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INTRODUCCION

Comunicacion entre las células

La capacidad para responder al medio ambiente que le rodea y el control de la
entrada y salida de moléculas a través de la membrana plasmatica es una
caracteristica fiundamental de cualquier célula. Esta membrana es impermeable a
compuestos como iones, moléculas inorganicas, polipéptidos 6 proteinas, por lo que
para tener alguna influencia sobre la célula, las sustancias hidrofilicas necesitan
interactuar con proteinas que se encuentran en la membrana plasmatica, las cuales
ayudan a regular la fisiologia de 1a célula para hacer frente a estos cambios. Este es el
inicio de un sistema de comunicacion tanto hacia el exterior como al interior de la

célula.

Al material extracelular { ya sea moléculas inorganicas o polipéptidos ) se le
denomina ligando, la palabra que se utiliza de manera comin para designar a un

componente que une a una proteina para que realice una funcion.
La proteina {blanco) que se une al ligando es Hamada receptor.

Las sefiales son transmitidas a través de moléculas capaces de actuar como

mensajeros de éstas: las hormonas y neurotransmisores,

Las células que responden a estos primeros mensajeros denominadas células
blanco, forman a su vez ¢l tejido blancoe, esto les permite responder a los diversos
estimulos de una forma programada, coordinada y caracteristica para cada uno de los
diferentes mensajeros quimicos.

Para establecer la comunicacion hacia el interior de la célula es necesaria la
existencia de moléculas que sirvan como intercomunicadores o segundos
mensajeros que permiten difundir o propagar las sefiales para proporcionar una
respuesta metabolica 6 fisiologica. El proceso por medio del cual la sefial
extracelular es transmitida hacia el interior de la c€lula, generando una respuesta

metabdlica especifica, es conocido como sistema de transduccién. Este sistema




consta de varios componentes que actian como mensajeros de la seiial, entre ellos,
los que son capaces de reconocer a dichos mensajeros, ademas de moléculas
acopladoras que permiten el reconocimiento con las efectoras encargadas de la
generacion de la respuesta fisiologica. El sistema de transduccién de sefiales puede
visualizarse como una cascada amplificadora de la sefial producida por los
mensajeros quimicos, mismas que se clasifican de acuerdo a su distribucion. Por
gjemplo:

a) autacoides o mediadores locales, actian en células blanco muy cercanas o

sobre ellas mismas en comunieacién paricrina y autécrina respectivamente.

b) hormonas, que son liberadas al torrente sanguineo por las glandulas, llevan la
sefial a las células blanco localizadas en lugares alejados del sitio de excrecion de la
hormona en comunicacién endécrina.

c) neurotrasmisores, liberados por las células nerviosas, formando uniones
especificas denominadas sinapsis, ademas de establecer una comunicacion entre la
célula emisora y la célula receptora (presinapsis y postsinapsis).

De acuerdo a su naturaleza quimica, las hormonas pueden ser péptidos, aminas o

estercides, entre otras.

Mecanismos generales de transduccion de seiiales

La actividad de las hormonas se realiza a través de un reducido nimero de
mecanismos stmilares entre si. Como ejemplos pueden mensionarse el de epinefiina,

insulina, neurotransmisores y esteroides, mismos que se describen a continuacion.

La epinefrina se une a un receptor B-adrenérgico especifico en Ja membrana
plasmatica de los miocitos y hepatocitos activando a una proteina G, , la cual sirve
de mediadora entre el receptor adrenérgico y el efector, que en este caso es la adenil
ciclasa. Cuando el receptor f—adrenérgico es ocupado por la hormona se activa la

enzima adenil ciclasa convirtiendo el adenosin trifosfato (ATP), en adenosin
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monofosfato ciclico (AMPe), el segundo mensajero, el cual activa a la proteina
cinasa dependiente de AMPc. Esta proteina cinasa [osforila y acliva a la fosforilasa
cinasa b la cual, en pasos subsecuentes, fosforila y activa a la glucégeno fosforilasa
la cual conduce finalmente a la liberacién de glucosa. La enzima fosfodiesterasa de
nucledtidos ciclicos termina la cascada de activacién de la sefial, promoviendo la
conversién del AMPc en adenosin monofosfato (AMP). Mientras que la proteina
cinasa dependiente de AMPc también fosforila y regula a un gran niimero de olras

enzimas presentes en otros tejidos (Fig. 1).
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Fig. 1 Sistema de transduceién de la adenit ciclasa.

Otro sistema de transduccién de sefiales, es el que se activa por el acoplamiento
de la hormona con el receptor via otro grupo de proteinas G que interactiian con la
fosfolipasa C ( PLC ), 1a hormona al unirse al receptor activa a la proteina G, que

favorece la actividad de la PLC para que lleve acabo la hidrélisis de un lipido de



membrana, el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato, PIP, generando dos segundos
mensajeros: el diacilglicerol (DG} y el fosfatidilinositol 1,4.5-trifosfato. el cual
causa la liberacién del Ca™ almacenado en el reticulo endopldasmico: que junto con
el diacilglicerol activan a una cinasa muy importante.s la proteina cinasa C (PKC).

dependiente de Ca*la cual genera la respuesta celular.(Fig. 2).
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Fig. 2. Sistema de transduccién del recambio de Fosfoinositidos-Calcio.

El receptor de insulina representa otro sistema de transduccion de senales. El
receptor es una proteina integral de la membrana plasmatica, formado por dos
subunidades, que atraviesan la membrana y se encuentran unidas por puentes
disulfuro. La unién de la insulina con el receptor se realiza con el dominio
extracelular, activando a una tirosina cinasa especifica que se encuentra en su
dominio citoplasmico. Esta clnasa activa a otras proteinas cinasas por la
fosforilacién especifica en residuos de tirosina hormonas que tienen un sistema

similar de transducir la sefial son: el factor de crecimlento epidérmico (EGF), el
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factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento
necrdtico (NGF) (Fig. 3).
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Fig. 3 Receptores con actividad de Tirosina cinasa.

Un cuarto grupo lo constituyen os que siguen el mecanismo de los
neurotrasmisores cuyos receptores son canales iénicos como el receptor nicotinico
de la acetilcolina. Este mecanismo se lleva a cabo cuando el receptor es ocupado por
la acetileolina y permite el paso de iones Na* a través de 1a membrana con la
consecuente despolarizacién de la célula blanco.

Una forma mds de sefiales la constituyen las hormonas de naturaleza lipidica, que
pertenecen a la superfamilia de receptores a esteroides, dentro de ésta se encuentran
las hormonas esteroides (estrégenos, progesterona, andrégenos, etc.) que son

sintetizadas y secretadas por las células endderinas,



Al igual que las anteriores las hormonas tiroideas, los retinoides y la vitamina D se
difunden a través de la membrana plasmatica uniéndose a un receptor especifico; el
complejo hormona-receptor se une a regiones especificas det DNA, llamados
elementos de respuesta a hormonas, que regulan la expresion de genes cercanos

(Tsai et al., 1994).

Por 0ltimo se han observado también la existencia de moléculas que atraviesan
facilmente la membrana plasmatica y ademas se encuentran acopladas al sistema de
transduccicn de la guanilato ciclasa. El éxide nitroso {(NO) y el monoxido de carbono
(CO) pertenecer a este grupo de moléculas. El NO difunde rapidamente hacia afuera
de la célula que lo produce y se introduce rapidamente a las céluias vecinas, su
tiempo de vida media ocila entre 5-10 segundos, por lo que su accion es local. En
muchas células blanco, como las células endoteliales, el NO reacciona con el grupo
hemo (hierro) cercano al sitio activo de la enzima guanilato ciclasa, estimulando la

produccion del mediador intracelular GMPc (Lowenstein et al., 1992).

Catecolaminas

Dentro de los agonistas que interactuan con los receptores adrenérgicos se tienen
a las hormonas norepinefrina y epinefrina llamadas de manera general catecolaminas.
Muchas de las acciones de los agonistas y antagonistas que activan o inhiben a los
receptores adrenérgicos, se pueden entender en términos de las acciones fisioldgicas
de las catecolaminas sobre los tejidos o células. Dado que este trabajo se encuentra
enfocado a la caracterizacidn de los receptores adrenérgicos es conveniente ampliar

este tema.

Las catecolaminas son liberadas por el sistema nervioso simpitico y la médula
espinal hacia el torrente sanguineo donde se encuentran involucradas en la regulacion
de una gran cantidad de funciones fisiologicas, particularmente en la integracion de
respuestas asociadas al estrés. La norepinefrina es un neurotransmisor, mientras que
la epinefrina es una hormona secretada por la médula espinal. La activacion del
sistema nervioso simpatico ocurre en respuesta a diversos estimulos dentro de les

que se incluyen la actividad fisica, la tensidn psicoldgica, la pérdida de sangre y las



reacciones alérgicas; ademas de una gran cantidad de funciones entre las cuales se
puede sefalar la frecuencia cardiaca, la tension arterial, la permeabilidad de la via

aérea bronquial, el metabolismo de carbohidratos y acidos grasos.

El conjunto de respuestas fisiologicas y metabélicas que preceden a la
estimulacion de los nervios simpaticos en los mamiferos se encuentran mediadas en
general por el neurotransmisor noradrenalina, aunque cotransmisores peptidicos
pueden contribuir a potenciar estos efectos. Como parte de la respuesta al estrés, es
estimulada también la médula suprarrenal, provocando una elevacion de la
concentracion de epinefrina (llamada también adrenalina) y noradrenalina en la
circulacion,

Las catecolaminas naturales, epinefrina y norepinefrina, y las drogas que imitan
sus acciones comprenden uno de los grupos més estudiados de agentes
farmacolégicos denominados agentes adrenérgicos. (Goodmam & Gilman., 1996).

La mayoria de las acciones de las catecolaminas pueden clasificarse en siete
grandes grupos: 1) la accion excitadora periférica sobre algunos tipos de masculo
ltso, como son los que se encuentran en los vasos sanguineos que irrigan la piel y las
mucosas y en las células glandulares; 2) la accion inhibitoria periférica.sobre otros
tipos de masculo liso como: la pared intestinal, el arbol bronquial y los vasos
sanguineos que irrigan el musculo esquelético; 3) la accifin excitadora cardiaca,
responsable del aumento en la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion; 4} las
acciones metabolicas, como un aumento en la velocidad de la glucogendlisis en el
musculo e higado ademas de la liberacion de acidos grasos libres del tejido adiposo;
5) las acciones endocrinas como: la modulacion en [a secrecidn de insulina, renina y
hormonas hipofisiarias; 6) las acciones sobre el sistema nervioso central como la
estimulacion respiratoria y, con algunas de las drogas, el insomnio, la actividad
psicomotora y la reduccion del apetito, y 7) las acciones presinipticas que producen
inhibicién o facilitan la liberacion de neurotransmisores como noradrenalina y

acetilcolina (Goodmam & Gilman's 1996).




Historia de los receptores adrenérgicos

I.os primeros estudios acerca de los efecios de la adrenalina (epinefiina), la cual se
considera la hormona representante de los agonistas adrenergicos, se realizaron en
1895 por Ofiver y Schiifer en extractos suprarrenales donde se demostro su efecto
presor. En 1899 Abel denominé al principio activo como adrenalina. En 1906, Dale
utilizo el concepto de substancia receptora para explicar el mecanisme de accién de
algunas sustancias sobre el sistema nervioso simpatico, con ello fue posible explicar
como los alcaloides del cornezuelo del centeno sélo inhibian las acciones excitadoras
de la adrenalina, sin afectar su accién inhibitoria o las acciones excitadoras del bario.
En 1921 Cannon y Uridil sugirieron que existia un solo tipo de receptor en diferentes
células efectoras, que era capaz de inducir la liberacion de sustancias excitadoras o
inhibitorias: esto dependia de la célula efectora.

Pero en 1948 Ahlquist empleando tejidos de diferentes animales y varios
compuestos, generalmente agonistas (epinefrina, norepinefrina, metil-norepinefrina,
metil-epinefrina e isoproterenol), encontrd que existia un orden de potencia para
estimular la vaso dilatacidn y la estimulacidn del miocardio y otro para mediar la
tension arterial. Esto sirvid para observar que las diferencias se debian a la
existencia de diferentes receptores. Definio como o a aquellos que estaban
involucrados en la mayoria de las respuestas estimuladoras y al menos una inhibitoria
(relajacion del misculo liso del intesting delgado) y como B a los asociados con la
mayoria de las respuestas inhibitorias y al menos una estimuladora (contraceion
cardiaca). Esta es la primera clasificacion que se realizé de los receptores
adrenérgicos. La prueba final para este esquema de clasificacién vino en 1957 con la
descripcion de que el agonista parcial dicloroisoprenalina era capaz de antagonizar
la respuesta (3-, pero no la - adrenérgica. (Goodman & Gilman., 1994).

)

Yaen 1967, Lands y colaboradores al comparar el orden de potencia de agonistas
en un trabajo similar al de Ahlquist, concluyeron que habia al menos dos subtipos de
receptores B—adrenérgicos. El receptor B,-adrenérgico que se encontraba

predominantemente en el corazon y en el tejido adiposo mostraba ser igual de




sensible a noradrenalina y epinefrina. En cambio el J,-adrenérgico era el responsable
de la relajacion vascular uterina siendo menos sensible a noradrenalina que a la
epinefrina.

A principios de los 70s se encontré que los receptores o -adrenérgicos en las pre-
y postsinapsts mostraban diferencias farmacolégicas (Langer, 1974) sugiriéndose la
designacion de o, y o, para los receptores presentes en las pre- y postsinapsis,
respectivamente.

Muchos estudios posteriares se han desarrollado para la identificacion y
clasificacién de los receptores adrenérgicos empleando agonistas y antagonistas,
siendo los antagonistas cada vez mas empleados en la clasificacion farmacolégica
debido a que resultan ser mds selectivos para distinguir entre cada subtipo de
receptor.

Aunado al desarrollo de nuevas herramientas farmacologicas y técnicas de
biologia molecular que han ayudado at estudio de las interacciones hormona

receptor.

Actualidad de los receptores adrenérgicos

Fain y Garcia-Sainz en 1980 definen que existen tres principales familias de
receptores adrenérgicos los «, , los a, y los B-adrenérgicos. Ahora se conoce que
cada una de estas incluye diferentes subtipos de receptores, de esta forma, para los a,
se ha aceptado la existencia de al menos tres subtipos (o ,-, 0,5~ ¥ &,,-), mientras
que los o, se han clasificado a su vez en tres ( a,,-, @,y-, e~ ) ¥ finalmente los 3
presentan también tres subtipos (B, B,y B, ).

Estas divisiones han sido propuestas con base en su especificidad a diversos
farmacos, a la similitud que presentan en sus secuencias primarias (clonacion), asi
como a los distintos sistemas de transduccién a los cuales se acoplan cada uno de
ellos. Un ¢jemplo lo muestran los receptores B-adrenérgicos que se encuentran
acoplados principalmente a la estimulacion de la adenil ciclasa, los o,~adrenérgicos

que estan acoplados de tal forma que inhiben la accidn del sistema antes mencionado




y, finalmente, los a,-adrenérgicos se acoplan a la estimulacion del sistema de

recambio de Fosfoinositidos-Calcio.

Sistema de transduccion de recambio de fosfoinositidos/Ca®™

Como se ha visto a lo largo de la introduccién, los receptores adrenérgicos se han
dividido en tres grandes familias: o, o, , y B- adrenérgicas. Esta division fue
sugerida por las observaciones realizadas en cuanto al mecanismo de transduccion al
cual se encuentran acoplados (Fain y Garcia-Sainz., 1980) incluidos en la
superfamilia de receptores de siete dominios transmembranales que se encuentran
asociados a proteinas G de las familias G, y G,

De esta forma los diferentes tipos de receptores adrenérgicos se encuentran
asociados a diferentes tipos de proteinas G, asi por ejemplo, los receptores
o,~adrenérgicos y los [} adrenérgicos se encuentran asociados al sistema de la
adenil ciclasa {estimuladora e inhibitoria respectivamente} mediante proteinas G, los
o, seacoplan aG ylosfaG,

En cambio, Ja activacion de todos los subtipos conocidos de receptores
a,-adrenérgicos producen un incremento en la concentracion del Ca™ intracelular.
Este puede ser el resultado de la liberacion de los almacenes intracelulares del ion,
involucrando un mecanismo en el que participa una proteina G de la familia de G,
siendo la subunidad G, la que directamente interactiia con la fosfolipasa C (PLC).

Esta enzima hidroliza al fosfatidil-inositol 4,5-difosfato (su sustrato especifico),
un lipido de membrana que al ser hidrolizado genera dos segundos mensajeros: el
inositol 1,4,5- trifosfato (IP,) vy el diacilglicerol, { DG ) (Fig. 4). Este, junto con e
Ca” liberado del reticulo endoplasmico promovido por el IP,, activan a la proteina
cinasa C (PKC) unida a la membrana. Al ser activada inicia una cascada de
fosforilaciones especificas en proteinas con residuos de serina y trecnina que son

blancos de esta enzima (ver Fig. 2).
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Fig.4. Reaccidn de la PLC sobre el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato

A continuacifn se presenta una tabla que muestra algunos de los procesos

celulares que son controlados por este sistema.

Tabla 1. Algunos procesos controlades por los segundos mensajeros

producidos per el sistema de tostoinositidos / Ca™.

Senal externa

Tefido Blanco

Respuesta Celular

Acetilcolina Péancreas Secrecién de amilasa

Acetilcolina Células b del pancreas Secrecion de insulina

Acetilcolina Muisculo liso Contraccion

Vasoppresina Higado Degradacién de!

glucdgeno

Trombina Plaguetas Agregacidn plaguetaria

Antigenos Linfocitos Sintesis de DNA

Antigenos Mastocitos Secrecién de histamina

Factores de crecimiento Fibroblastos Sintesis de DNA

Luz Fotareceptores Fotctransduccién
(Limulus)

Espermatozoide Huevos de erizo de mar  Fecundacién

Hormana liberadora de

tirotropina

Lébule anterior de la
glandula pituitara

Secrecién de protactina

Adaptado de M.J. Berridge, Sci. Am. (1985). Oct.127-147.




Proteinas G acopladas a receptores

Otras moléculas importantes en el sistema de recambio de fosfoinositidos-calcio
son las proteinas G que pertenecen a fa superfamilia de proteinas con actividad de
GTPasa, dentro de las cuales se pueden distinguir dos grandes grupos de proteinas
acopladas a distintos sistemas de transduccion de sefiales: ias proteinas G de bajo
peso molecular como Ras, que participa en diversas vias de transduccidn de seiiales
que Hevan a la proliferacion celular (Burgering et al., 1995); Rho, proteina que se
encuentra implicada en la estructura celutar modificando de forma activa las
estruciuras del citoesqueleto de actina ante los diferentes estimulos extracelulares
(Fisher, et al,, 1994} y la proteina Rab que participa en la movilizacion de vesiculas
intracelulares (Fisher et al., 1994} y también en la movilizacidn de algunos factores
importantes para la sintesis de proteinas.

El otro grupo lo forma la familia de las proteinas G heterotriméricas, que se
encuentra constituido por una gran cantidad de miembros, los cuales coordinan la
generacion de diferentes sefiales intracelulares, en respuesta a la activacion de los
receptores membranales de la superfamilia de siete dominios transmembranales. Las
proteinas G estan formadas por tres diferentes subunidades o, B y y aunque se sabe
que existen cuando menos veinte tipos diferentes de la subunidad o, cinco diferentes
subunidades By doce subunidades y por lo que tas miltiples combinaciones que se
puedan dar resultarian en una gran cantidad de complejos heterotriméricos
diferentes. Su distribucién a nivel de tejidos y en la célula es variable logrando hacer
aun mas selectiva la regulacion de la sefiales. Este grupo de proteinas
heterotriméricas fueron las primeras implicadas en la regulacién de la fosfolipasa C,
Expenimentos donde se utilizaban analogos de GTP para ver el rompimiento de
fosfatidil inositol 1,4-bifosfato {Lee et al., 1993) llevados a cabo en células
permeabilizadas y en membranas aisladas mostraron la interaccién con el GTP. Otros
estudios realizados con la roxina pertussis mostraban que existia un mecanismo de
activacidn por el agonista diferente, ya que uno era sensible y otro insensible al ser

pretratadas las células con esta toxina, la que dependian del agonista y/o el tejido




tratado (Boyer et al., 1984). La identificacion de la proteina G especifica involucrada
{ue descubierta en 1990-91 (Taylor et al., 1991), demostrandose que una proteina de
42 kD, purificada de membranas de higado tratadas con GTPy-S, activaban a la
fosfolipasa C parcialmente purificada. Mediante analisis tipo "Western blot" se
identificé como una subunidad de la proteina G la subunidad . Otros autores
demostraron también que una proteina de 42 kD activaba a la PLC en cerebro
(Smrcka et al., 1993). Los péptidos derivados de estas proteinas mostraban
secuencias idénticas a fas clonadas a partir de cDINAs de cerebro de raton
(Strathmann et al., 1990) a las que se designaron como o,y o, . Ademas,
anticuerpos dirigidos contra secuencias de estos péptidos demostraron que éstas se
encontraban presentes en higado y en cerebro de rata,

En experimentos realizados en el laboratorio del Dr. Harden se demostrd la
presencia de una proteina de 43 kD en membranas de eritrocitos de pavo que
activaban a la PLC sobre ta hidrélisis de fosfatos de inositol trabajos de este mismo
laboratorio (Dr. Harden) demostraron mas tarde por analisis de la secuencia y por
"Western blot" (Maurice et al., 1993) que se trataba de una proteina G.

Hasta el momento se sabe de la existencia de proteinas G insensibles a la
ADP-ribosilacion por soxina pertussis que también regulan la actividad de la PLC,
conocidas como miembros de |a familia G, . Esta familia de proteinas G tiene,
ademasde G _,aG |, G,, y G,,,;5u subunidad « tiene una identidad de menos
del 50% comparada con otras subunidades ¢ de otras proteinas G. Las proteinas G,
y G, se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos de mamifercs (Pang et
al., 1990),

Sin embargo, en los receptores o, -adrenérgicos el acoplamiento a sus efectores
intracelulares y la selectividad mostrada por los subtipos o,-adrenérgicos para las
diferentes proteinas G no se han definido claramente. Los receptores
o, -adrenérgicos predominantemente se acoplan a proteinas G insensibles a la accién
de foxina pertussis basicamente la familia G,,,. Existe evidencia que demuestra
selectividad entre los diferentes subtipos de receptores ya que se acoplan a diferentes

miembros de esta familta. Por gjemplo, G, G,, G,y G, pueden mediar el




recambio de fosfoinositidos por el receptor a,,-adrenérgico, pero el receptor
a,p-adrenérgico esta acoplado anicamente via G, 6 G,, a este sistema (Wu et
al.,1992). También se ha demostrado en tejidos intactos (Nebigil et al,, 1992), y en
modelos de expresion eucariotes, que los subtipos pueden activar multiples

efectores acoplandose a vias sensibles o insensibles al efecto de la foxing pertussis.

Los receptores adrenérgicos acoplados a sus efectores

Como ya se menciono todos los receptores o, -adrenérgicos se acoplan de forma
estimuladora al sistema de recambio de fosfoinositidos-Ca™ (Ver fig. 2). La
fosfolipasa C (PLC) juega un papel importante mediando la accion celular de muchas
hormonas, neurotransmisores y algunos factores de crecimiento. La activacion
productda por €l agonista activa a la PLC. Se han descubierto varios subtipos de
enzimas que pueden catalizar la misma reaccion. Ademas, existen muchas formas
distintas de PLCs en diferentes tejidos de mamiferos aunado a la clonacidn de
algunas de estas enzimas y basandose en el tamaiio molecular, immunorreactividad y
prediccion de las secuencias de aminoacidos se han descrito tres clases: PLC-J,
PLC-y y PLC-§.

La subsecuente clonacion de isoenzimas que presentan similitudes estructurates
entre cada una de las diferentes clases ha hecho que se clasifiquen en subtipos de
PLC. De esta forma se han descrito la PLC-B,, PLC-B,, PLC-B,y PLC-B,, PLC-y,,
PLC-y,, PLC-3, y PLC-8,, ias cuales presentan un porcentaje de homologia de

21-56 % entre sus secuencias,

De esta manera, la movilizacion de Ca* de los almacenes intracelutares, asi como
el influjo del Ca¥ extracelular, se ve aumentado por la activacion de los receptores
o,-adrenérgicos via los canales de Ca™ sensibles e insensibles a voltaje ( Minneman
1984; Minneman 1994 ). Inicialmente se pensaba que esto podria ser una forma de
distinguir entre los subtipos de receptores o,-adrenérgicos y de esta manera

clasificarlos empleando bloqueadores de canales de Ca™ , como la dihidropiridina que



inhibe al &, - pero no al ¢~ que media fa contraccion en musculo liso aislado (Han

et al., 1984),

Sin embargo, el subtipo o, -adrenérgico se postuld para acoplarse ampliamente
al influjo de Ca™ a través de canales de Ca™* dependientes de voltaje, mientras que
para el ot -adrenérgico parecia ser que esta movilizacion era del calcio intracelular

promovido por el IP,.

Con la clonacion de los receptores vy el uso de lineas celulares, existen muitiples
evidencias de excepciones en la forma de acoplamiento. Por ejemplo, se ha
observado que los o, -adrenérgicos se encuentran acoplados al influjo de calcio en la
vena cava de rata y en células MDCK-D,. (Klij et al., 1991). En otros experimentos
en los que los receptores se expresaron en células COS-1 se demostrd que los tres
subtipos de receptores podian movilizar el calcio intracelular e incrementar el influjo
del mismo via los canales de calcio sensibles a valtaje (L.omasney et al., 1993; Pérez

et al., 1993).

En resumen, los tres subtipos de receptores o,-adrenérgicos expresados en
células COS-1 o en fibroblastos pueden acoplarse no tnicamente a la PLC, sino
también a la PLA, y la PLD, ademas de promover la produccion de AMPc. Este
altimo efecto es debido a que la PKC potencia la actividad de 1a adenil ciclasa ( Pérez
etal, 1993 ). Por lo que se ha llegado a la conclusion de que los receptores
o,-adrenérgicos pueden acoplarse tanto a diferentes proteinas G como a efectores
de manera directa ¢ indirecta dependiendo del tejido o el tipo celular. En la tabla 2

se resumen los procesos mediados por los receptores o, -adrenérgicos.
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Tabla 2. Procesos mediados por la sefial de transduccion de los «1-adrenérgicos

Proceso Proteinas G Efectores de membrana
Recambio de fosfoinositidos calcio  Gg, Gi1, Gia, Gis PLC

Influjo de Calcio Gi, Go (sensibles a TPX) Canales de Ca®*
Liberacién de ac. Araquidénico Gi, Go (sensibles a TPX) PLAz, PLD, PLC
Hidrélisis de PC G PLD. PLC

Acumulacién de AMPc G; PKC

Tomado de Garcia-Sainz 1993. Cellular Signaling 5:542.

Todas las secuencias de amino4cidos de los receptores acoplados a proteinas G
presentan una distribucién de siete regiones hidroféficas, que forman dominios

transmembranales, conectados por asas hidrofilicas alternadas intracelulares y

extracelulares Fig.5.

Amino teeminal
EXTRACELULAR

INTRACELULAR

A

o
Carboxilo 1erminal ?

Fig. 5. Receptor oy-adrenérgico

El andlisis por mutaciones de varios receptores que pertenecen a la familia de
siete dominios transmembranales han revelado una organizacién similar en sus
dominios funcionales. Mientras que los dominios transmembranales contribuyen a la
formacién de la bolsa de unién para el ligando. La secuencia de aminodcidos de la

asa intracelular parece mediar el acoplamiento receptor-proteina G (Savarase et al.,




1992), perc aun es poco conocido como la untén de la sefal extracelular es
convertida en la activacion del receptor.

Tratando de averiguar que parte del receptor es el que se encuentra involucrado
en la interaccion con fa proteina G se han llevado a cabo estudios con receptores
adrenérgicos, colinérgicos y otros receptores en los que se ha visto que la tercera asa
citoplasmica parece ser critica para la interaccién con la proteina G (Kobilka., 1992),
con alguna contribucién de la segunda asa citoplasmica y el extremo carboxilo
(Savarese et al., 1992).

La importancia de la segunda asa se basa en estudios realizados activando a la
adenil ciclasa y/o PI-PLC, empleando la construccion de quimeras en las cuales ésta
y otros dominios se han cambiado, o en otros experimentos en donde se realizaron
mutaciones en este dominio. La gran mayoria de los estudios realizados se han
desarrollado en dominios de receptores que involucran el acoplamiento de G,0G,a
receptores adrenérgicos y muscarinicos.

Las quimeras construidas con la sustitucion de la tercera asa citoplasmica del
receptor [B,-adrenérgico por la del receptor o, -adrenérgico fueron capaces de
mediar la activacién de la PLC-PI por el agonista epinefrina (Cotecchia et al., 1990).

Otros estudios que confirman fa importancia de este dominio, el cual tiene la
informacion critica para el acoplamiento, fueron hechos al realizar mutaciones en dos
aminoacidos {Ala ™ por Leu y Lys™ por His) en la tercera asa del receptor
o, p-adrenérgice. El resultado fue un gran incremento en la activacion de la hidrolisis
del PI por catecolaminas (Cotecchia et al., 1990). Para el caso de la alanina 293,
cualquiera de los aminoacidos posibles de intercambiar fireron capaces de activar
constitutivamente al sistema, ademas de incrementar la afinidad del agonista por el
receptor {Kjelsberg et al., 1992).

En estudios realizados con quimeras construidas con el receptor B,-adrenérgico
con la tercera asa citoplasmica de receptor o, -adrenérgico se han identificado a los
residuos 233 al 259 en la porcién amino terminal como la determinante estructural

que permite la activacion de la PLC. Sin embargo, un receptor B, que contiene esta
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secuencia es capaz de activar a la adeni! ciclasa (Cotecchia et al. 1992), indicando
que atros dominios son requeridos para determinar ia selectividad,

Estudios mutagénicos analogos con los receptores muscarinicos M, M, o M,,
han permitido identificar a la tercera asa citoplasmatica como la determinante
estructural principal para la selectividad entre G y G, , aunque residuos situados en
la segunda asa se han identificado como importantes en e} acoplamiento con las
proteinas G.

Otros aspectos importantes que se han considerado son las interacciones
existentes entre el ligando y receptor, postulando que la union con el agonista hace
que las asas implicadas queden més expuestas o que los cambios conformacionales
favorezcan la transducion de la sefial. La union del ligando a los receptores
a-adrenérgicos parece ser dentro de los dominios unidos a la membrana; en
contraste, los receptores para las hormonas peptidicas parecen unirse z su ligando en
los dominios extracelufares (Feng et al., 1995).

Todos los receptores adrenérgicos contienen residuos altamente conservados
dentro de sus sitios de unién a los agonistas. Las regiones transmembranales de los
receptores o,-adrenérgicos se acomodan en un arreglo yuxtapuesto formando el sitio
de unidn para la catecolaminas que tienen una naturaleza hidrofilica. Sin embargo, el
sitio de union al ligando es distinta para cada uno de los diferentes subtipos de
receptores adrenérgicos, ya que pueden descriminar entre una gran variedad de

agonistas y antagonistas sintéticos (Hwa et al., 1995).

En trabajos realizados con el sistema de los receptores (3,-adrenérgicos se logro
establecer los residuos involucrados en la union de los ligandos naturales epinefrina y
norepinefrina, Por lo que se podria extrapolar y pensar que estas interacciones
pudieran darse también en los receptores o, -adrenérgicos puesto que todos eflos se
unen a sus hormonas naturales con una afinidad muy similar, y ademas, tienen su

secuencia de aminodcidos muy conservada.

En particular, un residuo de acido aspartico (Asp'''en el PB,-adrenérgico) en el

tercer dominio transmembranal se encuentra involucrado en la formacion de un
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puente salino con el grupo amino protonado de la catecolamina (Strader et af., 1987).
Este aspartico también se encuentra involucrado en la union del agonista en los
receptores «,- adrenérgicos (Wang ct al., 1991). Pero ia unidn de las catecolaminas
para los o,-adrenérgicos parece que ocurre de una manera diferente a la de los
B,-adrenérgicos (Perez et al., 1996). Dos residuos de serina (Ser'® y Ser'™) en el
quinto dominio transmembranal del receptor a.,,-adrenérgico son, en parte,
responsables de la union del agonista asi como de la afinidad de este subtipo de
receptor. Sin embargo, para la actividad total del agonista, todo parece indicar que
solo es importante la Ser'™ y parece ser igual para los otros dos subtipos de
receptores (o, -adrenérgicos y «,,-adrenérgicos).

Pero se tienen datos que indican que los tres subtipos o,-adrenérgicos tienen
una serina localizada en una posicion analoga en el residuo 189 enel o,
adrenérgico (Ser’™ en el a,,-adrenérgico o la serina equivalente la 204 en el receptor
B,-adrenérgico). La mutacion de una serina por una Ala en la posicion 208 en el
receptor a,,- adrenérgico no tiene efecto sobre la afinidad para la union o por la
actividad funcional de este recéptor. Pero las dos serinas importantes involucradas
en la union de las catecolaminas con los receptores o, -adrenérgicos se encuentran
localizadas formando parte de la o« hélice, mientras que en el P,-adrenérgico, las

serinas se encuentran localizadas en dos residuos aparte.

Clasificacién farmacoldgica

Al inicio de {a clasificacion de la familia de receptores a,-adrenérgicos existian
dos subtipos de receptores a,,- por su mayor afinidad a la fentolamina y
a,;-adrenérgicos con menor afinidad por este ligando. Basandose en las diferencias
farmacoldgicas que presentaban en su trabajo Morrow y Creess en 1986, reportaron
que en corteza cerebral de rata el WB4101 tritiado se unia a dos lugares diferentes,
aproximadamente en una proporcion igual de sitios: uno de alta ( a,, )}y otro de
baja afinidad ( a,q ). Ademas en corteza cerebral de rata ¢ hipocampo el WB4101 se

unia a dos sitios con afinidades distintas, una en el rango picomolar y el otro en el




rango nanomolar, respectivamente. De hecho, el WB4101 mostraba una mayor
afinidad por el &, que por el o, ( Morrow et al., 1985 )

Otro compuesto utitizado para definir los subtipo de receptores o, fuela
cloroetilclonidina (CEC), un reactivo derivado de la clonidina. Este compuesto
inactivaba de forma selectiva a una subpoblacion de receptores (35-40%) los cuales
se unian al ligando marcado [ i'”] IBE 2254 (HEAT) en corteza cerebral de rata .
Estudios realizados por Han en 1987, demostraban claramente que existia una
inactivacion de los receptores adrenérgicos: allas concentraciones de CEC causaban
la inhibicion de la union especifica del { ['*] IBE 2234 de agonistas y antagonistas
tanto en higado como en rifion. Los receptores adrenérgicos de hipocampo y vasos
deferentes son insensibles a la CEC, lo que sugeria claramente la presencia de al
menos dos subtipos diferentes de receptores o, -adrenérgicos en tejidos de
mamiferos. Uno de los cuales era inactivado por la cleroetilclonidina, al que se le
denomind subtipo &, ., y el otro insensible definido como subtipo o, (Hany
Minneman, 1987).

La farmacologia del receptor recombinante clasificado como a, , demostro ser
muy similar a la encontrada para el subtipo &, nalivo, con la excepcion de la
sensibilidad a CEC (Thomas et al., 1994}

Utilizando las técnicas de biclogia molecular como el analisis de Northern blot y
ensayos de proteccion a RNAsas, en las que se emplearon sondas especificas para
cada uno de los subtipos de receptores clonados, s¢ dernostrd la presencia del
subtipo clasificado o, en cada uno de los tejidos de rata en donde se habia
identificado previamente por datos farmacologicos como o, (Pérez et al., 1994).

Las diferencias mostradas en cuanto a sensibilidad a CEC por los receptores
recombinantes y por los receptores localizados en otros tipos de células o tejidos, se
pueden explicar con base a las variaciones experimentales en la realizacion de los
ensayos, aunadas a las caracteristicas de cada una de las membranas plasmaticas en

las que se realizan las determinaciones (Guarino et al., 1996).
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Otro compucsto que ha tenido gran relevancia en la clasificacion farmacologica
de los receptores adrenéruicos es, sin duda, el 5-metil-urapidit ¢l cual fue descrito por
Gross en 1988. Resuitando ser mas selectivo para el subtipo a,,-adrenérgico que el
WB 4101 {Gross et al., 1988), por lo que se podia descriminar mejor entre los dos
subtipos de receptores «,,- y a,,- adrenérgicos. Este compuesto se ha empleado para
la clasificacién farmacolégica y bioquimica de subtipos de receptores en higado,
hipocampo, vasos deferentes, corazon, rifion (Hanf et al., 1989) y aorta
{Torres-Marquez et al., 1990).

El 5-metil-urapidil marcado con tritic se ha utilizado en estudios de asociacion
de ligando radiactivo para identificar los subtipos de receptores presentes en cerebro,
corazon, rinon y glandula submaxilar en rata (Gross et al., 1988). Se han llevado a
cabo otras investiéaciones en diferentes especies, empleando este compuesto para la
clasificacion de! subtipo de receptor adrenérgico, como los llevados a cabo en el
laboratorio del Dr. Garcia-Sainz, en los que se encontré gue el receptor de higado de
cuyo pertenece al subtipo o ,-adrenérgico (Garcia-Séainz et al., 1992a, 1993a ). El de
higado de conejo se clasificé como o, -adrenérgico (hoy o,,} (Garcia-Sainz et al.,
1992b, 1995c, Tadei et al., 1993}). Este compuesto muestra una afinidad mayor de
por lo menos 100 veces por el receptor o, ,-adrenérgico que por los o,;-adrenérgico
(Garcia-Sainz et al., 1993a). Al igual que la dihidropiridina, (+) niguldipina, mostro
ser un antagonista mas selectivo para los o, ,-adrenérgicos (Boer et al ., 1989; Hanft
et al, 1989; Garcia-Sainz et al, 1993a).

Algunos agonistas, como la metoxamina y oximetaxolina, han sido empleados
para mostrar que existen claras diferencias en cuanto a la activacion de los diferentes
subtipos de receptores o,-adrencrgicos. Se observé que ambos compuestos
presentan una mayor afinidad por los o, ,-adrenérgicos que por los a-adrenérgicos
{Garcia-Sainz et al., 1985; Torres-Marquez et al., 1991; Garcia-Sainz et al., 1993a).

A continuacion se presenta una tabla con los valores de afinidades obtenidas para

los compuestos mas empleados para la clasificacion farmacologica.




Tabla 2. Valores de afinidades para los subtipos de receptores a,-adrenérgicos clonados

subtipo a,, a,, Xy

nombre anterior a,, a, Oy Oy
5-metil-urapidi 8.63 £0.32 6.97 +0.50 731+ 066
metoxamina 4291075 336+067 4,33+ 061
(+} nigulgipina 8.57+ 1.2 6.84 + 0.75 6.55+ 0.43
Noradrenalina 5.00+ 0.54 535+ 0.42 6.55+ 0.43
Oximetaxolina 753 + 043 650+ 0.48 581+ 0.5
Fentolamina 8172 (.49 7.20+ 0.36 7.48+ 0.42
Prasozina 952+ 0.38 979+ 0.38 9.63 + 0.40
WB4101 9.32+ 0.32 B.0t+ 0.44 8.83+ 0.42¢

Tomado de Michel, M.C. et al_, 1994,

Es claro que el desarrollo de estos compuestos han sido de gran utilidad, no sélo
para la identificacion y clasificacion farmacologia del subtipo de receptor, sino
ademas para observar las diferencias bioquimicas de los subtipos. Las técnicas
biequimicas y de biologia molecular utilizadas para el estudio y clasificacion de los
recepiores han contribuido en gran parte a la clasificacion. A continuacion se
mencionan algunas de las evidencias bioquimicas y de biologia molecular reportadas
para los receptores adrenérgicos. En estudios de parametros fisiolégicos realizados
en el laboratorio se encontrd que en el higado, los agonistas ¢, -adrenérgicos son
capaces de estimular la ureogénesis (Corvera y Garcia-34inz, 1981), v ia
glucogendlisis (Corvera y Garcia- Sainz 1983).

En el masculo liso estos compuestos estimulaban la contraccion
(Villalobos-Molina et al., 1982), pero algunos resultados no eran facilimente
explicados por la presencia de un solo tipo de receptor o, -adrenérgico por lo que se
sugeria la existencia de subtipos de receptores y/o mas de un mecanismos de
transduccion de la sedal,

Los estudios realizados con las hormonas angiotensina [l y vasopresina que
comparten €l mismo mecanismo de transduccion que los o, -adrenérgicos mostraban

claras evidencias que sugerian la existencia de diferentes poblaciones de receptores
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o,- adrenérgicos, los cuales parccian no tener el mismo sistema de transduccion de
la sefial hormonal. De esta forma se pueden citar los siguientes haltazgos:

i) El efecto producido por las hormonas vasopresina , angiotensina Il y el
onéforo A23187 sobre la glucogendlisis es menor en los hepatocitos de ratas que
presentan hipotiroidismo, no asi en los de ratas normales, sin embargo 1a respuesta
por agonistas ¢, -adrenérgicos (epinefrina) no se afecta (Corvera y Garcia-Sainz;
1983).

ii} En los estudios realizados con cicloheximida se observo que esta era capaz de
producir acciones similares a la de los agentes o, -adrenérgicos (como la
estimulacién de glucogenolisis, pluconeogénesis y ureogénesis), las cuales fueron
bloqueadas por la prazosina un antagonista o -adrenérgico (Huerta-Bahena et
al;1982).

iii) La insulina produjo un efecto antagonico a las acciones producidas por tos
agonistas o, -adrenérgicos pero no las producidas por las hormonas vasopresina o
angiotensina 1l {(Pushpendran et al., 1984).

tv) Los ésteres de forbol son capaces de inducir la desensibilizacion a la respuesta
a,-adrenérgica, pero no a la respuesta a vasopresina y angiotensina Il, estas
hormonas se acoplan al mismo sistema de transduccion (Garcia-Sainz et al 1984).
Ademas, los ésteres de forbol inhiben a la glucogendlisis estimulada por los
agonistas o,-adrenérgicas, pero no la de angiotensina 1 o vasopresina (Corvera y
Garcia-Sainz, 1984),

v} Las diferencias encontradas en higado y aorta con los agonistas metoxamina y
oximetazolina, compuestos selectivos para activar a los receptores o, -adrenérgicos,
se observo que la oximetazolina actia como agonista parcial en la aorta, mientras
que en higado no producian ningin efecto y la metoxamina no provoecd ningin
efecto en la activactén de los hepatocitos de rata (Garcia-Sainz et al., 1985).

Estos datos resultan congnirentes con los sugeridos por el grupo de Ruffolo en
1982 en los experimentos realizados en aortas de diferentes especies de mamiferos

que mostraban un rango amplio de afinidades para los agonistas y antagonistas de los
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a,-adrenérgicos con lo cual, proponian la presencia de dos o mas tipos de receptores
o, -adrenérgicos en un mismo tejido compartiendo la idea de heterogeneidad (Ruffolo
etal., 1982)

Las técnicas de biologia molecular han contribuido al estudio de estos receptores.
El primer subtipo de receptor o -adrenérgio clonado fue el ot -, aislado de una linea
celular derivada de vasos deferentes de hamster (DDTIMF-2), con una secuencia de
nucledtidos que codificaban para una proteina que se acopla a una proteina G
(Coteccia et al., 1988). Al expresar este cDNA, resultd una proteina que tenia
propiedades muy similares al receptor ¢, . Su clasificacién farmacoldgica empleando
la técnica de umidn a un ligando marcado radiactivamente, mostro una baja afimdad
por el agonista oximetazolina, y por los antagonistas WB4101, fentolamina,
5-metilurapidil y yohimbina, En contraste se reportd una alta afinidad por la
prazosina y una alta sensibilidad a ia inactivacion irreversible por la
cloroetilclonidina (Cotecchia et al., 1988). Aprovechando este hailazgo se utilizd este
¢DNA derivado del receptor de hamster como sonda, para que otros investigadores
identificaran con ella al receptor presente en el higado de rata, encontrandose que
pertenecia al subtipo o -adrenérgico y mestrando un perfit farmacoldgico muy
similar y caracteristico para el subtipo ¢, -adrenérgico clonado, ademas de una
similitud cercana al 98% en su secuencia de aminocidos comparada con la del
receptor de hamster. (Lomasney et al., 1991). Estudios con la técnica Northern en
tejidos de rata mostraron que la expresion de RNAm para esta ¢lona esta presente en
varios tejidos como el higado, rifidn, corazdn y corteza cerebral que expresan el o,
-adrenérgico. El receptor o, ;-adrenérgico de humano se clond en 1992 y su perfil
farmacolégico es muy similar al receptor clonado de células de hamster (Ramarao et
al, 1992).

Siguiendo con esta linea de investigacién, al emplear una sonda derivada del
receptor de hamster o, se realizd una seleccion a partir de una biblioteca gendmica
construida de un cDNA de corteza cerebral de rata se aislé una clona que al parecer

codificaba para un nuevo subtipo de receptor adrenérgico. La proteina expresada por
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esta clona cra distinta a la del subtipo o, ;-adrenérgico presentando una similitud del
65% en su secuencia de aminoacidos, ademas, perfil farmacolégico distinto af de
cualquiera de los o, 0 «,,~adrenérgicos reportados, mostrando una afinidad
relativamente alta por el S-metil-urapidil y WB4101. Y una sensibilidad alta al
tratamiento con cloroetilclonidina  {CEC). Debido a este perfil farmacolégico y a su
baja similitud en su secuencia de nucleotidos este receptor fue designado como
a,-adrenérgico (Schwinn et al., 1990).

Continuando con la identificacion de los subtipos de receptores adrenérgicos,
Lomasney et al. en 1991 reportd el aislamiento de un ¢cDNA que codifica para un
posibie o, ,-adrenérgico. Sin embargo, un trabajo paralelo al anterior, realizado por
Dianne Pérez mostraba una secuencia similar que solo diferia en dos codones y fue
designado como o, ;-adrenérgico (Perez et al., 1991).

La clonacion y expresion de! receptor ¢, -adrenérgico fue reportado por Forray
1992 y Hirasawa en 1993.

El analisis de hidropatia ha establecido que en la region transmembranal de los
receptores adrenérgicos existen entre 20 y 25 aminoacidos que constituyen cada uno
los dominios hidrofobicos, que ademas se encuentran separados por residuos
hidrofilicos. Este constituye un patrén caracteristico de todos los receptores unidos
a proteinas G. Estas regiones son fas que se encuentran mas conservadas, mientras
que las regiones amino terminal, carboxilo terminal, asi como la tercera asa
intracelular, son las regiones mas variables en cuanto a su secuencias de aminoacidos.
Todos los receptores adrenérgicos se unen al mismo ligando endégeno por lo que se
ha propuesto que estas regiones altamente conservadas sean las que se encuentren
implicadas en el pegado o interaccion con los ligandos naturales (-) epinefrina y
norepinefrina. En cambio, una de las regiones mas variables como la tercera asa
intracelular se ha propuesto que sea la que permita el acoplamiento con las diferentes
proteinas G (Lomasney et al., 1991).

Estudios con mutaciones dirigidas, con construccion de quimeras con los

subtipos de receptores o, ¥ 5, han permitido detectar a los aminoacidos

1B

implicados en la interacidon con los ligandos (Hwa, et al., 1995).
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En algunos trabajos realizados con ¢l receptor B-adrenérgico, se sugiere que los
antagonistas se unen en un lugar similar a los agonistas debido probablemente a que
muchos de los antagonistas han sido disefiados o sintetizados a partir de las
estructuras de los agonistas. Pero los antagonistas o,-adrenérgicos no presentan
gran similitud entre sus estructuras por lo que cada uno puede unirse de forma
diferente al receptor a la forma que lo hacen los agonistas. Se ha propuesto que la
manera de unirse de los antagonistas al receptor sea muy similar al observado en los
receptores de naturaleza peptidica, como el de angiotensina LI (Feng et al., 1995), el
de endotelina (Adachi et al ., 1992) o el de neuroquina (Fong et al ., 1993}, los
cuales tienen una regidn critica para la union localizada en las asas extracelulares o en
la superficie extracelular del receptor. Sin embargo, se ha visto que algunos de los
antagonistas o, —adrenérgicos se unen al receptor en las asas extracelulares o cerca
de las superficie del receptor y no por el sitio formado por los dominios
transmembranales del receptor, lugar donde se sabe que se unen los agonisias
{Ming-Ming et al., 1996).

A continuacion se muestran los esquemas de los receptores o -adrenérgicos.

Fig. 5 Estructura esquematizada de los subtipos de receptores o -adrenérgices.

¥ indica los sitios de glucosilacién,
Tomado de Goodman & Giman's., 1896, pag. 201.

Los analisis de Northern no mostraban RNAm del u, -adrenérgico en ninguno de

los tejidos de rata de los analizados, corazdn, pulmoén, higado, cerebro, rifién y bazo.
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Al hibridar en otras especies, se detectaba el subtipo ¢, en higado de conejo y en
hipocampo de humano (Schwinn et al., 1991).

Estudios fisiolégicos en hepatocitos y ensayos con ligandos marcados
radiactivamente en membranas de higado de conejo, llevados a cabo en laboratorio,
mostraron efectivamente la existencia de un subtipo diferente de receptor
o,-adrenérgico, cuyo perfil farmacoldgico era el esperado para el ¢, -adrenérgico
(Garcia-Séinz et al,, 1992b; Garcia-Sainz et al., 1995a; Garcia-Sainz et al., 1995b).
Los estudios de asociacion de ligando radiactivo realizados por otro grupo,
confirmaron nuestros resultados (Taddei et al., 1993).

Otros estudios indican que existe una considerable variacion en los subtipos de
receptores expresados en el higado de diferentes animales. Por ejemplo en ratas {(Han
et al; 1987; Garcia-Sainz et al; 1992b; Garcia-Sainz et al 1994; Garcia-Sainz et al
1995€), hamsters (Garcia-Sainz et al, 1994), ratén (Garcia-Sainz et al; 1994), pollos
(Gutiérrez Venegas y Garcia-Sdinz, 1993), y peces ({ehtalurus punctaius)
{Garcia-Sainz et al; [995b) expresan el subtipo o, -adrenérgico mientras los cuyas
{Garcia- Sainz et al 1992a; Garcia-Sainz et al; 1992b), los conejos (Garcia-Sainz et
al; 1993a), los perros (Garcia-Sainz et al, 1995c), expresan predominantemente el
subtipo o, lo que pone de manifiesto la existencia de heterogeneidad de los
receptores o, - adrenérgicos entre los higados de diferentes especies.

Enla tabla 3 se resumen algunas de las caracteristicas de los subtipos de
receptores o~ adrenérgicos, asi como la nomenclatura actual de acuerdo a la Gltima
reunion de la International Union of Pharmacology. En 1995 se determind que las
caracteristicas de este receptor ., eran idénticas a las del o, clonado, por lo que se
clasificéd como o, dado que la mayor parte de la evidencia experimental sugiere
fuertemente una misina identidad entre el subtipo o, y @, por lo que en la reunidn
se determind discontinuar el uso del - adrenérgico en la nomenclatura y por
consenso designar (al anteriormente llamado o) al receptor nativo «,,- y para el

recombinante o, -adrenérgico.
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Ademas se implemento el uso de letras mayusculas y minasculas en los subindices

para distinguir entre el receptor nativo y ef recombinante (Hieble et al., 1995).

También se aceptd la designacion del - para el receptor nativo y para el

previamente designado como a, -adrenérgico.

Tabla 3. Caracterlsticas de los receptores a,-adrenérgicos clonados .

clonado &, ;- que presenta un perfil farmacoldgico como el receptor recombinante

Subtipo de receplor
Caracteristicas O Qpag) o5 Oy
Peso molecular aparente 80 =55
No. de aminoacidos 466 515 561
Sitios de glicosilacion 3 4 2
Sitios de fosforilacidn PiCA PKA
Organizacién gendmica
intrones 1 1 1
exones 2 2 2
Selectividad farmacolégica
agentes selectivos para los S-metilurapidil, AHT1110A, {+)norepinefrina,
subtipos {+)niguldipina, BMY7378,
oximetazolina, SKF 105854
A-61603,
SNAP-5089
agentes no sefectivos Prazosina,
Fentolarmina,
abanoquil,
terazasing,
doxazosina,
tamsulosina
Susceptibilidad a la
modificacion covalente
cloroetilclonidina + 4 ++
SZt.-49 4 + -
azidoprazosina ND trE -
Tejidos prototipo Rifién de rata, y Bazo, higado y aorta, pulmon y
glandula corazdn de rata, corteza cerebrat de

submaxilar,higado higado de hamster rata
de conejo, higade y
corazén humano,

Sefal de transduecidn PLC Movilizacién Ca®,

acoplada al receptor PLC, PLA, PLD

Proteina G acoplada Gonine Coninane Cn Gy

Tomade d¢ Grahan R <t al .. {1996).Circulation Researcly 78:5:73%.




Como se ha descrito a lo Jargo de esta introduccidn, existe una considerable
variacion en fos subtipos de receptores que se expresan en los tejidos de diferentes
especies. De esta forma en el higado de diferentes especies (ratas, hamsters, ratones,
peces) el principal receptor es del subtipo a,, (Garcia-Sainz et al., 1994;
Garcia-Séinz et al., 1995e), mientras que en el higado de conejos, cuyos y perros,
los receptores expresados pertenecen al subtipo «,, (Garcia-Sainz et al., 1995c;
Garcia-Sainz et al., 1995¢), por lo que la extrapolacion de datos a una u otra especie
no resulta apropiada en la gran mayoria de los estudios que se realizan sobre el modo

de accion de diferentes compuestos encaminados hacia el uso de la terapéutica.

La finalidad de realizar modelos experimentales es extrapolar sus resultados hacia
el organismo humano, pero en este caso, se corre el riesgo de tener efectos
secundarios no deseables. De aqui la importancia de conocer especificamente el
subtipo de receptor presente en el higado de humano y en un animal que por sus
caracteristicas evolutivas pareciera ser mas cercano al humano (homo sapiens) como
es el mono rhesus (Macaca mulata), lo que desde el punto de vista experimental es
interesante. Estos dos modelos resultan sumamente atractivos ya que la distribucion
y €l subtipo de receptor o,-adrenérgico en los tejidos humanos representa una gran
ayuda para las implicaciones de tipo fisiologico y terapéutico. El potencial que
representa el empleo de compuestos cada vez mas selectivos para cada tipo de
receptor resulta de gran relevancia a nivel fisiologico, ya que una gran cantidad de
tejidos humanos expresan muchos de los receptores adrenérgicos los cuales pueden
mediar una gran cantidad de respuestas fisiologicas (tabla 4).

En base a la informacion anterior se pretende realizar la caracterizacion del
subtipo de receptor a,-adrenérgico presente en las membranas de higado de humano
y de mono rhesus, ademas de confirmar su presencia mediante ensayos de biologia

molecular.

Tabla 4. Efectos de los receptores «,-adrenérgicos sobre érganos humanos.

Organos Efectores Respuesta




Ojos

Mascule radial

Contraccidn (midriasis)

Asterias

Coronarias

piel y mucosa

miscuto esquelético
Cerebrates
Pulmonares

Viceras abdomoninales
Glandulas safivares

Renales

contraccion

contraccién +++
contraccion ++ dilatacion
contraccién insignificante
contraccién dilatacion
contraccién +++ dilatacion
contraccion + ++
contraceign +++ dilatacién

Pulmdn

Glandulas pulmonares

disminucién de ia secrecién

Estémago
Motilidad y tono

diminucion (normalmente)

Intestine

Motilidad y tono
Esfinteres

disminucién

contraccion (normalmente)

Rifdn

Secrecion de renina

disminucion

Vejiga

Trigone y esfinteres

contraccion ++

Uretra

Motilidad y tono
Utero

Organos sexuales masculinos

aumento
duranie el embarazo: contraccion

eyaculacibn ++

Piel
muisculos del pilore
glandulas suderiferas
Higado
Gtandulas salivales

contraccion ++

secrecion localizada
giucogendlisis y gluconecgénesis
secrecion de K* y agua

Tomado de Goodman & Gilman's,,1996. 110.




OBJETIVOS

General

Lograr la caracterizacién farmacologica de los receptores o, -adrenérgicos en el

higado de humano y de mono rhesus.

Particulares

1.- Clasificar el subtipo de receptor o -adrenérgico (o, ,, o .0, ) que se
encuentra expresado en cada uno de los dos modelos empleados.

2.- Determinar las condiciones experimentales dptimas de: concentracion de
membranas, temperatura y tiempo de incubacién, para los estudios de saturacion
con el ligando tritiado prazosina.

3.- Determinar la sensibilidad al agente alquilante cloroetilclonidina {CEC ).

4. - Realizar los estudios de competencia con el ligando marcado radiactivamente
([’H ]prazosina). Empleando diferentes agonistas (norepinefrina, epinefrina,
metoxamina, oximetaxolina). Y antagonistas (prazosina, WB4101, benoxathian,
fentolamina, S-metilurapidil, (+) niguldipina, tamsulosina y BMY7378 ), que son
compuestos selectivos para la clasificacion los receptores o, -adrenérgicos.

$.- Determinar si estos receptores median su efecto a través de una proteina G,
para ello se empleara un analogo no hidrolizable Gpp(NH)p, en los ensayos donde se
use el ligando natural epinefrina,

6.- Montar las condiciones experimentales para la obtencion de RNA de higado

mono rhesus.

7.- Obtener las condiciones expérimemales para la amplificacion por PCR
empleando oligonucledtidos especificos.

8.- Caracterizar los fragmentos generados por PCR y emplear sondas especificas

para cada uno de los subtipos de receptores o, -adrenérgicos {analisis de Northern

blot ).
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MATERIALES Y METOQDOS

Reactivos

(-)Epinefrina, (-)norepinefrina, oximetazolina, prazosina, Gpp(NH)p, Tris-base,
sacarosa fueron obtenidos de Sigma Chemical. Benoxathian, S-metl-urapidil,
cloroetilclenidina (CEC), BMY 7378 y WB4101 fueron de Research Biochemicals.
Los siguientes compuestos fueron proporcionados por las compafias indicadas.
Fentolamina (Ciba Geigy), metoxamina (Burroughs Wellcome), (+)-niguldipina
(Byk Gulden), Tamsulosina (Yamanouchi Europe). [’H]prazosina (71.8 Ci/mmol)
fue obtenida de New England Nucler. El [a-"PJdCTP (6000 Cifmmoal) y un “kit" de
Nick Translation fueron adquiridos de Amersham. Las enzimas de restriccion fueron
de New England BioLabs. NaHCO,, MgCl,, cloroformo, alcohol iscamilico, etanol

de la compaiiia Baker.

Material bioldgico

El estudio con los higados humanos fue aprobado por el comité cientifico del
Instituto de Cardiologia [gnacio Chivez. Las muestras de higado de humano (Homo
sapiens) fueron obtenidas a partir de las autopsias de cuatro pacientes, las cuales se
realizaron después =2 h del fallecimiento del paciente. La mayor parte de los
pacientes fueron hombres con un promedio de edad =54 afios y la causa de muerte
fue de infarto al miocardio, solo una mujer de 35 afios quien nurid de embolia
pulmonar. La toma de muestras de higado y el diagnostico de los pacientes fue
realizada por el Dr. Alberto Aranda. Las muestras de higado una vez obtenidas se
guardaron inmediatamente a -70°C en un untracongelador Revco hasta su posterior
procesamiento por separado.

Las muestras de higado de mono rhesus (Macaca sufata) fueron proporcionadas
generosamente por el Dr, Ranulfo Romo quien empleo los animales para estudios de
electrofisiologia (Ruiz et al., 1995). Los cuatro animales empleados tenian las

siguientes caracteristicas: (1) una hembra de 6.5 kg de peso, = 4.5 aiios de edad, (2)




un macho de 5.5 kg. de peso, = 3.0 de edad, (3) un macho de 18 kg., de=~6.5de
edad y (4) otro macho de 3.5 kg, de =3 afios de edad. Los animales mantenidos y
sacrificados siguiendo las normas de nuestra institucion y las del NIH. Con la
finatidad de evitar al maximo el sufrimiento innecesario, los animales se sometieron
a anestesta general e inmediatamente después fueron sacrificados.

Las muestras de higado de los animales, fueron empleadas para la obtencion de

membranas de cada animal por separado,

Procedimiento general de obtencién de membranas.

1 - La muestra de higado se cortd en pequeiios trozos, estos se homogeneizaron
en una solucion fria de NaHCO, | mM, en una proporcién de 1g de tejido por 4.5
ml de NaHCO, en un homogenizador de vidrio Dounce. Todo el procedimiento se

realizoa 4 °C.
2.- El homogenado de higado se filtrd a través de 4 capas de tela de gasa .

3.- El filtrado se centrifugd a una velocidad de 8860 x g durante 15 min en un
rotor S8 34 de una centrifuga Sorvall a 4 °C.

4.- Se desecho el sobrenadante decantando con cuidado. La pastilla obtenida se
homogeneizo con una solucion de sacarosa at 69 % {(p:p) y se ajusto este
homogenado a 44 % (p:v) de sacarosa en un refractometro,

5.- El homogenado llevado a 44 % de sacarosa, se repartié en tubos para
ultracentrifuga de 30 mi, poniendo =15 ml de la solucién, después se les adicionaron
10 m! de una solucion de sacarosa al 42.3 % (p:v) afiadiéndola con sume cuidade
para hacer un gradiente discontinuo de sacarosa.

6.- Se centrifugaron los tubos del paso anterior a 25000 rpm durante 150 min en
un rotor de columpio SW 28 de una ultracentrifuga Beckman, a 4 °C.

7.- Al finalizar el tiempo de centrifugacion se recuperaron las membranas, que se
encontraban en la parte superior de los tubes, formando una especie de boton, el que

se recuperd con la ayuda de una espatula.
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8.- Las membranas fueron resuspendidas en un homogenizador de vidrio con 50
ml de solucion amortiguadora de Tris, 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 7.5, fria
(Tris-MgCl,).

9.- Se centrifugd nuevamente a 20454 x g en un rotor S8 34 de una centrifuga
Sorvall durante 15 mina 4 °C.

10.- Se repitieron los dos pasos anteriores con la finalidad de retirar la sacarosa

del medio.

11.- Una vez lavadas las membranas se resuspendieron en un volumen final de 10
a 15 ml de solucion amortiguadora de Tris-MgCl,, se separd una alicuota pequefia de
300 pl para la determinacion de proteinas, las membranas restantes se alicuotaron y
guardaron en congelacion en nitrégeno liquido, hasta su empleo.

La cuantificacién de proteinas se realizé por €l método de Lowry et al. (1951),

empleando albumina sérica bovina como estandar.

Estudios de unién al ligando marcado radiactivamente "binding"

a) Las membranas (100- 150 pg de proteina) fueron incubadas en wbos de
plastico, enuna solucidon amortiguadora de Tris, 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 7.5,
con el ligando marcado ([*H]prazosina) solo o en presencia de los diferentes agentes,
a las concentraciones indicadas en las figuras de resultados (ver figuras de los
articulos 1 y If).

b) La incubacion se realizo durante 45 min para las membranas de humano y de
60 min para las de mono rhesus en un bafio de agua a 25 °C con agitacion

constante. En un volumen final de 0.25 ml.

¢} La reaccidn se pard al adicionar selucidn amortiguadora de Tris-MgCl, fria a la
suspension de membranas, e inmediatamente fueron filtraron sobre filtros GF/C
empleando un aparate de filtracion Brandel y lavados 3 veces con 5 ml de la misma

solucion,




d) Los filtros secos se transfirieron a viales de vidrio, a los que se les afadio
liquido de centelleo y se cuantifico el ligando marcado incorporado en as
membranas, como desintegraciones por minuto {dpm).

) Los ensayos de saturacion fueron realizados utilizando un rango de 6 nM 2 50
pM de [*H]prasozina para las membranas de higado humano y para las de higado de
mono rhesus el rango fue de 0.05-12 nM.

f} Los experimentos de competencia por el ligando marcado se realizaron con una
concentracion de ligando marcado radioactivamente de | nM y 1-1.5 nM para las
membranas de higado de humano y de mono rhesus respectivamente, dentro de este
rango de concentracion se tiene una acupacion de 65-835 % de los receplores.

g) La uni6n no especifica del ligando fue evaluada en presencia de Fentolamina
10 uM.

h) Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Tratamiento con cloroetilclonidina

Membranas de higado humano (Homo sapiens).

1) El tratamiento de las membranas de higado humano con cloroetilclonidina
(CEC antagonista irreversible), se realizo de la forma siguiente: las membranas se
preincubaron 15 min con 100 M de (CEC) a 25 °C, en un bafio de agua con
agitacion constante.

2) Después del tratamiento, las membranas se diluyeron con la solucién
amortiguadora de Tris-MgCl, fria, se homogeneizaron y se centrifugaron a 20454 x g
durante 15 min. Se repitieron estos pasos de resuspension-centrifugacion, Por
ultimo, se lievé a un volumen final igual al original de las membranas.

3) Se determino el contenido de proteinas por el método de Lowry.

4) Posteriormente se realizaron los ensayos de saturacion con el ligando marcado

[*H]prazosina. Usando fentolamina 10 uM para determinar el pegado no especifico,




Membranas de higado de mono rhesus (Macaca mulaia)

i} Para las membranas de higado de mono rhesus ! tratamiento con CEC se llevd
a cabo de la forma siguiente: las membranas fueron preincubadas con diferentes
concentraciones del antagonista irreversible (CEC), en las mismas condiciones de
incubacion y proceso de lavado que las membranas de higado humano. Los estudios
de asociacion al ligando marcado se realizaron con una concentracion fija del

compuesto marcado que ocupa =~ 80 % de los sitios de union.

ii) Los datos obtenidos de los ensayos de saturacion y de competencia fueron
analizados empleando los programas EBDA y LIGAND (Muason y Rodbard, 1980).
E! ajuste de las lineas que mostraron dos estados de afinidad se analizo de acuerdo a
un modelo mas complejo y fos valores de K, fueron calculados de acuerdo a Cheng y

Prusoff (1973).

Extraccion de RNA

El aislamiento de RNA de higado de mono rhesus fue realizado siguiendo el

método de Chomezynski y Sacchi (1987) con algunas modificaciones menores.

Se tomd 1 g de la muestra higado, se homogeneizé en un homogeneizador de
vidrio en 15 ml del reactivo TRI-Reagent. Después de 5 min de incubacion a
temperatura ambiente se adicionaron 3 mt de una mezcla cloroformo-alcoho!
isoamilico{ 49:1), y la mezcla se agito vigorosamente en el vortex. La mezcla se
centrifugd a 20454 x g durante 15 min. Se tomo la fase acuosa con cuidado,
midiendo e! volumen, para agregar un volumen igual de isopropanol fri6. La muestra
se dejo en hielo durante 30 min. Después de este tiempo se centrifugd 20454 x g
durante 15 min. La pastilla obtenida se lavo dos veces con etanol al 70 % frio. La
muestra se seco al vacio en un aparato Savantt y se resuspendié en 100 pl de agua
previamente tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). El RNA total fue cuantificado
por espectrofotometria 260/280 nm y se verifico la integridad por electroforesis en

un gel de agarosa al 1.5 %. El gel se tifid con bromuro de etidio.
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Procedimiento de RT-PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa (RT-PCR) se llevo a
cabo con el RNA total del higado de mono rhesus, empleando un "kit” de Perkin
Elmer.

Los oligonucleotidos utilizados como "primers” tienen la siguientes secuencias:
5-CATCGTGGTCGGCTGCTTCGTCCTCTGCTG-3 oligonucledtido sentido, y
5-TCCCACGGGGATGCGCACCATGTCCTTGTG-Y oligonucleétido antisentido,
estas secuencias corresponden a las bases 1261-1290 y 1547-1576 del cDNA del
receplor a,,-adrenérgico de humano (Hirasawa et al., 1993), Se tomaron § pg de
RNA total y en un eppendorf de 500 ul, se afiadio MgCl, a una concentracion final
de 5 mmol/L, solucion amortiguadora 10X para PCR [l (concentracidn final 1X), 8
ul de una mezcla de nuclediidos ( mmol/L final c/u} y | pL de! oligonucleotido con
2.5 U/ul de la enzima MuLV Reverse Transcriptase antisentido la amplificacion por
medio del PCR consistio ¢n 1a desnaturalizacion a 94°C por 1 min, la alineacion del
"primer” a 55°C por 30 s y la extensién a 72°C por | min (40 ciclos).

Los "primers" $-GCTCCTTCTACATCCCGCTCG-3' oligonucledtidos sentido y
5'-AGAACACCACCTTGAACACGG-3 oligonucledtidos antisentido que
corresponden a la secuencia de bases 629-649 y 983-1003 del cDNA del receptor de
rata o -adrenergico (Voigt et al., 1990). Se tomaron 5 ug de RNA total en un
eppendorf de 500 ul, se adiciond MgCl, para una concentracion final de Smmaol/L,
amortiguador 10X para PCR 11 (concentracion final de 1X), 8 pl de la mezcla de
nuclegtidos (Immol/L) final c/u) y 1 i def oligonucledtide antisentido con 2.5 Ukl
de la enzima MuLV Reverse Transcriptase en un termociclador en las siguientes
condiciones para la reaccion de PCR: desnaturalizaciéon 94°C por 1 min., la
alineacién del "primer” a 58.5°C por 60's y la extensién a 72°C por 1 min. (40
ciclos). Las mezclas para la reaccion de RT-PCR fueron calentadas antes de iniciar la
reaccion a 95°C durante 3 min. y al final de los ciclos se incubd a 72°C por 7 min.

Los preductos de PCR fueron sujetos a electroforesis en geles de poliacrilamida

al 7.5 %, posteriormente se transfirio a membranas de nylon y se realizd una




hibridizacion bajo condiciones de alta astringencia, utilizando como sondas marcadas:
el cDNA total del receptor de bovino o, -adrenérgico (Schwinn et al., 1999), o el
cDNA total del receptor hamster (DDT,MF-2) «,,-adrenérgico (Cotecchia et al.,
1988). El marcaje se realizd por "Nick Translation” con una actividad especifica de

~10% cpm/pg.

Ensayos de hibridizacion

Las sondas empleadas fueron marcadas con 10 uCi de CTP (o°P), con el kit de
"Nick-Translation” de Amersham. Todas las sondas se emplearon con una actividad
especifica minima de 1.4 x 10° cpm/ul de DNA. Para verificar la cantidad de cuentas
incorporadas se empled el método de precipitacidon con TCA en un contador de

centelleo.

"Northern blot"

El anélisis de "Northern blot” (Maniatis et al.,1989), se realizd por electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1.5 % desnaturalizante (con formaldehido al 17
%), 20 ng de RNA total por carril. Como amortiguador de corrida se utilizé MENP
{4.18 g de MOPS, 0.68 g de acetato de sodio, 0.37 ¢ de EDTA y 20 ml de una
solucion de Na” y K™ 1 mol/L a pH 6.9). Para aplicar al gel cada una de las muestras:
éstas se mezclaron con 5 pl de una solucion de muestras (400 ul de formamida
desionizada, 120 pl de formaldehido al 37 % y 90 il de MENP 10X), se calentaron
durante 10 min. a 65°C. Después se les adicionaron 5 vL de colorante para RNA (50
% sglicerol, | mM de EDTA, 10 mM de fosfatos de Na y KpH 6.9 vy 0.05 % de azul
de bromofenol) y se cargaron en el gel . La clectroforesis se corrid a lmA/em’ en el
cuarto frio, durante tres horas.

Los geles fueron transferidos por capilaridad a una membrana de Nylon
(Amersham} y el RNA se fijé a la membrana por entrecruzamiento con luz UV con

ciclos de 0.125 Jem? (3-4 ciclos)




Condiciones de hibridacién

Las membranas de Nylon se prehibridaron duranie 4 horas a 55 °C en una
solucion preparada con formamida desionizada al 35%, 10% de dextran sulfato .
SSPE 5X, solucion Denhardt 5X , 1% SDS y 5 mg/ml| de DNA inespecifico (DNA
de esperma de salmén) en una bolsa de polietileno sellada. Después de este tiempo,
se le adicionaron 200 pl de la sonda especifica marcada con dCTP (o-7P ). Se

dejaron hibridando durante 16 h a 55 °C.

A los filtros se les retir6 la mezcla anterior y se lavaron dos veces con una
solucién de SSC 0.2% (NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM, pH 7.4}y 0.2% de
SDS durante 15 min. a 55 °C cada vez, dos veces con SSC 0.1% y SDS 0.1% por
IS min. 2 55 °C y finalmente con SSC 0.1X durante 15 min a temperatura ambiente.

Se secod durante 30 min a temperatura ambiente sobre toallas de papel.

Autorradiografia

Se utilizaron placas para autorradiografia (Kodak X omat} que se expusieron en
presencia del filtro de 7 a 10 dias. Los cassettes se guardaron a -70°C. Las placas se

revelaron con los reactivos indicados por el fabricante,

"Southern blot"

Preparacion de Jas membranas.

Se realizo una electroforesis con los productos de PCR. Las muestras se
corrieron en un gel de agarosa al 1.5 % o en acrilamida al 7.5% en TBE. Después
de la corrida de los geles se trataron con 100 ml de una solucion desnaturalizante
(NaOH 0.5 M y NaCl 1M ), agitandose con suavidad durante 15 min y dos veces
durante igual tiempo con solucién neutralizante (NaCl 1.5 M y Tris 1 M pH 7.5).

Los geles asi tratados fueron transferidos por capilaridad a una membrana de
Nylon (Maniatis et al., 1989).

Las condiciones de hibridaciéon y lavado fueron de alta astringencia, con la misma

técnica empleada para el "Northern biot". Las placas se expusieron 24 h a -70°C .
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RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacion y clasificacion de los receptores o, -adrenérgicos
detectados en el higado de humano (Homo spiens) y de mono rhesus { Macaca

mulata) se encuentran en los siguientes trabajos:

Articulo |

1) "Characterization of the human liver o;-adrenoceptors: predominance of the ., ,-
subtype. " Autores: J. Adolfo Garcia-Sainz , Ma. Teresa Romero-Avila, Ma.

Eugenia Térres-Marquez . Publicado en European Journal of Pharmacology (1995)
289, 81-86

Articulo Il

2) " Coexpression of o, - and «,,-adrenoceptors in the liver of the rhesus monkey
(Macaca mulatia). Autores: ). Adolfo Garcia-Sainz , Ma. Teresa Romero-Avila,
Claudia Gonzalez-Espinosa. Publicado en European Journal of Pharmacology

(1996) 311; 277-283.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos con las membranas de higado de humano (Homo
sapiens) y de higado de mono rhesus (Macaca mulaia) en la caracterizacion
farmacologica, realizada por la téenica de asociacion de un radioligando marcado
radioactivamente, "binding", indican claramente la presencia de receptores
a,-adrenérgicos. Para la poblacién de receptores encontrados en las membranas de
higado humano la utifizacion de agonistas y antagonistas selectivos muestran que
estos pertenecen al subtipo de receptor o, ,-adrenérgico. En cambio, al emplear estos
compuestos con las membranas de higado de mono se encuentra consistentemente la
existencia de dos poblaciones de receptores adrenérgicos, 1o que se confirmé con los
resultados obtenidos por biologia molecular, donde claramente se detecta la
existencia de dos subtipos de receptores «,-adrenérgicos, que se coexpresan en el

higado de Macaca mulata, el o, -y oz-adrenérgicos (Fig. 5 articulo II).

La metodologia de unién a un ligando marcado radiactivamente, "binding”, nos
permitio clasificar a los receptores de acuerdo a su perfil farmacologico, ademas de
conocer el nivel de los receptores expresados en las membranas de higado. En
trabajos anteriores ha sido posible determinar la cantidad de receptores en las
membranas de higado de otras especies, y se ha visto que el nivel de sitios que se han
detectado varia ampliamente. De esta forma hemos observado que en membranas de
rata, raton y hamster el nivel de receptores detectado se encuentra entre 500-900
fmol/mg de proteina de membrana (Garcia-Sdinz et al., 1994). Estos modelos
animales se podrian catalogar como especies con alta densidad de receptores, en
cambio en otras especies el nimero de receptores presentes es mucho més bajo como
es el caso del pez y del cuyo, en donde la cantidad de receptores es de 30 y 36
fmol/mg de proteina de membrana (Garcia-Sainz et al., 1995a; Garcia-Sainz et al
1993b), por lo que se consideran como especies con baja densidad de receptores.
En cambio las especies cuyo nimero de receptores en higado es intermedio
(humanos con un rango de 50-80 fmol/mg de proteina de membrana (Fig 2. articulo

I} y mono rhesus con 97 fmol/mg de proteina de membrana (Fig.1 articulo I}, porlo
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se podrian clasificar como especies con receptores ¢, -adrenérgicos moderadamente

abundantes.

Estos datos no son sorprendentes ya que anteriormente s¢ tenia conocimiento de

la existencia de heterogeneidad dentro de los receptores o, -adrenérgicos

(Garcia-Sainz et al., 1995).

El empleo de antagonistas, cada vez mas selectivos, para diferenciar entre los
subtipos de receptores w,-adrenérgicos como ha sido de gran utilidad deatro de los
cuales se han reportado: la tamsulosina (Michel et al ., 1994; Garcia-Sainz et al.,
1995b), la (+) nigutdipina {Boer et al ., 1988; Han et al ,1991), el WB4101 {Morrow
et al .,1986), el S-metil-urapidil (Gross et al .,1988), y ¢l benoxathian (Michel et al.,
1989}, los cuales han demostrado tener una mayor afinidad por el subtipo
o, ,-adrenérgico, mientras que la prazosina es considerada como un antagonista no

selectivo para los subtipos a, -adrenérgicos (Bylund et al., 1994).

Se ha reportado que la cloroetilclonidina (CEC) es un compuesto que se une de
manera irreversible a la poblacion de receptores a,;,-adrenérgicos, inactivandelos
(Minneman et al.,1988; Han et al.,1987), mientras que no inactiva a los
o, ,-adrenérgicos . Este compuesto ha sido de gran utilidad para distinguir entre estas
dos poblaciones de receptores. El pretratamiento de las membranas de higado
humano y de mono rhesus con CEC muestra que fueron sensibles a este tratamiento,
inactivando una proporcion de 62+ 5% de los sitios de union a {*H]prazosina en
membranas de higado de humano, sin que se observe un cambio en la afinidad por el
ligando (Fig. 3 articulo I). Para las membranas de higado de mono rhesus se
encontré una inactivacion de los receptores dependientes de la dosis de CEC,
observandose una inactivacion de 70 % de los sitios de unién al ligando
[*H]prazosina, a una concentracin igual de CEC (100 uM) que la empleada en las
membranas tratadas de higado humano (Fig. 2 articulo 1I). Por lo que estos
receptores son de mediana sensibilidad por este antagonista, siendo los mas sensibles

los subtipos a,; por ¢jemplo: los encontrados en higado y bazo de rata (Han y
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Minneman., 1991, Garcia-Sainz et al., 1992), higado de hamster (Garcia-Sainz et al.,
1994).

El subtipo que le sigue en orden de sensibilidad a la CEC son los receptores
o, y-adrenérgicos localizados en aorta de rata (Michel et al , 1994),  Siendo los
menos sensibles los o, -adrenérgicos (Garcia-Sainz et al., 1992a). Por lo que el

orden de sensibilidad para la CEC seria el siguiente w5 2 0y, >at,,.

Otro aspecto importante ¢ la coexistencia de los subtipos de receptores a,, y
o p-adrenérgicos en las membranas de higado de mono rhesus. La presencia de
diferentes poblaciones de receptores en un mismo tejido ya se ha reportado en otros
tejidos como en la corteza cerebral de rata, hipocampo, rifion y corazén {Michel
et al., 1993).

Al comparar los datos con los reportados en la literatura se encuentra la existencia
de poblaciones homogéneas de receptores «, ,-adrenérgicos en glandula submaxilar
de rata (Michel et al., 1989), en higado de conejo (Garcia-Sainz et al. 1992; Taddei
et al., 1993), en cuyo (Garcia-Sainz et al. 1992; Garcia-Sainz et al. 1993), en

prostata de humano (Forray et al., 1994).

Al probar el compuesto BMY 7378 que es considerado como un antagonista
selectivo para el subtipo o, -adrenérgico (Goetz et al., 1995, Piascik et ai., 1995), en
las membranas de higado de mono se encontré una afinidad muy baja por los
receptores de estas membranas, la curva de desplazamiento es monofésica, por lo que
se puede inferir que los receptores del subtipo o, ,-adrenérgico no existen en estas
membranas (Fig. 4 articulo II).

En estudios previos realizados con los agonistas oximetazolina y metoxamina,
midiendo el recambio de fosfatidilinositol (P1), se observé que metoxamina era un
agonista total en [a aorta de conejo, mientras que oximetazolina se comportaba como
un agonista parcial en la aorta de congjo, a diferencia de los hepatocitos de rata en
los cuales los dos agonistas usados no se observaba actividad midiendo el mismo
pardmetro lo que sugeria una diferencia entre los receptores o, -adrenérgicos

(Garcia-Séinz et al., 1985). En trabajos posteriores empleando estos dos agonistas,
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se ha demostrado que tienen una afinidad diferente por los subtipos de receptores
at,-adrenérgicos, mostrando claras diferencias para cada uno de los subtipos
(Garcia-Sainz et al., 1992; Garcia-Sainz et al., 1993; Bylund et al., 1994), Esta
afinidad relativamente alta por la oximetazolina y metoxamina ha sido observada en

las membranas de células que expresan el a,, clonadoe (Schwinn et al., 1992).

Tratando de averiguar a que sistema de transduccion se encuentra acoplados los
diferentes subtipos de receptores o -adrenérgicos, se midio la actividad de
fosforilasa @, {una medicion indirecta de la movilizacion de calcio), la
concentracion [P, (fosfatidil inositol 1,45 trisfosfato) y la liberacion de Ca™ , como
parametros fisiologicos (Garcia-Sdinz et al ., 1995¢); se encontré que se acoplan
principalmente al recambio de fosfoinositidos-caleio, que son activados por los
agonistas naturales epinefrina y norepinefrina, asi como, por los compuestas

sintéticos oximetazolina y metoxamina. Por lo que el orden de potencia para los

sitios de union en las membranas de humano con agonistas fue:

oximetazolina > epinefrina 2 norepinefring > metoxanina
(Fig. 4 articulo I} y para las membranas de higado de mono rhesus en cambio,
presentd una distribucion diferente por lo que el orden de potencia enconirado
para los diferentes sitios de unién fue el siguiente:
1) para los sitios de alta afinidad el orden mostrado es:

oxinetazoling > epinefrina = norepinefrina > metoxamina

2) para los otros sitios (los de baja afinidad por los agonistas selectivos
a, ~-adrenérgicos):
oximetazofina = epinefrinag = norepinefring >> metoxaming
(Fig. 3 articulo 1I). Al realizar el analisis de los datos con los diferentes agonistas, se
observo de manera consistente que curvas de competencia con los agonistas
presentaban una pendiente cuyos valores eran menores que uno, lo que sugiere
fuertemente ta presencia de difcrentes poblaciones de receptores (heterogeneidad) en

las membranas de mono rhesus (Tabla 1 articulo 11}.
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Tal heterogeneidad se puede explicar por: a) la coexistencia de varios subtipos
de recepiores o, -adrenérgicos, b) mas de un estado de afinidad para los agonistas,
dado por los diferentes subtipos de receptores, ¢) o la conjuncion de ambas.

Aunque las sugerencia de multiples subtipos de receptores fue inicialmente
propuesta por las diferencias en los érdenes de potencia encontradas para los
antagonistas: prazosina y fenoxibenzamina en ensayos realizados in vitro (Coates et
al ., 1982), ayudando con ello a la clasificacion de los subtipos de receptores @,
-adrenérgicos, tanto en los estudios fisiologicos y farmacoldgicos.

De aqui que el orden de potencia mostrado con los antagonistas aqui empleados
sea el siguiente en nuestros dos modelos de estudio: en las membranas de humano se
tiene el perfil siguiente:

WB4101 = prazosina > (+)niguldipina = S-metil-urapidil > benoxathian >
Sentolamina mostrando asi que la gran mayoria de los receptores son del subtipo
at, -adrenérgicos (Fig. 6 articulo I},

Se ha demostrado que los antagonistas WB4101, (+) niguldipina y el
5-metil-urapidil muestran una gran afinidad por el subtipo o, ,-adrenérgico (Perez et
al..1991; Garcia-Sainz et al., 1992; Garcia-Sainz et al., 1993). Al realizar el analisis
con el programa de LIGAND los datos muestran que el valor de la pendiente de las
curvas de competencia para los antagonistas se encuentran dentro de una rango de
0.80 a 0.90, estos valores se ajusta al modelo de un solo sitio de unién para los
compuestos probados. Cabe mencionar que los sitios de unién tienen afinidades
relativamente altas de 1 a 10 nM para todos ellos, si comparamos estos datos con los
detactados en el higados de cuyo y conejo (Garcia-Siinz et al,, 1992; Garcia-Siinz et
al,, 1992b; Garcia-Sainz et al.,, 1993; Taddei et al., 1993) se encuentran dentro un
rango de 10 veces menor que los aqui reportados (ias afinidades reportadas para los

antagonistas de los receptores clonados se encuentran en el rango 0.013 -0.7 nM).

Para el modelo de mono, los ordenes de potencia fueron los siguientes:
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{a) para los sitios de alta afinidad: tamsuloving =2 WB101 2 prazosing 2
(Dniguldiping > 3-metil-urapidil = benoxathian > fentolumina > BMY 7378
(Fig. 4 y Tabla | articulo II)

(b} para los otros sitios (los de baja afinidad por los antagonistas selectivos para
los a,, -adrenérgicos): prazosina > tamsulosing > femolaminag = WB4101 >
(Hmiguldiping > 3-melil-urapidil = benoxathian > BMY 7378
(Fig. 4 y Tabla 1 articulo II).

Las diferencias entre los antagonistas tienen por lo menos de uno a dos ordenes
de magnitud en cuanto a la afinidad que presentan por los sitios de union y son
comparables con lo reportado en otros sistemas (ver Tabla [V). Al igual que los
valores de K, obtenidos para los diferentes compuestos (Tabla 2 introduccion), para
clasificarlos como «,, y a5 - adrenérgicos respectivamente. Las curvas monofasicas
de los ensayos de competencia y la muy baja afinidad mostrada de estos receptores
por ¢l BMY 7378 sugiere de manera clara que el subtipo a,, -adrenérgico no se
encuentra presente en las membranas de higado de mono rhesus. Las curvas de
competencia en las membranas de Macaco midata muestran claramente dos
componentes, lo que nos indica 1a presencia de dos poblaciones de subtipos de
receptores o, -adrenérgicos, encontrandose que la poblacion de receptores o, y 5
presentes en estas membranas se encueniran en una relacion de 1:1 y que las
constantes de afinidad para los sitios de alta y baja afinidad son acordes con lo
reportado en trabajos anteriores, para la clasificacion farmacologica de los
diferentes subtipos de receptores o, y &, -adrenérgicos.

El emplec de un analogo no hidrolizable del GTP, el Gpp{NH)p, en los ensayos
con las membranas de higado humano demostro que los receptores localizados en las
membranas, se encuentran acoplados al sistema de transduccidén mediante una
proteina G que ejerce su accion para activar a la fosfolipasa C (Fig. 5 articulo I). Se
sabe que la afinidad del agonista se encuentra modulado por la interaccidn con éstas
proteinas. De esta forma los datos indican que para el caso de las membranas de

higado de humano presenta dos estados de afinidad, uno de alta {~ 50 nM ) y otro de
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baja (=3uM) para el agonista natural epinefrina, pero al desarrollar los experimentos
con el andlogo se observo que fas curvas tienen un desplazamiento hacia la derecha y
el andlisis de los resultados muestra una sola clase de sitios con una afinidad de
=3uM. A diferencia de las membranas de mono rhesus, en las cuales los
experimentos realizados con oximetazolina y metoxamina se ajustaban mejor a una
curva bifasica (Fig. 3 articulo 11}, lo que indicaba 1a presencia dos sitios de union
para el ligando, en una relacion de ~ 50 % para los sitios de alta y baja afinidad
(Tabla 1 articulo I1), aunque para los agonistas naturales epinefrina y norepinefrina la
curva de competencia fue consistentemente monofasica , lo que se ajusta a un solo
sitio de unioén con afinidades de 533 nM y 830 nM respectivamente (Fig. 3 y Tabla

1 articulo 1I)

Los estudios realizados de "binding” (asociacion de un ligando marcado

radioactivamente) fueron confirmados por los ensayos de biologia molecular,

Mediante el analisis de Northen se intentd detectar, la expresidon del RNAm del
subtipo de receptor a,-adrenérgico presente en higado de mono rhesus, pero el nivel
de expresion fue aparentemente muy bajo, asi como, la sefial detectada fue pequeiia.
Por lo que se emples la técnica de RT-PCR con la que se logré observar claramente
la expresion selectiva de RNAm de ambos subtipos, o, Y & -adrenérgicos (Fig. 5

articulo II).

Estos datos muestran claramente que el higado de mono rhesus coexpresa a los
subtipos de receptores o, y a,g-adrenérgicos. Los receplores a,, han sido
detectados en los higados de otras especies como por gjemplo: en cuyo
(Garcia-Sainz et al. 19924, b}, en congjo (Garcia-Sainz et al. 1992a; Taddei et al,,
1993} ), en perro (Garcia-Sainz et al. 1995¢). En cambio en higados de otras
especies, que generalmente son mas frecuentemente empleadas como modelos
experimentales, encontramos que estas expresan el subtipo o, g-adrenérgico en el
higado por ejemplo: Ia rata (Han et al., 1987; Garcia-Sainz et al. 1992a, 1994), el
hamster (Garcia-Sainz et al. 1994), el raton (Garcia-Sainz et al. 1994}, el pez

(Garcia-Sainz et al. 1995b), y el pollo (Gutiérrez-Venegas et al., 1993). Aungue
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estos receptores también han sido detectados en otros tejidos utilizando ensayos de
proteccion con RNAsa o por RT-PCR en raia (Rokosh et al., 1994), o en humano

{Bruno et al., 1991, Price et al., 1993).

La deteccion del receptor no necesariamente indica que tenga funcion en el
organo, porque se han realizado estudios en los que se detecta el RNAm del
receptor, pero las célutas no responden a los estimulos, esto se puede tratar de
explicar como que el receptor expresado no es funcional en la célula (Price et al ,
1994).

La respuesta celutar funcional es importante, los diferentes reportes que indican
que en higado humano los receptores o, -adrenérgicos estimulan la activacion de la
fosforilasa a_a través de la cascada de sefiales provocada por el sistema de recambio
de fosfoinositidos/ Ca™ (Keppens et al ., 1993). Nosotros encontramos evidencias al
realizar estudios en los hepatocitos de otras especies, midiéndo: la produccion de 1P,
. el recambio de fosfoinositidos (P1), asi como, la activacion de la fosforilasa g .
que demuestran que los receptores a, ,-adrenérgicos, se encuentran acoplados
también a éste sistemna {Garcia Sainz et al., 1992a; Garcia Sainz et al., 1993), por lo
que podriamos inferir que los receptores o, ,- en membranas de higado humano, y &,
y @, -adrenérgicos en las membranas de higado de mono rhesus, pertenecen a la
superfamilia de receptores con siete dominios transmembranales, que se encuentran
acoplados al sistema de recambio de fosfoinositidos/Ca™ mediante la accion de una
proteina G.

Aunque también se tienen evidencias del acoplamiento a diferentes sistemas de
transduccion por estos receplores, se propusc que: mientras que los
a,,-adrenérgicos promovian el influjo de Ca™ via canales sensibles a dihidropiridinas,

los ct,,-adrenérgicos promueven la salida de Ca®" de los reservorios intracelulares
promovidos por el IP, (Minneman., 1988}).

Con la clonacion de los receptores y €l estudio en diferentes tipos de células,
existen ahora muchas excepciones para tal acoplamiento. Por ejemplo: los

a.,-adrenérgicos en células MDCK-DI (Sayer et al,, 1993} y en la vena cava de rata
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se encuentran unidos al influjo de Ca™ (Klij et al., 1921); en los receptores
o,-adrenérgicos expresados en células COS-1 demastraron que los tres subtipos
pueden movilizar et Ca™ intracelular e incrementar el influjo de Ca™* operados via
canales (Pérez et al., 1993) por lo que se puede resumir que: los tres subtipos
pueden acoplarse no solo a la PLC sino también a la PLA, y a la PLD y ademas
promover la produccidon de AMPc, aunque este efecto se produce de manera tardia

debido a que enzima adenilato ciclasa es activada por la PKC

Junto con las pruebas fisioldgicas y farmacoldgicas se logro detectar la presencia
de RNAms con sondas especificas para los subtipos de receptores o, -adrenérgicos
en los higados de humano y mono rhesus y se ha visto que no s6lo se encuentran en
higado, sino también en otros 6rganos y tejidos humanos como: corazon, aorta,
rifidn, hipocampo, pulmon (Faure et al.,1995), musculo liso de préstata (Forray et al
., 1994; Faure etal, 1994).

Los diferentes subtipos de receptores adrenérgicos se encuentran en otros tejidos
de otras especies como por ejemplo: la rata que en tejido adiposo expresa el o
-adrenérgico (Torres-Marquez et al ., 1992), ademas, el ., , en corteza cerebral,

hipocampo, vasos deferentes, rifion y corazon de rata { Price et al., 1994; Roskosh et

al ., 1994).




CONCLUSIONES

De acuerdo a los estudios realizados en las membranas de higado humano (Homao
sapiens) y en las de mono rhesus (Macaca mulata), empleando la metodologia de
“binding" para la caracterizacion farmacologica del subtipo de receptor
a,-adrenérgico que se encuentra en estos sistemas se concluye lo siguiente:

a) Las membranas de higado de humano expresan predominantemente una
poblacién homogénea de receptores adrenérgicos del subtipo o, ,.

b) La poblacién de receptores adrenérgicos que se cocxpresan en las membranas
de higado de mono rhesus pertenecen a los subtipos &, ¥ ©,, . Su presencia fue
confirmada utilizando la técnica de RT-PCR e hibridacién.

Estos estudios son de particular importancia, porque indican que no se puede
seguir realizando extrapolaciones con los diferentes sistemas de estudio, dado que

cada especie expresa diferentes subtipos de receptores adrenérgicos.
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Abstract

The «oj-adrenoceptor subtype present in human liver membranes was studied using radicligand binding tcchnigucs.
[*HIPrazosin binding was rapid, saturable and reversible. A kinetically derived K4 of 0.22 nM was obrained. Rosenthal analysis
of saturation isothcrms indicated a single class of binding sites with a K4 of (.47 oM and a B,,,, of 70 fmol/mg of protein.
Membrane preincubation with chioroethylclonidine markedly decreased to1al binding {(62% decrease) without altering the Ky lor
the radicligand. Binding competition experiments were performed and the order of potency for agonisis was: oxymetazoline >
epinephrine = norepinephrine > methoxamine. The binding affinity for epinephrine was modulated by the GTP analogue
guanosine-5'(8,y-imido)iriphosphate. For antagonists the potency order was: WB4101 > prazosin z ( - }-niguldipine = 5-methyl-
urapidil z benoxathian > phentolamine. The pharmacological profile of the [*Hlprazosin binding sites of human liver mem-

brancs suggests that a,-adrenoceptors predeminate (75%-85% of the a,-adrenoceptors) in this tissue.

Keywords: a-Adrenoceptor; Liver, human; a, ,-Adrenoceptor

L. Introduction

a-Adrenoceptors constituie a heterogeneous family
of receptors. Initially, the existence of two subtypes,
the a,,- and o g-adrcnoceptors, was suggesied on
pharmacological basis {Morrow and Creese, 1986; Min-
neman, 1988). Molecular biological techniques have
allowed cloning and expression of three receptors; i.e.,
the a,,- (Cotccchia et al., 1988), the a,  (Schwinn et
al., 1990} and the g -adrenoceptors (Lomasney et al.,
1991; Perez et al., 1991). 1t has been difficult to estab-
lish the relationship between pharmacologically de-
fined (upper casc) and cloned (lower case) a,-adrenoc-
eptors and the classification is still evolving (Bylund et
al.,, 1994). Current evidence indicates that: (1) the a,,
clone corresponds to the «,z-adrenoceptor, (2) the a4
clone scems to represent a novel subtype {ie., the
a n-adrenoceptor); (3) most current evidence suggests
that the a;_ clone may correspond to the a,,-adrenoc-

* Corresponding author. Tel.: (525) 622.56-12; Fax: (525) 622-56-11.

0922-4106,/95 /509.50 © 1995 Elsevier Science B.V. All rights reserved
SSDI 0922-4106(94)00197-9

eptor (Bylund et al., 1994; Forray et al., 1994; Rokosh
et al., 1994).

Interestingly, there is considerable variation in the
subtype of a,-adrenoceptors expressed in liver cells of
different species. Thus, livers frem rats (Han et al.,
1987, Garcia-Sdinz et al., 1992a, Garcia-Siinz et al.,
1994), mice (Garcia-Sainz et al., 1994), hamsters
(Garcia-Sdinz et al, 1994) and chickens (Guiiérrez-
Venegas and Garcia-Sdinz, 1993) express a,g-adrenoc-
eptors whereas rabbit hepatocyies express a,-adren-
oceptors (Schwinn ¢t al,, 1991; Garcia-Sainz et al.,
1992a; Taddei et al., 1993). Guinea pig liver cxpress a
receptor with the binding properties of the classical
e 4-subtype (Garcia-Sainz ct al., 1992a; Garcia-8dinz
et al., 1992b; Garcia-S4inz and Romero-Avila, 1993);
Northern analysis indicated hybridization to the a4
cDNA probe (Garcia-Sainz et al., 1992a).

The information available reparding human liver
a,-adrenoceptors is very limited. There is evidence that
in isolated human hepatocytes. catecholamines can in-
duce phosphorylase activation through o-adrenocep-
tors (Keppens et al., 1993). The presence of
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[*Hprazosin binding sites has been detected in mem-
branes from human liver {Kawai et al., 1986). However,
to the best of our knowledge no further pharmacologi-
cal charactcrization of such hinding sites has been
reported. We have performed a detailed study of the
binding characteristics of the [TH]prazosin binding sites
present in human liver membranes. Our results suggest
that human liver expresses predominantly e -adrenoc-
eptors of the a,, subtype (75-85%); some cvidence for
the presence of ay-adrenocetors (15-20%) was also
obtained.

2. Materials and methods

{ — }-Epinephring, (- )-norepinephrine, oxymetazo-
line, prazosin, Gpp(NH)p (guanosine-5-( 8,y-imido}si-
phosphate) were obtained from Sigma Chemical.
Benoxathian, S-methyl-urapidil, chloroethylclonidine,
and WB4101 were from Research Biochemicals. Phen-
tolamine (Ciba-Geigy}, methoxamine (Burroughs Well-
come) and (+ J-niguldipine (Byk Gulden) were gener-
ous gifts from the indicated pharmaceutical companies.
[*H)Prazosin (71.8 Ci/mmol) was obtained from New
England Nuclcar.

Liver samples were oblaincd at autopsy of four
paticnts; the samples were stored a1 —70°C untii use.
Autopsies were performed soon after death (<2 h).
The study was approved by the cthical /scientific com-
mitices of our institutions. The age, sex and major
causcs of death of the patients were as follows: patient
1: 57 yeurs, male, myocardial infarction; patient 2: 530
years. male, mvocardinl infarction; patient 3: 35 years,
female. pulmonary embolism; patient 4: 37 vears, male,
myocardial infarction,

Partially purified human fiver plasma membranes
were obtained by the methad of Neville (1968} up to
step 11. Membranes were washed and resuspended in
50 mM Tris, 10 mM MeCl,, pH 7.5; aliguots of the
membrane preparation were frozen and stored under
liquid nitrogen until use {usually within twoe weeks),
without any noticeable change in receptor binding.
Binding studics were performed by incubating mem-
branes (100 ug) in 50 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7.5
with the radioactive tigand, alonc or with the indicated
agents. Incubutions were in a total volume of .25 ml
for 45 min in a water bath shaker at 25°C. Identical
results were obtained using larger incubation volumes
{0.5-1 ml). At the end of the incubation, 5 ml of
ice-cold buffer were added to the membrane suspen-
sion, the membranes were immediately filtered on
GF /C filters and washed three times (5 ml each time)
with the same buffer. Saturation experiments were
performed using concentrations in the range of 50 pM
and 6 nM [*Hlprazosin and binding competition stud-
ies with =1 nM of the radiocactive ligand (65--75%

receptor occupation). Non-specific binding was evala-
ated in the presence of 10 uM phentolamine; specific
binding represented 65-70% of the total binding at the
K,. Binding data were analyzed using the Kinelic,
EBDA and LIGAND (Munson and Rodbard, t980)
programs {Biosoft-Elsevicr). Two state fits were pre-
ferred to one-state fits exclusively when a staustically
significant (¥ test) improvement in the goodness of the
fit was obtained. K; valucs were calcilated atcording
to Cheng and Prusoff {1973). Protein was quantified by
the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum
albumin as standard. .

3. Results

Binding of [*H]prazosin to human liver membranes
was rapid, reaching equilibrium within 10-13 min (Fig.
1), and it was reversible (Fig. 1). Analysis of the bind-
ing kinetics yielded the following values: K 0.036
min?, Ko 0.199 at a radioligand concentration of |
nM, which gave a K| of [.68 X 10* min™' M~ From
these values the kinetically derived K, of 0.22 + 0.05
nM was obtained (mean + S.E.M. of 3 determinations).
[*H]Prazosin binding was saturable with radioligand
concentration and Roscnthal (1967) analysis of the
binding isotherms resulted in straight lines consistent
with the binding of this radioligand to sites with ho-
mogenous affinity (Fig. 2). The K, obtained in the
saturation isotherms (Table 1} was in reasonable agree-
ment with that kinetically derived and within that ob-
served in many other models for this radioligand
(Bylund, 1987). In addition the K and B, obtained
(Table 1) were in close agreement to those reported
previously for human liver membranes (Kawai et al,
1986). Little variation was observed in the K, (0.3-0.6
nM) and B, (50-80 fmol/mg pirotein) values ob-
tained with membranes from the 4 different patienis.
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Fig. 1. Kinetics of [*Hlprazosin binding o human liver membranes.
Left panel: membranes were prewarmed for 5 min in the absence or
presence of 10 uM phentolaming; [*Hlprazosin ( = | nM) was added
and the reaction was stopped by filiration at the times indicated.
Right panel: for reversal of binding. membranes were incubated as
indiczted above for 30 min, 10 M phentolamine was added to the
tubes that did not contain this antagonist; at the times indicaied the
reaction was stopped. Plotted is a representative experiment that was
replicated 3 times.
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Fig. 2. Binding isotherm and Rosenthal analysis of [*Hlprazosin
binding 10 human liver membranes. Specific binding and the Rosen-

that plot (inser1) are presented. Plotied is a representative experi-
ment,

Table 1
Binding parameters from [*Hlprazosin saturation experiments with
human liver membianes

Table 2

X3

Binding parameters derived from the compelition by agonists and
antagonisis for | *Hlprazosin binding sites

Agonists K, Slope
{nM1}

Oxymetazoline {4) 106+ 22 055007
(—)-Epinephrine {4) 1416 £ 491 0.721 0.8
( —=-)»-Norepinephrine (4) 35874684 066 + 08
Methoxamine (4) 3743 £ 5,502 0.63£005
Antagonists

WEB4101 {4) 0.59+0.09 0831006
Prazosin (4) 1.02+0.21 0.8240.06
{+ »-Niguldipine (4) 430+ 1.00 ¢.80 + (.14
5-methyl-urapidil {4) 3004130 0.89+007
Benoxathian {4) 780+ L.90 088000
Phentolamine (4) 12504 2.00 087+ 0.09

Results are the means £S.E.M. with the number of membrane
preparations indicated in parentheses: two independent determina-
tions were performed with each membrane preparation

Treatment Ky [ —

(pM) (fmol /mg protein)
None (4) 047 +0.06 JO £ 10
Pre-incubated alone (4) 042 +0.03 616
Pre-incubated with 0.37+002 2242

100 oM CEC{4)

Results are the means1S.E.M. with the number of membrane
preparations indicated in parentheses; two independent determina-
tions were performed with each membrane preparation. CEC,
chloroethylelonidine.

In order (o test the sensitivity of the & -adrenocep-
tors of human liver membranes to chloroethylconidine
(100 uM), membranes were preincubated with this
antagonist for 15 min at 25°C. After this treatment, the
membrane preparations were diluted with cold buffer
and washed twice by centrifugation-resuspension.
Treatment with chioroethylclonidine resufted in a
marked decrease {62 + 5%; mean + S.EM., n=4) in
receptor number with no major change in affinity for
the radioligand (Fig. 3 and Table 1).

Binding competitton with agonists indicated the fol-
lowing order of potendy: oxymetazoline > epinephrine
= norepinephrine > methoxamine (Table 2 and Fig. 4).
The affinitics for oxymetazoline and methoxamine were
relatively high. The slopes of the agonist binding com-

-
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Fig. 3. Binding isotherm and Rosenthal analysis of [*Hlprazosin
binding to human liver membranes preincubated in the absence
(filled circles) or presence {open circles) of 100 x M chloroethyleloni-
dine. Specific binding {left pancl) and the Rosenthal plot (right
panel) are presented. Plotted is a representative experiment.

pelition curves were consistently less than 1 (Table 2),
suggesting the presence of sites with heterogencous
affinities for these agents, Current ideas indicate that
the affinity for agonists of adrenoceptors is modulated
by their interaction with G-proteins, i.c. through the
formation and dissociation of ternary complexes (De
Lean et al., 1980; Samama et al. 1993). Thercfore,
more detailed binding competition experiments, using
the natural agonist, epinephrine, were performed in
the absence and presence of the hydrolysis-resistant
GTP analogue, Gpp{NH)p. Resulis are presented in
Fig. 5 and Table 3. The data indicated that epinephrine
competition curves were rather shallow with Hill slopes
of 0.5~0.6. LIGAND analysis of these data clearly
indicated in all these cases the presence of two kinds of
sites, one with high affinity for epinephrine { = 50 nM)
and another with lower affinity (=3 uM) for. this
agonist. In the presence of Gpp{NH)p the epinephrine
competition curves became sieeper with Hill slopes of
0.9-1 and the LIGAND analysis indicated the pres-
ence of a single kind of sites with affinity of =3 uM
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Fig. 4. Competition by agonist for [*H]prazosin binding sites. Mem-
branes were incubated with & |1 oM [*Hlprazosin and varying con-
centrzlions of oymetazoline {filled circles). epinephrine (epen cir-
cles), norepinephrine (filled squares) or methoxamine (open squares).
Plotted is a representative experiment replicated 4 times using differ-
ent membranc preparations.
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Fig. 5. Effect of Gpp{NH)p of the competition by epinephrine for
{Hlprazosin binding sites. Binding competition was performed using
=1 oM [*H)prazosin in the absence (open circles) or presence ([illed
circles) of 100 xM Gpp{NH)p and varying concentrations of
epincphrine. Panel A shows the competition for the specific binding
and panel B shows the Hill analysis. Plotted is a representative
cxperiment replicated 4 1imes.

(Table 3). These data indicated that human liver a-
adrenoceptors cxist in (wo interconvertible states of
affinity for agonists and that such interconversion is
modulated by G-protcins, which is consistent with cur-
rently accepted models (De Lean et al., 1980; Samama
et al., 1993).

Antagonists have been particularly useful 1o delin-
cate a-adrenoceptor subtypes (Morrow and Creese,
1986; Buer et al., 1988; Gross et al., 1988; Michel et al.,
1989; Schwinn and Lomasney, 1992). Binding competi-
tion studies with antagonists indicated the following
potency order: WB410l = prazosin > (+ )-niguldipine
= 5-methyl-urapidil = benoxathian > phentolamine.
Representative binding competition curves are pre-
senied in Fig. 6 and the K, valucs and competition
slopes are presented in Table 2, It is important to
emphasize that the binding sites studied have high
affinities, i.e., 1 10 1(} 1M for all the antagonists tested.
The slopes of the competition curves were in the range
of 0.80-0.90 (Tablc 2). The possibility that some het-
erogeneity in the binding sites could exist was consid-
cred. LIGAND analysis of the antagonist compelition
curves indicated that, with the exception of two experi-
ments (same membrane preparation. patient 4), no
improvement in the goodness of the fits was obtained
with two-state fits as compared lo one-state fits. In

Fable 3
Effect of Gpp{NH)p on the competition by cpinephrine for
[*Hlprazosin binding sites

Epinephrine Epinephrine + Gpp(NH)p
Hill coeflicient 0.60+003 0.9110.09
LIGAND analysis
K (nM) 49+ 13 -
K (nM) 32724560 3256+ 692
Ry (%) 26+3 -
Ry (%) 7313 100

Resulls are the means +£5.E.M. of 4 detcrminatians using different
membrane preparations.
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Fig. 6. Competition by antagonisi for [*Hjprazosin binding sites.
Membranes werc incubated with = 1 nM [?Hlprazosin and different
concentrations of WB4101 (filled circles), prazosin (open circles),
(+ )-niguldipine (open triangles), 5-methyt-urapidil {filled squares),
benoxathian {open squares) or phentolamine (filled triangles}, Plot-
ted is a representasive experiment replicated 4 times using different
membrane preparations.

thosc experiments, using 5-methyt-urapidil as a com-
peting ligand the following values were obtained: Ky
1.0 nM, K, 170 nM, Ry 75%, R, 25%; with WB4101
ihe following values were obtained: K, 0.40 nM, K,
50 nM, Ry; 85%, R 15%. We were unable (o obtain
significant improvements in two-state fits using the
other ligands. The data indicate the great majority of
the sites (75-85%) present in human liver membranes
have high affinity for the antagonists tested; however,
they also indicate that a small fraction of the total
receptors (15-25%) have lower affinities for these an-
tagonists.

4. Discussion

Our present results clearly indicate the presence of
a-zdrenoceptors in membranes from human liver. An-
tagonists have been particularly useful in the subciassi-
fication of these receptors; the high affinity for the
tested antagonists strongly suggest that human liver
cxpress mainly a,-adrenoceptors of the o, Subtype.
Agonists have been less useful for subtype classifica-
tion; however, relatively high affinity for oxymetazoline
and methoxamine has been observed in membranes
from cells expressing the a,, clone (Schwinn and Lo-
masney, 1992). The a -adrenoceptors present in mem-
branes from human liver also have high affinities for
these agonists which support the idea that these
adrenoceptors belong to the a,, subtype. This is con-
sistent with previous work from two groups {Hirasawa
et al., 1993; Price et al., 1994) who have detected a,
mRNA in samples of human liver. Interestingly, one of
these groups (Price et al, 1994) observed using a
sensitive RNase protection assay that a, -adrenoceptor
mRNA markedly predominates in human liver, but
some signal was also detected using the a,, probe.
Evidence indicates that most human tissues eXpress
several a)-adrenoceptor subtypes but that in most tis-
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sues one subtype predominates, which may have impli-
cations for human physiology and therapeutics (Price
et al., 1994).

It should be emphasized that molecular biological
techniques, and binding and functional studies are
complementary. Detection of an &,-adrenoceptor sub-
type mRNA, although very suggestive, does not neces-
sarily indicate that such receptor is cxpressed or pre-
dominant in a given ccll; even less that it mediates an
action, Direct detection and quantification of the a,-
adrenoceptors present in given tissue scems to be of
major importance. It is worth mentioning that in the
human hepatocellular carcinoma cell line, HepG2,
Northern analysis indicated the presence of both oy
and a,,-adrenoceptor mRNA, yet this cell line lacked
a,-adrenoceplors in ligand binding assays (Kost et al.,
1992}. Similarly, the presence of a,, mRNA signal and
a classical &, pharmacology in guinea pig hepatocytes
(Garcia-Sdinz et al,, 19924; Garcia-Sainz et al., 1992b;
Garcia-S4inz and Romero-Avila, 1993) is puzzling and
currently being reexamined in our laboratory.

Functional experiments are obviously important.
Current evidence indicates that in human liver, a,-
adrenoceptor  activation stimulates phosphorylase
through the phosphoinositide tuenover signal transduc-
tion process (Keppens et al,, 1993). Liver «,-adrenoc-
eptors of different subtypes seem to be coupled to this
signal transduction process {Garcia-Siinz et al., 1992a),
Qur results suggest, that the «,-adrenoceptors de-
tected in liver membranes, may mediate the activation
of phosphorylase via phosphoinositide turnover,
through the aciivation of a G-protein. However, this
remains 1o be directly determined in isolated human
hepatocytes, It should be mentioned that there is evi-
dence that ay-adrenoceptors can activate scveral trans-
duction processes (Minneman, 1988; Cotecchia et al.,
1990; Garcia-Sdinz, 1993; Perez et al., 1993) and this
seems to depend on the repertoire of G-protein and
cffectors present in the cells where they are expressed
{Perez et al., 1993),

Finally, the fiver is a complex organ formed of
parenchymal and non-parenchymal cells, and even
wmong parenchymal cells there is some heterogeneity.
The membrane purification procedure used in this
study predominantly yvields membranes from the largely
more abundant parenchymal cells (Evans, 1978). How-
ever, in the integrat function of the organ, non-
parenchymal cells play important roles (Altin and By-
grave, 1988; Garcia-Sdinz, 1989; Kuiper et ak, 1989).
Techniques such as in situ hybridization may help to
determine if the heterogeaeity detected in this study is
due to different cell types expressing different receep-
tors or regional heterogencity among parenchymal
hepatocytes.

In summary, this study characterizes for the first
time the a,,-adrenoceptors present in human liver

membranes. This study further emphasizes the varia-
tions observed in the o,-adrenoceptor subtypes ex-
pressed in the liver of different species {(Han et al,
[987; Schwinn ¢t al., 1991; Garcia-Séinz et al., 1992a;
Garcia-Sainz et al., 1992b; Garcia-Sainz and Romero-
Avila, 1993; Gutiérrez-Venegas and Garcia-Siinz, 1993,
Hirasawa et al,, 1993; Taddei et al., 1993; Garcia-Siinz
et al.,, 1994; Price et al., 1594).
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Abstract

The o -adrenoceptors present in the liver of chesus monkeys was characlerized using [*Hlprazosin. This radioligund binds to monkey
liver membranes with high ulfinity { K, 0.33 oM) to 2 mederately sbundant number of sites (97 fmol /g of protein). These sites were
characterized pharmacologically. by binding competition. observing two affinities for most ligands. The order of potency for agonists
was: (a) for the high affinity sites: oximetazoline > epinephrine = nurepinephring > mzthoxamine: and (b) for the other sites (low uffinity
for the «, ,-adrenoceptor-selective agomists): oximetazoline 2 epinephrine = norepinephrine 3 methoxamine. For amagonises the orders
of potency were; {a) for the high affinity sites: R-(—)-5[2-[[2-(ethexyphenoxylethytlaminojpropyl]-2-inetoxybenzenesulfonamide HCI
{tamsulosin} = 2-(2,6-dimethoxyphenoxyethyl}-aminomethyl-1.4-benzodioxene  (WB4101) = prazosin 2 (+)-  ntguldipine > S-methyl-
urapidil = benoxathian > phentolamine > 8-[2-{4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-8-azaspiro[4.5]decane-7.9-dione  dihydrochle-
ride (BMY 7378); (b) for the other sites (Yow affinity for the o -adrenoceptor-selective antagonists): prazosin > iamsulosin >
phentolamine = WB4101 > ( + )-niguldipine > 5-methyl-vrapidi) = benoxathian > BMY 7378, These data sirongly sugpest that Macaca
mulatia liver cells coexpress w,,- and a,g-adrenoceprors. Expression of the mRNA for these receptors was confimmed by reverse

transeriptase-polymerase chiin reactions.

Kevwords, a-Adrenoceptor: Liver: Hepatocyte: (Rhesus monkey)

1. Introduction

a ,-Adrenoceptors constitute an heterogeneous family of
receptors; three subtypes have been cloned (Cotecchia et
al,, 1988; Schwinn et al., 1990: Lomasney et al., 1991
Perez et al., 1991). As recommended by the [UPHAR most
recent consensus update (Hieble et al., 1995). the cloned
receptors (lower case} arc referred to as -, a,,- and
o 4-adrenoceptors which correspond to the pharmacotogi-
cally defined (upper case) o, o g~ and a p-adrenocep-
tors.

Catecholamines are among the main modulators of liver
metabolism (Hems and Whitton, 1980). both «,- and
B.-adrencceptors seem to mediate such modulation. The
relative roles of these adrenoceptors and their densities in
hepatocytes vary considerably among species (Sulakhe ot
al., 1988). It has been previously observed that there is

* Cortesponding author. Tel: 011 (523) 622 5612: fax: 011 {525) 622
5613: ¢e-maik: agarcia@ifcsunt.ifisiol.unam.mx

considerable variation in the subtype of o -adrenoceptor
expressed in the liver of animals of difterent species. Thus.
rats (Han et al.. 1987: Garcia-Sdinz ¢1 al.. 19922, 1994),
hamsiers (Garcia-Sdinz et al.. 1994), mice {Garcia-Siinz et
al.. 1994). chickens (Guiiérrez-Venegzas and Garcia-Sdinz,
1993) and fish (Jelualurus punciatus) {Garceia-Sainz et al..
19952) express the oy sublype. whereas rabbits (Garcia-
Sdinz et al,, 19922, 1995d; Taddei et al. 1993). puinca
pigs (Garcia-S&inz er al.. 1992ab. 1995d). dogs (Garcia-
Séinz et al., 1995b) and humans {Garcia-Sdinz et al.,
1995c) express predominantly the o, subiype in their
fivers.

Rhesus liver is a very frequently used model to study
drug metabolism (Marselos and Tomatis. 1992). 10xicol-
ogy (Marselos and Tomatis, 1992; Thorgeirsson ct al.
1994), curcinogenesis {Marselos and Tomatis, 1992
Thorgeirsson et al., 1994). and viral (Persidsky c1 al,
1994) and parasitic {Yang et al., 1994) infections. Surpris-
ingly and, 1o the best of our knowledge. the adrenoceptors
present in the liver of rhesus monkeys have not been
characterized. The e ,-adrenoceptoss present in the liver of
thesus monkey was investigated and the results are here

0014-2999 /96 /$15.00 Copyright © 1996 Elsevier Science B.V. All rights rescrved.
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preseated. Our data indicate that rhesus tiver coexpresses
o0 and o g-adrenoceptors.

2. Materials and methods

{—)-Epinephrine, {~)-norepincphrine. oxymetazoline,
prazosin and  guanylyl-imido-diphosphate {Gpp(NH)p)
were obtained from Sigma Chemical Co. Benoxathian,
S-methyl-urapidil, 8-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-pipzra-
zinyllethyt]-8-azaspirol4.5]decane-7.9-dione  dihydrocho-
ride (BMY 7378) and 2-(2.6-dimethoxyphenoxyethyl)-
aminomethyl-1,4-benzodioxane (WB4101) were from Re-
search Biochemicals. Phentolamine {(Ciba-Geigy). methox-
amine {Burroughs Wellcome). R-( —)-3[2-{([2-(eth-
oxyphenoxylethyllamino]propyll-2-metoxybenzenesul fon-
amide HCI Gamsulosin} (Yamanouchi Europe)} and (+)-
niguldipine (Byk Guiden) were generous gifls from the
indicated pharmaceutical companies. [*H]Prazosin (71.8
Ci/mmol) was from New England Nuclear. [a-*2 PICTP
(6000 Ci/nunol) and the Nick translation kit were ob-
ttined from Amersham. Restriction enzymes were obtained
from New England Biolabs.

Rhesus monkeys (pathogen-free, obtained from Char-
les) were maintained and killed according to the principles
and guidetines of our Institute and the NIH, to avoid any
unnecessary pain to the animals. The monkeys were used
for electrophysiological studies {Ruiz ct al., 1995} in the
laboratory of Dr Ranutfo Romo. who kindly provided the
livers of the animals o s, immediately after the animals
were subjected 10 generul anesthesia and sacrificed. Four
animals with the Tollowing characteristics were used: (1)
male, 5.5 kg, = 3 veurs uld; (2) female. 6.5 kg, =4.5
vears old: (3 male. 3.5 kg, = 3 years old; (4) male, 18 kg,
= 6.5 years old. Binding studies were performed with
membranes from all the animals: no difference was ob-
served wmong them and the data were pooled, Parially
purified liver plasta membranes, were obtained by 1he
method of Neville (1968). Membranes were washed and
resuspended in 50 mM Tris, 10 mM MgCl,. pH 7.5
aliquots of the membrune preparation were frozen and
stored under liquid nitrogen until used (usually within two
weeks), without any noticeable change in receptor binding.
Radioligand binding studics were performed by incubating
membranes (100-150 we protein) in 50 mM Tris, 10 mM
MgCl,, pli 7.5 with the radioactive ligand. alone or with
tire indicated agents. Incubations were in a total volume of
0.25 ml for 60 min in a waler bath shaker at 25°C. At the
ead of the incubation, 2.5 ml of ice-cold buffer were addad
to the membrane suspension, the membranes were immedi-
ately filtered on GF /C filters and washed three times (2.5
mi each time} with the sume buffer. Saturation experiments
were performed using concenirations between 0.05-12 nM
[*Hlprazosin and binding competition studies with 1-1.5
nM of the radioactive ligand (75-85% receptor occupa-
tion). Non-specific binding was evatuated in the presence

1

of 10 kM phentotamine: specific binding represented 70-
80% ol the towal binding at the K|,. Binding competition
experiments with agonists were performed in- the presence
of 100 uM Gpp{NH)p. When the sensitivity (o inactiva-
tion by chlorocthylclonidine was tesied, liver membranes
werc preincubated with different concentrations of this
irreversible antagonist. washed and the specific binding at
= B0% saturation was detcrmined. Binding saturation and
compelition data were analyzed using the EBDA and
LIGAND (Munson and Rodbard. 1980) prosrams (Else-
vier-Biosoft). Two-state fits were utilized only when this,
more cemplex model, significantly improved the poodness
of the fit. K, values were calculated according to Cheng
and Prusoff (1973). Protein was quamified by the method
of Lowry et al. {1951} using bovine serum albumin as
standard,

Toal RNA was obtained by the method of Chomezyn-
ski and Sacchi (1987) with minor modifications. RNA
integrity was routinety checked by electrophoresis on for-
maldehyde-containing agarose gels and visualization under
UV light using ethidivm bromide staining. Reverse tran-
scriptase-polymerase chain reactions {(RT-PCR) were per-
formed with total RNA using a kit from Perkin Etmer, The
primers: 3-CATCGTGGTCGGCTGCTTCGTC-
CTCTGCTG-3 (coding scnse) and 5-TCCCACGGG-
GATGCGCACCATGTCCTTGTG-3  (anticoding  sense)
corresponding 10 bases 1261-1290 and 15471576 of the
human o, -adrenoceptor cDNA (Hirasawa et al., 1993).
were employ:d: the PCR amplification profile consisted of
denaturation at 94°C for 1 min. primer annealing at 35°C
for 30 s. and extension at 72°C for | min {40 cycles} using
5 pg of total RNA. The primers 5'-GCTCCTFCTACATC-
CCGCTCG-3 {coding sense) and 3-AGAACACCACCT-
TGAACACGG-¥ (anticoding sense), correspending to
bases 629-649 and 983-1003 of the rat a,,-adrenoceptor
cDNA (Voigt et al.. 1990) were employed with the follow-
ing PCR conditions: denaturation 95°C for 1 min, primer
anneuling at 58.5°C for [ min, and extension at 72°C for |
min (40 cycles) using 5 pg of total RNA. RT-PCR mix-
tures were heated initially at 95°C for 3 min and at the end
of the reaction cycles were incubated a1t 72°C for 7 min.
The RT-PCR products were electrophoresed in 7.5% poly-
acrylamide gels. wransferred to nylon membranes and hy-
bridized under high stringency conditions {Garcia-Sainz et
al, 1992a) with the whole bovine ¢cDNA «,,-adrencceptor
(Schwinn et al., 1990} or the whole hamster (DDT, MF-2
cells) a,,-adrenoceptor cDNA {Cotecchia et al., 1988)
labeled by Nick Translation (specific activity = [D®
cpm/ug).

3. Results

[*H]Prazosin binding to rhesus monkey liver plasma
membranes was rapid {reaching sieady state in = 5-7
min, data not shown) and saturable. A representative bind-
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of the 4 ditterens membrane preparations.

Fig

ing satration isethenm is presented in Fig. 1. [t can be
observed that [*H]prazosin binds with high aifinity (K,
0.33 £ 0,03 nM) 10 & modermely abundant number of sites
(97 £ 12 fmol/mg of protein) (results are the means +
S.EM of 3 separate expenments performed with each of
the four different membrane preparations). The Rosenthal
transformation (Fig. 1, insct) of the data yielded a straight
linc. ~uggesting that [*H]pruzosia binds to sites with ho-
mogeneous afftnity Tor this mdioligand.

Chloroethy Iclonidine is an alkylating antagonist that is
able 1o jrreversible inacivale some  «,-adrenoceptors
{Minneman. 19881 As it is shown in Fig. 2. preincubation
with chloroethy ielonidine dose dependently inactivated a
large proportion of e ['H]razosin binding sites present
in these membranes.
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Fig. 2. Effeet of chlorocthylelonidine on [*Hjprazosin specific binding.
Membrunes were preincubated wiik the indicated concentration of
clorethylclonidine (CEC), washed and the specific [ Hlprazosin binding
detennined. Results are prescnted as percenlage of the specific binding
observed in membranes preincubaed without chlorocthylclonidine (con-
trol). Plolled are the means and vertical lines cepresent the S.EM. of 2
scperale experiments using each of the 4 differert membrane prepara-
tions.

We furlher characterized the [*Hlprazosin binding sires
present in these membranes by binding competition studies
using schective agonists and antagonists. In prebiminary
experiments. il was observed that the slope of the compeli-
tion for agonists was consistently much below |, suggest-
ing heterogeneity, Such heterogencity could be due 1o the
presence of several receptor subtypes. 1o the existence of
more than ovne affinity state for agonists for a given
receptor subtype, or to both, i.e.. more than one receptor
subtype each with more than one state of affinity for
agonists. The last possibility proved 10 be correet, Studies
with antagonists indicated receptor heterogeneity (ie., the
presence of more than one receptor subtype in the mem-
brane preparations. see below). In addition. we observed
that the hydrolysis-resistant analogue of GTP. Gpp(NH)p,
shified to the right and increased the slope. of the binding
competition curve for epinephrine: the hinding competition
curve for an antagonist. such as phentolaming, was not
modified by e GTP analogue (daa not shown). These
duta suggesied thal guanine nucleotide-modulaied intercon-
version of 1wo affinity siates for agonists was taking pluce,
in agreement with the ternaty complex model {De Lean ct
al.. 1980; Samama et al.. 1993). Therefore, in order to
better characierize the o -adrenocepior sublypes present in
rhesus monkey fiver membranes we performed ali binding
competition cxperiments with agonists in the presence of
100 M Gpp(NH)p.

Binding cumpetition experiments using agonists are
presenied in Fig. 3 and Table ). It can he abserved that the
order of polency for the agonisis was: oximetazoline >
epinephrine = norepinephrine > methoxamine. Intereste
ingly, in spite of the presence of Gpp{NH)p in the binding
assays, the competition curves for oximetazoline and
methoxamine were clearly biphasic and best fitted to a
two-site fit (Fig. 3). The K, and K_ values and the
proportion of site with each affinity are presented in Tuble

100} ‘ 4

30F

25) b

[PHIPRAZOSIN BOUND
(% of specific binding)

0,_“1 1 1
-0 -8 -6 -4 -2
LOG [AGONIST] M

Fig. 3. Binding compethiion experiments with agonisls using rhesus
monkey liver membranes. The following agomists were employed;
oxymetazoline {filled circles), epinephrine (open circles), norepinephrine
(filled squares) and methoxamine {open squares), The figure is represen-
tative of 4 scparats experiments using each of the 4 differcnt membrane
Preparations. .
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Table |
Binding puruneters derived from the computition by agonists and untago-
wists for L Hlprazusin binding sites in rhesus monkey liver membranes

Ky, (M) K, (M) Ry (%) R %)
Agonisis
Oximetazoline 6.38 £1.25 95114 41+5 58+5
{ ~ }-Epinephrine 533169 - 100 -
(= k-Norepinephrine 8304210 - 100 -

Methoxamine 19574502 265000126495 48+4 S5i+4d

Antagonists

Prazosin 026 +003 - 104 -
Tamsulosin D16 +0.05 3.6040.85 57T+7 4247
{ + -Niguldipine 064201 1491 52 S0+5 50+5
WB4141 023 +£0.04 03 5216 3310
5-Methyt-urupidil 2.60£003 210437 55+5 4545
Benaxathian 3.004+0095 218433 63+5 3645
Phentolamine 19+2 - 100 -
BMY 7378 3X6 442 - 100 -

Results arc the means £ 5.EM. of 4-6 dewerminations using 4 different
membrane preparations.

L. Binding competition curves with the natural catechol-
amines, cpinephrine and norepinephrine, were consisiently
monophasic (Fig. 3 and Table 1).

In the binding competition studies using antagonists, we
observed that only the curves for pruzosin, phentolamine
and BMY 7378 were monophasic and best fitted to a
one-state fit (Fig. 4 and Table 1). In contrast, the competi-
tion curves for the other antagonists tested (tamsulosin,
{+)-ntguldipine. WB4101. 5-methyl-urapidil and benoxa-
thian) were consistently biphasic and best fitied (o two-state
fits (Fig. 4 and Table 1). When two different affinities for
an agen! were detected, the proportion was = 1: 1.

Using RT-PCR we detected a fragment of 316 bp using

100}k
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Fig. 4. Binding compelition experiments with antagonists using rhesus
monkey liver membranes. The [oliowing antagonists were employed:
prazosin (filled circles), wmsulosin {open circles). (+ bniguldipine {filled
diamonds}, WB4101 {open diamonds). S-methyl-urapidil (filled wiangles),
benoxathian (open squares), phentolamine (filled squares) and BMY 7378

(open tringles). The figure is represcntative of 4 separate experiments
using each of the 4 differznl membrane preparztions.
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Fig. 5. RT-PCR and hybridization of ihe reaction progucts, Ethidium
bromide-swined gels showing the RT-PCR products obtained using con-
ditiuns for the o, subtype {panel A)and for the «,, sublype tpanel B)
{lanes 1, complete reaction: banes 2. reaction pertormed in the absence of
RNA; lunes 3. peaction periormed in the absence of reverse transcripase).
Gels identicat to those in panels A and B were wansferred to nylon
membrunes and hybridized with the labeled o, ¢cDNA (panets C and D}
or with the labeled o, cDNA (pancts E und F): aworadiographs
presented are representalive of 3 diffevent experiments with identical
resulls,

the primers and conditions for the o, -adrenoceptor and
another tragment of 375 bp using the primers and condi-
tions for the «,, -adrenoceptor (Fig. 5. panels A and B).
No such fragments were detected in the absence of RNA
or reverse transcriptase (Fig. S. panels A and B). The
fragments had the sizes cxpecled (comparable to those
obtained using RNA from cells transtected with the cloned
receplor subtypes {(data not shownW. The ideniity of the
fragments was lurther tested by hybridization with 1he
whole bovine a ,-adrenoceptor ¢DNA (Fig. 5. panels C
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and DY and with the whole hamster o, -adrenoceptor
cDNA (Fig. 5. panels E and F).

4. Discussion

In the present study we charucierized the a-adrenocep-
tors of rhesus monkey liver. The chamcterization was
performed using complementary approaches. radivlizand
binding and mRNA expression using RT-PCR. The results
of both approaches were consistent and clearly indicate
that in the liver of Macaca mulatta, two adrenoceptor
sublypes. ie.. the o,,- and the o,,-adrenoceplors, arc
expressed.

Our laboratory has characterized the o -adrenoceptors
present in the liver of different species. The number of
sites detected in the liver of animals of differem species
vivies markedly. We have observed values as high as
S00-900 fmol /my of membrane protein in the livers of
rats, mice or hamsters (Gareia-Sdinz et ab. 1994} and as
tow as 30 fmol/mg membrane protein in fish Hver
(Garcia-Sdinz et al., 1995a). Although differences in the
recovery of plasma membrane protein during the isolation
procedures exisi. they do nol seem 1o explain the enormous
variations in receptor densities that we have observed. In
this regard, the density of sites detecied in rhesus monkey
liver can be considered ax moderately abundant.

The pharmacological characteristics of the [*H]prazosin
binding sites. detected in the present study. strongly sug-
gest coexpression of o, .- and a,z-adrenoceplors. For
antagenists: tamsulosin (Michel and Insel, 1994: Gareia-
Sdinz et al. 1995d), (+ }-niguldipine (Boer et al.. 1988).
WRII0I (Morrow and Creese. 1986). 5-meshyl-urapidil
(Gross ot al.. 1988) and benoxathian (Michel et al., 1989)
have considerable bigger atfinity for o ,-adrenoceplors
than tor the other sublypes whereas prazosin is considered
non selective for the different subtypes (Bylund ei al..
1994). BMY 7378 is a selective antagonists (A, = 2 nM)
for the ay), subtype (Goetz et al. 1995; Piascik et al.,
1995). For the agonisis: oximetazoline and methoxamine
have also bigger affinity for the oy, subtvpe (Bylund et
al. 1994), The arder of potency for agonists for both
binding shes was similar, te., (a) for the high affinity sites:
oximetazoline > epinephrine = norepinephrine > methox-
amiiie: and (b) for the other sites (low affinity for the
o, ,-adrenoceptor-selective  agonists):  oximeiazoline >
epinephring = narepinephrine 3 methoxamine. For antag-
onists the orders of potency were as follows: (a) for the
high aftinity sites: tamsulosin = WB4101 2 pruzosin >
(+)-niguldipine > S-methyl-urapidif = benoxathian > phen-
tolamine > BMY 7378: (b) for the other sites (low affinity
for the o ,-adrenoceptor-selective antagonists): prazosin
> 1amsulosin > phentolamine = WB4 101 > { + )-niguldi-
pine z 5-methyl-urapidil = benoxathias > BMY 7378. The
orders of potency and the K, values are consistent with
the classification of these siles as representing e ,- and

@y -adrenoceptors, respectively. The monopliasic competi-
ton curve and the very low alfinity lor BMY 7378 strongly
sugpests that o g-adrenoceptors are not present in rhesus
liver mesibranes. It is important lo mention that, as ex-
pected, the same ratio (= 1 : 1) was consistently observed
with all the agents that show subtype selectivity.

The binding results were confirmed by the molecutur
biological approach. We auempted to detect the expression
of the receptor subtype mRNAs through Northern analysis,
but the level of expression was apparently rather low, and
the amount of signal was very small. Nevenheless, using
RT-PCR the data clearly showed the expression of selec-
tive mRNA for both the o,, and the «,, subtypes.

Our data clearly indicated that the liver from the rhesus
monkey cocxpresses o .- and o, -adrenoceptors. o ,-
Adrenoceptors have been detecled in the liver of rabbits
(Gurcia-Siinz et al.. 19922, 1995d: Taddei et al., 1993),
tuinca pigs (Garcia-Sainz et al., 1992ab, 1995d). dogs
{Garcia-Sdinz et al.. 1995b) and humans (Garefa-Séinz et
al.. 1995¢). but not in the bver of animals of other species,
more commonly used in the laboratory. such as rats {Han
et ul.. [987: Gurefa-Siinz et al., 1992a, 1994), hamsters
(Garcia-Sdinz et al., 1994) or mice (Garciu-Sdinz et al.,
1994} which express the a g subtype. At this point. it is
not possible 10 define why some species express in their
livers «,- of e g-adrenoceplors or both subtypes. The
&g subtype is expressed in the liver of lower verebrates
(such as fishes) whereas the a,, subtype is observed in
the liver of higher vertebrates. This suggests that the
former was probably expressed in this organ. earlier during
evolution. [t is interesting that the adrenergic innervation
of mammalian liver seems to differ among specics
(Moghimzadeh et al.. 1983) and that such innervation can
be clearly detected in the livers of humans, guinea pigs,
vabbits and also in the rhesus monkey, all of which express
the «, subtype, bul that no such parenchymal innervation
€an be detected in the liver of rats or mice {which express
the oy subiype). Comelation between innervation and
expression of a given subtype seems 1o exist but. at this
paint. there is no evidence for a causal relationship.

Detection of a receptor does not indicate the function
that such receptor may have in an organ and even less if
such receptor is relevant in a physiological context. As
memtioned before, catecholamines are among the main
modulators of liver metabolism (Hems and Whitton, 1980)
in most species and o -adrenoceptoss play a cardinal role.
In addition, there is evidence thm o -adrenoceptors are
implicated in the control of hepatocyte proliferation (Cruise
et al.. 1987) and changes in the expression levels of this
receptor family have been observed in regenerating and
ncoplastic hepatic tissue (Cruise et al., 1987; Kost et al.,
1992}. The physiological role(s) that these receptors play
in the thesus monkey remain to be determined. Finally, it
is worth mentioning that the liver is a complex otgan in
which several cell types coexist and interact in a paracrine
fashion. Therefore, the type of cells in which these recep-
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tor subtypes are Tocated within the whole organ seems also
10 be of mujor importance. The methodology employed, in
this suedy, for membrane purification, predominantly iso-
lutes basoluteral membranes from parenchymal cells, How-
cver, even among parenchymal cells, there is helerogeneity
in function. Certainly, further experiments will be required
10 address all these aspects.
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