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RESUMEN

Los receprores gy adrendérgicos estin acoplados principalmente al sistema de

transduccion de recambio de tosfoinosfudos-calcw, mediando

{ un gran

n nuestro iaboratono se han clasificado en

numere de efectos fisioldgicos.
funcién a sus atimidades por diversos compuestos, los subupos de receptores
ay-adrendrpicos prosentes on los hepatocitos de distintas especies. encontrando

{ sc

sorprendentemente que Estos no son los mismos para cada una de cllas: ¢
cncontrd  Jue on los hepateaitos Jdoe rala, hamstern, atdn, pollo y pez se expresa
el subtipo . mentras gue vn el gato, perro, conce)o vy humano ol subtipo
resulld ser cra. ASH NSO se eneonird que on el omonoe rhesus se encuentran

coexpresados los subtipos (i, v (g

En ci cuyo, ¢l subtipo de receptor presente en los hepatocitos, caractenziado por

medicidn de pardmetros tuncaionales, os ¢ o Sin cmbargo, ensayos upo

“Nonhern blot” indican s presencia deoun gnens

1cro par el subupo o
Debido a la ainconsistencia existonte ontre estos resultados, ¢l presente trabajo
de tesis consistud en levar o cabo la caractenzacion molecular del subtipo de

receptor oy adrendrgico que s¢oexpresa en los hepatocstos del cuyo. Esta

caractenizacion se logrd pgracias @ la clonacion de  rogiones  espectlicas
pertenccicnies a distintas regones del ¢CDNA que codifica para este receptor,
cempleando tanto  oligonuciesudos  ya reportados en la Jiteratura para Ia
amplificacién especitica de regiones pertenceientes al subtipo ya caracterizado
(xia), asf camo  de  oligonucleatidos  sintetizados  ex  profeso  para Ja

amplificacién de la region codificante completa del cDNA



Al establecer condiciones experimentales para Ia amplificaciéon de dichas

regiones, sc obsenvd 1a degradacién diferencial del mensajero para ¢l subtipo
1&n stados, ast

@y, en muestras de RNA obtenidas a partir de hepatocitos re

como la induccidn de la transcripaon del mensajero pata el sublipo o,

conforme cl proceso de asslamiento de Jas celulas avanza

Yaque el RNA mensajero para el receplor g no se moditica cuando se extrac

de muestras del hfgado complicto, se uulizd este RNA para clonar en un vector

plasmfdico, distintas sonas del recepror. Uttlizando la w¢enica de RT-PCR se
logré fa amphificucion de 3 fragmentos (316, 630 v 1373 pb) los caales hibndan

cn condiciones de alta astringencia con una sonda espectfica para cf subtipo ce;g,.

La secucncia parcial de uno Je cllos (316 pb) vene una similitud con el cDNA
que codiftca para el subtipo )4 clonado de bovine del 9496 con 1a secucncia de
nucledudos y del 8897 en secuencia de aminodeidos

-
Se clond ¢l tragmento de 1373 ph, ol cual contiene Ia regiédn codificante
complcta para este receptor. Estos datos moleculares comprucban que ¢l tipo de

receptor o adrenérgico que se expresa on fos hepatocitos de cuyo s del

subtipo AL



INTRODUCCION

can.

1.- Las eflulas se comuy

durante su

amiad

nismos plunicelulares esta prog
£

Cada célula que forma parte de los ot

desarrollo para responder a0 una senre de seaales especfficas que actuando

coordinadamente, ropulan ¢l comportamicnte de 1o misma, incluyendo sefiales pars
permancecer en intertase con un mctabolismno reduckdo,  para dividairse o para morir. Las

células como sistermas hologicos tundimentales, son capaces de percitber cambios en el

a las nucvas condrciones y

ambicnte y modificar su Hisiodogfa yva sea para “adaptars

su diIvision,

sobrevivir, asf como para completar sy acdo de vida ¢l gque anvolucr:

crecimiento, diferenciacion oancluso Ly mucrte.

Por 1o tanto la comunicacion celular regquiere de moléeulus que acttien como mensajeros
(hormonas ¥ ncurattansmiseres) v de on sastema metibolico presente en os eyidos blanco
que le penmitan responder Je mancta caracterfshica y programada a diferentes estimulos .

La célula despuds de reaibir el mensaje debe transimatitlo hacia el intenor, para encender
los mecanismos metabaolicos que e permitan dar respuesta a dicho mcensaje. Al proceso
mcdiante el cual 1a senal extraccelutar es convertda en antracelular, os denominado

transduccion.

Para que sc Heve a cabo ¢l proceso do transduccion, ademis de moléculas que actaen

como mensajeros. s pecesaria la existencia de moléculas que  scan capaces de
reconocerlos, ¢sto es, moléculas que permitan asociar ¢l proceso de reconoaimicento del

responsables de generar los cambaos fisiologicos.

mensajero con las moléculas efecto

A las moléculas que actilan como mensajeros gquimscos, se Ies ha clasificado en funcidn al
alcance de su cfecto (1) coma: a) mediadores locales o autacoides, quc actian sobre

cClulas  blanco muy proximas  (Comunicacion  paracrina), o sobre cllas  mismas



lizado

(comunicacién autocrina); b) hormonas que son liberadas por un ejido espec

(gldndulas) al torrente circulatorio y por Jo tanto su espectro de accidn s mucho mds
adus principalimente por

amplio (comunicacion endocrina) y ¢) nearatransmisores, hibe

denominadas sinapsis

las células nerviosas las cuales forman uniones especializadas
cuya accion os Jde alcance himitado, debido a que Lo comunmicacion s establece salo entre
o cdlula postsinaptica

Tenusara”T (presmdphical vola Treceptora

1a célu

La forma en Ja que cada uno do estos Mmenmsa)eras actdan, ostd determinada por sy
naturaleza quinuca (1) Los mensajeros de npo hpfdico, moluidos oy esterodes. Tas
hormaonas nrordeas v los retnotdes, ditunden o traves de la membrana piastnatica de la
célula blanco y activan g protefnas receptoras antracelulares. las cuales repulan

directamente lutransenpcion de genes ospecitivos Euasten vtras

ctas como el Gxrdo

nitrico y el inendxado de carbono que al estar disucltos oo ¢ medio ditunden tambien, a
traves de Ia moembrana plasmanca v puceden activar ensumas antraccelulares, generando asi

una respucsta Disioldmca, Sinoembargo fa maver parte de las moléculas extracelulares gue
uralesa peptidica y aminas)

SIFVEn COomo mensajeros son hrdrofihicas tmensaperos Jeone
ichvar receptares | sobre la superticie de fa célula blanco.

Ias que son capaces d

fas moldculas capaces de reconocer el mensape ¢ mcrar ¢l proceso de ransducaon de la
senal son denaminados receptores. Fstos Hevan a cabo dos funciones tundamentales en

o1 unen al mensajero quimco y transmitcn la senal hac ol interior de la

dicho proce
célula,

a debido a su complementaridad
de

altamente especifli
reversible La velocidad de asocracion  y

il receplor es

La union de Ia hormons
. s ademids rapida v

estereoqufmic
disociacion del complejo hormona-receptor depende de ba temperatura y el pH.

Se sabe también, que ¢l ndmero de receptores la superfice de  una celula es limntado y

por lo 1ano la capacidad de unién es saturable. sin embargo, se ha demostrado que




algunos mensajeros pucden ser reconocidos no por us Lipo, sino por diversos tipos de

receptores y esto pucde ocumir para la misma hormona en un nismo tejido.

al mensajero notural, pucden también unir

sea bloquedndolo, a los que se les

asf, se ha

L.os receptores. ademds de unne

farmacoldgicos capaces de madificar su estructura
ha Hamado antiagonistas, o bien acuviandolo, entonees se les Hama agomstas y
podido realizar una clasthicacion con base 1l orden de atindad que presentan por los

natsral, tanto en

e pueden doenr delomensajero

compuestos antertores Estos o

afinidad( grado de asocracron entre ol hgando y el receptor ) v on actividad snrfnseca
{capacidad de ls hormona para productr una respuacsia bioldgaea

CeR VonsIuivamenta aclivos,

Con el descubrimicnto de receptores muatados qus pennar
ramsta, se ha postulado

que activan cf proceso de transducdan en oausenara Je

csto s,
los canales aémcos Que espontincamente

un modelo en donde,  con forma similar g
isomerizan cntre un estado corrado (mnactve) o abrerto (activo s los receptores existen en
dos estados termaodindmicanaentce itcrconvernbles, uno activo v uno mactivo ¢ 3) En este

modelo el agonisia se une con mayor afinddad al estado actvado, lo que estabiliza esta

conformacién y penmite el micio del proceso de tramducadn

La unién de la hormona al seceptor mcis una cadena de exventos bioquinncos que termina

con la produceion de una sustancia capaz de alterar ¢l funcionamiento celular, a la que se
s reconocido por

le ha denominado scpundo mensajero. Una ver qgue éste se penera,

protefnas intracelulares, que conducen a cambios en ef funcionamsento celular,

Laos receprores pucden ser clasificados de acuerdo a su localivacion celular en receptores

membranales ¢ intracclulares, que a su vez pucden scr citoplasmaucos o nucleares.

Con base cn su actividad Jos receptores membranales sc clasifican en



1.- Receplores tipo canal. Tienen la capacidad de abrirse o modificarse cuando se produce
1a interaccién ligando-receptor,

2.. Receptores con actividad enzimdtica.

3.- Receptores acoplados a protefnas G. ( Es a este grupo al que pertenccen todos los tipos

de receptores adrendéryicos).

2..; Por qué estudiamos a la adrenalina ?

El sistema nervioso auténomo, denominado también vegetativo o involuntario estd

representado anatdmicamente por nervios, ganglios y plexos que proveen de inervacion a
érganos internos como ¢l corazan , el bazo y ¢l higado. asf como a los vasos sangufneos,
algunas gldndulas y la musculatura=lisa. Este sistema repula funciones auténomas, es
decir aquellas que ocurren sin control conciente como son la respiracion, Ia circulacion, la

digestién, la temperataura corporal el metabolismo y la scerecion endocrina.

Este sistema s¢ divide en sistema nerviose simpanco y sistema nervioso parasimpético.
Una de las principales diferencias anatémicas entie estos dos sistemas es que Ia
inervacion de tipo simpdtica estd ampliamente distnibufda y los sistemas efectores estdn
muy incrvados, mientras que  las fibras de inervacidn parasimpitica estin mucho mds

limitadas cn distribucién y por 1o tanto su accién es mucho mds localizada.

El sistema parasimpatico funciona principalmente por descargas discretas y focalizadas y

esid asociado de mancera primordial a la conservacion Jde energfa y al mantenimicnto de la

funcién de los 6rganos durante perfodos de mfnima actividad. El sistema simpdtico se
asocia con Ia médula adrenal  y bajo condiciones de estrés las funciones simpdticas se
cncargan de mantener Ia homeostasis corporal mediante la  accidon  de medidas

compensatorias.



La activacion del sistema simpdtico ocurre eatances on respuesta a diversos estfmulos,
inclufdos la actividad ffsica, el estrés sicologico, 1a pérdida sangufnea y muchas otras

alteraciones normales y patoldgicas sobre of organismao.

¥ metabalicas sepuidas o la estumulacidn de los nervios

Las respuestas 1isiolGg
simpdticos cn los mamiferos estidn mediadas pancipalmente por el negrotransmisor
norepinefrina. Como parte de Ia respuesta al esuds, la médula adrenal os estmulada, lo
qQue- trae como consccucncia la elevacion de la concentracion de adrenaling en da

circulacién.

Esta hormona actia cn sitios distuntes al  de su liberacién  Las acciones del sistema

simpdtico sobre el sistema nervioso central estdn mediadas anto por ¢l heurotransmisor
noradrenalina como por una molécula denominada dopanmina, que acta sobre receptores

distintos a los adrenoreceptores, o receptores para fa adrenalma.

Mecanismos tales como ¢l aumento en Ja frecuencra cardiaca, 1a clevacion de fa presion
sangufnca, cl incremento de las concentraciones de glucosa y Jactato en sangre, cl
aumento del Tujo sangufnco hacia capilares de Ta paicl | el aumento en la concentracion de
dcidos grasos on circulacion, asf como la dilatacidn de pupilas y bronquios. son algunos

cfectos mediados primordialmente o reforzados por la accidn de 1a hormona adrenalina y
es debido a la accidn pleiotrspiea de esta hormona sobre el organismo, lo que 1a reviste de

una gran importancia a nivel terapéutico. Esta hormona tene una gran varicdad de usos
clinicos.

En genceral, todos ostos usos estan relacionados con su aceidn sobre los vasos sangufncos,
¢l corazén y Ia musculatura bronquial. Se emplea como agente broncodilatador ¢n crisis
tambidn para restablecer a pacicntes con arntmia cardiaca. Actualmente se

asmaticas y
han logrado obtener sustancias antagonicas a la accién de esta hormona, permiticndo

entre muchos otros ejemplos. ¢l control de pacientes cardiépatas y asmiticos.



Dcbido a lo anterior, ¢s gque resulta de gran importancia estudiar los mecanismos

moleculares mediante los cuales esta honmona ¢jerce sus acciones.( Fig. 1)

Como se¢ ha mencionado antentotmente | la hormona adrenaling media muchos cfectos
fisioldgicos en tepdos blanco distintos, Esta vanedad de efectos son posables gracias a la
existencia de diversos tipos de receptotes para esta hommona gque ademds, se cncuentran
acoplados a sistemas de transducaion diterentes v cuyo namero y distribucion tisular
generan la respuesta plebal observada en cada uno de estos tepdos hacia la accién

adrendrpic

3.~ Receptores adrendérpicos.

Desde 19438, estudios farmacoldgicos en tejidos aislados, permiticron laidentificacion de
dos tipos de receptores adrendérgicos, que fucron designados por Ahlquist como

receptores alta (e y bet (3).(6)

El desarrollo de compuestos mas sclectivos y el uso de  téenicas de DNA recombinante
han permitdo la idenuificacién de tres tipos de receptores adrenérgicos, cada uno con, al

menos, tres subtipos relacionados .

Existen tres familias de adrenoreceptores, las familias o, o, y la B. Estas familias han
sido subdivididas dec acuerdo con su homologia en secuencia, su grado de afinidad por
diversos compuestos y al mecanismo de transduccién al cual estan acoplados. La
homologfa entre Jas familias es cercana al 0% (7) y entre subtipos 1a similitud aumenta
hasta un 75%. Cada una de estas familias ticnen un perfil de afinidad por cicrtos
compuestos, caracterfstico y distintivo. Todos los micmbros de cada una dec Jas familias
activan al mismo sistema de transduccitn, cada subtipo ademds, es producto de un gene

s¢parado y tiene una distribucidn tisular espectfica.(8)

L]



Estimulo externo

O

Sistema nervioso central

o

Médu)badrcnnl
Adrﬁmlina

Complejo Hormona -receptor

Hepatocito

[ATP —<==— AMP Ciclico]
Proteina cinasa A Proteina cinasa A activa, ]
mactuva
Fosforilasa b cinasa Fosforilasa cinasa b uctivﬂ

tnactiva

Glucdgeno fosforilasa b Glucégeno fosforilasa a
inactiva. activa.

l Glu up_cno] — Glucosa l-fosf'am{}

Glucosa

Fig. 1 Esquema de activacion de la glucogendlisis generada por 1a hormona adrenalina en
Jos hepatocitos. La activacion de wuna sola molécula de receptor promueve la activacién en

cascada de distintas enzimas, amplificando la senal.



Estos receptores, son glucoprotefnas de membrana que fonnan parte de la superfamilia de
receptores acoplados a protefnas G, por lo tanto, son  capaces de activar o inactivar

indirectamente(vfa protefnas () enzimas que se encuentran unidas a Jas membrana

plasmdtica o a canales i6nicos (4-5)

De la familia €1, se han caractenzado los sSubtipos o, ¢ ¥ 2,5, dc Ja fanulia ¢ G, G

¥y e ¥ tres subtipos de receptores (30 3., 3.y By

La familia de receptores acoplados a las protefnas (G poscen una estructura con sicte

dominios transmembranales que s¢ unen por medio de tres asas intracelulares y tres asas

extracelulares. B! extiemo amina tenmnal se encuentra localizado en el espacio
extracelular y ¢l carboxilo en el intracclular. Esta familia estd integrada por los receptores
adrenérgicos, los colindrmcos, los muscarfriicos, lus receptores a rodopsina y  para la
scrotonina, Ia histamua, Ia adenosing, la angotensima y la vasopresina entre otros.

El prototipo de receptor para esta famiha de protefnas integriles de membrana es el

recepror f3; adrenérgico. (( Fip. 2)

Las protefnas G que participan on la transduccidn de sefales unen nucleétidos de guanina
con alta espectlicidad y poscen actividad de GTPasa (3) , con lo que modulan sus
interacciones con otras protefnas. Estas protefnas son heterotrfmeros formados por las
subunidades a. 8 y v (12) cada una codificada por un gene diferente. La subunidad a
conticne el sitto de unién GTP-GDP y sc halia unido al complejo 3 dec mancra no
covalente. Este complejo tambi¢n ancla a ln membrana plasmdtica a Go, al menos
parcialmente por una cadena lipfdica isoprenoide que estd covalentemcnte unida a la
subunidad v. D¢ esta mancra funcionan modulando la afinidad del agonista por su

receptor, acoplando esta interaccién con los sistemas efectores.



EXTRACELULAR

amino terminal

INTRACELULAR

Fig. 2 Esquema dcl receptor (3:; adrenérgica. Consta de una sola cadena polipeptfdica
de sicte dominios transmembranales, unidos por tres asas intracelulares y res

extracelulares. Ticnc sitios de glucosilacion en la regién amino terminal.



En c] estado basal las protefnas G cxisten como heterotrfmeros con GDP unido a la
subunidad «, ¢l receptor para la hormona se encucntra Iibre y el efector po es regulado.

Despuds de la unién de 1a honmnona y la activacion del receplor, Este Gltimo interacuta con
Ia

la protefna G, para promover un cambio conformacional con dos consccuenci
primera, Ia protefna G se disocia del complejo honmaona-receptor, reduciendo Ia afinidad
de la hormona por éste, ol cual regresa a sy estado hbre pare otra nueva actaivacion y Ia
segunda; ¢!l GTP umido reduce la atinidad Je Gee por Gfdy y ocurre Ly disociacion de

subuntdades que componen @ la protefna G, quedando bibre Goa- GTP para reahizar su

papel como regulador de ctectores.
En algunos sistemas ¢l complejo Gf3y hibre tanbién interactia directiumente con algunos
efectores (como algunas isoformas de la PLC( fosfolipasa ¢) y modula [a acuvidad del
complejo activo. A este complejo s¢ Je ha dado un papel importante en el proceso de
desensibilizacion del receptor activado  ya que parucipan en ol proceso de tanslocacion
para los receptores G(GRKS), que
fosforilacion del receptor, 1o que resulta en un

de cinasas cospecificas scoplados a proweinas

promucven la desensibilizacién via
bloquco de Ia senal por desacoplamiento del receptor a la proteina G.

La subumdad Ga posce actividad intrfnscca de GTPasa, con la cual determina el tiempo
de vida dc las especics activadas y Ia respuesta fistologica asociada. La hidrolisis del GTP

a GDP cn el sitio de unidn, causa Ia disociacion y desactivacion del complejo activo de
manera que Ga-GDP presenta mayor afinidad por Gf3y, produciendo la reasociacion

posterior de Ga~GDP con G377, con lo que ¢l sistema regresa a su estado basal. (5)

Por otra parte, las protefnas G son sustrato de algunas toxinas bacterianas que licnen
actividad de ADP-ribosil -tranferasa, como la toxina pertussis, producida por Bordetella

Perrussis y 1a toxina del ¢Slera, producida por Vibrio cholerae. Estas toxinas catalizan la
transferencia de una molécula de ADP- ribosa del NAD* intracelular a la subunidad Ga

de las protefnas G, produciendo una alteracion a esta subunidad de tal forma que la
imposibilita para hidrolizar md&s GTP. En cl caso especffico de la toxina del ¢élera, una

vez ADP-ribosilada la subunidad Gos. produce una clevacién de los niveles del AMP



cfclico porque promueve la activacidn de I enzima adenilato ciclasa en las células
. esto produce la

indo 14 resorcidn de iones sodio y ag

epiteliales del intestino evi

diarrea, sfntoma caracterfstico de la enfermedad del eolera.

A la fecha se ha descubierto gque existen vartos tpos  de  protefnas G, hay por lo mcnos

timulacidn de la

dos formas de Gs (denominada Gs porgue osta involucrada en la ¢
). tres tormas de Gr ( Hamada asf porque intube 4 Ta adenilato ciclasa) y

adenilato ciclass
Ia familia de Gq que activan a la PEC Aungue no se conoce L funcion Jde todas cllas,

s¢ sabe que un receptor picde mteractuar con mis de una protefna G y que ¢sta a su vez
stemas de

acuvidad de mds de un clfector membranal. Los dos s

puede moditicar Lk
transduccidn mejor conocidos acoplados & protefnas G osont el sistema de adenilato

ciclasa y ¢l de recambio de fosfoinositidos-calcio.

Las protefnas G, son entonces cjemiplos de muoléculas que permitten el acoplamicnto entre
el receptor y las moléculas clectoras, gue en ¢l caso especffico del sistema de
transduccion de recambio de fosfomnositidos- calcio, son moléculas membranales, como
la fosfolipasa Ay , 1a fosfolipasa C. La activacidn de estas moléculas por las protefnas G
conlleva a Ia generacion de sustancias conocdas como segundos mensajeros , los cuales

son Jos responsables de las moditicaciones metabdlicas  generadas en Ia célula, después

de recibir ¢l mensaje. ( Fig. 3)

Es al sistema de transduccion antes mencionado , al que estdn acoplados 1os receptores o)

adrendérgicos, objeto principal de estudio del presente trabajo.

Por andlisis dc hidropatfa se ha llegado a establecer que en la regidén transmembranal de
los receptores adrendérgicos existen entre 20 y 25 aminodcidos que constituyen cada uno
de los dominios hidrofébicos, que estos ademds, se¢ encuentran scparados por residuos

hidrofflicos. Los sicte dominios hidrofGbicos son los mds conservados entre los distithos
subtipos de¢ receprores, micntras que las regiones amino y carboxilo, asf como la tercera

asa intracelular, son las regiones mds variables (10).
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Fip. 3 Esquema de activacion de las proteinas G. El complejo ligando receptor activa
a la protefna G. Sc lleva a cabo cl recambio de GDP por GTP, lo cual, induce la

disociacién de ésta cn las subunidades Ga-GTP y ¢l complejo Gy.



‘Tabla No.1 Clasificacién farmacoldgica de los receptores ndrenérgicos
L.ocalizacién tisular

Subtipo Antagonistas sclectivos

higado,cerebelo,

[« % S-mculurapidil. Corazon
(+)-Niguldipina cortcza  ccrebral,  préstata,
pulmdn y vasos deferentes.

oy BMY 7378, SKFI105854 Aorta de rata, pulmén y
corteza cerebral

[- 2% - [Rx'u’.n. bizo, aorta ¥y pulmoén.

[ 29 EREE Plaquetas, corteza cerebral,
[n)éduln espinal.

P ARC 239 Ill{g;\du y nifion

[o 293 ARC 239 ( can potencialCorteza cercbral

menor al anterior) }

Corazdn

N Mecetoprolol, CGP 20712A
;A\iu'sculo

liso

ICI 118551
gastrointestinal,

genttourinario y bronquial.

Lxcx 118551 y CGP 20712A | Tejido adiposo

B,

3.1 Los receptores 3 adrenérpicos.

Los receptores beta adrenérgicos estdn acoplados al sistema de activacién de la adenilato
ciclasa. Este sistema ticne como protefna efcctora a esta enzima, capaz de producir AMP

cfclico a pantir de ATP, con la liberacion de pirofosfato. El sistema estd acoplado a la
subfamilia de protefnas G, la Gs, que cstimula a la adenilato ciclasa. EI AMP cfclico




i A(protefna cinasa

generado es un modulador de 1a aclividad de 1a protefna cina

dependicnic de AMP c¢fclico), que ¢s un tetrdmero asimétrico constituida por dos

La union de AMP ciclico a las subunidades

subunidades reguladoras y dos catalftica:
reguladoms altera su ahnidad por las subumdades catalfucas, provocando su disociacion
en un dimero de subunidades reguladoras-AMP cfclico y dos subunidades catalfticas en

rias

forma de mondmero La subumdad cataliuca, promuoeve fa tostortlacion de v

protefnas (13), como Ia tostortlasa b crnasa. que paricipa en la glucogenddlisis. (144)

adrendrpcos poeden ser actviados por adrenalina y por

Todos los tipos de receptoses bets
1a noradrenabing, sin embargo, o diterencia doe los receptores alta ( a, y o), Jas
catecolaminas cnddgenas ttenen diterentes afimdades para fos subupos beta adrenérgicos

( adrenahina> noradrenahna)

El receptor {3 es 1igualmente sensible a ambas catecolaminas, mientras que el receptor 3,

©s cien veces menos sensible . Ambos receptores son altamente sensibles al antagonista
propanolol, micntras que ¢l receptor 3, por su parte, ¢s menos sensible.

Los receptores 3, adrenénicos son los encargados de mediar las principales respucstas a
la adrenching en el misculo cardfaco, mediante 1a umdn de la hormona a estos receptores
sc produce unt aumento en L frecuencia y en la tuerza Jde contraceidn cardfaca asf como
un aumento en la veloadad de conduccian. Los receptores del subtipo 3: median 1a

strointestinal y bronquial.  Los

subre todo a nivel g

relajacién en musculatura his

receptores 3, median la respuesta de tejido adiposo a adrenalina promoviendo Ia lipélisis,

3.2 Los receptores a; adrenérgicos.

Estos rcceptores no presentan diferencias notables en la afinidad por los agonistas
enddgenos (adrenalina y noradrenalina). Sin embargo, se¢ bloquean de mancra diferencial
por distintos antagonisias. Los receptores a:a son los menos scnsibles a la prazosina,

aunque su afinidad es 5000 veces mayor para los «, que para los o,



Esta familia de receptores estdn acoplados al sistema de adenilato ciclasa, pero de manera
inhibidora. La difercncia con los receplotes beta, es que los receptores «; se acoplan a la

subpoblacitn de protefnas Gi. que al interaccidnar con esta cnzima, la inhiben.

Estos reeeptores s¢ encuentran cn las células 3 presentes en los istotes del pincreas, cn
donde disminuyen la secrecidn de insulina, se oncucentran ademds, cn las plaquetas

disminuycndo su agregacidn y cn lerminaciones nemviosas donde controlan 1a liberacién

del neurotransmisor norepinetri

En la musculatura vascular promueven relajacion, disminuycendo la resistencia peniférica.

(Fig.q)

3.3 L.os receptores .

Esta familia esta compucsta por un grupo heterogéneo de receptores, gue llevan a cabo
una amplia gama de funciones fisioldgicas y mctabdlicas, entre las que destacan la
regulacién de la contraccion del miisculo hiso, la gluconcogénesis y glucogendlisis cn cl

tejido hepdtico, cntre otros procesos.(15).

Existen evidencias farmacolégicas y de caracterizacion molecular de por Io menos tres
subtipas de receplores oy G« Ga Y @ (16). Llos receplores o, adrenérgicos presentan
alia alintdad por los agonistas metoxamina y oximetazolina y por los antagonistas
WB 41104, fentolamina, S-metilurapidil y (+)-niguldipina. Se encuentran localizados de
mancra homogénea cn corazén, higado, cercbelo, préstata, pulmén y vasos deferentes.
Los receptores aa ticnen una afinidad mds baja por los agenics antes mencionados y se
cncuentran localizados  c¢n nfidn, bavzo, aorta y pulmanes. Por técnicas de clonacion
molccular y farmacologfa sc ha descrito el tercer subtipo @), ¢l a,p. Este Glimo se

diferencia del «,. porque ticne una menor afinidad por (+)-niguldipina y mctoxamina. Se
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Fig. 4 Si de Ia Adeni Ciclasa. Los receptores oy adrenérgicos acoplados a la

protefna Gi promucvcen la inhibicién de esta via, por inactivacién de la cnzima adcenilato
ciclasa, principal protefna clectora de la misma. Los rcceplores B en cambio; acoplados a

Gs, producen cl cfeclo inverso. Rustracién:  Lehninger A., Nelson D: Cox M., “Principles of

Biochemisiry” . Scgunda cdicidn.




cncuentra distribuido en 1a corteza cerebral, hipocampo y en menor proporcion cn aorta y
préstata. .

Una vez que hay activacién del receptor por su unién al ligando, ¢ste interactda con la
subpoblacién de las protefnas G, 1a familia de protefnas Gq. Es 1a subunidad Gqga la que
interactda dircctamente con Ja fosfolipasa C (PLC), cuyo sustrato especifico es ¢l
fosfatidil-inositol (4.5) bifosfato, que representa menos del 1% de los lipados de la

membrana, La accitn de Ia PLC promueve la produccion de diactiglicerol

(DAG) ¢
inositol (1,.4,5)trifostato (1174).

a protefna ainasa € gue 1picia una
promucve

El DAG activa a
cascada de fostorilaciones, por otra paite ¢l 1Py 1a liberuci6n de calcio de
reservorios  intracelulares  por accién sobre  receptores  especificos  sobre  retfculo
endopldsmico. El DAG producido por degradacion del fostatidil -inositol (3,5) bifosfato
cs ademds rdpidamente metabolizado, pudicnds servir como fuente para la generacién de
Acido araquiddnico, (ue por s mMINmoe actia Como MEnsajers o sirve como fuente para la

stntesis de prostaglandinasg, leucotnenos y tromboxanos,

Se ha observado que 1a clevacion de la concentracion de caleso intracelular, después de la
estimulacion de los receptores acoplados a este sistema, proviene de dos fuentes: la

primera es Ia liberacion Jde calcio de las pozas internas y la segunda, es 1a entrada de
calcio del medio extracclular.

El calcio cs un scgundo mensajero que activa a una sene de protefnas dependientes de
calcio, entre dstas tenemos alpunas isoformas de la PKC y a la cinasa de 1a fosforilasa a,
entre otras. E1 DAG por su parte parece permanccer en la membrana plasmaética, donde

interactita directamente con la PRC produciendo un aumento en su afinidad por el calcio,
1o que trac como consccuencia su activacion.

Al referirnos a la PRC, hablamos de una familia muy amplia y diversa de isofomas de
esta protefna. Sc conocen al menos 12 isoformas que han sido clasificadas ¢n tres

familias. Las cPKC convencionales dependicntes de calcio ( a, Bl , BII, v) , las nPKC



(8.€,7). inscnsibles a calcio, que son reguladas por fosfolfpidos, diacilglicerol y ésteres de
fosbol. Por dltimo las aPKC (denominadas alfpicas; isoformas §,A,t) insensibles o
diacilgliceral, ¢steres de farbol y calcio.

de  elementos

la capacidad de modular Ja funcidn

Esta protefna, ademids, tence
participanics en los sistemas de transduccidn existenles , como 10s receplores, protefnas G

y cfectores membranales como Ja adendato ciclasa, la fosfolipasa C y algunos canales
idnicos, ¢n los cuales mtube 0 potencia su actividad. { Fig. 5)

Todos Jos mecanismos descritos ameriormente contemplan s6lo la activacion de las
diferentes vfas de transduccidn gue permiten $a generacidon de Iz respucesta tisular 3 la

hormona adrenaling, sin embargoe y quzds igual de importante que el proceso «de

activacion scan los procesos “moduladores”™ de estas respuestas.

Muchos receptores acoplados a protefnas G, regulan la accion de sus agonisias cuando
éstos s¢ prosentan de mancra peanstenle o repetida. Cuando ¢sto ocurre, la respuesta al
estfmulo hormonal s¢ ve disminufda e incluso ausente; ¢ste fendmeno es conocido como

desensibilizacion.

La ocupacion del receptor por su agonista ademds de descacadenar fa cascada de eventos

para la generacion de 1a respuesta fisiologica, dispara también una scric de eventos que
incluyen fosfonlacion de

modulan Ia cficicncia del proceso de wransduccidn; éstos
receplores, compartimentalizacion de los mismaos y cambijo en ¢} mimero de receptores o
al menos de aquellos que estdn disponibles en Ja membrana plasmgtica.

4.- Organizacién gendmica y regulacion de los niveles en fa expresién de los
mensajeros de los receptores o,

A diferencia de otros genes de muchos receptores acoplados a G, incluyendo a los beta

adrenérgicos, y los tres subtipos de la familia a 2 que contienen varios intrones, los genes
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protcfna cinasa C que s¢ cncuentra en la membrana plasmdtica. La fosforilacion de distintas
pratefnas intracelulares por esta cinasa, produce la respucsta celutar generada por 1a adrenalina,

Hustracion: Lehninger A., Nelsan D., Cox 31, " Principles of Biochemistry™ . Sepunda edicion.



que codifican para los receptores a, s6lo conticnen un intrén. Los genes para cada uno de
sten en dos exones y un inudén muy largo (14 a 20Kb),

los subtipas de receptores aq cons
que intecrumpe Ia region codificante al final del sexto dominio transmembranal. En todos

los casos, las vecindades intrdn/e xadn ostdn situadas despuds de Ia primera base del codon,

amicnto.

indicando sitios para proc

Por andlisis tipo Southern blot s¢ ha podido identticar que ¢l gene que codifica para el
subtipo a,» se encuentra en una sola copia en el genoma humano.(17- 18)
Las regiones 5° y 3' no traducidas sélo se han evaluado con detalle para el subtipo cus.

La region 5° no traducida ( 924 pb ) del gene e del humano es nea on su contenido de

(cajas GC) se han cractenizado como sitios

G+C (70%%). algunas de estas regione
consenso paria respucsta 2 AMP cfclico(19). Se han encontrado también
snicta 263 pb abajo del codan de térnuno. Por lo

regones para

senales de poliadenilacidn, una de ellas
tanto se ha descrito gque el RNA mensajero maduro tiene de longitud 2.2 kb

Diversos estudios han indicado que la transcripaon del gene que codifica para el receptor
oy estid muy regulada y ocurie de manera opuesta en muchos tepdos y Ifneas celulares,

asf como durante el desarrollo y 1a diferenciacidn celular.

La regulacion de la expresion para este subupo de receptor ha sido muy estudiada cn el

hfgado de¢ Ia rata, en donde los efectos de {a hommona adeenalina se llevan a cabo
3:. En esic

mediante 1a accién de receptores o, asf como a Ja accion de receptore
sistema sc ha podido caracterizar Ia respuesta adrendgica en una vancdad de condiciones
fisioldgicas, como ¢! envejecimiento cn ratas (23) y patolégicas en donde se ha
demostrado que dstas se regulan de manera recfproca. Estos estudios indican que en ¢l
6rgano intacto de un animal adulto, la aclivacion de la glucogendlisis hepdtica esid
mediada por los rcceptores @a. Sin embargo, en c¢élulas en proceso de diferenciacién, esta

respucsta estd mediada preferentemente por los receptores ;. (20-21)



Algunas alteraciones como la dispersion de los hepatocitos en cultivos primarios,
hepatectomfa parcial, colestasis y transformacion maligna, son algunos cjemplos de
procesos que producen que los hepatocitos entren cn ctapa de diferenciacion, y cs en
algunos de estos procesos, en donde se ha comprobado se Heva a cabo la transicién de

tipos de receprores adrenérgicos principalmente de o, a f3;. ( 21, 24-25)

Es en ¢! marco anterior y tomando ¢n cucnta Ja importancia fisioldgica y potencial
terapéutico que tiene ol estudiar los mecanismos moleculares que intervicnen en la
generacion de la respuesta adrenérgica on el hfgado, que nuestro laboratorio se ha

dedicado a estudiar los eventos involucrados en i respuesta «,



Antecedentes

Con la comprobacién de la existencia de subtipos de receptores y su heterogencidad en 1a

nismo mediante el cual se

expresidn tisular entre especies (32), se demuestra que el me
genera una respuesta celular ¢s complejo; demuesita mbidn que 10dos estus mecamsimos
le permiten a la célula responder a los diferentes estfmulos ¥ e confieren L capacidad de

modular estas respuestas, lo que en conjunto facthita sus posthilidades de adaplacion

neidad que presenta la famihia de los receptores o,

Ejemplo de lo anterior es iy heterog
adrenérgicos. Hace aproxmadamente 15 anos datos amaalmente basados ¢n estudios
funcionales, famacoldgicos y  oquinicos  permiticron la acumulacion de datos que

sugerfan 1a existencia de heteropencudad en esta tamilia de receptores,

E£n 1982, McGrath (22) v Rutffolo propusieron ya la existencia de al menos dos subtipos
de receptores adrendrgicos, on tuncadn a las distuntas afmidades que éstos presentaban
por distintos compucestos. En 1983 Holk efaf/ demosuaron las diferentes interacciones
de la clomdina y Ia metoxamina con Jos receptoses ez, en arienas pulmonares de concjo

sugiricndo la existencia de maluples subtipos de receptores

En 1983 Mcedgeu y Langer demostraron que en anterias caudales dc rata cxistfan dos
poblaciones de receptores ¢, adrenérgicos, una caon baja afinidad y otra con alta afinidad

a la prazosina.

Pcro no fuc sino hasta el afio de 1986 cuando sc contaba ya con una gran baterfa de
agonistias y antagonistas especflicos para la identificacion de estos receplores, cuando los
investigadores Morrow y Cresse (26) obtuvicron clara cvidencia de la existencia de al
menos dos subupos de receplores a,. Ellos estudiaron mediante ensayus de “binding™, en
membranas de cercbro de rata, que muchos de los hgandos emipleados exhibfan curvas de

desplazamiento bildsico indicando sitios de alta y baja afinidad por los difcrentes

compuestos. Asf Jos sitios de alta afinidad por fenilefrina, epincl 1, norepinefrina , y



fentolamina fucron denominados como receptores del subtipo a,. ¥y los de baja afinidad
cCOmo .

Por otra panc, Jonhson y Minneman cn 1987 demuostraron que ¢l agente alquilante,

7). reducfa, aungue no completamente la
ay

andlogo a la clonidina, la clorctilclomdina (C
actividad de esta familia de receptores. Tomando en cuenta que Ia fenoxibenzamin
totalmente la actividad de los

otros agentes alquilantes eran capaces de climinmue
receptores &, coficluyeron entonces que exastian dos poblaciones de receplores « , uno

sensible (subtipo ayn ) y otronscastble ¢ subtipo o ) a CEC.

Todas las clasificacioncs antenores estabun basadas exclusivamente en Ias afinidades
mostradas por cada uno de les diferentes sublipos por diversos compuestos, tanto
1t vlasiticacion, sin embargo, se complicd por el uso de

agonistas como antagonistas. k.
las técnicas de biclopfa molecular que pernmtcron la clenacidn de los ¢CcDNA's( DNA

complementario) de los tres subupoes distintos de adrenoreceptores de la familia o

debido a que dos de cstos receptores  recombinantes no  presentaban el perfil

farmacoldgico esperado para los subtpos natvos, una ves que eran transfectados en

ineas celulares modelo

El prnimer subtipo de receptor de esta familia fue clonado de una biblioteca de ¢cDNA de

hamster en 1988 (27). la estrategia de clonacion consisud cn la purificacién  por

cromatograffa en columna de afinidad para glucoprotefnas, del receptor o, presente en la

Ifnea cclular DDTI-MF-2 (linea tumoral obienida de miosarcoma dec hamster) quc

expresa los receptores adrendricos ¢, y f3;
a partir de la secuencia parcial de amanodcidos de un péptido obtenido por hidrolisis del

. Por prediccion de la secuencia de nucledtidos

receptor purificado con bromuro de cianégeno, se sintetzo un oligonuciestido de 32

pares de bases de longitud, que se empled como sonda cn una biblioteca de expresién

( cDNA) dc la misma Ilfnea celular. Sc obtuvo un ¢DNA de 1.7 Kb de longitud. La

transfeceidon de este ¢cDNA en la lfnea celular Cos-7 comprobd que este receptor



recombinantc era capaz de activar la vfa de recambio de fosfoinositidos y mostruba

ademds un perfil farmacoldgico comespondicnte al receptor o, 4 nativo.

sublipos, se Hevd a cabo medinte Ia bdasqueda on distintas

La clonacidn de los demds
anteriormente, variando

empleando como sonda Ia obtemda

bibliotecas gendmicas
condiciones de hibridacion. Esto pudo Hevarse a cabo gracias a que la simuhtud en

secuencia entre los subtipos usctla entre ¢l 75 y ¢! 80%%

¢, ¢lonadoe fue obtenido una bibhioteca pendmica de

subtipo Jde receptor
trunsfectado  tenfa

El sigwmiente

cerebro de bovino, ¥

receptor recombinante
afinidades por agonistas y antagonistas que eran consistentes con lo esperado para ¢l

el correspondiente
subtipo de recepior a,, nativo, sin embargo, ¢l receptor recombinante fue parcialmente
sensible al agente alquilante CEC, ademids de que la expresion usular del RNA mensajero
para este sublipo no concordaba con Ia esperada en los tepdos modelo de rata. Debido a
lo anterior Ia clona fue considerada comuo un subupo nuevo de receptor de esta familia y

s¢ le designd como el subupo oy (28)

Un tercer subtipo de adrenoreceptor ¢, fue clonado de la corteza cerchral de rata y se
designd como como el subtipo a,,, basada esta clasificacion on que la expresién del RNA

mensajero en los tejidos de rata eran parecidos a los esperados, ademds de ser muy poco
sensible & la alquilacién irreverstble por CEC. Sin embargo, otro grupo cloné de manera
independicnte ¢n 1991, un receptor idéntico, y s¢ mostrd que  éste tenfa afinidades para
muchos antagoenistas sclectivos que no correspondfan a los esperados para cl subtipo

nativo. Debido a que ya habfa una clona identificada como e a €sta se le designd como

Xye. (29)

Recientemente, s¢ han hecho  muchos reportes on donde s muestra que la farmacologfa
del receptor recombinate idenuficado como o, ¢s casi idéntica a la encontrada para el
subtipo a4 nativo, con excepeian de la sensibilidad al agente alquilante CEC.(30)



Asf también, mediante técnicas de “Northern blot”™ y ensayo de proteccion a RNAsas
cmplcando sondas especfficas para cada uno Jde los distintos subtipos clonados, se ha

demostrado la presencia del subtipo identificado como a,, en ¢ada tejido de rata en donde

se habfa identificado famacol6gicamente el subtipo .

La diferente sensibilidad a CEC de los distintos subtipos dc receptores recombinantes se
ha explicado como ¢l resultado de las diferencias gue existen entre las caracterfsticas de

{as membranas plasmiticas de las células en donde han sido transfectados.

Para hacer mds homogdéneas las condicioncs on las cuales eran expresados los receptores
recombinantes, todos los subtipos de receptores a, clonados fueron expresados en la
misma linea cclular (62} y al hacer los ensayos de inactivacién por CEC, se demostré
que 1a clona designada como a,, sufrfa inactivacion entre un 20 y un 25% en comparacion
a las clonas aun y @, que se inactivaban entre un 75 y 90%. Dchido a los resultados
antcnores a la clona designada como «,, se lc considerd inscnsible a CEC y hoy esta

clona es identificada como ¢l sublipo ¢, que corresponde al receptor ;. nativo.

Actualmentc la IUPHAR ( International Union of Pharmacology ) admite la existencia de
3 subtipos de receptores recombinantes designados @, €. y @, cuya farmacologla y
distribucién tisular. corresponden a 10s sublipos nativos .. G ¥ O respeclivamente.
De aquf en adclante la letra come subfndice para designar a los subtipos serdn mindsculas
reccombiantes  y  nativos

o maydsculas para difercenciar  entre  los  receplores

respectivamente.(31)
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Clasificacion actual de los subtipos de receptores ay adrenérgicos.

Tabla. 2
Receceptor W Receptor Nomenclatura L.ocalizacién Sensibilidad a
nativo clonado. 7 histérica cromosémica CEC.
Nomenclalura en el humano
actual
[N a,, . Cs Especic
dependiente
32
[+ 2 o1 Cs +++Muy
sensible
Oy @, €2y Uy, O 1an C20 pl3 Medianamente
sensible.

En el laboratorio en donde se realizo el presente trabaju de tesis, Garcfa-Sdinz y

colaboradores, en el ailvo de 1992 mostraron por prirnera vez, la heterogeneidad en la
cxpresion hepdtica de los adrenoreceptores ¢, entre cspecics. Esta se mostré  tanto

farmacolégicamente como por ensayos de ipo “Northern blot” como prucba de expresion

de estos subtipos en los hepatocitos de rata, cuyo y concjo. En estos cnsayos se cmpled

ademds como criterio de clasificacion  fammacolégico la inactivacién por alquilacidn con

CEC.(32)

Asf. al receptor presente en Ta membrana de los hepatocitos de cuyo, que resultd ser muy
poco sensible a la inactivacion por CEC fué clasificado como .. ¢l de hepatocitos de
concjo, medianamente sensible a este agente, se le clasificd como e . El de rata como
cspecie prototipo de expresion hepiauca del subtipo oy, fue sumamente sensible a la
inactivacién a la CEC. En cstos ensayos se verificaba la capacidad de hidrolizar
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fosfatidilinosito!l por hepatocitos aislados de estas especies, prewatados con el agente

CEC a una concentracién de O lmmol/L. ( Fig. 6)

Tabla No. 3 Caracteristicas de los receptores «, clonados.

Subupo I . J L= 2319 l &Kya
Nimero de | 466 515 561
[ammndc:dus 1 }

Sitios def 3 E] 2

glucosiacion

(Ammno-terminal)

Organizacisn

gendmica 1 ! 1

Intrones 2 2 2

Exoncs

Sclectividad S-Meculurapidil, (+) | AHIIT10A (+) Norepinefrina,

farmacolégica. niguldipina, BMY 7378
oximcewzolina,
A-61603,RS17053

Tejidos prototipo Rifsn de | Bavo Shfgado y { Aorta, pulmén y

rata,hfgado de | corazén de rata. cortcza cercbral de
rata.

conejo, corazén o

hfgado dec humano.
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Fig. 6.Elccto de la cloroculclonidina sobre ¢l marcaje de Pl (fosfaundihinositol) inducido
por adrcnalina en hepatocitos de tres especies distintas (Cuyo, rata y concjo) pidncles

A,C y E. Las células fueron premncubadas en ausencia de agentes (cfreculos claros), con
0.1 mmoll. de cloroctilclonidina (cuadrados negros) o 1 g mol/L. de prazobind

(cfreulos oscuros) durante 15 minutos. En esta figura puede apreciarse el efecto producido
por CEC sobre los diferentes sublipos de receptores presentes en fas membranas de los
hepatocitos de estas cspecies. Efccto de antagonistas a-adrendrgicos sobre ¢l marcaje de
PI. Piancles B, D y F. Prazosina ( rombos vacfos) y S-metilurapidil  ( rombos lenos).
Estos datos fucron obtenidos cn nuestro laboratorio ¢n ¢l afio de 1992, (32)
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Para los ensayos tipo “Northern blot™ se emplearon como sondas los cDNA's de los
receptores @, clonados hasta ese momento, es decir, sondas para los sublipos @ ., como
sonda pam ¢l subtipo a, sondas para ¢l subtipo a,. prototipo y para cl w,.. En estos

€nsayos sc encontrd scnal de hibrdacidn especifica y distnta entre las especies.

12 3
] Kb Kb
=5, 4.9 — - a.9
g
22
=8 19 — - 1.9 .
ig ¥
¢= N .
e — ———y
Vs o, Vs x,,

Fig 7. Anilisis tipo Northern. Panel A. RNA total de cuyo. Gel de agarosa al 1.5 % con
formaldehfdo . tehido con bromuro de cudio. Panel B, RNA total de hepatocitos de cuyo
(lincas 1), RNA 1otal de hepatocitos de rata (ifneas 2) y RNA de hepatocitos de conejo
(fneas 3). Cada uno de los filtros fucron hibridados contra cada una de las sondas

especificas bajo condiciones de alta astringencia. (Garcfa-Sainz es al. 1992)
Sin embargo con la reclasificacion de los subtipos hecha en 1995, la sonda & . ecmplcada
para caracterizar al subtipo w4 en el estudio anterior, hoy corresponde al cDNA para el

subtipo a., ¥y la sonda empleada para caracterizar al subtipo . corresponde al subtipo e,

actual por Jo gue los resultados obtenidos por “Northern blot” no son fdciles dc
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interpretar, ¢n el caso del cuyo. La clasificacion fammacolégica del subtipo , adrenérgico
presente en los hepatocitas de esta especie fuc hecha tambien en nuestro laboratorio, en
donde se comprucba  pur ensayos de “binding” que ¢l receptor que expresa el cuyo
corresponde al subtipo g, (33)

Par lo tanto, actualmente existe mnconststencia entre los datos obtenidos por orthern

blot™ y los datos reportados por “hinding™, debido a que hubo hibnidacidén con la sonda

para ¢l subnlipo ¢y ¥ no se cncontrd sefial de hibndacian con la sonda cspecflics para el

sublipo ay,. que s ¢l subuipo presente reportado en esta

pecie.

Esencralmoente esta conttoversia, s 1a que condujo a la necesidad de clonar ¢l receptor

presente en log hepatecttos de cuyo

Con esta clonacion se pretende explicar, por una parte, e por qud de la hibridacion con la
sonda especflica para ¢l subtipo ey en los ensayos tipo “Northem', ademds de aportar
organtzacién gendmica Jde o esta famibia de

mds informacion sobre Ja estructura y

receplores.
En este trabajo, la caracterizacian moleculiar del receptor €2y presenie en los hepatocitos
de cuyo se llevd a cabo mediante Ja amphficacidn por RT-PCR de una region de 316 pb
(pares de bases) emipleando oligonucledtidos especilicos ya reportados en la literatura

para ¢l subtipo «,, ( subtipo ya caractenizado en csta especie por “hinding™).

Para la ¢lonacion del ¢cDNA que codifica para ¢l subtipo de receptor adrenérgico presente
cn ¢l hfgado de cuyo, se cmpled la téenica de RT-PCR  para lograr la amplificacidn de

un fragmento correspondiente a la region codificante completa de este gene, utilizando

oligonuclcGlidos especificos.
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OBJETIVOS

General:

- Clonar ¢! ¢DNA que codilica para cl subtipo de receptor o, adrenérgico gquc sc

cxpresa cn los hepatocitos de cuyo.

Especificos:

- Establecer condiciones experimentales de reverso transcripeion para la obtencién del
cDNA que codifica para ¢l subupo de recepior @, adrenérgico presente en el hfgado del
cuyo.

Ia amplificacion por PCR de una region

- Determinar condiciones expenmentales para
central pericncciente a este receptor mediante el empleo de oligonucledtidos especflicos .

- Disefar chigonucledudos especificos para la amplificacion de la regién codificante

completa de este recepror.

- Establecer condiciones experimentales para la amplificacién por RT-PCR  de la region
anterior.

- Caracterizar los fragmentos gencrados por PCR mediante datos molceculares

(hibridacidn y secuenciacidn).

- Subclonar estos fragmentos cn vectores plasmfdicos.
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MATERIALES Y METODOS
Oligonuciedtidos empleados para los diferentes ensayos de RT-PCR.

OLIGONUCLEOTIDO ORIENTACION Referencia___ T
S catcptegtepretecnegantncts 11 Sense ctia 44 60rC
5 lCCCACKEERMECRL AL LRI Antisensc g, KR} 61°C

65°C

Stoarggegtic ki ggadatpuitiio g 3 Sense e g
(ATG)  Esta tesis

extremo §°
5*-tagaciigeticccaliiicactgagggs 3 Antisense  d ya 62°C

extremo 3’ (GSP2)
3ECHECRISEE N R RIN KBRS Y Anbsense U gp ta tesis 62°C
5T CAMCRCCIICILaERIc R A Y Gance @y Zsta tesis 60°C
3T-agalccacaacggatsean ¥ Antisense GAPDH 15 49°C
S'-teectcaagatigcagcda 37 Sense GAPDN 35 s0°C
5" atcatgasgtRtgs gipgac 3 Scnse f3-Actina 16 s2°C
3Taaccpactgerpiaites 3 Anusense fi-Actina 16 53°C

Sondas para hibridacion:

. de bovino : Fragmento Bgl [1- Bgl 1l de 812 pb.

o, de hamster : Fragmento EcoRI-BamHI de 803 pb.

@, de rata 2 Fragmento Bam HI de 850 pb subclonado en ¢l vector pMT2* |

de rata: Fragmento Sau 3A de 599 pb subclonado en el vector

Sonda Vs. GAPDI}
pPRGAPDH 13
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Animales

Se emplearon cuyos machos con un peso entre 200 y 500 g.. alimentados ad tbirum.

Equipo

Termaciclador ERICOMP Single Block ™ System.
Microcentrffuga para tubos eppendort

Centrffuga BECKMAN RC5B

Espectrofotémetro BECKMAN DU" 650

Incubadoras con agitacién
Contador de centelleo BECKMAN LS60OO0ISC
Bafos recirculadores a vanas temperaturas ( 16°C, 37°C,55°C y 65°C)

Camaras de electrotoresis Hoefer horizontal y vertical (Minigeles)
Cdmara para clectroforesis BioRad
Cdmara para geles de secuencia BRL
Fuentes de poder para clectroforesis
Transiluminador dc luz U V.
Lamparade U.V

Entrecruzador U.V. FOTODYNE
Unidades de filtracion .
Autoclave

Incubadora a 37°C

Vértex

Uliraturrax

Perfusores
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Material

Tubos eppendorf 1.5 y 0.500 m}

Martraces Erlenmeyer 125-500ml

Vasos de precipitados

Tubos COREX* para centrffuga

Tubos de ensaye estériles para precultivos
Membrana de Nylon para transferencia Amersham=
Crotubos

Microjeningas 10- 100y}

Micropipetas GLISON®

Puntas para pipcta estériles y con filtro (PCR).

Mechero

Reactlivos

Todos los reactivos empleados son de alta pureza (Grado Biologfa Molecular SIGMA)

Kit RT-PCR Perkin Elmer (100 reacciones)

Aceite mincral (PCR) SIGMA

Agarosa  Standar Low BioRad

Todos los reactivos sdlidos fucron provistos por la casa comercial BAKER* y SIGMA*
Sigmacote {siticdn) SIGMA

TEMED GIBCO

Kit para secucncia USB Sequenase Ver.2.0

Kit 5"RACE (Rapid Amphfication ¢cDNA’s ends) GIBCO BRL

Kit 3' RACE GIBCO BRI.

Kit Glass MAX ® DNA isolation Spin Cartridge System GIBCO BRL (Purificacién de
productos dc PCR).

Kit Nick Translation (marcaje de sonda }) AMERSHAM
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Ligasa T Biolabs AU /u)

Polimerasa de T3 Biolabs -1U/ul
‘Todas las cnzimas de restriccién y marcadores de peso molecular provicnen de Ia casa

comercial Biolabs.

X-gal S-bromo-t-clere-3 -indolil--D-galactésido SIGMA
IPTG Isopropiluo-f-D-galactésido SIGAMA

Medio LB (Luria Bertani)

Vectores plasmfdicos

Ampicilina

Kanamicina

Métodos

Obtencion de RNA de tejido completa. Esta téenica consiste en disgregar ¢l wejido con

tiocianato de guanidina 5 mol/L. (34-36).

Obtencion de RNA de hepatocitos aislados.

Sc empled como tepdo modelo, e} hepitico debido a la gran relevancia del papel
fisioldgico que este Grganoe Heva a cabo. Ademds la respuesta adrendrgica ue presenta

este cjido en animales adultos estd mediada principalmente por los receptores ;.

Obtencién de hepatocitos

Los hepatocitos se atslaron por ¢l método de digesudn con colagenasa de Berry y Friend
(37). el cual consiste en canular la vena porta hepitica vy perfundir ¢l higado con
amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) sin calcio, a 37°C, bajo una atmdadsfera de

carbogeno ( 95% O/ 5% CO:) a pll 7.4 una vee perfundido, ¢l higado se digirié
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a en KRB con calcio 1.2 mmoVLolVL. Despudés se separaron

perfundiendo con colagena
Ias células y sc formo una suspensién , lavidndose ésta tres veces con KRB con calcio.

Extraccion de RNA

Sc resuspendieron 2 g de células recidn aisladas  en 30 ml del reactvo TRI-Reagent

(38) ¥y se agitaron vigorosamente en el vortex. Despuds de S munutos de incubacian a
temperatura ambrente s adicionaron 6 mi de una meecla clotoformao-isoamflico (49:1), y
la mezcia se agitd durante 20 scgundos en el vortex L inescla antenor scocontntugd a
27 000 x g durante 1S mnutos. 8¢ tomd la fase acuosa con una pipeta pasteur ostdéril, se
midid ¢l volumen y se le adiciond un volumen spual e sepropanol tiro, as muestras se
Wl ”CI"‘\H e ccnlnlugurnn it

dejaron en hiclo durante 30 punutos. Despuds de ¢
27 000 x g durante 1S manutos. El “pellet’” resaltante se lavid 2 veces con ctanol al 705
frio.LL.as muestras se secaron al vacio y se resuspendicron en 100 pil de apua tratada con
DEPC. El@ RNA s¢ cuantificd por espectrototomeaetria 2607280 v se venlicd su integridad

por clectroforesis en un gel de agarosa al 1.5, tenndn con bramuaro de cndio.

Ensayos de RT-PCR
Sc empled el 7 kit para RT-PCR™ de la marca PERKIN-ELMER.
Reaccion de transcripcion inversa. RT ( Obtencicn de cDNA)

En un tsbo cppendorf de 500 1l se colocaron a reaccionar 5 pug de RNA total con
amortiguador de MgCl; a una concentracién final de 5 mmoVL, amortiguador 10X para
PCR Il ( 1 X concentracion tinal), 8 gl de una mezcla de nucledtidos (Immol/L final ¢/u)
¥ 1 pl del oligonucleoudo anusense ( oligo down: 15 it mol/L. final) con 2.5 U/ul de Ia




enzima Mul.V Reverse Transcriptase on un termociclador con un ciclo compucsto por }

horaa 42°C y 15 minutos a 70°C.

Reaccicn de PCR (Ampliicacion del ¢ONA)

A Ja mczcla de reaccian obtenmida por RT, equilibrada a temperatura ambiente sc e
adiciond amortguador Jde MpCl ¢ 2Zmmol/L final), 10x PCR AMORTIGUADOR 11
(500mmolLoll. KCL, HrommoVlL Tons-HCE pH S.3) para una concentraciéGn final 1X,
agua desionizada ¥ csténl subiciente para completar 1O ul de volumen tinal y 1 gl de
aligonucledtido  sense  ( oligo up, 15 mmol/lL hinal ) Lo mezcla antenor se puso a
reaccionar con 2 S U de Ia ensima Thermas aqguaticus DNA polimerasa con el siguiente
perfil de amphificacion Jdurante 35 ciclos, adicionando un gempo de 7 pnnutos a4 72 °C al
para da extenradn boomuan o a 947C0 1 mmnoa S5°C. y 2.5 min o 72°C. [as

finalizar ¢stos,
probando

antes mencrenadas e estandarizaren en nuestro laborateno,

condiciones
e ahincanirente Jdo tos eolipronuclesudos. Se analizaron

disuntas emperaluras v Ucmpos
10 ! del producto de PCR por una clectrotforesis en pel de acniddarmada al 7.5%, en

amortiguador TBE 11X
Purificacion de Jos fragmentos de I'CR

Se llevé a cabo la punlicacion de Jos fragmentos obtenidos por PCR mediante ¢l emplco

dc un kit elaborado por GIBCO BRIL* . GlassMax DNA [solation Spin Cartridge.

Clonacién de los frapmentos de PCR

1. Ligacién

Se emplearon los vectores plasmfdicos pTZ19U ™ y pCR- Script ™ SK+ (39 -40)
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Reaccion de ligacion. (41)

Para la reaccion de ligacion se empled g del producto de PCR purificado con 1ug de

vector. La reaceidn de ligacion se llevo a cabo a 167C toda 1a noche.

Fragmento de
DXNA ainseriar T c——

Eigacion
Vector

plasmidic Gun e resstencia a antiidtcos
<o

Molécula
fevombinante

Introduccidn en ta oCluta
hospedadora , <

Seleviadn de haviers ree.
o un mctiogen g

Driantes por crecimiento

o

+

Fig. 8 Clonacion de un segmento de DNA en un vector plasmidico. El sitio de
policionacidn contiene ¢l gene para sintetizar a la subunidad alfa de la cnzima
B-galactosidasa ( a0 - complementacién). Si ¢l inseno fue ligado, interrumpird ¢l gene de
la enzima impididndole a la bactena uunlizar ¢l sustrato X-gal en ¢l medio de cultivo

aparcciendo con fenotipo blanco, las clonas sin inseno aparceen azules . (32)
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I1. Transformacién dc bactenias con los productos de Jligacién,

Se¢ emplearon bacterias competenics con cloruro de hexaminocobalto de la cepa de E.coli

IMIO3. (4%)

En un tubo eppendotf de 1.5 ml se colocaron 200 pl de una suspensian de bacterias

wion.

competentes con los 20 ul de i reaccion de i
Se¢ dejaron mcubando durants 1 hora en hiclo, Despuds del pempo de mceubacion se les
dio un choque témico a 270 durante 90 sep y  se colocaron en hiclo 2 minutos. Sc les
a 37°C

adiciond I ml de medio LB y se les incubd durante una he

Despuds de este ticmpo se centrtupgaron fos cultivos a -3 00 x ¢ durante 3 nun en una
microfuga.

El “pellet” resultante se oresuspendid en 200 pl de medio LBy todo el volumen se
extendio sobre agar LR adicionado con ampicihina, X-gal ¢ TPTG. Las placas de agar s¢

dejaron incubando i 37°C toda Ia noche

I . Seleccidn de clonas poasitivas

Se llevé a cabo mediante la técnica de libndacion en colonia.

Las colonias que crecicron blancas despuds de Ia transformacién sc estriaron con palillos
estériles  sobre una membrana de Nylon colocada sobre una caja Petri con medio LB
ampicilina. Las cajas se¢incubaron invertidas durante 1-4 horas a 37°C . Dec todas las cajas
se hizo una réplica pero sin fa membrana,

Las membranas se retiraron de Ias cajas y se lavaron 2 veces, duranie 3 min cada lavado,

colocando la membrana subre un papel filtro impregnado con las siguicntes soluciones:
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1.- Solucién de NaOH 0.5 moVL
2.- Solucién de Tris-HCI! pH 7.4 1 mol/L.
3.- Solucién de NaCl 1.5 moll y 0.5 mol/L de Tris-HCI pH 7.4

Después de 10s lavados se dejaron secando 30 minutos a temperatura ambicnte.

El DNA sc fija a la mambrana con luz UV,

Pam climinar ¢l “debris™ celular, las membranas se Javaron durante 30 minutos a 55°C
con una solucion SX de SSC y 0.5% de SIDS. Sc dejaron sccar a temperatura ambiente.

Sc continud con cl protocaolo para ¢l ensayo de *"Southern blot”
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Se tetira ta membeana
Je lacags

las colonwas se
adsorben en el fudn

Plica de agar

Fig. 9 Técnica de hibridaciéon en colonia. 1) La membrana estéril se coloca sobre 1y

placa de agar. 2)La membrana s¢ retira y se fija el DNA a la membrana con luz UV,
Ixposicion de los filtros. 5) Con la placa de

3) Hibridacién contra la sonda especffica. -3)
autoradiograffa cs posible detectar las colonias positivas y seleccionarlas de la caja

original.
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Obtencién de plasmido por lisis alcalina. (MINIPREDP)

Se colocaron en {ubos eppendort esténles 1.5 ml de cultivo de 18 h de cada una de Jas
clonas posttivas. Sc centrifugaron & 12 06 x g1 a iemperatura ambicnte durante 2 minutos.
Sc retird ¢l sobrenadante v ol Upellet” seoresuspendid en 100 pl de Glucosa mix

(glucosa SUmmolL, 10 mmol/. de EDTA y 25 mmol/d. Tas FIC! pH 8.0) adicionada con
6 mg de liﬁnnmu‘y 100 1t de una solucion de 10 mg/ml de RNAsa I por cada 2 ml de

Glucosa mix.
Los tubos s¢ dejaron incubando durante media hora en hiclo. Despuds del nempo de
incubacion se anadicron 100 gl de una solucion de NaOQH 0.2N /7 SDS 13, Los tubos se

agitaron por inversion Jenta hasta que la mezcta de bacterias: Glucosa mrx- NaOH/SDS se
volvid transparente. A fa meszela antenor se e adictonaion 75 pl de una solucisn de

hasta que se formd un

acctato de sodio 3N a pll 5.5 y sc agnaron por invesson

precipitado grumoso de color blanco, dejindose los tubos en hielo dutante 1S minuios
Despuds de esta mmcubacion s centrifugaron a 12 000X g em no durante 10 minutos.
220 pul del sobrenadante a tubos eppendort nucvos y se les adiciond el

Se transfinceron
centnfugaron 10 minutos o

mismo volumen de fenol saturado con agust. Los tubos se

12 000X g Despuds de esta centritugacion se afiadicron 600 pl de ctanol absoluto frnio y

se dejaron toda ja noche precipitnado a -70°C.
Para Ia recuperacion del DNA plasmifdico, los tubos sc centrifugaron a 12 OO00Xg durante
15 minutos cn frio, el "peller” se seco al vacfo durante 30 minutos y se resuspendid on

50 ul de agua destilada estéril.

Secuenciacion

Para la sccuenciacion de los fragmentos clonados , s¢ empled el método de Sanger.( 43 )
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Obtencitn de cadena sencil

De cada una de Tas colonias identificadas como positivas por hibridacién  se tomé una

asada para inocular 5 ml de medio LLBamp. Los precultivos se dejaron toda a noche
(18 h)en una incubuadori con agitacion a 37°C a 200 rpm.
De los cultivos O.N. s¢ tomaron 200 pl y se mocularon 20 mil de medio LLBamp en un
matraz Erlenmeycer de 200ml, y sc incubaron o 37°C con agitacidn constante hasta que su
crecimionto  gencrara unit desudad Gpnea cntre 22 0 v 6.0 LLos cultivos antentores fueron
2o helper NI3RO7 (39 ) Los culnvos anteriores se incubaron

inoculados con 10 u! del

30 min sin agitacion a 37°C v 30 nun con agtacton rdpda aprox. 350 rpmoa la masma

200 il de los cultivos intectados con el fagzo se inocularon 6 mil de

temperatura. Con
F.os culuvos se dejaron toda 1a noche

medio LBamp adictonado con Kanamirciia ol O 57
a 37°C con agitacidn contante (350rpm )

Sc transfineron 1.5 ml de cada uno de fos calttvos intectados oo un waho eppendort esténl,
y se ceatnfugaron a 120 por S munutos o empoeratuns amhbicnte on una microfuga

1.2 ml de los sobrenadantes antertores s¢ tranhinicron aoun vy esténl. a los

rubo D

cuales se los adiciond 300 ! de una soluaon de policulénpghool ol 204 en NaCl 2. 5moVi.

mezelindose cuidadosamente y se incubaren 30 pun. a temperatura ambiente.

Después del tiempo de incubacidn los mubos se centrifugaron al2(00p durante 15
minutos en una microtuga. Los “pellels resultantes se secaron con papel absorbente
cuidando de eliminar todo los restos de pohictuienghicol. Los “pellet’s s¢ resuspendicron
cn 200 ul de amortiguador TE pll 8.0, A cada uno de los tubos se Ie adiciond un

taron cn el vortex y se separaron  las dos

volumen igual de fenol saturado en agu, se a
cidn a 12,000g en (rio. Durante las extracciones con disolventes

fases por microcenuifug:
ase acuosa que s la superior. A las fases acuosas

orgdnicos sc rccupera siempre la
oblcnidas se les extrajo una vez mds con fenol saturado en agua, unit vez con una mezc
con cloroformo,permiucndo ca

fenol-cloroformo ( 1:2) y por Gltimo una extraccion

vez que las fases se separen por ceatrifugaciéon on frio.
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Las fascs acuosas obtenidas al final de las extracciones se precipitaron con 1/10 de este
volumen de acctato de sodio 2M y 2 172 volimenes de ctanol al JOO%. Se dejaron

precipitando una hora a -70°C.

Se recuperaron Jos precipitados por centrifugacian en frio durante 20 munutos a 12.000g
¥ se¢ sccaron al vacfo durante 1 hora. Los precipitados sc lavaron wres vieces con ctanol al
75% dcjando en hiclo durante 30 min cada vez que el ctanol se adicionaba,  y
recuperdndolo nuevamente por centrifugacién a 12,000 X ¢

lLos precipitados sc resuspendicron finalmente en 15 ul de amortiguador TE pH 7.5 y se
guardaron a -70°C . Las reacciones de sccuenciacin se hicicron segan inirucciones del kit

de USB Scquenase (ver 2.0). Las muestras se cornieron en geles al 4% y al 6% de
crato de sodio 3 mol/L..

acrilamida en condiciones desnawralizantes, en un gradiente de

(45)
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Ensayos de hibridacién

Todas las sondas empleadas fucron mascadas con 10 uCi de dCTP (2-%P). con el kit de
“Nick-Translation” d= [a casa comercial Amersham. Todas lis sondas se emplearon coa
un:a actividad especffica mfpima de 1.8 x 10° cpm/ie de DNA Para verificar las cantidad
de cuentas incorporadas se empled o] método de precipitacton con TCA en un contador

de centellco ( BERKMAN LLS60005C).
“*Northern blot™”
Obtencion de las membranas pari hibridar.

El andlisis de “Northemn blot”™ (16) . s¢ realizd por electrofores:s harizontal on un gel de
agarosa al 1.5% dJesnaturalizante ( con formaldehfdo al 174, 20 pg de RNA otal pot
carmtl. Como ameriguador de cornda se utihzd MENP 11X (4,18 g de MOPS, 0.68 ¢ de
acctato de sodio, 0.37 g Jdoe EDTA ¥ 20 ml de una soluciadn de fosfatos de Na "y K°
tmolL a ptl 6.9). Para aphcar al gel cada una de las mucstras: ¢stas s mesclson con §
ml de wvna solucrdon de muestras ¢ 4001 de formamida desionizada, 120 1 de
formaldehfdo al 375 y 90 pl de MENP 10X), y se calentaron durante 16 minustos a 65°C.
Despudés se les adicionaren 5Sul de colorante para RNA  S(03 ghicerol, 1mMNt de EDTA,
10 mM de fosfatos de Na y K pH 6.9 y 11,057 Jde azul de bromofenol) v se cargaton en ¢!

gel. La clectroforesss se cormid a ImA/em? en el cuarto frio, durante tres horas.
Los geles fucron transferidos por capilanidad a una membrana Je Nylon (Amersham) y ¢i

RNA se [1j6 a la membrana por entrecruzamicnto con luz ULV con ciclos de 0.125 J/cm?

(3-4 ciclos).
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Condiciones de hibridacion.

Las membranas de Nylon se prehibridaron durante <4 horas a 55 “C en una solucidn
107 de dextrin sulfato, SSPE 5X.

preparada con formamida desionizada al 35,
solulcidn Denhardt SX. 1% SDS y 5 mp/ml de DNA inespecffico (espenma Jde salmaon) cn

una bolsa de polictilcno sellada. Despuds de este tiempo, se le adicionaron 200 ul de la

sonda especfrica marcada con dCTP a-"P. Se dejaron hibridando durante 16 horas a
55°C.
Los filtros se lavaron dos veees con una solucidn de SSC 0.29% ( NaCl 150 mM1, catrato de

sodio I1SmM, pH 7.-4) ¥ 00.2% de SDS durante 15 minutos a 55"C cada ves,: dos veces con

SSC Q.13 y SDS 0. 1% por 15 minutos cada ves y tinalmente con S8SC 0.1X durante 15

minutos solo una vez a la misma termperatura.

Autoradiogralia.

s para auloradiograffa (Kodak X Omal) que se expusieron on presencia

Se utilizaron pla
dcl filtro de 7 a 1) dfas. LLos casscties se guardaron a -70°C. Las placas sc revelaron con

los reacuvos indicados por ¢l fabnicanie,
“*Southcrn blot™
Preparacién de las membranas.

acrilamida al 7.5%
100 m! de una

Sc como una electroforesis en un gel de agarosa al 1% o con

(productos de PCR). Después de la cornda los geles se trataron con una
solucidn desnaturahzante (NaOH 0.5 mol/l. y NaCl I moll.) dos veces durante 15
minutos ¥y dos  veces durante el musmo  tempo  con  solucién  ncutralizanic

( NaCl 1.5 mol/l. y Tris-HCI I mol/l. piH 7.5)
Los geles asf tratados fucron transferidos por capilaridad a una membrana de Nylon.(«49)




Las condiciones de hibridacién y lavado fueron de alta astringencia, con ja misma técnica

empleada para el “Northern blot™. L.as placas se expusieron 24 horas a -70"C.

Fig 10. Esquema general del andlsis de dcidos nucleicos por Southern blot (DNA) ¥y
Northern blat (RNA). 1) Aplicacién de las muestras para electroforesis. 2) Transferencia
por capilaridad. 3) Mcmbrana. 1) Hibridacion de Ia membrana contra la sonda especffica.

5) La sonda hibnida con Ia sccucencia complementaria cn la muestra, 6) Placa dc

autoradiograffa.
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Ensayos 5' y 3° RACE ( Rapid Amplification cDNAs Ends) ecimpleando los kits de GIBCO™
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Fig 11. Esquema de reaccian para lograr la amplificacion del extremo 3° con el kit 3°
RACE. Esta recaccitin sc basa en In amplitficacidn de 1a region 37 del gene mediante el emplco de
un oligonucledtido antiscnse (down) poli T, que le pemite unirse a la regién de poliadenilacion

del mensajcro. El primer sense (up) cs espectfico para ¢l gene descado.
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RNA mensajero
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Sinteus del cDNA por
; LERETSO LFANSCRIPCION.

Degradacion del RNA con
mcscla de RNAsas. PanGoacion
del cDNAL (columnas)

Sir

s el extremo JC

Amphiticacion por PCR ¢un
clextrema JC, cmpleando cl
“Abndped Anchor Primer.””

Reamplificacion del producto
primano por PCR.

£. 12 Esquema de Ia reaccion para amplificar 1a region §° con el kit 5° RACE .

Esta reaccion se basa en Ja sfntesis de una cola de poh dC, en el extremo 57 del ¢cDNA por 1a

enzima didcoxinuclcotidil transte

Se Neva a cabo la amplificacidn de la region especifica

conteniendo el extremo S$° del genc empleando un primer que se alfnea con Ia regidn poli dC  y

otro denominado “nested primer’ especitico para el mensajero que sc desea amplificar.

Sc emplearon 5 pg de RNA de higado completo de cuyo ( sin digerir) para hacer ambos ensayos.

Para cada una de las reacciones se siguicron las instrucciones provistas por los fabricantes.



RESULTADOS

I Caracterizacidn molecular del subtipo de receptor a, adrenérgico en los

hepatocitos de cuyo.

Para lograr la caracterizaciin molecular del subbpo de receptor w,  presente ¢n los
hepatocitos de  esta especie, se empled la téenica de RT-PCR. Sc emplearon
oligonucledtudos especihicos para amplihicar una regian central de 316 pb. Esta region
abarca ¢! VI y el VI domamio transmembranal Estos ohgonuciesudos ya han sido
reportados por Gozoh Trzuptmoto y colaboradores (44) para detectar b presencia ded

mensajero para el sublipo o,

En cstos ensayos adn no se contaba con ohigonucledndos que pesmiieran ampliticar
regiones espocificas para ¢l sublipo ¢ por ese no ¢s postble ascyurar fa existencia o no

de este subtipo en ostas mucstras,

Para 10s ensayos de RT-PCR se emplearon S me de RNA 1ol de hepatocitos aislados de

cuyo por ¢l mdétodo ya desernto La reverso ranscnperdn se Hevd a cabo durante una hora
a 42°C, complctando cl ciclo con 15 munutos a 72°C para macuvacion de la RT. Las
condictones de amplificacion fucron estandanizadas on nuestro laboratorio :1 mip a 93°C,

1 min a 60"C para alincamiento del ohgo y 1 min a 72°C para exiensidn: durante 35
ciclos.

Sc tomaron 10 pl ded producto de RT-PCR para correr en peles de poliacrilamida al 7.5%
por triplicado . Estos geles fucron transteridos a papel de nylon para sy hibndacidn contra

cada una de las sondas para detectar a los tres sublipos de receptores clonados.
En 1odos los ensayos de RT-PCR sc corndg una mucstra sin transcriptasa reversa como

control de la anphiticacion de regiones especificas gencradas a4 parur de un ¢cDNA. Como

controles positivos de amphlicacion con los oligonucledtidos  y de hibridacién  se
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Fig. 13 Southern blot. Productos de RE-PCR ehtenitdos o patir L muesinas fe RNA L losankados Seebtaveron dos fragmentos
que hibridan en condictones de alta itrmgenciasolo contra v sonda espectticd pas o subtipo ., Cada una de las bibridaciones tiene un
control positivo, generado a parter de museatrs g RNA & ek Rt g tenes tansiectady cad i de Jos subtipos de receptores
clonados. Como en estos expenimentos i ko conthamos con eltganuciedtidus especifices pare ampliticar ol subtipo , . Ya hibridacion
10 tiene contsol positivo En el camil 7 se encuentra un comrol un tawenpiisa teversa Caml § a+ ot 1l




emplearon muestras de RNA de c¢élulas Rat-1( fibroblastos) que tienen transfectados los

tres sublipos de receptores o, adrenérgicos.(52)

En estos ensayos cn lugar de obtener el producto de 316 pb quc se esperaba, se
obtuvieron dos productos dec PCR uno de 260 y ofro de 240 pb en las mucestras de cuyo .

Estos dos fragmentos hibridan en alta astringencia solo contra una sonda cspecffica para

cl subtipo otya-

Ambos fragmentos fucron purificados por ¢l método de centnfugacidn por columna. Ya
purificados s¢ emplcd aproximadamente 1 pg de este DNA para hacer la reaccién de
ligacién con los vectores pTZIV U y ¢l pCRSk+. Con los productos de ligacién se

transformaron bacterias pertencaicntes a la cepa JINM103 de £ coli.

Dc los ¢cnsayos de ligacion anteriores se obtuvicron 28 colonias transformantes, 23 de
ellas con ¢l vectar pTZ19U ¥ -1 con cf vector pCRSk+.
Para comprobar que estas clonas tuvieran ol inserto, se extrajo el plidsmido por ¢l método

de lisis afcalina y se corricron en geles de agarosa al 1%,

Los plismidos sc transfiricron a papel de nylon y s¢ hibridaron contra Ia sonda especffica
pam el a,.. Los ensayos de “Southern blot” demostraron que solo S clonas contenfan el

inscrto. Las clonas postivas  por hibridacidn  se  analizaron  por  secucnciacién,

obtenid¢ndose una similitud en nuclestidos del 654 con respecto a la sccuencia del cDNA
reportado para ¢l subtipo g, clonado de bovino. Esta similitud se incrementdé hasta el

76% cn sccuencia de amitnodcidos.

Sc csperaba una simulitud mayor con respecto a la secuencia reportada de bovino . sin

cmbargo cn funcidn a Jos cnsayos de hibnidacion y la homologfa en aminodcidos, sc

comprucba quc ambos fragmentos pertenccen al receptor a,..
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Fig. 14 Pldsmidos obtenidos de las clonas positivas,

Gel de agarosa al 1% tefiido con bremuro de etidio.

Carnl | % + BAE 11, 2-20 muestras de pldsmido con
envector pTZE9U.
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‘, Fig. 15 Placade autoradiograffa Hibridacién
i o » & des pldsmudos con una sonda especifica parae!
| sublipo a,.




JLEnsayos para lagrar 1a clonacion de I regién codificante completn a partir de

RNA total obtenido de células aisladas.

Para tratar de obtener 1a segion codsficante completa de este seceptor, s¢ empled tambien
L amplificacidn de la regidn 5° y 3°

Ia téenica Jde RT-PCR. S¢ uulizd como estrategia
individualmente, mediante el empleo de aligonucieatidos que permiticran ¢l alincamiento
con la reidn poli A del mensajero en ¢f ¢aso del extremo 3 Para lograr amplilicar Ia
sccuencia 57 se uldizaren secucncus alcatormas e 6 ph ( hexdmeros al azar). En estos
ensayos para asepurar Lo amplificscion de las regiones pedtepecientes al mensagero Jdel o,
. Se

se empled un jucyo de olipendcledndos especfficos para o} sublipo reportada, el
down™ con los “pomers” mencionados

utilizaron  diferemies combinaciones Cup’ y
arriba. La estrateiia utulizada con estos URisT se encuenta con detalle on matenal v
ma&todos. Sc cmpleaton diferentes patrones de amphticacson y se probaron distintas

&
condicioncs de alincamicnfo para fos ohigonucledudos, sin ermnbargd en minguno Jde fos

ensayos anieriores se obtuvieron resullados posinves.

Cabe mencionar que en todos fos ensayos se corris un control anterno de la preparacion

de RNA, que consiste en fa amplificacion con oligonucleatidos cspectticos de regiones
pentenccientes al gene de ha cnzima GAPDH (gliceraldeh(do 3-fosfato deshwdrogencasa) .

Sc emplea como controd porgue su mensajero es de los mas estables en muestras de RNA
jero para el

hepdtico. En los ensayos de amplificacidn para fas regiones 3 ¥ 57 del menss
ez, los contrales anteriores sicmpre fucron positivos; Jo cual s un indicador grucso de gue

fas preparaciones de RNA de las cuales se partia eran adecuasdas,

En funcién de los datos anteriores, en fos cuales se demucstra goe Ao ¢s posible
amplificar los extremos del pene. ¢ no haber podido smplificar ¢l fragmento
pertenceicnic A Ja regidn central  con os oligonuciedtidas reportados, ademds de a
demuostracidn por amplificacion con la GADPEH de la jntegridad de las preparuciones, se
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pensé en la posibilidad de una degradacién diferencial del RNA mensajero especffico

pam cl receptor a; 4 de células aisladas.

s se disciid un expenmento que permiticra poner de

Para comprobar dicha hipée
manificsto las modificaciones en la expresidn de este mensajero durante ¢l proceso de
aislamiento de las células. Nuesirus experimentos consisticron ¢n seguis iemporalmente
el curso de la expresion de este mensajero, por RT-PCR, durante el proceso de
disgregacion del higado. Para ello, se exttajo RNA de disunas muestras de tejido cn
cada uno de los pasos segwdos para el aislamiento de Jos hepatocitos. Comao referencia o

basal s¢ empled una mucestra de RNA total de hfgado completo sin digerir ni lavar.
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Fig. 16 A Cursos temporales por RT-PCR, de las distintas muesteas de RNA obtenidas de
hepatocitos durante su aislmicnto. 1) Producto se RT-PCR higado completo 2y Higado lavado
con Krebs Ringer 3) Higado digendo § min.con colagenisa 3) Hepatocitos aislados.

Se emplearon otigonuciedtidos especificos para cada uno de tos subtipos seRalados.
Geles de potiacritamida al 7.54% tefirdos con bromuro de ctidio,
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Hibridacion vs. «;, Hibridacidn vs. o,y

Fig. 16 B Southern Blot. Hibndacion de los productos de RT-PCR con cada cada una de las sondas seRaladas arriba
Los oligonucledtidos empleados para la amplificacion de [a regién central del e , fueron los reportados por Gozoh T.(49)
Los oligonucledtidos para amplificar 12 regidn del , yse disedaron especialmente para este expenimento.
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Fig. 16 C Muestras de RNA obtenidas de higado
durante su disgregacion. Diligado completo
2) Higado lavado con KrebsRinger 3 Higado

digenido S min. ) Hepatocitos aistadus

Gelde agarosaal 1.5% weiido con bromuro de chidie.

Hibndacenvs GADPH

Fig. 16 ). Southern blot. Productos de RT-PCR
de bas muestras anictiotes empleando ohigonucledtidos
especificos conira GAPDH.
Lahibridacisn se Hevd acabo con 1 sonda
especifica.




III. Obtencién de la repion codificante completa a partir de mucstras de RNA de

higado complcto,

Decbido a que el RNA de hepatocitos aislados no se logré la amplificaciéon de los

extremos 5° y 3' del gene. on tanto que en muestras de hfgado completo pudo
amplificarse ¢} fragmente de 316 pb esperado ¥y este pertencee al subtipo «,.. porgue
hibrida en condiciones de alta astringencia con una sonda especffica, decidimos obtener el

cDNA que contiene a la region codificante completa, partiendo de muestras de RNA de

higado completo.

Los primeros onsayos para obtener los extremos se Hevaren a cabo empleando los Kits 5°

y 3" RACE ¢ rapid amplitication of ¢DNAs onds) de GIBCO=*, con mucstras de RNA

obtenidas de higado completo, cmpleando 5 p de RNA total

Sin ecmbargo. en mingunu de¢ estes ensayos sooabturieron resultados positivos, ya que
nunca sc logrd amplificar frugmentos Jdel peso molecular esperado ni ningidn producto

que hibridara con la sonda especinea para el 2,

Debido a lo anteor y para tratar de amplificar la region codificante completa, a partir de
1a secuencia del receptor a,, clonado de bovino, se diseiiaron un par de oligonucleétidos
cuya sccucncia pertencce a las regiones amino y carboxilo terminales de estas regiones.
Estos oligonuclesudos se nombraron como ATG ( codén de inicio ) y como GSP2 ( que
aparca con wna regién 30 pb “downsucam' al coddén de término). E}l  tamaio del

fragmento gencrado por estos oligonuclestidos se esperaba alrededor de 1380 pb.
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Fig. 17 Southern blot. Se muestean fos fragmentos de RT-PCR empleando oligonuclestidos espectficos para
amplificar distintas regionas pertenccientes af receptar oy, Caml .+ BStEH 2y 3 Producto de PCR con fos
oligonucledtidos yareportados para la region central del receptar.{ 316 ph) Muestias de oélulas Rat-1 y cuyo respectivamente,
4y § Productos de RT-PCR con la combnacidn de eligonucladtdos up (reportadu) y GSP2. Fragmento de 630 pb. 6 y 7 Productos
de RT-PCR con os oligos ATG/GSP2 (1373 pb). Se hizo L hidridacion con fa sunda para ol uy,.



Todos los fragmentos anteriores fucrson punticades pos ol método de contritugacian on

columna y pucstos a higar con los vectores pORSK s v pTZ19107 Se transhornmason
bacterias de Ja cepa INTIO3 de F cofs compatentes con cdanuro de hevanmnocobalto con

uncentos amplibicadios BEstas bactentas se eatendicron on medos L8 con

cada uno de los e
ampicthng v e scleccronaon por el mdctodo de o complementacon Las colonas blancas

tor v ose hnbrndaron conoui somda especitica para ol

se parcharon sohre membranas de Ny

@,

2P Errmes

trod (o) bhabridacdion

Fig. 18 Placa de autoradiografia on donde s¢ muestra Ly hibndacion de colonias Que

conticnen ¢l pldsmido con el fragmento up/down | por ¢l método de hibridacion en

colonia.
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Dec los eventos de ligacion anteriores se obtuvieron 3 clonas positivas con el inserto
up/ down (360 pb), con ¢l vector pTZI9U, 5 clonas positivas con el mismo vector ¢con ¢l
fragmento up/GSP2 y 2 con el fragmento ATG/GSP2. De las clonas positivas anicriores,
sc extrajeron cadenas scncillas y se¢ sccuenciaron por el método de Sanger. Sc¢
sccuenciaron en promedio 270 pb pertenccientes a cada una de las clonas positivas con el
inserto de 316 pb ( up/down ) . La similitud de estas sccuencias con la sccuencia del

CDNA que codifica para cf subtipo a,,. clonado de bovino fue del 905 en nucledtidos y

del 88% cn protefna
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Fig. 19 Comparacién entre la sccuencia de nucledtidos obienida del inserto up/down y un
fragmento dc la sccuencia del cDNA para el subtipo a,, clonado de bovino.La similutud
promedio de esta sccucncia y los demds a,. clonados es del 90%. Con esta similitud

podemos afirmar que ¢l mensajero que se produce cn cl hfgado complcto de cuyo

corresponde al subtipo a.
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DISCUSION

El objetivo central del presente trabajo consistid en Ia caractenzaciéon molecular del
subtipo del receptor @, adrenérgico que se expresa en los hepatocitos de  cuyvo, mediante
Ia clonacidn del cDNA que codifica para el mismo. El objctivo que se persegufa con esta
clonacion era explicar la inconsistencia que existe enatre los resultados pencrados por
ensayos tipo “"Northern blot” realizados por nuestro grupo on el ane de 1992, en donde se

demostraba la presencis de RNA mensajera para el subltipo agg, stendo que el subtipo que
expresa esta especice es el a,,.

Como cstrategia scral para la caractenzacion molecular de este recepter se empleo la
técnica de RT-PCR, que permiud, paruendo de muestras de RNA total obtemidas de
2 fragmentos, uno de 260 y otro de 230 como

hepatocitos aislados, 1a obtencién de 2
(up/down) reportados para la

resultado  de la amphtficacién con oligonucledtidos
ampliticacian de una regidn central de este subupo con un tamano de 316 pb. Estos dos
fragmentos hibridaron en condiciones de alta astringenecia con una sonda ospecffica
(F1g.13). La sccucncia de estos dos fragmentos subclonados en vectores plasmfdicos tiene
una similitud promedio al 65% cn nucledtidos con Ia sccuencia del ¢cDNA para coste
subtipo clonado de bovino, porcentaje que aumenta al 75% cuando se traduce a protefna.
Aunque su similitud en secuencia es mas baja a la csperada ( 90-95% ) se puede concluir
que &stos fragmentos pertenecen a un reeeptor del subtipo a,a adrendrgico. En cestos
ensayos s¢ esperaba Ja ampliticacidn de un solo fragmento de 316 pb, aunque se probaron
distintas condiciones de ampliticacion. no pudo obtenerse el fragmento anterior

El hecho de haber obtemido 2 frapmentos de menor tamado con uha similitud en
sccucncia baja y la tmposibilidad de amplificar los extrermos 3" y §° del gene en mucestras
de RNA de células aisladas, podrian indicar Ia degradacidn diferencial de este mensajero.

En todos cstos ensayos siemipre s cofmid un control interno de las preparaciones, cn
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donde sc lograban amplificar fragmentos pertenceientes al cDNA que codifica para la

GAPDH .

En los e¢nsayos donde se pretendid demostrar esta degradaci@n mediante la c¢indtica de
16) .,

expresion de este mensagero durante el proceso de aislamiento de las células (Fig

puede observarse que la senal de hibriducton puara ¢l sublipo e, disminuye conforme cl
proceso de aislamiento avanza, esto os en tweprdo fntegra o sea on el hfgado completo, por
RT-PCR s¢ obticne un solo tragmento de 316 pb gue hibrida en condiciones de alta
astringenccia contra ¢! e, en contrapane, la cantidad de este producto disminuye en

muestras de RNA de células ansladas

Se ha demostrado que ol proceso de andamiento de jos hepatocitos con colagencasa
produce alteracion on la expremidn de distintos genes en el hfgado (53), en parte debido a

a degrada la matriz exnaccelular gue mantiene unidas o fas células

que la colagenes
hepdticas conformando ol tepdo. Se ha prepuesto que las mteracciones eélula- matnz
extracelular regulan ¢l proceso de difercncracion en los hepatocitos de rata , precisamente
porgue el uso de la colageneasa para la disgregacidn del tejido hepinco. al menos en la
rata, produce un cambio en ¢l patrdn de transcripadén de gencs conlo c-mye, c-fos v
Jun-b. El aumento en los miveles de transcnpaian de estos genes se relaciona con procesos

nuestro laboratono  se ha

come la diferenciacitn y proliferacidn celular ¢ 55-59).
reportado que otros receptores acoplados a mismo sistema de transduccian que los ay,
como los receptores a angiotensina I modula la expresion de c-fos en hepatocitos
aislados ( 63-64). Sicndo ¢l genc que buscamos, un genee que codifica para una hormona
cuya accion sc ha relacienado con precesos de prohiferacidn, aunque de manera tardfa con
respecto a las respuestas inmediatas gue la adrenalina produce en el hfgado, cabe la

posibilidad de que su transceripeion sea regulada también por este L1po dc interacciones.
Con la demostracién de la degradacién difercencial del mensajero para ¢l subtipo oya on

hepatocitos aislados, cn conjunto con la demostracidn del aumento en la transcripcion del

mensajero para ¢l sublipo cup, puede explicarse el porque en los cnsayos tipo
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*Northermn blot” hechos en 1992 hubo scfial de hibridacién positiva con una sonda

cespecifica para este subtipo.

Como el RNA mensajero para el subltipo &, estd degradado cn mucestras de RNA
obtenidas a partir de célutas aisladas, éste se encuentra en baja cantidad, lo cual no
permitié ponerlo en evidencia en los ensayos de "Northern biol™ que ¢s una téenica poco
sensible para demostrar la presencia de mensajeros poco representados on muyestras de

RNA toral, debido a que las poblaciones de mensajeros representan cl 3¢5 det RNA total

de una c¢élula.

s dermaostrd hibnidacidn con una sonda especifica para

Como en los ensayos de Northern
el sublipo @, sc disciaron un par de ohgonucledndaos especilicos para la amphificacion

de un fragmento de 80 pb pertenceicnte a la region central (V y VI trunsmembranal) de
este subtipo. Los oligonucledtidos anteriores fueron probados con RNA de células Rat-1

ado el receptor subtipo ¢y en ¢stis muestras se obtuvo un fragmento

qQue benen transfec
de 480 pb que lubnida en condicrones de alta astningenecia con una sonda especifica para
cste subuipo. De diferentes ensayos para determmunar las condiciones de amplificacién se

obtuvo que la temperatura de ahneamicnto del ohgonucledudo es de $5°C, con una

extensidn de 7 minutos a 72°C, durante 35 ciclos

Al probar estos oligonucledtidos con ¢ada una de las mucestras obtenidas durante el

proceso de aislamiento de las células, se puso en evidenoia gue el mensajero para cste
subtipo no s¢ encuentra en (cjido fntegro, en cambio en las muestras Jde hfgado digerido
durante S y 20 minutos, y en las mucestras obtentdas de células aisladas, si cxiste cste

mensajero. porque por RT-PCR se obtichen a pantir de éstas, un fragmento del tamaiio

esperado (480 pb) que hibndan en condiciones de alta astringenecia con una sonda

especifica.

55



Estos ensayos ponen ¢n cvidencia la positulidad de una transicion del subupo de receptor
a, adrendrgico durante el proceso de aistamrento de las céluias. Los resultados anteriores
ponen de manitfiesto cambios on la ranscuporan de los mensajeros, cambios que ocurren
mucho mds rapido que los cambios en expresion. Esto exphca porqué en membranas de

hepatocitos recidn aislados no oy pasible detectar por “hinding’ la presencia del subtipo

Qyp, a pesar de que por RT-PCR se pucde detectar el mensajere para el misimo,

El tiempo rcal de aslamiento de Las células no es miayer o IS manutos posteriores a la
digestion con colageneasd, O>IC HEMpD DO ey SUHICICNIE CormG patic poder apreciar un
cambio en la proteina que se expresa on by membrana de los hepatocitos. Por eso el
subtipo que puede idenuficarse por “hinding” e~ ) e,
io subupos, que

Estos ensayos son sélo un indicio de la pestbiidad de una transicion o
cus, bren podrfan ocurnr on procesos que alteren esas

aunque no ch condiciones 151016
condiciones, como hepatectomia parcial, transtormaCian malyiing o Cirresis L enlie olros,
La obtencidn de datos de “bindmg’” con membranas de hepatocitos cultivados podrdn

confirmar las obsecrvaciones anteriures.
Existen cvidencias dc una transicran, pero de tpos de receptores adrendrgicos en el

hfgado de ratas j6venes donde la acciin adrendrica os mediada preddmmantemente por

receptores «,; ¢nh procesos como la diferenciacion de hepatocitas, ostos efectos son

mediados predominantemente por receptores del upo 3. (54)

Se ha comprobado lambién que durante la regeneeracion, despuds de la hepatectomfa
subtipo 0 cambian. Ademds cn

parcial en ratas, los niveles de RNA mensajero para
funci6én a que sus niveles de transcripcion aumcentan despuds del nacimiento, se ha

propuesto al mensajera para ¢l sublipo o, como un marcador de maduracién celular y

diferenciacion del tejido hepdtico .(54,60)
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Esto hace pensar con respecto a Ia multiplicidad de subtipos para los a;. que reconocen a
las catecolaminas enddgeneas adrenalina y noradrenalina con una afinidad muy simiiar,
ademds de activar ¢l sistema de transduccidn con la misma eficacia; que en condicionces
nonnales hepdticas, 1a presencia de un subtipo u otro no cs relevante para responder a la
hommona adrenaling en condiciones de estrés. Sin embarpo, Ia habilidad de estos subtipos
pam expresarse de manera diferencial duranie el desarrollo ¥ la postble transicidn de
subtipos por alteracidn de la matriz extracelular, ponen de manitiesto que la relevancia de
conservar evolutivamente cstos subtipos es precisamente su relacidn con procesos a mis
celular  genecrados  por  accién

largo plazo como probferacion  y  diferenciacion

adrendrgica.

Como cn las muestras de RNA obtenidas de células aisladas no fue posible lograr la
amphticacién dc las regiones 5° y 3' scguramente porque el RNA se estd degradando,

cmpleamos RNA de hfgado completo para tratar de clonar 1a regién codificante completa.

Sc utilizaron imcialmente los kits 5° y 3° RACE para amplificar ambos extremos. En

ninguno dJc estos ensayos se ohtuvo resultado positivo. En los ensayos §7 sc obtuvieron

una senie de fragmentos que hibridaban contra Ia sonda especffica para el subtipo eal sin
embargo ninguno tenfa el peso molecular esperado y las cantidades que se obtenfan por

reamplificacion de los fragmentos mas grandes ( 1130 pb) no cran suficientcs como para

purificarlas y ligarlas cn vectores plasmfdicos

La amplificacion de la region 3° quizd no tue posible debido a que la regién no raducida
es de aproximadamente 914 pb ( tamano dec la regidn 37 no codilicante del cDNA
obtcnido de bovinos, o que en conjunto con el tamado de Ja regién codificante esperada
(900 pb porque sc usa como oligonucledlido antsensc el oligonucleétido up ya reportado)
dan como sesultado un fragmento de casi 2.0 kb, un fragmento muy grande que cs diffcil

de amplificar por PCR.
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Laregion 5° del ¢cDNA que codifica para ¢l suhtipa «,, en €l bovino contiene una regién
de 94 pb no raducida, rica en sccuencias GC, 1o que aumenta Ja posibilidad de la
formacion de estructura secundaria en esa regidn a la temperatura a ja que se Neva a cabo
el aparcamicnto de los oligonucledudos ( 557°C), lo cual mmptdid cste proceso, no
permitiendo la amplificacidn de esa zona en las mucestras de cuyo En funcidén de los
resultados anteriores se diseilaron un par de ohigonucleoudas (ATG/GSP2) que aparean
con los extremos 5 y 3' respecuvamente de la region codificante completa de este
subtipo. Estos oligonucledtidonucledtidos fucrun probados con RNA de células Rat-1 que
tienen el receptor «p, transfectado para montar condicrones de amphbicacidn de un

fragmento de 1370 pb.

Las condiciones de amplificacién bajo las cuales este fragmento pudo obienerse fueron:

aparcameinto dec los oligonucledtidos( annealing) a $5°C 1 muinuto | extensién a 72 °C

7 minutos, acompaiiados de 2 minutos de desanturalizaciGn a 94°C 4l 1mcro de cada
ciclo. El némero de ciclos empleados fue de 35. Bajo cstas condiciones de amplhificacién
sc¢ obtuvo un fragmento de 1373 pb, que hibrida en condiciones de alta astringenecia

contra la sonda especffica para el subtipo o,

Después de montadas estas condcioncs, 1os oligonuclestidos se probaron con las muestras
de RNA de hfgado completo de cuyo y pudo obtencrse un fragmento de tgual tamafo,

aunquc ¢n mcnor cantidad que los controles como se muestra en la figura no.16.

El fragmento anterior fue clonado en un vector plasmfdico y la regitn que ha podido
obtenerse de la sccucncia (250 pb) tienc una simibitud en nucledtidos del 95% con

respecto a la secuencia reportada para bovino.

Para comprobar que sc ticne ¢l marco de lectura completo es necesario terminar de
secuenciar cl fragmento completo, ademds de analizar varias clonas con ¢! lin de corregir
errores durante la sccuencia o bien los crrores generados por la amplificacién llevada a

cabo por Tag polimerasa .
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Los datos moleculares ( hibridacién y secuencia) obicnidos durante mi trabajo de tesis
campruchan que el fragmento del receptor subclonado en el vector pTZ19U pertencee al

sublipo a.
en un vector de expresidn

Solo mediante 1a trapsfeccidn de este fragmento, clonado
cucariote en lncas celulares modelo, que permita hacer :studios funcionales de la
protefna que &ste codifica, se podrd confirmar si periencce o no al gene esperado.
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CONCLUSIONES

« El receptor a adrenérgico presente en e higado del cuyo caracterizado molecularmente

corresponde al subtipo «a;a. Esta clasificacion se basa en que, en muesiras de RNA
aisladas de higado complcto, se logro la ampliticacion  de un fragmento de 316 pb que
corresponde a2 una region central de este subtipo

Este fragmento hibrida en condiciones de alta astringencia con una sonda especifica

-~ Sec encontro tambidén que, la transcripeion del RNA mensajero para el subtipo «aga
disminuye conforme avanza el proceso de aislamiento de los hepatocitos, incrementandose

a su vez, la transcripcion del mensajero para el subtipo e

- La transicion de subtipos durante ¢l proceso de arslamiento de los hepatocitos, puede

deberse a alteraciones generadas por la accion de la enzima colagenasa sobre las
interacciones célula-matriz extracelular existentes entre los hepatocitos Este fendmeno de
transicion explica ¢l porque en ensayos tipo “Northen blot”™ con RNA total de células
aisladas no se haya podido detectar la presencia del subtipo aia, que es el subtipo

caracterizado por “binding” Esta rtransicion explica también la sedal de hibridacion

positiva con una sonda especifica para ¢l subtipo a,

- Se determinaron las condiciones experimentales para la amplificacion por RT-PCR de
tres fragmentos pertenccientes al receptor g adrenérgico presente en ¢l higado de! cuyo

(316 pb, 630 pb y 1373 pb) que hibridaron cn condiciones de alta astringencia con una

sonda para ¢l subtipo a,. El fragmento de 1373 pb corresponde a la region codificante

complcta de este gen



-Los fragmentos anteriores fucron subclonados en vectores plasmidicos. El analisis de una

secucncia parcial  de cstos fragmentos, reveld una similutud promedio del 95% en

secuencia de nucleotidos con secuencias ya reportadas para cl subtipo a4 obtenidas por
clonacion de otras cspecies
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Apéndice

Preparacidn de solucionces.
TBE 10X 108 g de Tris basce

55 g de acido bdrico

40 ml Jdc una solucién 0.5M dc EDTA pH 8.0

Aforara 1 L.

SSC20X 175.5 g de NaCl

88 g de citrato de sodio

Esterilizar con vapor.

Aforaral L,

SSPE 20X 175.3 g de NaCl
27.6 g de NaH2PO
7.4 g de EDTA ( dcido etilen diamino tetracético)

Ajustar pH a 7.4

Aforara 1L

TRI-REAGENT (extraccion de RNA)

10 mi de solucién D

10 ml de feno! saturado en agua

1 ml de acetato de sodio 2 mol/il. pH 4.0
50 pul de B-mercaptoctanol

Se prepara fresco con pipctas esténles.

Cada componente cxceplo cl fenol debe
esterilizarse por separado.

Solucion D.
250 g dc tiocinato de guanidina
293 ml dc agua con DEPC ( Dictilpirocarbamato 0.2%) Inhibidor de RNA"sas

Afadir: 16.6 ml de citrato de sodio 0.75 moV/L pH 7.0
Adfladir: 26.4 ml de Sarkosyl al 105
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Medios de Cultivo
LB ( Mecdio Luria Bertani)

10 g de NaCl

10 g de peptona de casefaa ( GIBCO®)
5g de extracto de levadura ( GIBCO®)
18 g de agar ( s6lo para medio sélido)

Disolveren 1L de agua.
Esterilizar
LB ampicilina

Por cada 100 ml de medio Ifquido sc le adiciona 1 ml de una solucién de ampicilina al
2.5%.
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