simulaban o producian efectos en el sistema nervioso
simpitico, el cual participa de manera importante en la



L

regulacién homeostdtica mediante una amplia variedad de
funciones, entre las cuales se encuentran; el ritmo y fuerza
de contraccidén cardiacos, el tono vasomotor, la presidn
sanguinea, el tono de las vias respiratorias bronquiales y
el metabolismo de los carbohidratos y de los 4&cidos
grasos(4). ' '

La estimulacidén del sistema nervioso simpdtico ocurre
normalmente en respuesta a una actividad fisica, a estrés
psicolégico, a reacciones alérgicas generalizadas, entre
otras situaciones en las que el organismo es estimulado. Las
respuestas fisioldgicas y metabdlicas producidas a causa de
la estimulacidén de los nervios simpdticos en los mamiferos
son generalmente mediadas por el neurotransmisor,
norepinefrina (Tabla I). Como parte de la respuesta al
estrés, la médula suprarrenal también es estimulada, lo que
eleva la produccidén y liberacién de la epinefrina vy
norepinefrina en la circulacién sanguinea.

Existen muchos tipos de drogas simpatomiméticas que
tienen efectos profundos en la fisiologia de drganos
inervados simpdticamente. La mayoria de estas drogas son
importantes en la medicina clinica particularmente en las
enfermedades cardiovasculares.

Las hormonas esteroideas, las cuales son liposolubles,
incluyen a las hormonas derivadas de la corteza adrenal, a
la vitamina D, y a los andrdgenos y estrdgenos, hormonas
sexuales masculinas y femeninas respectivamente. Los
eicosanoides son derivados del 4cido graso polinsaturado de
20 carbonos, llamado 4cido araquiddnico. Las tres subclases
de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos), son inestables e insolubles en agua, estas
moléculas generalmente no viajan muy lejos del tejido que
las produce, por lo que actlan principalmente en células
cercanas al punto de liberaciédn (3).

También las moléculas serial o mensajeros, se pueden
clasificar de acuerdo a su solubilidad en el agua. Las
moléculas  hidrofédbicas pequeiias, como las  hormonas
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TABLA I

EFECTOS METABOLICOS Y FISIOLOGICOS DE LA EPINEFRINA

EFECTOS INMEDIATOS DE LA EPINEFRINA

EFECTOS FINALES DE LA EPINEFRINA

1. Fisiologicos

Incremento del ritmo cardiaco

Incremento de la presion sanguinea

Incremento en la dilatacién de las vias respiratorias

2. Metabdlicos

Incremento en el rompimiento del gluc6geno (misculo e higado)
Decremento en la sintesis del gluc6geno (misculo e higado)
Incremento en la gluconeogénesis (higado)

Incremento de Ia glucdlisis (misculo)

Incremento en la mobilizacién de los dcidos grasos (lejido
adiposo)

Incremento en la secrecion de glucagon
Decremento en la secrecion de insulina

1. Fisiologico
Incremento de O3 en los tejidos (misculo)

2. Metabdlicos

Incremento en la produccion de glucosa como combustible

Incremento en la produccion de ATP en misculo

Incremento en la disponibilidad de los 4cidos grasos como
combustibles

Potenciacién de los efectos metabdélicos anteriores

Tomada del Lehninger et al, 1993 (3).

-
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esteroideas y tiroideas, pasan a través de la membrana
plasmitica de la célula blanco y activan a proteinas
receptoras dentro de ésta. Por otra parte las moléculas
hidrofilicas, incluso a todos los neurotransmisores, a la
gran mayoria de hormonas y mediadores quimicos locales,
activan a las proteinas receptoras localizadas en la
superficie de las células blanco. Estas proteinas receptoras
se unen a la molécula seflal (ligando) con alta afinidad y
convierten este acontecimiento extracelular en una o mds
seflales intracelulares, que alteran el metabolismo de la
célula blanco. '

La mayoria de las proteinas receptoras que se
encuentran en la superficie celular pertenecen a una de las
siguientes tres clases, las cuales estdn definidas por el
mecanismo de transduccidén que utilizan (5):

o Receptores-canal; son canales idnicos que participan
principalmente en la seflal sindptica rapida entre células
excitables eléctricamente. Este tipo de seflal estd
mediada por un pequefio numero de neurotransmisores, los
cuales abren o cierran el canal idnico al cual estédn
unidos, asi cambian la permeabilidad idnica de la
membrana plasmdtica (5).

¢ Receptores con actividad enzimdtica; cuando son activados
por su ligando, operan directamente como enzimas. La
mayorf{a de. los receptores cataliticos conocidos son
proteinas transmembranales con un dominio citoplédsmico y
funcionan como proteinas con actividad de tirosina-
cinasa, de serina y treonina cinasas, de guanilato
ciclasa y fosfatasas (5).

* Receptores acoplados a proteinas G; estos receptores
activan o inactivan indirectamente una enzima o canal
iénico separados espacialmente del propio receptor. La
interaccidén entre el receptor y la enzima o canal idnico

—



estd mediada por una tercera proteina, llamada proteina G
o proteina intercambiadora de nucledétidos de guanina (Fig
1). Este tipo de receptores generalmente activan una
cadena de fendmenos que alteran la concentracién de una o
més moleculas pequefias de seflal intracelular, referidas
con frecuencia como mensajeros intracelulares o segundos
mensajeros. Estos mensajeros intracelulares actian a su
vez, por medio de la alteracién del comportamiento de
otras proteinas blanco en la célula. Dos de los méds
importantes mensajeros intracelulares son: el AMP ciclico
(AMP,) y el ién Ca?. Ambas seflales son generadas por
diferentes rutas, que incluyen a proteinas G, y son
utilizadas por casi todas las células animales.

Cabe mencionar como ejemplo a los receptores ;-
adrenérgicos, los cuales a través de las proteinas G
median dos funciones principalmente: unen a los ligandos
u hormonas enddgenas del exterior celular, de tal manera
que el receptor se puede encontrar en dos estados
distintos de afinidad, seglin la asociacidén de éste con la
proteina G (Fig 1) y activan un sistema efector (recambio
de fosfoinositidos-calcio), que genera segundos
mensajeros intracelulares (IP, y Ca?'), los cuales son
capaces de activar varios procesos bioquimicos.

BOSQUEJO HISTORICO - RECEPTORES ADRENERGICOS

En la segunda mitad del siglo XIX algunos farmacdélogos
como Thomas Fraser y Thomas Lauder, especularon que la
accién fisioldgica de las drogas se debia a una reaccién
quimica entre la droga y algin constituyente celular. No fue
sino hasta el trabajo experimental de Langley, con
pilocarpina en 1874, que se didéd alguna evidencia
farmacoldégica de ello. En un articulo publicado en 1878
Langley comenta que hay una o varias substancias en las
terminales nerviosas o células glandulares con las cuales la
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FIGURA 1

Interaccién del receptor R, hormons H, proteina G, GTP, GDP y efector
E.

La interaccién HR estimula la disociacion de G.GDP, tal disociacién debe
de ser precedida por la unién de GTP, es decir la interaccién HR permite
el intercambio de GDP por GTP en el sitio de unidén al nucleétido de
guanina en la protefna G, de esta manera la proteina G es activada y se
disocia el dimero fy de la subunidad Ga.GTP, por lo cual la proteina G
va .no estd asociada al receptor R, éste queda R+H en un estade de baja
afinidad, y no en un estado de alta afinidad H.R.G. (R.G asociados). Una
vez activada la proteina G; Ga.GTP, ésta interacciona con la molécula
efectora Gu.GTP.E, posteriormente a la activacién de E, la actividad
GTPasica de la proteina G permite la hidrolisis de GTP a GDP, se disocia
asi la forma Gu,GDP del efector E, y la proteina G.GDP queda en estado
inactivo y preparada para poder pasar a un estado activo en respuesta a
la interaccién hormona-receptor H-R.

Tomada de Gilman 1987 (6).



atropina y pilocarpina son capaces de formar compuestos (7).
Mds tarde en 1897 Ehrlich utiliza el concepto primitivo de
receptor (*side chain concept'), para explicar la
neutralizacidén de toxinas bacterianas por anticuerpos. Con
base en sus experimentos inmunoldgicos Ehrlich argumentaba
que la habilidad de la toxina de combinarse con la
antitoxina, se debia a que la primera, presentaba un grupo
particular de dtomos con afinidad especifica por otro grupo
de 4tomos en la antitoxina. Ehrlich también distinguid a los
grupos toxdforo y haptdéforo en la toxina y considerd que el
primero daba la actividad téxica mientras que el segundo
fijaba la droga a la célula y permitia al grupo toxéforo
ejercer su accidén (8).

Posteriormente en wun articulo publicado en 1905,
Langley concluye con base en sus experimentos, que algunos
compuestos eran capaces de ejercer una accidn directa sobre
las células musculares, ya sea al estimular directamente a
las células o al antagonizar este efecto con nicotina vy
curare respectivamente, Langley argumentaba que ambas drogas
debian competir por la misma “substancia receptiva", asi
sugiridé el mismo comportamiento para muchas otras drogas y
venenos., Incluso generalizaba en la existencia de distintos
tipos de substancias receptivas presentes en diferentes
células y mencionaba que este concepto iba en favor de la
linea de pensamiento de Erhlich y su teoria de la inmunidad
(9).

En junio de 1907 Ehrlich distingue a los
quimioreceptores de los receptores a toxinas y seis afios mds
tarde reafirma esta distincidén con las investigaciones de
Langley sobre los efectos de los alcaloides (8).

No fue sino hasta la década de 1950 que los conceptos
proporcionados por Ehrlich y Langley se convirtieron en una
mayor drea de interés experimental en farmacologia.

Asi a mediados del siglo XX, mediante el estudio de la
interaccidén de hormonas y drogas con sus respectivos
blancos, se tenia claro que los receptores juegan un papel
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central en la interaccidén de ligandos {drogas) con las
células y era necesario el tratar de entender mejor las
bases moleculares de sus acciones, asi como los mecanismos
precisos que se presentan particularmente en los estados
patofisiolégicos. Debido a los mecanismos efectores o a la
variedad de funciones bien definidas de los receptores
adrenérgicos y a su diversa distribucién en los tejidos,
dichos receptores han sido un buen modelo para el estudio de
estos procesos. Es por ello que se intentd subclasificar por
primera vez o distinguir al menos cualitativamente a los
subtipos de receptores adrenérgicos mediante los efectos de
aminas simpatomiméticas, simpatina E y simpatina I, las
cuales mediaban excitacidén o inhibicidén respectivamente
(10} .

Por otra parte Ahlquist en 1948 (1l), propuso la
existencia de dos subtipos de receptores adrenérgicos,
basada en los diferentes drdenes de potencia de una serie de
agonistas sintéticos evaluados en distintos tejidos. A estos
subtipos los llamd receptores o y P adrenérgicos, los cuales
podian tener efectos inhibidores o excitadores, segin el
tejido en cuestidn. Asi Ahlquist considerd que todas las
respuestas adrenérgicas eran controladas por uno u otro de
estos receptores Yy algunas de las' respuestas clinicas
importantes las asignd a ambos receptores de la siguiente
manera:

e El receptor alfa adrenérgico estd asociado con 1la
contraccién del mdsculo involuntario {liso). Los vasos
sanguineos son contraidos; el misculo radial del iris es
contraido; el dtero y vaso son contraidos. E1l mdsculo
liso del tracto intestinal es relajado.

¢ El receptor beta adrenérgico estd asociado a la
relajacién o inhibicidn de la actividad del misculo liso.
Los vasos sanguineos son dilatados; el misculo 1liso
bronquial @ es relajado; 1la actividad intestinal es
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inhibida. El corazdén es estimulado, por lo cual hay un
incremento en el ritmo cardiaco, la fuerza de contraccidn
v la velocidad del impulso cardiaco.

En 1957 se reafirmd la subclasificacidén hecha por
2hlquist con la descripcién del agonista parcial
Dicloroisoprenalina (DPCI), el primer agente capaz de
bloquear las respuestas mediadas por los receptores B y no
la de los receptores o, este agente fue preparado por vez
primera por Powell y Slater (12).

Mds tarde en 1967, de una manera muy similar a la de
Ahlquist, Lands y colaboradores {13), comparan los &rdenes
de potencia de varios agonistas, y «concluyen en la
existencia de dos subtipos de receptores P adrenérgicos. El
B,-adrenérgico, receptor dominante en el tejido adiposo y
cardiaco, era igualmente sensible a la noradrenalina y
adrenalina, mientras que el receptor Bz—adrenérgico,
responsable de la relajacidén del misculo liso vascular,
uterino y de los bronquios, era mucho menos sensible a la
noradrenalina que a la adrenalina.

En 1977 Langer (14), con base en la localizacidn
anatémica, sugiere la nomenclatura de 0, y de @ para los
receptores adrenérgicos pre 3 postsindpticos
respectivamente. Sin embargo debido a que algunos receptores
localizados postsindpticamente tenian ya sea una funcién
inhibitoria o excitatoria, Berthelsen y Pettinger en 1977
(15), consideran mds apropiado clasificar a estos receptores
de acuerdo a su funcidén, asi se atribuye una funcidén
inhibitoria a los @, y una excitatoria a los a,.
Posteriormente son los estudios basados en las interacciones
de agonistas y antagonistas mas potentes y altamente
selectivos, los que dan la pauta para subclasificar a los
receptores alfa, con base en un criterio farmacoldgico en
contra posicién de subdivisiones funcionales o anatdmicas
propuestas previamente,

!
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TOPOGRAFIA DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

La estructura primaria de este tipo de receptores
sugiere que son proteinas integrales de membrana. Estos
receptores consisten de una sola subunidad, la cual esta
constituida por siete dominios transmembranales de 20 a 28
aminodcidos hidrofdbicos. En estos dominios transmembranales
los receptores adrenérgicos poseen un al;o grado de
identidad en su secuencia de aminodcidos, lo cual se puede
ver entre miembros o subtipos de la misma subfamilia. El
extremo amino terminal, que se localiza en la regidn
extracelular, la tercera asa citopldsmica y el extremo
carboxilo terminal intracelular, son las regiones de mayor
diversidad entre los subtipos. Los sitios de N-glucosilacidn
extracelular, cerca del extremo amino, asi como varios
sitios potenciales de fosforilacién regulatoria en los
dominios citopldsmicos, son regiones compartidas entre los
receptores adrenérgicos (Fig 2),

Los dominios extracelulares de los receptores acoplados
a las proteinas G, contienen 3 asas que conectan las 7 a-
hélices hidrofébicas transmembranales, asi como el amino
terminal glucosilado. La funcién de los residuos glucosilo
ligados a la asparagina del extremoc amino no se conoce aun,
sin embargo varios estudios han demostrado que no son
esenciales en la unién del ligando (16 y 17). Las asas
extracelulares contienen varios residuos de cisteina los
cuales al interaccionar forman uniones disulfuro, que pueden
estabilizar la unién del ligando al receptor. Estos residuos
se _encuentran conservados en muchos de los receptores
acoplados a las proteinas G.

Los dominios citopldsmicos de los receptores
adrenérgicos y receptores semejantes, consisten de 3 asas
intracelulares y una parte carboxilo terminal. Estas
regiones participan en diferentes funciones, que incluye el
acoplamiento a las proteinas G, asi como varias
modificaciones covalentes. Las primeras dos asas
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citopldsmicas son las regiones mds conservadas entre los
receptores acoplados a las proteinas G.

Varios estudios sugieren que las regiones en la tercera
asa citopldsmica del receptor Ba-adrenérgico son
fundamentales en el acoplamiento con la proteina G. Se ha
propuesto que la palmitoilacién de estos receptores y quizd
de otros acoplados a proteinas G, pueden anclar esta regidn
del receptor a la membrana plasmatica, lo que permite una
corformacidén adecuada para la asociacidén de la proteina G.
Algunos datos obtenidos por estudios de mutagénesis
dirigida, asi como de receptores quiméricos, apoyan la
hipdtesis de que las regiones de la tercera asa citopldsmica
y el extremo carboxilo, participan en el acoplamiento de la
proteina G con el receptor. Estos dominios citopldsmicos
también pueden intervenir en fendmenos de regulacidn, como
la endocitosis de los receptores, "down regulation" y la
desensibilizacién via modificacidn covalente .

RECEPTORES [} ADRENBRGICOS.

Generalmente se acepta la existencia de dos subtipos
de receptores P (13) los B, vy los B,. Sin embargo se han
acumulado evidencias, a través de los afios, de que existe un
receptor B que es insensible a los antagonistas cominmente
usados, a este receptor generalmente se le refiere como el
receptor B adrenérgico atipico, pero con la identificacién
de agonistas selectivos y la expresién del receptor
recombinante, ya es apropiado el referirse a este receptor
como el receptor B, adrenérgico.

Los tres subtipos de receptores [ pueden ser activados
por la noradrenalina y 1la adrenalina. Sin embargo, en
contraste con los receptores o adrenérgicos, las
catecolaminas enddgenas presentan diferente afinidad por los
receptores B adrenérgicos. Asi se puede hacer una
distincién primordial entre los subtipos B, v B, Dpues este
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Gltimo tiene wuna selectividad 100 veces mayor por la
adrenalina que por la noradrenalina, mientras que para el
B, ambas catecolaminas son equipotentes. Por otra parte el
antagonista propranolol y muchos de sus andlagos son mds
potentes péra los receptores P, y B, que para los f; (Tabla
II). .

Se han identificado antagonistas selectivos para los
receptores P, (e.g. metoprolol, practolol, atenolol,
betaxolol, CGP 20712A (21)) para los P, (butoxamina, ICI
118,551 (22)) y para los f; no se ha identificado ningin
antagonista selectivo hasta la fecha, aunque se ha visto que
el antagonista f; ICI 118,551 inhibe la estimulacién de la
adenilato ciclasa mediada por el receptor f;, cuando éste es
expresado en células. Pero el receptor f,;es insensible a la
mayoria de los antagonistas B adrenérgicos (Tabla II),

Hoy en dia también hay agonistas sintéticos selectivos
para los tres diferentes subtipos. Para el subtipo B, (e.g.
denopamina, Ro 363 y xamoterol), los agonistas que se han
identificado no son muy eficaces y/o selectivos, para el
subtipo f, (e.g. terbutalina, salbutamol, salmeterol vy
zinterol), los agonistas identificados son altamente
selectivos y para el P, se ha visto que los compuestos; BRL
37344, ICI 198,157, CL 316,243 vy CGP12177, activan
selectivamente a este receptor. Este 0Ultimo es un agonista
parcial para el receptor B, (23 y 24) y un antagonista para
los subtipos B, v B,

Por otra parte en cuanto a los efectos fisioldgicos se
conoce Qque los receptores P, regulan los incrementos en el
ritmo cardiaco y fuerza de contraccidn, estimulan la
secrecidén de renina, la relajacién de las arterias
coronarias y relajacién del misculo liso gastrointestinal.
De igual manera los receptores B, regulan la relajacién del
misculo liso en muchos sitios, que incluye las vias
respiratorias, la mayoria de los vasos sanguineos y el
Gtero. Asi las principales acciones que regulan los
receptores f}; son: la lipélisis en el tejido adiposo blanco

B



COMPUESTO

Ki (nM)
WB4101 051 - 087 80 28 16 ¢+ 03
S-Metilurapidil 23 - 575 96 + 26 15 + 04
Prazosina 1.15 - 2.07 0.32+ 0.09 0.32 £ 0.0i
Oximetazolina 4 -8 280 + 56 2140
Spiperona 7.2 .22 1.3 £072 | eeeee
Cloroetilclonidina | 0/ ++/ +++ +++ +4+
" NUMERODE | - (466) 515 560
AMINOACIDOS
UBICACIONEN | ----- (8) 5@32-q34 20pi3
CROMOSOMA
DISTRIBUCION | Vasos deferentes, | Higado, Cerebro | Vasos deferentes,
Cerebro  (Bulbo Cercbro
Olfatorio)
COMPUESTO [+ 799 ? p 1 Uyp [+ 27
Ki (nM)
Rauwolscina 37 16 33 10 12 £ 0.5 0.18 £ 0.03
Prazosina 1034 + 403 1127 £ 337 30 = 7 61 + 17
ARC-239 256+ 86 285 + 135 46 + 20 Si_ % 28
BAM-1303 48 =1 70 £ 16 21 % 12 0.73 £ 037
BRL 44408 36 19 16 174 £ 30 187
Oximetazolina 56 19 4 14 350 + 9i 72 : 23
Imiloxan 1750 £ 1250 79 50 £ 6 emaee
NUMERO DE 450 450 461
AMINOACIDOS
UBICACION EN | 10q24-q26 2 4
CROMOSOMA
DISTRIBUCION { Aorta, Cerebro Higado, Riilon Cerebro
COMPUESTO B, B, Ba
Ki (nM)
Isoprenalina 14 T
Xamoterol 135 4533 ] .-
Salbutamol ECe, | 810 26 2300
Salmeterol ECqy | > 30,000 4
BRL37344 EC,, | 680 35 1.7
CGPI12117K,, R 300
Propranolol Kj | 0.7 95
Metoproloi 3 4200 e
Bisoproloi 0.2 1020} eeeee
IC1118551 710 46 | eeeee
NUMERODE 477 413 402
AMINOACIDOS
UBICACIONEN { 10q24-q26 5q31-q33 ] -eee-
CROMOSOMA

DISTRIBUCION
(Tomada y

Corazén, Pineal

Modificada de Bylund et al, 1994 (47) y Garcia-

PPulmdn, Préstata

Sdinz et al, 1995

Tejido Adiposo

(74).)




y la termogénesis en el tejido adiposo pardo, y hay
evidencia de que este subtipo contribuye en la estimulacidn
de la secrecidén de insulina de las células de los islotes
pancredticos, en la inhibicién de la sintesis de glucdgeno
en el misculo esquelético y en la inhibicién de la actividad
contrictil del misculo liso gastrointestinal.

Subtipos Recombinantes.

Todos los receptores P identificados farmacoldgicamente
han sido recombinados y expresados. E1l ADNc de los
receptores P, y los P, ha sido obtenido de una variedad
distinta de tejidos del pavo, hamster, ratdén, rata y humano,
El receptor PB;de humano ha sido recombinado recientemente.
Las caracteristicas farmacoldgicas de los receptores
recombinantes, parecen corresponder bien con las obtenidas
de los tres subtipos de receptor identificados inicialmente,
aunque hay algunas diferencias para el caso del receptor B,.

sidtema de Transduccidn.

Los tres subtipos B, , B,y By parecen estar acoplados al
sistema de la adenilato ciclasa por medic de una proteina G
estimuladora o G,y no hay evidencia de alguna diferencia en
la interaccién receptor-proteina G-ciclasa entre los
subtipos (25). Hay evidencia para sugerir que en ciertos
tejidos, como el misculo cardiaco, podria haber un
acoplamiento directo entre una proteina G estimuladora y un
canal de Calcio sensible a voltaje (26) (Fig 3).

ey



PIGURA 3

Modelo del sistema de transduccidn de la adenilato ciclasa y de loa
fosfolnositidos-caleio.

H, hormona; R, receptor; Gs, protefna G estimuladora; Gi, protefna G
inhibitoria; Gq, protefna G; AC, adenilato ciclasa; PLC, fosfolipasa C;
PIP;, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; 1IPj3,inositol 1,4,5 trifosfato;
DAG, diacilglicerol; PKC, protef{na cinasa C; PS, fosfatidilserina:; RE,
ret{culo endoplasmdtice; GTP, trifosfato de guanosina; GDP, difosfato de
g?a??sina; ATP, trifosfato de adenosina; AMPc, monofosfato de adenosina
ciclica. :
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RECEPTORES o; ADRENERGICOS,

En lo que respecta a los receptores @, , es evidente la
existencia de varios subtipos en los diferentes tejidos
estudiados hasta la fecha, ademds de los ya descritos por
Langer y sus colaboradores hace algunos afios.. )

Todos los subtipos o,-adrenérgicos son activados por
los neurotransmisores simpdticos, noradrenalina y adrenalina
(Fig 4). No hay evidencia de afinidad selectiva por alguna
de estas catecolaminas para los subtipos identificados hasta
la fecha. Todas las respuestas mediadas por los «; son
bloqueadas por la prazosina y todes los subtipos muestran
baja afinidad por los antagonistas selectivos a receptores
o,-adrenérgicos come la yohimbina o rauwolscina. Todos los
subtipos conocidos pueden ser marcados con la prazosina({H?)
(Fig 4) o [Il25)IBE-2254 (I-HEAT) y su activacién estd
asociada con un incremento en el calcio intracelular.

La subdivisidén inicial de los receptores oy~
adrenérgicos en los subtipos o, y o5, se realizdé con base
en la afinidad de éstos por la fentolamina y el WB4101 (27).
Esta clasificacidén en los subtipos o,y ;3 adrenérgicos, ha
sido apoyada por la identificacién de muchos antagonistas
{(Fig. 4 y Tabla II), los cuales muestran una selectividad de
al menos 100 veces mds por el o, , como en el caso de el 5-
metilurapidil (28) y la (+)niguldipina (29), y mediante el
descubrimiente del agente alquilante cloroetilclonidina, el
cual presenta diferente selectividad por el subtipo opy el
Q) (30). Actualmente no hay un antagonista selectivo por el
o,5, aunque la spiperona ha sido reportada con un rango de
afinidad de 10 veces mayor por el o, que el o, adrenérgico
(31). Asi los receptores o adrenérgicos estdn actualmente
clasificados como a; o o043 , con base en las constantes de
disociacién del receptor por el 5 metilurapidil o
(+)niguldipina y en la sensibilidad a la inactivacién
irreversible por la cloroetilclonidina (Tabla II).

T
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Los resultados de algunos estudios funcionales y de
asociacidén de radioligandos, sugieren que el vaso deferente
de la rata contiene una alta densidad de receptores o,
adrenérgicos en comparacidn a el a5.

En otros tejidos como en el anococcigeo y en el de la
glédndula submaxilar de rata predomina el subtipo @, . Por
otro lado las respuestas o, adrenérgicas del bazo e higado
de rata son mediadas principalmente por el subtipo o3.

La mayoria de los tejidos estudiados, como la corteza
cerebral, hipocampo, corazén y rifién de rata, contienen
poblaciones mezcladas de los dos subtipos (30).

Ademds de la clasificacidén antes descrita Flavahan y
Vanhoutte (1986) diferenciaron a los receptores @,
adrenérgicos en dos grupos, designados o y @, con alta y
baja afinidad por la prazosina y yohimbina respectivamente.
Esta subclasificacién ha sido recientemente extendida al
agregarse un tercer grupo, o, el cual presenta una
relativamente baja afinidad por la prazosina y una afinidad
mds alta que la esperada por la yohimbina (32).

Se ha postulado que los receptores @, Y @, forman
parte del subtipo a,, (33).

Subtipo a,, adrenérgico.

Se ha comprobado la existencia de este receptor con
estudios de tipo farmacoldgico, sin embargo no se ha podido
aislar ningﬁnvADNc que contenga a este receptor. Es por ello
que se ha originado cierta controversia en la existencia o
inexistencia de este subtipo. En consecuencia cierto nidmero
de investigadores han abordado dicha confusién y han
propuesto que muy probablemente este subtipo corresponde al
o). clonado (34 y 35), el cual se identificé inicialmente
debido a que presentaba un perfil farmacoldgico distinto del
subtipo a,, y del a,y, con una afinidad relativamente alta
por el S5-Metilurapidil, por el WB410l y wuna gran

——ey



sensibilidad a la inactivacidén irreversible por la
cloroetilclonidina, esta dGltima caracteristica era la
principal diferencia para distinguir entre el subtipo o, V¥
el a,. Sin embargo actualmente se considera que la
sensibilidad a la cloroetilclonidina es una caracteristica
que muy probablemente depende de la especie u organismo y no
de los subtipos de receptores adrenérgicos.

Por otra parte las modificaciones postransduccionales
del receptor, el tipo celular en que se expresa y se estudia
y las condiciones en que se realizan los estudios
farmacoldgicos y funcionales, pueden ser determinantes en la
especificidad por los diferentes agonistas y antagonistas,
esta es una posible explicacidén para los resultados
controversiales observados. Ademds la expresién de un ADNc
en un determinado tipo celular, no necesariamente pudiera
resultar en un receptor con propiedades farmacoldgicas
idénticas al subtipo que se expresa en forma natural en un
tejido determinado.

Subtipo a, adrenérgico.

Este subtipo fue el primero de la familia en ser
clonado. La clona fue aislada de una linea celular (DD,MF2)
de vaso deferente de hamster y codifica para una proteina de
siete dominios transmembranales (Fig.2). La expresién del
ADNc resultd en una proteina con propiedades farmacoldgicas
consistentes con el subtipo o,, adrenérgico, que presenta
una alta afinidad por la prazosina y una baja afinidad por
la fentolamina, el S5-metil-urapidil y por la yohimbina y una
sensibilidad alta a la inactivacidn irreversible por la
cloroetilclonidina.

Por otra parte los andlisis de tipo Northern de tejidos
de rata, mostraron la expresidén del ARNm para esta clona en
los tejidos en donde se esperaba que expresaran el subtipo

-
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o, , Que incluye al higado, bazo, corazén 'y corteza

cerebral.

Subtipo @4 adrenérgico.

Con una sonda de ADNc preparada del receptor a;z, de
hamster, se encontrd una clona distinta para otro subtipo
adrenérgico en una biblioteca gendmica de cerebro de rata
(20). La secuencia de aminodcidos de la proteina que expresa
esta clona, es consistente con las proteinas de 7 dominios
transmembranales (Fig 2)., Mediante el andlisis tipo Northern
de la distribucidn en tejido del ARN mensajero transcrito
por esta clona sugiere una distribucién similar al subtipo
a,,, ¥y el receptor expresado presenta alta afinidad por el
WB 4101. Por tanto se concluye que esta clona representa el
receptor @), farmacoldgico (20). Sin embargoc al estudiar una
clona casi idéntica, también aislada de cerebro de rata, se
encontréd una baja afinidad por los antagonistas mds
selectivos para el subtipo a;, , el 5 metilurapidil y la
(+)niguldipina. Asi{ se concluye que existe una nueva clona y
se le denomina o, (36).

Debido a que las clonas aisladas por Lomasney et al.,
(20) y por Pérez et al., (36) codifican para proteinas de
560 residuos de aminodcidos, estas difieren solamente en la
secuencia en dos sitios (con un 99.8% de identidad
aminoacidica), parece ser que representan el mismo subtipo.
Pero el ADNc expresado es farmacolégicamente distinto al
receptor a;, adrenérgico, que se expresa de forma natural
en diferentes tejidos. Es por ello que a este receptor
recombinante se le ha llamado @,,; , aunque actualmente ya
se hace referencia a éste como @, hasta que puedan ser
explicadas las discrepancias antes mencionadas.
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Subtipos recombinantes.

Se han aislado y expresado tres ADNc de los receptores
o, adrenérgicas, Aunque la relacién de los subtipos
recombinanées, con la de los receptores que se hallan
presentes en los diferentes tipos celulares de manera
natural, no es muy clara sino por el contrario es aun
controversial, los datos sugieren al menos la existencia de
tres subtipos; los Q, los o y los .

Estos resultados han sugerido fuertemente la existencia
de diferentes subtipos o,, con propiedades funcionales
distintas. Sin embargo, la comparacidén entre las respuestas
mediadas en diversos tejidos por receptores @;, no ha
permitido establecer, de manera contundente, diferencias
funcionales entre los subtipos. De hecho las diferencias
observadas de los efectos causados por los @, en varios
tejidos y/o tipos celulares, pudieran deberse a otros
factores diferentes de la presencia de distintos subtipos de
receptor. Estos factores incluyen variaciones en el numero
de receptores y diferencias en la composicidn de proteinas G
y/o moléculas efectoras.

Sistema de Transduccién

En la mayoria de los tejidos estudiados 'la activacidn
de los receptores o, -adrenérgicos causa la hidrélisis del
polifosfoinositido (PI), catalizada por la fosfolipasa C.
Los productos resultantes de la hidrdlisis del PI, incluye
al IP3 o inositol 1,4,5 trifosfato y al diacilglicerol
(DAG), que incrementan el calcio intracelular y activan a la
proteina cinasa C (PKC) respectivamente {37) (Fig.3}.

Algunos estudios recientes han mostrado que otras rutas
de transduccién tales como la fosfatidilcolina-fosfolipasa D
(38) y la fosfolipasa A2 (39), también pueden ser activadas
por la estimulacidén de los receptores o .
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SUBTIPOS «,-ADRENBRGICOS.

Los adrenoreceptores O, se han subdividido con base en
los estudios funcionales, de asociacidn de radio-ligando y
varios receptores diferentes o, han sido clonados ¥y
expresados. De la misma manera que en la familia de los
o, las relaciones entre los subtipos identificados por estas
tres formas de subclasificacidn no han sido establecidas por
completo, lo que estd claro es que existen diferentes
subtipos o,-adrenérgicos, con distintas especificidades por
las drogas. '

Todos los subtipos o, pueden ser activados por la
noradrenalina y por la adrenalina y no hay evidencia de que
estas catecolaminas fisioldgicas muestren selectividad
significativa entre cualquiera de los subtipos. Todos pueden
ser blogueados por la yohimbina y rauwolscina y marcados con
analogos tritiados de estos antagonistas, aunque la afinidad
puede variar substancialmente entre los subtipos.

Inicialmente la subclasificaicén de los o, se basé en
la habilidad de la prazosina para inhibir la unién de la
yohimbina (H!})] o rauwolscina [H}] a los homogenados de una
variedad de tejidos aislados o de lineas celulares en
cultivo (40,41 y 42), La prazosina y otro antagonista o,-
adrenérgico, el ARC 239, tienen alta afinidad por un grupo
de o,-adrenérgicos, designados o,,, y baja afinidad por
otro, designado o,, (Tabla II). El agonista parcial q,-
adrenérgico, .oximatazolina y el antagonista, BRL44408,
inhiben selectivamente la unién al subtipo o,, (43 y 44).
Aunque hay evidencia funcional (45), que apoya esta
subclasificacidén ha sido dificil el encontrar respuestas
funcionales que muestren claramente un perfil farmacoldgico
o,,-adrenérgico.

Dos subtipos o,-adrenérgicos adicionales han sido
propuestos, el o,. y el 0,, con base en la correlacidén de
las afinidades de antagonistas para inhibir la unidn de
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rauwolscina [H?}] en diferentes células y preparaciones de
tejidos (Tabla II).

Subtipos Recombinantes.

Tres clonas o,-adrenérgicas de ADNc han sido aisladas
de bibliotecas gendémicas humanas, (@,C2, C4 y ,CLl0) y
tres clonas altamente homdélogas, las cuales parecen ser
especies hombélogas de las tres clonas humanas, han sido
aisladas de rata y de ratodn. Aunque hay cierta controversia
en la asignacidén del subtipo para una de las clonas de rata
(RG20), los adrenoreceptores @, recombinantes parecen
corresponder a los subtipos ®,, identificados:por estudios
de asociacién de radioligando (46).

Sietema de Transduccidn

Hasta la fecha en casi cada sistema estudiado la
activacién de los receptores o, inhiben a la adenilato
ciclasa (Fig.3). Sin embargo, en muchos casos los efectos
fisiolégicos mediados por los @, no pueden ser explicados
solamente por una disminucidén en el AMPc intracelular. Se ha
reportado la activacidén de varios mecanismos de transduccidn
para los a,, que incluye a la activacién de canales de K*
{47), la inhibicidén de canales de Ca?* (48) el incremento en
el intercambio Na‘/H* (49) y la mobilizacién de ca?*
intracelular (50).

Ademds de la inhibicién de la adenilato ciclasa, la
estimulacién de ambos subtipos o,C10 y o,C4 causa la
activacién directa de la fosfolipasa C, por medio de una
proteina G sensible a la toxina de Pertussis (PTX) (51).



BSTUDIOS DE ASOCIACION DE LIGANDO~RECEPTOR.

Los estudios de asociacién de ligando(s) proveen un
acercamiento directo a la investigacién in vitro de los
receptores, y se aplicé de manera muy amplia a la
subclasificacién de los receptores, asi como en estudios
funcionales y de localizacidn., Este tipo de ensayos
surgieron por primera vez, como una propuesta préctica,
debido a la disponibilidad de ligandos marcados
radioactivamente, con tritio o iodo, especificos para el
receptor y con alta actividad especifica.

El protocolo general en un ensayo de asociacidén es el
siguiente; (52)

1- Escoger y hacer una preparacidén de tejido que contenga al
receptor.

2~ Seleccionar un ligando marcado adecuadamente con tritio o
yodo.

3- Incubar la preparacién del receptor, con  una
concentracidén apropiada de un ligando marcado, por tiempo y
temperatura definidas.

4- Separar el ligando que se unidé del ligando libre, por
medio de una técnica de separacién apropiada, (Por
centrifugacidén o filtrado).

5- Medir las concentraciones del ligando que unid y la del
ligando libre.

6- Repetir pasos 3 a 5 y afladir los ligandos no marcados o
agentes moduladores, de acuerdo a los objetivos del
experimento.

7- Analizar los datos para obtener estimaciones
cuantitativas de las constantes de proporcién y las
constantes de afinidad.

8- Relacionar los parametros obtenidos «con valores
determinados farmacoldégicamente,

ey
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Uno de los problemas mas grandes de interpretacidén en
cualquier estudio de asociacidén, es la identificacidn del
sitio de unidén como un receptor y no como un posible
artificio o sitios de unidén no especificos, A continuacidn
se describen los criterios bédsicos en la identificacidén del
receptor (53);

o Saturacién

La propiedad de ser saturable es un requisito minimo
para la asociacidén del receptor. Esta propiedad es
fdcilmente demostrable al agregar concentraciones crecientes
del 1ligando radioactivo, a una mezcla del 1ligando no-
radioactivo con el tejido y ver si la asociacidén del ligando
radioactivo disminuye. En general, esto puede ocurrir a
concentraciones del ligando comparables a las requeridas
para producir un efecto bioldgico, tipicamente en el
intervalo nanomolar.

Asi el nuUmero calculado de sitios de unién o asociacidn
debe de ser finito y limitado, esto ocurre generalmente para
la mayoria de los receptores identificados en el orden de
unos cuantos centenares a unos cuantos cientos de miles por
célula o 1 a 100 pmol/g de peso humedo.

¢ Distribucién.

La asociacién del receptor con una hormona,
neurotransmisor u otra substancia, debe de presentarse en
tejidos o regiones en donde se conoce que existe la
substancia y que es activa y no debe presentarse en donde
se conoce que la substancia no estd o estd inactiva.
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Cuando suficientes drogas o andlogos de hormonas y/o
neurotransmisores, muestran tener Ordenes de potencia
parecidos o paralelos al competir por la asociacidn vy
producir una respuesta, resulta casi imposible asignar esta
correlacién a otra cosa Que noO sea un receptor.

e Cinética

La cinética de la asociacién ha sido de mayor interés
tedrico que practico en la identificacién del receptor. EI
fenémeno de asociacién debe de ser al menos tan rdpido como
la aparicién del efecto., La generalizacién mds Util es que
un ligando irreversible no debe tener efectos reversibles y
viceversa.

« Desnaturalizacién

Este criterio surge al considerar la naturaleza
proteica de la mayoria de los receptofes. La exposicién del
tejido a condiciones desnaturalizantes, tales como el
calentamiento o valores de pH extremos, debe destruir 1la
asociacién,

Hay tres tipos bdsicos de experimentos qgue se pueden
realizar en los estudios de asociacidén (54).

¢ Los experimentos de saturacidén en donde L, se incrementa y
RL se determina al equilibrio (I=0).

s Los experimentos cinéticos en los cuales RL se determina
en funcidén del tiempo manteniendo L. constante, y

W
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e Los experimentos de inhibicién en donde RL se determina
conforme la concentracién de una droga no marcada se
incrementa y. L, se mantiene constante.

R; es la concentracién de sitios de unién libres o no
ocupados.

L; es la concentracién del ligando radicactivo libre.

I; es la concentracidén de la droga no marcada.

RL y RI; son las concentraciones del receptor unido con el
ligando marcado Yy no marcado con radioactividad
respectivamente. '

L,; es la concentracién del ligando total

Asi en un experimento de asociacién del receptor, en el
cual la ley de accién de masas es vdlida, se puede escribir;

R+L + I & RL+RTI

En la mayoria de los experimentos RL es la variable
experimental a medir, es decir la variable dependiente.

Por otro lado la concentracién del ligando total (L;)
se relaciona con la concentracidén del ligando libre por;

L, & L+RL

Como se observa los modelos matemdticos y ecuaciones
utilizadas en. los estudios de asociacién del receptor son
esencialmente equivalentes a los utilizados en cinética
enzimdtica.

Experimentos de Saturacién
En un experimento de saturacidn, la concentracidn del

receptor se mantiene. constante y RL se determina en el
equilibrio como funcién de L, esto es;
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R+ L =1 RL
Una forma de expresar los datos seria el graficar RL vs
L (Fig 5, Panel A),
En donde la K,, o constante de disociacién, es igual a
la concentracidén de L a la cual se ocupa la mitad del total
de los receptores y se define como;

Ky, = [R] [L]/(RL]
y en donde RT, es la concentracidn total de receptor.

La grafica describe una hipérbola rectangular y es
matemdticamente eqguivalente a la curva de Michaelis-Menten,
de cinética enzimitica y a la isoterma de adsorcidén de
Langmuir.

Debido a que la curva de saturacidn no es una relacidén
lineal, los pardmetros RT y K, no se pueden determinar
fdcilmente, por lo cual se tiene que hacer una
transformacién para dar una relacidn lineal y obtener asi
los pardmetros. La transformacién méds utilizada en los
estudios de asociacién del receptor es andloga a la
desarrollada por Eadie (1942) y Hofstee (1952) en cinética
enzimdtica. Una transformacidn similar fue desarrollada por
Scatchard (55), para la interaccidén de proteinas con
pequefias moléculas y es apropiado utilizar esta relaciédn
cuando se conoce la concentracidén y el peso molecular de la
macromolécula, sin embargo cuando estos valores no son
conocidos, se utiliza el andlisis sugerido por Rosenthal
(56). Las tres vregresiones lineales mencionadas son
matemdticamente equivalentes y de hecho el andlisis de
Rosenthal es cominmente llamado andlisis de Scatchard.

El andlisis de Rosenthal se obtiene al graficar una
relacién del ligando que se Unié y del Libre (Unido/Libre)
vs el ligando que se Unidé (Unido) (Fig.5 Panel B).

En donde Unido = RL {concentracién del receptor unido
con el ligando marcado). Libre = L (concentracidn del
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Panel A) Curva de saturacién; RL, Receptor / Ligando; L, Ligando; K,
Constante de Disosiacién. Panel B) Transformacién lineal tipo Rosenthal;
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Panel C) Curva de Competencia; ICS50, Concentracién necesaria del ligando
para alcanzar la mitad de la inhibicién.



ligando radioactivo libre) y R; = Bmax (ntmero méximo de
sitios de unidn). .

La K, es el inverso negativo de la pendiente de la
linea. El intercepto en el eje de las abscisas es igual al
nimero maximo de sitios de unidn o Bmax.

Experimentos de Inhibicién o Competencia.

En estos experimentos se mantiene R, y L, constantes y
se varia la concentracidn del ligando no marcado I. Debido a
que se lleva a cabo una inhibicidn competitiva, a estos
experimentos cominmente se les denomina estudios de
competencia. La utilidad de 1los estudios de inhibicidn
consiste en que la potencia de cualquier drepga por el
receptor (o con mayor precisién, al sitio de unidén del
radioligando), puede ser facilmente determinada.

De estos estudios los pardmetros importantes son;
¢ La constante de inhibicidén (KI) definida como;
KI = [RI[I]/[RI] KI = IC50 / 1 + [H[ / KD

e La IC50; es la concentracidn necesaria para inhibir el
50% de la unién.

El método mds simple para determinar el valor de la
IC50 para una droga dada es mediante la grdfica semi-
logaritmo de dosis-respuesta estdndar, en la cual se grafica
el logaritmo de la concentraciédn f{(en el eje de 1las
abscisas), contra el porcentaje de la unidn o asociacidn del
ligando (en el eje de las ordenadas) (Fig.5 Panel C).
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ANTECEDENTES

Algunos experimentos realizados en el higado de gato
perfundido (57 y 58) han mostrado que la glucogendlisis
hepdtica es producida por la estimulacidén con agonistas de
los receptores alfa y beta adrenérgicos. Por otro lado a la
respuesta hiperglucémica, también producida, se le ha
asociado con la activacidn de la forforilasa a y el aumento
en el contenido de AMPc intracelular a través de los
receptores [ adrenérgicos. La respuesta hiperglucémica se ha
asociado con la activacidn de la fosforilasa a, pero de
manera independiente del AMPc, via los receptores a
adrenérgicos, lo cual corrobora el acoplamiento de los
receptores a y f adrenérgicos a diferentes sistemas de
transduccidn. Con estos resultados se comprueba, mediante el
uso de agonistas y antagonistas en la produccién de algunas
respuestas fisioldgicas, la existencia de receptores a y P
adrenérgicos en el higado de gato e incluso se asigna la
participacién del subtipo f, en la respuesta hiperglucémica
y la hiperlactoacidemia.

Por otro lado se ha determinado la presencia de
receptores « y B adrenérgicos en distintos tejidos del gato
doméstico, como en el caso de las terminales nerviosas en
las arterias cerebrales, en donde por medio de estudios de
asociacidén y competencia de ligando-receptor se determinéd la
presencia de los subtipos o, y @ (59). La mayoria de los
tejidos estud;ados son del tipo nervioso en donde se ha
comprobado la presencia ya sea presindptica o postsindptica
de los receptores a, , @,y f, (60,61 y 62).

Actualmente se han caracterizadoe los subtipos a,-
adrenérgicos presentes en el higado de algunas>especies de
mamiferos, asi por ejemplo el higado de cuyo (63}, el de
conejo (63) y humano {64 y 65} expresan el a;, , el de rata,
ratén y hamster (66), expresan el a,,. Ademds se ha
comprobado que el subtipo woz-adrenérgico, también se
expresa en el higado de pollo (67) y del pez (68},
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OBJETIVO

Nos propusimos el caracterizar farmacoldégicamente al
subtipo de receptor a)-adrenérgico presente en hepatocitos
de gato, Felis domesticus , para tener un panorama mas
amplio de la expresidén de los receptores aj-adrenérgicos en
el tejido hepdtico. Y asi poder avanzar en el conocimiento
de la expresién tejido especifica y especie especifica de
los diferentes elementos en los sistemas de transduccidn de
seflales,
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MATERIALES Y MBTODOS

QUIMICOS.

La (-)epinefrina, (-)norepinefrina, oximetazolina vy
prazosina se obtuvieron de Sigma Chemical Company. El 5-
metil-urapidil, WB4101, spiperona, cloroetilclonidina vy
benoxatian, se obtuvieron de Research Biochemicals
International. La fentolaminavy la metoxamina fueron donados
por las compafiias farmaceuticas Ciba-Geigy y Burroughs
Wellcome, respectivamente. La prazosina(H?] (71.80 Ci/mmol),
se obtuvo de la planta nuclear de Nueva Inglaterra.

ANIMALES.

Se utilizaron gatos domésticos adultos machos, de un
peso corporal aproximado de 2,821.89% % 66.02 g. Los animales
fueron alimentados con pollo y con el alimento comercial
para gatos (gatina) y fueron sacrificados por medic de una
sobredosis de CO, en una cdmara de gases.

OBTENCION DE MEMBRANAS DE HEPATOCITOS.

Las técnicas empleadas para aislar las membranas
plasmidticas de hepatocitos fueron:

¢ La descrita por Neville (69} por medio de un gradiente
discontinuo de sacarosa, y
o La descrita por Loten y Redshaw-Loten (70) por medio de
un agente auto-formador de gradientes (Percoll),
La cantidad de proteina en las membranas obtenidas por
ambas metodologias se cuantificd por el ensayo de Lowry et

T
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al (71), en el cual se utiliza albumina sérica bovina como
estédndar.

ENSAYOS DE ASOCIACION DEL LIGANDO RADIOACTIVO PRAZOSINA([HY].

Los estudios de asociacidén se realizaron mediante la
incubacién de las membranas (50 a 100 ug) con el ligando
radioactivo en una solucidn amortiguadora (50 mM Tris, 10 mM
MgCly, pH 7.5) en ausencia y presencia de los diferentes
agonistas o antagonistas que se indican en cada caso, en un
volimen total de 0.25 ml durante 60 minutos en un bafio de
agua a 25°C. Al final de la incubacién se agregardén 10 ml de
amortiguador frio a la suspensién de membranas y se filtréd
inmediatamente al vacio a través de filtros de fibra de
vidrio GF/C (Whatman) previamente remojados en la solucién
amortiguadora. Los filtros se lavaron tres veces (10 ml cada
una) con el mismo amortiguador,

La cuantificacidén del ligando radioactivo unido a los
receptores se determindé en un contador de centelleo liquido,
para ello los filtros una vez lavados se colocaron en
frascos de vidrio a los que se afladieron 4 ml de liquido de
centelleo a cada uno.

Experimentos de saturacidn.

Los experimentos de saturacidn se realizaron por medio
de concentraciones crecientes en el intervalo de 0.08 a 12
nM de prazosina(H)]. La asociacidn no-especifica se evalud
en la presencia de 1 MM de fentolamina (antagonista
selectivo aj-adrenérgico); por otra parte la unidn
especifica se determind por la diferencia entre la cantidad
de prazosina[H?] total unida y la unién no especifica.
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Experimentos de competencia.

En los ensayos de competencia se u;ilizé una
concentracién de 0.9 + 0.2 nM del ligando radioactivo, con
lo que se logra una ocupacidén del receptor del 61 + 3 %, al
incubar las membranas en presencia de los siguientes

agonistas; epinefrina, norepinefrina, metoxamina Y
oximetazolina, \% de los antagonistas; prazosina,
fentolamina, 5 metil-urapidil, WB4101, benoxatian y

spiperona, en las concentraciones indicadas para cada
ensayo.

PRETRATAMIENTO CON CLOROETILCLONIDINA (CEC).

Se realizardédn experimentos de competencia al incubar
las membranas pretratadas con el antagonista irreversible
cloroetilclonidina, con una concentracién de 0.9 + 0.2 nM
del ligando radioactivo y en presencia de 1 uM del
antagonista fentolamina. Las membranas fueron preincubadas
en ausencia y presencia de la CEC a diferentes
concentraciones, a 37°C por 15 minutos.

ANALISIS DE RESULTADOS.

Los datos obtenidos de los estudios de asociacidén de
prazosina(H’] (saturacién y competencia), se analizardn
mediante los programas EBDA y LIGAND (72) (Biosoft-
Elsevier). Los valores de Bmax (n(mero mdximo de sitios de
unidn o de receptores) y de la Kd (constante de afinidad)
para la unidén especifica de prazosina(H}] se obtuvieron por
el andlisis de Scatchard (Rosenthal) de los resultados
obtenidos en los experimentos de saturacidn.
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.La capacidad para inhibir la unidn especifica de la
prazosina(H’] de los distintos agonistas y antagonistas, se
determind calculando la constante de inhibicién (Ki) de
acuerdo a la ecuacidén de Cheng y Prusoff (73): Ki = IC50
(Kd 7/ (L + Kd}).
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RESULTADOS

Se determindé la presencia y nlmero de receptores o7-
adrenérgicos en las membranas hepdticas del gato doméstico,
mediante experimentos de asociacidén del ligando radiocactivo,
prazosinafH'], un antagonista selectivo para la subfamilia de
los aq-adrenérgicos. Al utilizar concentraciones crecientes
del radioligando se observd wuna unién reversible vy
saturable, que alcanzé un estado de maxima saturacidn
alrededor de una concentracién de 12 nM del radioligando,
equivalente a 180 fmol/mg de proteina aproximadamente, 1lo
cual representa el nimero maximo de sitios de unidn (Bmax)
para el radioligando o nlimero de receptores Q-
adrenérgicos. Y la ocupacién de la mitad de los receptores
se alcanza a una concentracién aproximada de 1 nM del
radioligando, valor que equivale a la KD o constante de
afinidad (Fig 6).

Para obtener valores mids reales de la KD y de la Bmax y
no valores aproximados, se hizé una regresiédn lineal al
graficar la relacidén del ligando que unid y el libre,
unido/libre, vs el ligando que unid, wunido, es decir el
andlisis de Rosenthal o cominmente llamado andlisis de
Scatchard, como se observa en el recuadro (Fig 6), en donde
la interseccién de la recta con el eje de las abscisas
representa el nimero médximo de sitios de unidén, o Bmax = 188
fmol/mg de proteina, de membranas hepdticas y en donde la
pendiente de la recta da el valor inverso negativo, ~1/KD,
de la constante de afinidad. Este valor al ser convertido se
obtuvo una KD de 0.79 nM. El comportamiento lineal obtenido
por medio de este andlisis, demuestra la existencia de una
poblacién homogénea de receptores oj-adrenérgicos.

La caracterizacién del subtipo de receptor se realizd
utilizando agonistas y antagonistas selectivos para los
receptores o-adrenérgicos, cuyas afinidades varian para
los diferentes subtipos de receptor, asi es posible

T
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Curva de 8saturacién de prazoaina[ﬂ3] Yy analiais de
Scatchard. En membranas de higado de gato al ser incubadas
con el radioligando de 0.08 a 12.0 nM y fentolamina 1 uM {
para la unidén no-especifica ). Se muestra el pegado
especifico de prazosina{H3] a receptores aj-adrenérgicos vy
el analisis de Scatchard. Las figuras son representativas de
8 a 10 experimentos al usar diferentes preparaciones de
membranas en cada caso.
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FIGURA 7

Competencia de los agonistaa oq adtonérgxcos por los sitios
de unién a pruzonxna[H ] en membranas de higado de gato. Las
membranas fueron incubadas en presencia de 0.9 * 0.2 nM de
prazosina[H3] y con diferentes concentraciones de los
siguientes agonistas: Oxymetazolina, circulos 1llenos;
Epinefrina, circulos vacios; Norepinefrina, cuadros llenos y
Metoxamina, cuadros abliertos. Las fiquras son
representativas de 5 a 6 experimentos al usar diferentes
preparaciones de membrana.
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FIGURA 8

Competencia de los antagonistas aj adrenérgicos por los
sitios de unién a prazosina[H3] en membranas de higado de
gato. Las membranas fueron incubadas en presencia de 0.9 t
0.2 nM de prazosina[H3] y con diferentes concentraciones de
los siguientes antagonistas: WwB4101,
circulos llenos; Prazosina, circulos vacios; Niguldipina,
rombos llenos; Benoxatian, rombos vacios; 5-Metil-urapidil,
tridngulos llenos; Spiperona, triangulos vacios y
Fentolamina, cuadros llenos. Las figuras son
representativas de 5 a 8 experimentos al usar diferentes
preparaciones de membrana.
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FIGURA 9

Efecto de la preincubacidén con cloroetilclonidina.

Las membranas fueron preincubadas con el antagonista
cloroetilclonidina a diferentes concentraciones durante 15
minutos a 37°C y se realizé una curva de desplazamiento con
prazosina[H3] y fentolamina 1 uM. La figura "es el promedio
de 5 experimentos al usar diferentes preparaciones de

membranas.
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distinguirlos. La técnica empleada fue el ensayo de
competencia fundamentado en el uso de una concentracidn fija
del radioligando, prazosina{H’], alrededor de la KD = 0.9
0.2 nM y de concentraciones crecientes de los diferentes
agonistas y antagonistas. De esta manera se obtuvieron las
curvas de competencia ilustradas en las fiquras 7
(agonistas) y 8 {antagonistas). Los valores de las
constantes de inhibicién o Ki se muestran en la Tabla III y
con base en estos valores el orden de potencia para
desplazar la unidén de la prazosina[H’} fue:

e Para los agonistas;

Oximetazolina > Epinefrina = Norepinefrina > Metoxamina
¢ Y para los antagonistas:

WB4101 2= Prazosina 2 Niguldipina 2 Benoxatian > 5 NU 2
Spiperona > Fentolamina

También para caracterizar el subtipo de receptor
presente en las membranas hepdticas de gato, se realizardn
expérimentos de competencia, como se indica en materiales y
métodos, con el antagonista irreversible cloroetilclonidina
(CEC), para determinar el grado de sensibilidad de 1los
receptores por este agente. Asi en la figura 9 se muestra
una disminucidén importante, de hasta el 96%, en la unidn
especifica de. la prazosina{H}], lo cual demuestra la alta
sensibilidad de los receptores por la CEC.
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DISCUSION

Los datos obtenidos comprueban la existencia de
receptores a,.adrenérgicos en el higado del gato y muestran
la presencia predominante del subtipo a,,-adrenérgico en
este dérgano.

En la fase inicial de este trabajo se selecciond el
ligando marcado radicactivamente para realizar los estudios
de asociacién y competencia, mediante la realizacién de
algunos experimentos de saturacidén, los cuales arrojaron
datos preliminares del nimero de receptores presentes en las
preparaciones de membranas plasmdticas de los hepatocitos
del gato. La cantidad de receptores fue menor a la reportada
en otras especies, como en el higado de rata (65 y 66).

Asi los primeros estudios de saturacién con el
raioligando prazosina[H}], antagonista altamente selectivo
por los receptores a,-adrenérgicos, sugirieron claramente la
presencia de receptores adrenérgicos correspondientes a la
familia de los ;. Para corroborar ésto nos propusimos
caracterizar al subtipo de receptor del cual se trataba
mediante la prueba de una serie de agentes adrenérgicos
altamente selectivos por los diferentes subtipos a,.

La afinidad relativamente alta que se observd por los
antagonistas reversibles; WB4101, Niguldipina, Benoxatian y
5 Metil-urapidil, indicé claramente que el receptor presente
en el higado .del gato doméstico pertenece al subtipo 0,-
adrenérgico.

Actualmente existe cierta confusidén en la asignacidn de
los adrenoreceptores recombinantes o,, Y ®;., con los
subtipos o, adrenérgicos farmacoldgicamente definidos.

Estd claro que la clona del subtipo ay,,4 no corresponde
con el subtipo @, definido farmacoldgicamente. Por tanto
es posible que esta clona represente un nuevo subtipo (a,,).
Por otro lado, como ya se ha mencionado, algunos datos
recientes sugieren que la clona o,., al menos la homéloga de
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rata, podria corresponder al subtipo @, definido
farmacolégicamente (37 y 38).

El subtipo @, recombinante de rata, cuando se le
compara con los otros dos subtipos @, recombinantes,
presenta una sensibilidad significativamente menor a la
inactivacién irreversible por la cloroetilclonidina y las
afinidades mostradas por los antagonistas correlacionan con
las del subtipo nativo a;,-adrenérgico.

Asi la Unica diferencia, actualmente considerada como
un criterio débil, entre el subtipo @, recombinante y el
o,, definido por farmacologia, es la sensibilidad al
antagonista irreversible c¢loroetilclonidina, este ultimo
subtipo es un receptor insensible a dicho agente, mientras
que el subtipo o,. presenta diferentes grados de
sensibilidad a la cloroetilclonidina. Parece ser que estas
diferencias en sensibilidad dependen de la especie, aunque
no se ha hecho una comparacién directa entre homélogos de
especies del receptor recombinante a,.-adrenérgico.

Debido a lo anterior en este trabajo al receptor oy.-
adrenérgico se le maneja de manera indistinta e igual al
receptor o,,-adrenérgico.

Por otra parte es importante hacer hincapié en la
expresidén de los receptores o,-adrenérgicos en el higado de
los diferentes organismos. Ya que hasta la fecha no se ha
observado ningin patrdén especifico en la expresidén de un
determinado subtipo de receptor, por especie o grupo de
especies. Se sabe que la expresién del receptor a,; es
predominante én el tejido hepdtico de la mayoria de las
especies estudiadas, sin embargo se desconoce el motivo
funcional de la expresidén de otros subtipos que no sean el
0,5, en los higados de otras especies. Es decir, la
interrogante del por qué de la expresién diferencial de
estos receptores en las distintas especies queda aun por ser
esclarecida.

El hecho de que todos los diferentes subtipos -
adrenérgicos estén acoplados al mismo mecanismo
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transduccional (recambio de fosfoinositidos-Calcio), no
resuelve tal interrogante, sin embargo conduce a pensar que
probablemente exista alguna diferencia funcional entre los
subtipos en cuanto a los mecanismos de desensibilizacién de
los receptores.

Actualmente se conoce que los subtipos.q,-adrenérgicos,
no sdélo estdan acoplados al sistema transduccional de
fosfoinositidos-calcio, sino que también pueden estar
acoplados a otros sistemas de transduccidn
(fosfatidilcolina~fosfolipasa D (38) y la fosfolipasa A2
(39)), lo cual como se ha demostrado recientemente (75),
depende del tipo celular en que se expresen los receptores y
no necesariamente del subtipo de receptor per se. Ademds
recientemente se han estudiado las respuestas producidas por
el recambio de fosfoinositidos-calcio en hepatocitos de
diferentes especies (76) y se han observado algunas
desigualdades en las cinéticas de produccién de 1IP; y
(Cazﬁi, sin embargo tales resultados parecen ser mds el
producto de diferencias de las células mismas que de los
subtipos de receptores que expreéan.

Mediante la caracterizacién farmacoldgica del subtipo
o, -adrenérgico realizada en este trabajo, se corrobord y se
especifico la existencia de receptores tipo o, -adrenérgicos
en los hepatocitos del gato., Dicha caracterizacién no se
habia realizado anteriormente, es decir se carecia de
estudios de este tipo, ya que en los hepatocitos de gato
s6lo se habian medido respuestas metabdlicas, como el
incremento en la glucogendlisis (59 y 60), en respuesta a la
estimulacién por agonistas y antagonistas adrenérgicos, de
donde se comprobdé la participacién de receptores a y f
adrenérgicos.

No obstante, se han reportado algunos estudios de
asociacidén y competencia de ligandos para comprobar la
presencia de receptores &, en diversas terminales nerviosas

del gato y determinar la localizacidén presindptica y/o
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postsindptica, sin embargo no existe informacién en la
literatura acerca del mismo tipo de estudios en el higado.

Al retomar la interrogante del por qué de la expresién
diferencial de los distintos subtipos o -adrenérgicos en las
células hepdticas de diversas especies, cabe seflalar la
importancia de los cambios sufridos por el 6rgano durante el
desarrollo del individuo, es decir la expresién de los
receptores es tejido y tiempo especificos. Este aspecto se
puede observar de forma muy clara en el higado de la rata.
En tal caso existe una relacién de la expresién del receptor
adrenérgico con la edad del organismo, de manera tal qQue en
la primera fase de vida del mismo (antes del estado adulto),
el receptor adrenérgico que se expresa predominantemente en
el hepatocito es el B, mientras que en la fase adulta la
poblacién de este receptor disminuye notablemente, ahora se
expresa de forma mayoritaria el receptor o y-adrenérgico.
Asi la expresién del tipo de receptor adrenérgico en el
higado de la rata depende del desarrollo del organismo, lo
cual abre la posibilidad de que el mismo patrdn pudiese
pasar en otras especies incluyendo al gato.

Por otra parte existe un gran numero de diferencias
entre especies en la inervacidn extrinseca del higado, por
ejemplo los nervios frénicos no siempre inervan al higado de
humano y gato. El higado de rata sélo es inervado por el
nervio vago anterior, mientras que los higados de humano,
gato y perro son inervados por ambos troncos vagos (77).
Asi mismo la extensién y distribucién de 1los nervios
colinérgicos 9 adrenérgicos intrahepdticos también difieren
considerablemente entre especies. En primates, como en el
mono rhesus y en el humano, la inervacién intralobular
catecolaminérgica es abundante, en contraste con la rata en
donde parece ser escasa (77}, El cuyo a diferencia de otras
especies presenta gran cantidad de nervios colinérgicos
intralobulares, como se demostro por métodos histoquimicos
(77). Todas estas difgrencias de inervacidén en los higados
de diferentes especies, en su conjunto definen de manera muy
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puntual el metabolismo hepdtico entre las especies. Ademds
tales diferencias de inervacidén en el érgano podrian ejercer
efecto sobre la expresidén especifica de los subtipos oy-
adrenérgicos, que se expresan en el higado de las especies.

Finalmente se piensa gqgue el subtipo de receptor Oyg

adrenérgico es el mds primitivo de los oy en términos

evolutivos, de acuerdo a los estudios realizados en diversas
especies en cuanto a su expresién en higado en nuestro
laboratorio. En hepatocitos de pez gato y de aves se expresa
el oyg-adrenérgico (67 y 68). Mientras que en mamiferos
existe una gran heterogeneidad de los subtipos. adrenérgicos,
en higado de rata, ratdén y hamster se expresa el 045(66), en
el higado de conejo, humano y perro se expresa el 04,. Asi,
con la caracterizacién del subtipo oya-adrenérgico en el
higado de gato, se apoya la argumentacidn exéerimental de
que el subtipo o4 surgid primero desde un punto de vista
filogenético,
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CONCLUSION

El subtipo de receptor adrenérgico identificado en las
células hepédticas del gato fue predominantemente el o ,-
adrenérgico, de acuerdo al perfil farmacoldgico que
presentd, en el que se obtuvo el siguiente orden de potencia

para los agonistas: Oximetazolina > Epinefrina
Norepinefrina > Metoxamina y para los antagonistas: WB4101
Prazosina 2 Niguldipina 2 Benoxatian > 5 MU 2 Spiperona
Fentolamina .

Asi, con los resultados obtenidos se amplia el
conocimiento de la expresién de los receptores de los &l en

vV NV

el higado de distintas especies,
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