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RESUMEN

El obj’etor principal de esta tesis consistié en expresar establemente al receptor
adrenérgico ayp humano, asi como caracterizarlo funcional y farmacolégicamente.

Para el>l'_6, se utilizaron las células Rat-1 como modelo experimental, as{ mismo la
introduccién del receptor se realizé con la técnica de transfeccién por lipofectamina; a
continuacién se midié su respuesta a la produccion de segundos mensajeros como
parametro de funcionalidad y se selecciono la clona con mejor respuesta. La células con el
receptor expresado presentaron estimulacién por NE tanto en la liberacion de calcio y en la
produccion de IP3, de igual forma fueron expuestas a BMY7378 (antagonista selectivo de
los RA a)p) observandose una disminucién en la estimulacién de NE. También se llevo a
cabo la deteccién del receptor por fotomarcaje con ('%1] arilazido prasozina, encontrandose
una banda de ~70kDa, correspondiente al peso molecular reportado.

La caracterizacion farmacolégica se realizé con estudios de unidn a un ligando
radiactivo ([JH] tamsulosina) a través de dos tipos de experimentos: de saturacion, por el
que se obtuvo la afinidad de receptor con una Kd de 0.3nM y el nimero de receptores
expresados (Bmax=40 fmol/mg de proteina); y de competencia por el sitio de union,
determindndose las Ki y las curvas de desplazamiento para distintos firmacos, presentando
el siguiente orden de afinidad: para agonistas, epinefrina > norepinefrina > oximetazolina >
metoxamina y para antagonistas BMY7378 > 5-metil-urapidil > fentolamina. Por tltimo, las
células con el receptor expresado establemente fueron expuestas a TPA y se midid su efecto
en la produccién de segundos mensajeros con el fin de determinar la participacién de PKC
y tratar de establecer la regulacion del mecanismo de sefializacién en este receptor.

De los experimentos y resultados se puede concluir que el receptor adrenérgico aip
humano:

- Es expresado establemente en las células Rat-1, aunque en poca cantidad.

- Muestra un nivel basal alto.

- Seacopla al sistema de recambio de fosfoinositidos/calcio.

- Presenta alta afinidad por BMY 7378, epinefrina y norepinefrina.

- Suftre de desensibilizacion por ligando y por PKC.

7




"Iy IL. INTRODUCCION

I.-MARCO TEORICO-CONCEPTUAL

I.1 Generalidades

El funcionamiento y regulacién de un organismo implica la participacién de
procesos complejos llevados acabo adecuadamente en parte debido a la existencia
de la comunicacién celular, que emplea diferentes sistemas de transduccién que le
permiten tomar decisiones en determinados momentos. Esta comunicacién puede ser
de varios tipos: endocrina u hormonal, en la cual las glindulas de secrecion interna
vierten la hormona al torrente sanguineo y ahf interactiian con las células blanco;
paracrina, la cual se produce entre células cercanas; autocrina, en la que el
producto liberado por una célula actia sobre la misma célula; sindptica o
neurotrasmisién, es la comunicacidn a través de las células nerviosas donde la
informacién va de la célula presindptica a la postsindptica; ncuroendocrina, una
célula formada a partir de tejido nervioso secreta su mensaje a la circulacién; y
yuxtacrina, dada entre células adyacentes dénde hay moléculas ancladas al lado
externo de la superficie de una célula que hacen contacto con receptores localizados

en la membrana de una célula contigua. (Alberts, et al., 1996; Garcia, 1996)

Los mensajeros quimicos primarios, como las hormonas son los primeros
en actuar dentro de un sistema fisiol6gico al presentarse algin cambio extracelular.
Las hormonas son de diferente naturaleza quimica (lipidica, péptidica o de amina), y
viajan para desencadenar una serie de sefiales intracelulares a través de la activacién
de receptores u “oidos celulares™, los cuales son moléculas sensoras que reciben,
detectan y trasmiten el mensaje al interior de la célula, produciendo asi una
determinada respuesta. (Alberts, et al., 1996; Garcia, 1996; Norman, 1997)

El concepto de una sustancia receptora en los sistemas bioldgicos fue
introducida por Langley alrededor de 1900 (revisado por Garcia-Sdinz, 1995). El

proceso de reconocimiento entre el receptor y el ligando es realizado por un

’ TESIS CON
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acoplamiento- 0 proceso de transduccién donde el receptor sufre un cambio

conformacional. Después del evento de transduccién de la sefal, el ligando se

disocia reversiblemente prosiguiendo a la inactivacion o degradacién de la hormona

y del receptor (endocitosis).(Alberts, et al., 1996; Norman, 1997)

Los receptores pueden estar en el citosol o en la superficie membranal,

clasificindose asi en dos grandes grupos:

1.

2,

a)

b)

Los receptores intracelulares, cuyos ligandos son permeables a la

membrana, tienen la particularidad que viajan al nicleo y presentan un sitio

de unién a DNA. Entre ellos estdn los receptores a cortisol, hormonas

sexuales y tiroideas, vitamina D y retinoides.

Los receptores extracelulares 0 membranales son de tres tipos de acuerdo

a su forma de trasmitir la sefial:

Receptores canal (o canales {onicos activados por ligando). A este tipo
pertenecen los receptores GABA y NMDA.

Receptores con actividad enzimatica, los cuales a su vez se subdividen de

acuerdo a su dominio de enzima principalmente: )
- Con actividad cinasa: que tienen la capacidad de ser fosforilados en

residuos de serina/treonina o en residuos de ‘serina/tirosina. En los

primeros estdn los receptores . del’ factor de crecimiento y-

transformante B (TGF-8) y entre los éegﬁndés receptores‘;s;dh los de

insulina, factor de crecimiento epidérmico (EGF) y derivado de

plaquetas (PDGF).
- Con actividad guanilil ciclasa: el receptor al factor natriurético

pertenece a este grupo.

c) Receptores acoplados a proteinas G que son la clase mas numerosa de

receptores de superficie celular. Todos muestran una estructura de siete
dominios transmembranales y se acoplan a proteinas G heterotriméricas.
Estos receptores presentan baja similitud de secuencia entre una familia y
otra. Se clasifican en tres familias (Fig.[): Familia A (o semejante a la
rodopsina), es el mas grande subtipo y contiene receptores para odorantes,

catecolaminas y aminas, algunos péptidos y hormonas glicoproteicas. Los

2 TESIS CON
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receptores de esta familia sc caracterizan por tener aminodcidos altamente conservados y un

puente disulfuro que conccta la primera y la scgunda asas cxtracelularcs; la mayoria de los

integrantes de la familia A, ticnen cisteinas palmitoladas cn ¢l extremo carboxilo terminal.

Familin B. Los rcccptores de estd familia sc caracterizan por un extrenio amino terminal

relativamente largo quc conticne varias cistcinas, las cuales forman una red de pucntes

disulfuro. Los ligandos dc estos receptores incluyen hormonas como el glucagén, hormona

liberadora de gonadotropina y hormona paratiroidca. Familia C, conticne receptores sensibles

a Ca®, glutamato, metalotrépicos v dcido y-aminobutirico (GABA). Estos rcceptores sc

caracterizan por tener los extremos amino y carboxilo largos. Los dominios de union a ligando

sc localizan cn cl extremo amino tcrminal. La tercera asa intracclular cs corta y altamente
conservada. (George, ct al., 2002)

La via de scilalizacién y tipo de regulacion de los receptores acoplados a proteinas G dependerin

del subtipo de protcina G implicada y dcl ligando de cada rcceptor, esto da origen a una respuesta

biolégica variada. Algunos dc los meccanismos se mcncionardn con mayor detallc a lo largo del texto,

dedicdndome mas a los relacionados con los receptores adrenérgicos a;.

. Figura L Clasificacion de los
Familia A > receptores acoplados a proteinas G.
) Representacion  esquematica  que
muestra las principales caracteristicas
de las diferentes familias de este
grupo. Familia A, caracterizada por

tener aminoacidos altamente
conservados (circulos rojos) y una
cisteina palmitolada (zig-zag

naranja). Familia B, se distinguen por
tener un extremo amino largo con
varias cisteinas  (circulos  rojos).
Familia C, se caracterizan por tener
los extremos amino y carboxilo
relativamente grandes, ademas que el
sitio de union a ligando (ovalo café)
estd localizado  extracelularmente
dentro del extremo amino terminal.
Tomado de George, et al, 2002.
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1.2 Proteinas G

Las protefnas G heterotriméricas estan formadas por tres subunidades o, B
y . Actilan como conectores que regulan el procesamiento de la informacion
asociando a los receptores de la superficie celular con una variedad de efectores
que amplifican las sefiales (canales iénicos y enzimas que generan mqléculas
reguladoras y segundos mensajeros). Las proteinas G también tienen un papel en la
determinacion de las caracteristicas temporales y especificas realizando una

variedad de funciones dependiendo del receptor y el ligando participante.

La subunidad « (39-46kDa) contfene dos dominios, uno involucrado en la
unién e hidrélisis de GTP (dominio G) y otro dominio helicoidal que cubre al GTP
en el centro de la protejna. La subunidad - B (37kDa) tiene una estructura provista
de 7 laminas pB-plegadas. La subunidad y (8kDa) interactiia con la subunidad B a
través de un espiral enrollado en el amino terminal y entonces toda la base de 8
hace contacto. Las subunidades By forman una unidad funcional que no es
disociable excepto por desnaturalizacion (Hamm,1998). El complejo By es también
un importante modulador de varias isoformas de PLC-B y adenil ciclasas, efectores
que regulan la concentracion intracelular de segundos mensajeros (fosfatos de
inositol y AMPc, respectivamente, entre otros). La conformacion espacial del

heterotrimero y su relacién con el receptor son visualizadas en la Fig. II.

La interaccién de la protefna G con el receptor activado promueve el
intercambio de GDP unido a la subunidad a por GTP, y la subsecuente disociacion

del complejo a-GTP del heterodimero By. (Melvin et al,1991)

TESIS CON
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Figura. Il. Esquematizacién de las subunidades o, f8 y v de las proteinas G.
Se observa la estructura e interaccion del heterotrimero de la proteina G con un receptor
membranal, (Ver texto)

La terminacion de la sefial ocurre cuando el GTP unido a la subunidad a es hidrolizado a
GDP, y dicha subunidad entonces es reasociada al complejo By y entra a un nuevo ciclo. El
extremo amino terminal de algunas proteinas G tiene sitios de miristilacion, lo cual aumenta la
afinidad de la subunidad a por la subunidad By, facilitando la formacion del heterotrimero. La
cinética de este ciclo funcional no solo es regulado por receptores sino también por efectores y
protefnas regulatorias, las cuales aceleran o desaceleran la velocidad de la sefializacién a través
del ciclo de la proteina G. (Neer,1995). Un solo receptor puede activar miltiples moléculas de

proteina G, amplificando el evento de unidn del ligando.

TRSIS CON
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Se distinguen cuatro familias de proteinas G: Gi, que inhibe la adenilato
ciclasa; Gs, la que estimula a la adenilato ciclasa; Gq, la cual activa a la PLC; y,

G12'y G13. Existen muchos productos de genes para cada subunidad, para la a 20,
B6yyl2 '

La subunidad « tiene ademas de un sitio de actividad GTPasa y un sitio de
ADP ribosflacién dependiente de NAD* catalizada por téxinas bacteriales, PTX
(téxina PénnSsis) y CTX (toéxina del cdlera), estas toxinass se han utilizado para
identificar el tipo de proteina G: Gs es ADP ribosilada por CTX, las Gi y Go son
ADP ribosiladas por PTX, y la Gt por ambas toxinas.(Melvin, et al, 1991) '

TESIS CON
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[.3 Catecolaminas

Las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, son sintetizadas y liberadas
por neuronas adrenérgicas. - Las: catecolaminas pueden participar en la

comunicacién neuronal (sistgma nervioso) u hormonal (médula suprarrenal).

Las . catecolaminas actlan a través de receptores membranales
(adrenérgicos) que pueden producir acciones muy variadas. La diversidad de
respuestas son generadas por la union del ligando a diferentes tipos de receptores.
Las respuestas iniciales en varios tejidos son: : v

- Incremento en glucogendlisis y gluconeogénesis en el higado. -

- Efecto inotrépico y cronotrépico en el corazén, ‘

- Secrecion de amilasa por la glandula salival,

- Relajacion de la musculatura uterina.

- Incrementa la conversion de triglicéridos a dcidos grasos y del glicerol

en el tejido adiposo.

- Elevacion de la presién sanguinea.

- Dilatacién de la musculatura bronquial.

La médula suprarrenal es un cuerpo celular que ha sido adaptado para la
funcién secretora. La médula esta hecha de neuronas modificadas que no poseen
axones largos o terminaciones nerviosas. Las hormonas liberadas de las células
cromafinas (neuronas simpdticas posgangliénicas modificadas) se unen a
receptores en los hepatocitos y producen una ruptura del glucdgeno a glucosa, la
cual pasa a la circulacién para usarse como una fuente de combustible. Otras
hormonas liberadas se unen también a los receptores adrenérgicos produciendo
cambios en la presidn sanguinea y en la funcion del corazén. Las catecolaminas de
neuronas posgangliénicas forman sindpsis con un érgano o tejido efector, mientras

que las cromafinas liberan directamente dentro de la circulacion sanguinea. Las




células cromafinas poseen grinulos que almacenan catecolaminas; estas células
también se encuentran en-el ovario, rifién, testiculo, higado, “corazén y tracto
gastrointestinal. Las principales células blanco para la accién de la epinefrina son

del higado y de la musculatura vascular.

Sintesis de catecolaminas

La sintesis de catecolaminas se realiza'en la célula,cromdﬁn; La tirosina o
fenilalanina entran a la célula via la circulacién sanguinea y el fluido extracelular.
En el citosol la tirosina es convertida - pot la. tirosina hidroxilasa a
hidroxifenilalanina (dopa). Esta enzima es el‘paso limitante en la sintesis de
catecolaminas en todas las neuronas - adrenérgicas. La l-dopa és convertida a
dopamina por la l-amino dcido carboxilasa. A continuacién la dopamina entra al
granulo neurosecretor donde se convierte en norepinefrina La norepinefrina
formada dentro - del granulo debe salir para convertirse en epinefrina por la
feniletanolamihé N-metiltransferasa (PNMT). La epinefrina en el citosol ‘es.
regresada al granulo y es guardado ahi hasta la secrecion (Fig.III). (Nonﬁan.y
Litwack, 1997) ‘ '
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1.4 Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados

a proteinas G que median las acciones de las catecolaminas: epinefrina y

norepinefrina. Los receptores adrenérgicos estan clasificados de acuerdo a su

estructura (secuencia de aminoacidos), su farmacologia (afinidad por agonistas y
antagonistas) y a su mecanismo de accién (produccién de segundos mensajeros) en
tres familias. Cada familia se divide en tres subtipos cada una: a; (aia, @15, @),
oy (o4, 028y a2¢c) ¥ B (B1, B2 ¥ B3 ). La homologia en secuencia y caracteristicas
estructurales similares sugieren que estos receptores estdn relacionados
evolutivamente, origindndose de un gen ancestral comin y que subsecuentemente
divergieron por duplicacién genética para crear los distintos efectos de las
catecolaminas, En ésta tesis se hard énfasis en los receptores a; y en especial a los

aip, En la Tabla I se muestran las principales caracteristicas de los receptores

adrenérgicos a.

Figura IV. Estructura
general de los receptores

adrenérgicos o.

Esquema y figura de las
sietc regiones transmembranales
impregnadas en la  membrana
plasmdtica. Se observan las asas
citoplasmicas, la region
extracelular  (NH;) y  asa
intracelular (COOH); los sitios de
glicosilacién, representados por las
cruces. En ¢l extremo carboxilo
terminal hay sitios potenciales de
fosforilacidn.

TESIS C

AL DE OBIGEN




Subtipo de Receptor

Caracteristicas
(17

ag ("]

Nombre anterior oc

Clonacion realizada en:

humana, rata, ratén, perro,

conejo, bovino, cobayo, cerdo

Peso molecular -

Proteina (amino écidos) 465 (rata)
466 (humano)
Sitios de glicosilacion -3
Sitios de fosforilacién PKA
Proteina G de acoplamiento  Gq/yy /14
Organizacion gendmica
Intrones 1
Exones 2
Localizacion cromosomal 8

Tejido prototipo

Localizacion celular

Selectividad farmacolégica
Agonista

(Epinefrina para todos)
Antagonista
Susceptibilidad (grado)

a modificacién covalente
CEC

SZL-49 -+
Azidoprasozina ND

superﬁcxe e mtenor
celular | - e

corazén e hxgado humano,

Oximeiazol‘ir':é; v
(+)nigudipina; =
KMD-3213

a18 @A, /D

humano, hamster, rata, humano, rata,ratén

raton y cobayo cerdo y conejo

80kDa 65kDa
. 515 (rata) 560 (rata)
519 (humano) .- 572 (humano)
PKA,PKC . PKC
Ga/l o la,rGh Ga/ni
1= 1
. .2 o : 2

“arterias femoral e
<7 ilfaca, aorta, pulmén y
<. corteza cerebral (rata)

‘hfgado bazoy

.. mayoritariamente
intracelular

CAHIIIA

(+)Norepinefrina
- BMY7378
NI, -+
+ -
+++ -

Tabla 1. Principales caracteristicas de los receptores a; adrenérgicos.
(Tomado de Graham et al, 1996; Docherty, 1998; Piascik y Perez, 2001)




I.4.1 Estructura

El andlisis de hidropatia de la secuencia de aminoacidos de los receptores
adrenérgicos «,; indica que hay siete agrupamientos hidrofébicos de 20-25 residuos
cada uno separados por trechos de residuos hidrofilicos. Ambos tipos de residuoé
son regiones conservadas en los receptores acoplados a proteinas G. La seicuerilci‘a‘
de aminodcidos en los receptores adrenérgicos es de 466-561 y de la éétructura
primaria el peso molecular deducido es de 37-45 kDa, aunque varia entre el
deducido y el observado como resultado de las modificaciones
postranscripcionales. Estas modificaciones incluyen la adicién de polisacaridos y/o
tioesterificacion de dcidos grasos (palmitico o miristico) o por fosforilacion, La

estructura general de los receptores se muestra en la Fig. I'V.

El extremo amino terminal estd localizado extracelularmente, contiene
sitios consenso de glicosilacion ligados a asparagina, y varia considerablemente en
tamafio entre un receptor y otro. E!l receptor mds largo con unos 90 aminodcidos es
el ayp, seguido por el ajg con 42 y 25 para el aja. El extremo carboxilo terminal
estd localizado intracelularmente y contiene sitios consenso para fosforilacion de
cinasas de serina/treonina como la PKC. La modificacién en estos sitios estd
involucrada en la desensibilizacion del receptor. La regién carboxilo muestra poca
homologia entre los subtipos, sin embargo contiene un residuo conservado de
cisteina, aproximadamente 16 aminodcidos al final del séptimo espacio

transmembranal.

Las regiones transmembranales estin unidas por tres asas intracelulares y
tres extracelulares. Estas asas aunque son variables en tamaiio son similares entre
los subtipos de receptores. La primera y la segunda asas extracelulares contienen
una cisteina cada una, muy conservada entre los receptores a proteinas G. La
tercera asa citoplasmica de los @, es intermedia en tamafio entre los § y los aa.

Entre los receptores adrenérgicos la identidad en los dominios transmembranales




entre los subtipos del mismo grupo es de 70 80%, y entre subupos de diferentes

grupos es de 30-40%. (Lomasney, 1991)

Evidencia experimental con receptores quiméricos uglere ue el sitio de

unidn especifico para cada subtipo se encuemrakde inado_ por ;\el fs.éptimo
dominio transmembranal. Otros estudios sugleren que; este’do io puede ser

esencial para dar direccién apropiada al enrollamiento dél cest unién; una vez

formado el cesto, el séptimo dominio puede ser removido proteoliticamente sin

afectar la union del ligando.

Varios dominios citosdlicos estin involucrédos en el acoplamiento
funcional de los receptores y proteinas G. El tercero es responsable de determinar
la especificidad de las interacciones receptor-proteina G asi como de las regiones
de la segunda asa intracelular, Dominios especificos del receptor pueden
directamente activar a protefnas G. En el estado no ocupado estos dominios
pueden estar ocultos de la proteina G por otros dominios del receptor. Cambios
conformacionales inducidos por la unién del agonista probablemente hacen a estos

dominios accesibles a la proteina G. (Kobilka, 1992)

Hay tres subtipos de receptores adrenérgicos a; codificados por tres genes.
Cada uno de los tres genes de los subtipos consiste de dos exones y un intrén de
14 a 20 aminodcidos, que interrumpen la regidn codificante al final del sexto
dominio transmembranal. En todos el limite exon/intron estd situado después de la
primera base del codén indicando una fase de empalme (splice) tipo 1. Esta
organizacion gendmica es tnica entre los receptores acoplados a proteina G.

(Graham, et al, 1996)
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1.4.2 Mecanismos de transduccién de la sciial

Sistema de Fosfoinositidos/Calcio

El mecanismo de accion de los receptores adrenérgicos o, es a través del
acoplamiento con Ggu; lo que activa una PLC-B que inicia la hidrdlisis de
fosfatidil inositol bifosfato, un fosfollpido localizado en la membrana plasmatica
produciendo dos segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) el que: a su.vez
estimula a PKC (protein cinasa C) e IP; (inositol trifosfato), este ultxmo 1ntemctua
con un receptor mtracelular del reuculo endoplasmlco con la® concomltante

lxberaclén de’ calcio’. ’mtracelular (Fxg V). La accién -del IP; es altamente

cooperauva‘ se sugxer 'que se! necesntan tres moléculas para ubnr el

calcno Una caracterisnca de los receptores de IP; es que no se desensxblhzan

En el metabohsmo del Insl 4 5P3‘ (IPJ) esuin lmplxcadas dos vias, Una esla
desfosforxlacxon secuencnal hasta mosnol libre. E! primer paso es levado a cabo
por una trlfosfatasa de mosxtol que esencialmente remueve el fosfato de la posicion
S, el cual snrve para tennmar la-accién movilizante del calcio por Ins1,4,5P3
debido a que. el producto Ins1,4P2 es incapaz de liberar calcio. La otra via,
empieza con .una cinasa que fosforila Insl,3,4P3 en la posicion 3 dando
Ins],3,4,5P4, . éste ~es entonces desfosforilado a Insl,3,4P3 removiendo
especfﬁcamente“ el fosfato de la posicién 5, aparentemente por la misma enzima
que hidrolizéylnsl,4,5P3. El Ins1,3,4P3 es entonces desfosforilado a Ins3,4P2 y a

su vez en Insl,3P2.

E! diacilglicerol permanece en la membrana y subsecuentemente es
hidrolizado por una DAG lipasa liberando dcido araquiddnico o puede ser
fosforilado a dcido fosfatidico por una DAG cinasa. El recambio de fosfoinositidos
estd directamente acoplado a la activaciéon de PKC. Esta familia de enzimas juegan
papeles de crucial importancia en la trasmisién de la informacion de un gran

nimero de mensajeros extracelulares ya que regulan una serie de procesos
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celulares que incluyen metabolismo, secrecién, contraccion, actividad neural y
proliferacion celular, entre otros. (Berridge., 1987)

l.\. .
i Receptor
: .,. ‘.\.\
Y
atp Y e R PLC
GDP . . ‘h‘(.\kmbﬂmﬂ
ogae- 4 “Lplasmdtica
5\ / o, .ﬁ-ﬁ
s 2+ oIP tﬁ@ k
Ll dﬂ\‘o DAG
I
FoF ™ 7 s

FiguraV. Sistema Fosfoinositidos-Calcio.
Se describe un sistema donde la seftal causa la activacion del receptor,
el receptor se vuelve activo y estimula a la PLC (fosfolipasa C), esta a su vez convierte
al fosfatidil inositol en [Py y DAG (diacil glicerol). IP3 causa la liberacion de calcio
intracelular del retfculo endoplasmico y junto con el calcio y
DAG activan PKC

Sistema del AMPc

La adrenalina funciona como un modulador del nivel de AMPc,
esto es a través de los receptores adrenérgicos a, de manera inhibitoria y de los
de forma estimulatoria de la sintesis. La misma catecolamina puede dar efectos
contrarios dependiendo de la protefna G que se acople a la adenil ciclasa, Gi
(inhibitoria) o Gs (estimulatoria). En el efecto inhibitorio tanto las subunidades
a; como las Py contribuyen a la inhibicidn de la adenil ciclasa, las « de manera
directa y By ya sea directamente uniéndose a la ciclasa e indirectamente
uniéndose a algunas subunidades @, libres asf impide que estas activen
moléculas de adenil ciclasa (Bylund, 1988).

15

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




1.4.3 Farmacologia

Dos tipos de criterios farmacoldgicos se han usado para diferenciar y
clasificar a los subtipos de receptores adrenérgicos ey El primero es de écderdo ‘
con la afinidad a farmacos que actiian competitivamente 'y ‘el segundo es por la
sensibilidad del efecto alquilante de cloroetilclonidina, El conocxmxento “de las
propiedades farmacoldgicas ha permitido reconocer que exxste heterogeneldad de
receptores o, en tejidos y en especies, y que mas de un txpo de poblacxén puede

coexistir,

De tal manera que se han identificado agomstas y antagomstas selectivos
para cada subtipo: metoxamina y WB4101 para el.oa; AHI1110 y ciclazosina para
el oyg; noradrenalina y BMY7378 para el aip. El receceptor ca es el que mayor
sensibilidad tiene a la cloroetilclonidina, seguidé por los d.D y aia (Michel, et al,
1995). Ademds de estos firmacos se han identificado otros corho el 5-metil-
urapidil y la niguldipina, antagonistas para los o4 teniendo una selectividad de 80-
500 veces més sobre el o, y muy baja afinidad por el cip. La tamsulosina uene
una alta selectividad por los o4 seguida por el a;p, la mayoria de la imidazolinas
incluyendo a oximetazolina presentan mayor afinidad por- el “aya Las
catecolaminas muestran una afinidad de 20 veces méyor por el op que sobre los
otros dos subtipos de receptores (Zhong y Minneman, 1999). En la Tabla II se
muestra el orden de potencia para algunos firmacos selectivos de los receptores

adrenérgicos ay. -

La unlén del agomsta envuelve a residuos transmembranales a lo largo de

a sels, localizados hacia el interior del receptor a diferencia de

los dommlos tr
los amagomstas en los que los residuos de union dan hacia la superficie

extracelular (Ish’xguro, et al, 2002).

TESIS CON
16 FALLA DE ORIGEN




Subtipo

Farmaco oA o B ap
5-metil urapidil 8.63+0.32 6.97+0.50 7.31+0.66
metoxamina 4.29+0.75 3.36+0.67 4,33+0.61
(+)nigudipina 8.57+1.12 6.84+0.75 6.55+0.43
noradrenalina 5.0+0.54 5.35+0.42 6.55+0.43
oximetazolina 7.5310.43 6.5+0.48 5.81+0.51
fentolamina 8.17+0.49 7.2+0.36 7.48+0.42
prasozina 9.52+0.38 9.79+0.38 9.63+0.4
WB4101 9.32+0.32 8.01+0.44 8.83+04

Tabla.ll. Afinidades para los receptores «; adrenérgicos. Se muestrzm los
valores de lasgKp para cada subtipo, son el promedio :t D.E; de varios

experimentos en diferentes especies. (Tomada de chhel e; al., 1994)

Interaccion Receptor-ligando

Las caracteristicas farmacologicas de los receptores adrenérgicos se han
obtenido de ensayos de unién a un ligando marcado radiactivamente, en los que se
cuantifican la interaccion receptor-firmaco y su respuesta biolégica. La
interaccién debe presentar las siguientes propiedades: especificidad, afinidad alta,

saturabilidad, y una respuesta fisioldgica

En estos experimentos se observa la relacion de la concentracion de un
firmaco (agonista o antagonista) con la manifestacién de una respuesta fisiolégica,
al ir aumentando la cantidad de firmaco hasta llegar a una dosis en la que no

aumenta la respuesta. Tal comportamiento se describe mediante una curva
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hiperbélica. La asintota a la meseta de esta curva muestra que se han saturado el
nimero de receptores disponibles. Ademds se puede calcular la Kd que es
equivalente a la concentracidn de ligando en la cual se ocupa el 50% de sitios de
unién totales, por lo que es un parimetro de afinidad. También se puede
determinar la Bmax que indica la concentracion total de sitios receptores, y estd
representada por el intercepto del eje de las abscisas. Al analizar los datos de los
grificos de Rosentha] o Scatchard, que son la transformacion lineal de la
hxpérbola, uno puede determinar estos pardmetros y también si existe més de una

poblacién de receptores (Attie y Raines, 1995)

La aﬁmdnd de los diferentes llgandos por el receptor se obtiene al
realizar ewpenmentos de competencia. Los ‘agonistas se unen con afinidad altay
generan una respuesta similar a el hgando endogéno, los antagonistas se unen al
receptor pero actuan inhibiendo- o disminuyendo el efecto del agonista. Los
antagonistas pUeden ser - competitivos o no competitivos. En este tipo de
evpenmentos se mantlene una concentracién fija del ligando marcado
radiactivamente y se van variando las concentraciones de los firmacos (sin marca).
El efecto farmacolégico es representado generalmente por una curva dosis-
respueﬁta, en larque al incrementar la dosis progresivamente aumenta el efecto,
tiene una forma sigmoide al utilizar la escala logaritmica, y de ella se pueden
determinar los siguientes pardmetros:

-Eficacia: Respuesta maxima que produce un firmaco.

-Potencia: Actividad de un farmaco por cierta dosis, se expresa en funcién de la
concentracién necesaria para alcanzar el 50% de la respuesta méxima, en el caso
de agonistas y la concentracién necesaria para bloquear el 50% de la respuesta en
el caso de los antagonistas.

-Pendiente: Es la parte media de la curva dosis respuesta, representa la gradacion

de los efectos del farmaco entre la dosis maxima y minima que produce el efecto.




1.4.4 Regulacion

Desde el estimulo del receptor hasta el desencadenamiento de Ila
respuesta, el receptor sufre una serie de cambios que regulan su funciéon y
modulan la eficiencia de la transduccion de la sefial tales como la internalizacion,
reciclamiento, degradacién y cambio en el nimero de receptores. En estos
procesos la fosforilacion tiene un papel importante y esta asociada.a la
seflalizacion de “apagado™ o desensibilizacién; y la desfosforilacién se asocia con
la resensnblhzacxén de los receptores acoplados a protelnas G (Leﬂ\owuz, ct al
1998 Garcia-Sdinz, et al, 2000). : ‘

La desensibilizacion es un mecanlsmo adaptatlvo en los slstemas
biolégicos a través de la cual se reduce la® respuesm de la celula a sucesivos
estimulos. Este mecanismo es detectado después del estlmulo hormonal y
generalmente estd mediada por la fosforllnclén del receptor, la cual es llevada a
cabo por diferentes cinasas que actian de manera secuencral La movxhzacxén de
las cinasas es relevante en la regulacnon del snstema Despues de la fosfon]acxon el
receptor sufre el desacoplamiento de la- protefna G, ysu funcién es atenuada o

abatida (Loshe, 1995).

Los procesos mencionados presentan cierta velocidad, grado de atenuacién
y duracion. Los pasos iniciales se llevan acabo en segundos a minutos y requieren
de la union de proteinas adaptadoras al receptor fosforilado, el receptor es entonces
secuestrado o internalizado. La internalizacion se realiza en un lapso de minutos a
horas, en un compartimiento intracelular lo que permite la desfosforilacion por
fosfatasas especificas. La resensibilizacion del receptor ocurre cuando regresa a la
superficie celular, pero si la estimulacion es persistente el receptor es regulado a la
baja “down regulado” (degradacion de la proteina y reduccion RNAm) o sea hay

una disminucion en el nitmero total de receptores. (Bunemann, et al, 1999)
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Existen dos formas de desensibilizacién rdpida: una especifica de agonista
u homoldga y la otra heteroldga o no especifica de agonista.

La desensibilizacién homoldga, sucede cuando un receptor es ac;ivado
por su agonista lo que desensibiliza la subsecuente respuesta del mismo receptor
con ningun efecto en otro sistema receptor de la misma célula. Este tipo de
desensibilizaciéon la participacion de las cinasas de receptofes ééoplddos a
proteinas G (GRKSs) y las arrestinas son determinantes. o : ‘

Las GRKs son una familia de siete cinasas de serina/treonina que
fosforilan a los receptores acoplados a proteinas G (un tipo de ellas puede
fosforilar a distintos receptores de esta familia) en estos residuos sélo cuando se
encuentran unidos con el agonista, probablemente debido a que los sitios de
fosforilacion quedan expuestos como consecuencia del cambio conformacional
que adoptan.. Cada GRK muestra una organizacién funcional similar, con un
dominio catalitico, una regién carboxilo que contribuye a la sedalizacién de la
cinasa a la membrana plasmatica, y un extremo amino terminal que es importante
en el reconocimiento del receptor y que a su vez contiene un dominio semejante a
RGS (reguladores de la sefial de proteinas G). Esta familia estd subdividida en tres
grupos basados en su secuencia y funcion: 1) GRK! (cinasa de rodopsina), GRK7
(cinasa opsina); 2) GRK2 (cinasa 1 del receptor B-adrenérgico), GRK3 (cinasa 2
del receptor. B-adrenérgico); y 3) GRK4, GRKS, GRK6 (Ferguson, 2001), Estas
enzimas al fosforilar a los receptores incrementan la afinidad del receptor por-‘las
arrestinas (Krupnic, 1998).

Las arrestinas contribuyen a la desensibilizacién ya sea desacoplando
directamente al receptor o por endocitosis. La union de las arrestinas a moléculas
de clatrina inicia la internalizacién del receptor fosforilado dentro de vesiculas. La
dinamina es una GTPasa que regula la formaci6n e internalizacién de vesiculas
cubiertas de clatrina; es esencial para el secuestro promovido por agonista de
algunos receptores a proteinas G como el f§; adrenérgico. Existen por lo menos dos
vias endociticas que tienen diferentes requerimientos para arrestinas y dinaminas.

Los elementos estructurales que contribuyen a la unién de las arrestinas

incluyen: 1) una region acidica, localizada en el extremo carboxilo terminal, que




_controla el reconocimiento de la forma fosforilada y activa del receptor, sin
participar directamente con éste; 2)una region basica ubicada en el amino terminal,
participa directamente en la interaccién con el receptor y tiene un papel regulador
por medio de la interaccion con la regién acfdica y, 3) dos dominios centrales que
participan directamente en la union especifica y selectiva del receptor (Gurevitch,
et al, 1995)

La desensibilizacién heteroléga o no especifica de agonista. En este tipo
de desensibilizacion la estimulacién dada por un agonista atentia la respuesta a
distintos agonistas operando a través de diferentes tipos de receptores. Los
receptores acoplados a proteinas G son fosforilados por cinasas dependientes de
segundos mensajeros, como PKC y PKA. Estas cinasas no sélo afectan a
receptores estimulados por su agonista sino también otros receptores diferentes.
Esto es debido a que la activacién de las cinasas por alguna de las vias de
transduccién es suficiente para causar la fosforilacion del receptor y que la
activacién (ocupacion del agonista) no afecta marcadamente la cinética de
fosforilacién, - Ambos procesos puede ocurrir simultdneamente en una célula.
(Chuang, et al, 1996)

En ;.}{perimemos con receptores adrenérgicos, sobre todo en el receptor
adrenérgico L_ula, _la activacion . del receptor por norepinefrina promueve su
desensibiliizicién, la fdsforilacién e internalizacién con la participacién de PKC.
Los blanc‘i’)sr pbtéhcial_és de estd cinasa son el receptor y la PLC, y su activacion
atenua la écti\‘/:idad‘ del recambio de fosfoinositidos (Leeb-Lundberg, 1987; Lattion,
1994, Hirasaﬁra, et al, 1998). Por anilisis de fosfoaminoacidos del receptor se han
localizado “los residuos implicados en la induccién de estos procesos por
catecolaminas y esteres de forbol (activadores de PKC), en el carboxilo terminal,
como son: la Ser®™ y Ser*® para la fosforilacién de PKC y Ser'™, Ser'®® y Ser*!?
para las GRKs (cinasas de receptores acoplados a proteinas G). También se han
localizado los sitios de fosforilacion para PKA en el tercer asa intracelular del

receptor (Diviani, et al, 1997).
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IL.- ANTECEDENTES

En un principio los receptores adrenérgicos solo estaban clasificados en a5
y ayg (Morrow y Creese, 1986; Terman, 1990). Esta clasificacién sc basa en la
afinidad del receptor por ciertos compuestos (agonistas y antagonistas) y a su
sensibilidad a cloroetilclonidina (CEC) (LeClerc, et al,1980; Han, et al,1987). Mas
tarde con el advenimiento de nuevas técnicas y estrategias moleculares tales como
la obtencién de agentes quimicos mas selectivos para cada subtipo y de mejores
métodos bioquimicos de deteccién, surgié a la luz un nuevo receptor adrené;giéo
similar a los ya existentes pero con caracteristicas particulares denqmirizidb'&m
(Perez, et al, 1991). Aunque en algiin momento hubo.discusién con respecid a “que
el receptor adrenérgico a)p fuera un nuevo subtipo distinto al aia (Lomhsx{ey? etal,”
1991), muchos trabajos han constatado la existencia de este te’r¢¢r 'ret:e'p'térr. Eéto
llevé a cambiar la clasificacién y la nomenclatura de-los rcceptbres ad'renérgicos
de acuerdo a nuevos criterios (Bylund, et al, 1994; Ford, et al,1994; Mif:hel,’ etal,

1995).

Casi inmediatamente después de haberse obtenido la secuencia del DNA
del receptor adrenérgico (RA) ap de rata (Lomasney, et al, 1991; Perez, 1991) se
obtuvo la secuencia del receptor ajp humano (Bruno, et al, 1991; Forray, 1994;
Schwinn, 1995; Esbenshade, 1995). En el caso de este ultimo receptor ha resultado
mas dificil. determinar su participacion en la fisiologia celular, debido a que
surgieron problemas desde la secuencia original reportada en la que se detectaron
errores (Schwinn, et al, 1995) hasta en su expresién y en la manifestacion de su

respuesta funcional en diferentes sistemas.

 Los" receptores adrenérgicos aip se han expresado en diferentes lineas

celulares COS-1, COS-7, PC12, HEK293 de manera transitoria; y en forma estable
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en células como CHO, Rat-1 y SK-N-MC. También se ha observado la

distribucién y la participacién de estos receptores en diferentes tejidos.

Gracias a estos estudios se sabe que el receptor a;p es un receptor de siete
dominios transmembranales con un peso molecular de entre 70-80kDa. Este
receptor se acopla al sistema fosfoinositidos/Ca2* via proteinas Gq, pero menos
eficientemente que los otros subtipos. Se le ha asignado también un papel
importante en el sistema circulatorio, en especial en arterias y en la contraccién
muscular (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Ibarra, et al, 1997; Gisbert, et al,
2000), que son actividades iniciadas por la estimulacién de catecolaminas. Ademds
es interesante, que a pesar de ser un receptor de superficie celular se le encuentra
en cantidad considerable en el interior de la célula (Chalothorn et al, 2002).
Existen trabajos sélo en e] receptor adrenérgico a;p de rata en los que se demuestra
que el receptor desensibiliza y presenta fosforilacion (Garcia-Sdinz, et al, 2001). El
mecanismo de regulacion exacto del receptor aip se desconoce y faltan muchas
preguntas por contestar. De los tres subtipos de receptores adrenérgicos a, el a;p
es el que menos se conoce, de ahi el interés por estudiarlo. Ademas el andlisis de
este receptor se ha demorado por la falta de anticuerpos y farmacos mas

especificos que reconozcan al receptor.

En este trabajo se tiene como finalidad obtener una linea celular que
exprese el receptor ‘dlbv humano permanentemente. Determinar la funcionalidad del
receptor, st'xsv qarécpgrféffcas farmacoldgicas, y su mecanismo de sedializacién y
regulacién.“‘Esltdsl Aes,-tglldios'contribuirén a determinar el papel funcional del

receptor.
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1II. OBJETIVOS

Objetivo general

Generar una linea celular que exprese establemente al receptor adrenerglco am

humano y caracterizar funcional y fannacoléglcameme a este receptor

Objetivos particulares

1.-Generar una linea que exprese perma : entemente al receptor a;p adrenérgico

humano en fi broblastos Rat-1 sxlvestres.,

2.-Establecer l’a fdﬁé'io;ialld

¢l receptor expresado, determinando la produccion

de segundos niénsajeros (IP

3.-Cuantificar.los receptores expresados en la membrana por ensayos de unién a

ligando.

4.-Determinar la constante de afinidad de los receptores a través de estudios de

unién a ligando.

5.-Establecer las caracteristicas farmacoldgicas del receptor expresado, por
ensayos de competencia por el sitio de unién utilizando un radioligando contra

agonista y antagonistas de los receptores adrenérgicos.

6.-Determinar si el receptor se desensibiliza.

S, |
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IV. HIPOTESIS

El receptor adrenérgico ojp humano tiene caracteristicas tipicas de este subtipo de

receptores adrenérgicos.

V. MATERIALES

Reactivos:

(-)-Norepinefrina (NE) (-) Epmefrma, BMY7378 Acxdo Llsofosfat(dlco (LPA),

Tetradecanml Forbol cetato' (TPA) Metoxamma, Ommetazolma, Fentolamma.

Bacntracma,vlnhxbxdorAde trxpsxna, Leupeptma, Hepes, Plrofosfato de sodxo,

Cloruro’ de magnesxd,‘ Etilen-di-amino acndo-tetra—acétlco (EDTA), (EGTA), B-
Glxcerofosfato Formato de amonio y de sodlp, Feml“" meul sulfonil fluoruro
(PMSF) y Tritén X-100 fueron de Sigma; S-tﬁeﬁl-umbidil se compraron de
Research Biochemicals International. Fura 2AM acetometil ester fue de Molecular
Probes. El cido férmico fue de Fulka; [*H] tamsulosina (56.3 Ci/mmol), ['**1] aril
azido prasozina (2200Ci/mmol) y [2,3H] miolnositol (22.9Ci/mmol) se

compraron de New England Nuclear. Los fosfatos de sodio y cloruro de sodio

fueron de Baker; columnas de Dowex AGI-X8 compradas a Bio Rad .
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Cultivo:

Medio de cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbeco), suero bovino
fetal, tripsinh, .antibidticos: estreptomicina, penicilina, amfotericina'B:y G418 -
obtehidbs ‘de Gibco Life Technoligies; Lipofectamina k ZOOQ'quqd‘iﬁda;de

Invitrogeri; fibroblastos silvestres Rat-1, fueron ;jo'nadosi bdr’ DrFemando "Ljépez

Casillas, Medio de cultivo LB (NaCl,‘peptqha‘ de caseln y ébx;;‘;iétobdé ié?édura),

ampicilina, kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol,  cloruro de calcio y RNAasa
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- VL-METODOLOGIA

Transformacién de bacterias y purificacién del plismido

1)

2)

Transformacién:

-Las células competentes MC1061/P3 y el pldsmido pcDNAlneo . que
contenfa al inserto del receptor adrenérgico aip humano fueron incubados
en hielo por 10 minutos, y a continuacion se les le un choque temuco de

42°C por 45s.

-Se adicioné ImL de medio LB y. la mezcla del plasmldo con’ 'las células
competentes se incubaron a 37°C por 1h. i

-La mezcla se centrifugd a 5000rpm y el botén fue r uspe
de LB.

- Las células trasformantes se plaquearon‘en ja: ‘ctenvologlca con
medio LB con ampicilina, kanamicina 'y tetracmlma, la’ caja se mantuvo a
37°C hasta crecieron colonias. )

Cultivo bacteriano:

-De las células transformadas se escogio una colonia y se colocé en 2mL
de medio liquido de LB con ampicilina, kanamicina y tetraciclina, se
incubaron a 37°C, manteniéndose en agitacion a 250rpm toda la noche.

-El tubo con el cultivo transformante se vacio en 100mL del mismo medio
y se volvid a incubar hasta que el cultivo llegd a una absorbanciade 1-1.5a
600nm,

-Se agregé 90 mg. de cloranfenicol y se dejé incubando toda la noche a
37°Cya250rpm .
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3) Purificacién del pldsmido:

-El cultivo bacterial se centrifugo a 6000 rpm a 4°C por 15min.

=Se tir6 el sobrenadante y el botén se resuspendié en 4mL del buffer Pl o
de resuspensién (50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10mM EDTA; 100 pg/mL
RNAasa A) y se agrego 4mg mas de RNAasa.

-Se adicionaron 4mL de buffer P2 o de lisis (200mM NaOH, 1% SDS), se
mezcld y dejo reposando 5 minutos a temperatura ambiente, g

-Se agregé el buffer P3 o de neutralizacién (3.0M de acetato de potasno, pH
5.5) se agito e incubd en hielo por 15min,

-Las bacterias se centrifugaron a 11000rpm a 4°C durante 30min; mientras
se equilibré y lavé una columna con 4mL de QBT (750mM NaCl SOmM
MOPS, pH 7.0;15% etanol; 0.15%Triton X-100). - .

-Se filtrd el sobrenadante en un filtro Whatman y después se pasé por una’
columna.

SOmM Tris-HCI, pH 8.5; 15% etanol).

-El DNA se eluyé con SmL de QF (I 25M NaCl '50
15% etanol)

-El DNA se precipité con 3.5mL de |sopropanol se mezclo y cenmfugo
-Se lavd el DNA precipitado dos veces con 2mL de etanol al 70%

-La pastilla formada de DNA del receptor se dejé secar al aire libre y
después se resuspendio en 200pL. de agua.

-Se hizé una dilucién y se cuantificé la cantidad de plasmido en un
espectrofotometro Beckman en la longitud de onda de UV a 260 y 280 nm,

RIS CON
& FALLA DE ORIGEN




Transfeccidn, seleccién y cultivo celular

-Las células Rat-1 silvestres se cultivaron en cajas de 6 pozos y se mantuvieron
a 37 °C y 95% aire 5% COz en medio DMEM con 10 % suero fetal bovino y
antibioticos.

-Transfeccion: 1) al siguiente dia las células Rat-1 silvestres fueron lavadas
con DMEM sin suero. 2) Se hizo una mezcla del pldsmido purificado (20uL)
conteniendo al receptor a;p humano con Lipofectamina 2000 (15uL) en un
volumen de 600uL de DMEM sin suero y se dejo reposar esta mezcla por 30
min. 3) La mezcla del plasmido fue adicionada a las células y fueron incubadas
5 hrs. a 37°C. 4) Se retiro la mezcla de transfeccion , se lavaron las células y se
les coloco el medid DMEM completo con 300 ug/mL del antibidtico G418. 5)
a los tres dias se cambio la concentracion del G418 a 600 pug/mL.

- Seleccién: 1) Se Ilevé a cabo por dilucion limitante y en presencia del
antibidtico G418 (600 pg/mL). 2) Cuando crecieron las colonias de las células
Rat-1 fueron expandidas 3) se probé su funcionalidad de cada colonia a través
de la medicion de segundo mensajeros y se eligié solo una colonia de células
Rat-1 que expresara al receptor adrenérgico «;p humano.

Medicion de la liberacién de calcio intracelular

1) Las células con el receptor silvestre o ap humano se cultivaron en cajas
Petri hasta obtener una poblacion del 90%.

2) Se dejaron en ayuno de suero por 18 hrs.

3) Al siguiente dia, se lavaron con PBS y se incubaron con 3mL Krebs-
Hepes-BSA (Hepes 20mM, NaCl 120mM, KH,PO4 1.2 mM, KCl 4.75mM,
BSA 0.05%, glucosa 10mM )y de Fura 2-AM (5uM) por tha 37°C.

4) Las células se despegaron con tripsina, se lavaron y resuspendieron en
Kreb-Hepes-BSA con CaCl, 1.3 mM, tres veces.

5) La medicion de la liberacion de calcio se realizé en un espectrofluorométro
(AMINCO-Bowman Serie 2) en donde las células se mantuvieron en

suspensién y agitacién a 37°C; y fueron estimuladas con el tratamiento
correspondiente. Los trazos fueron registrados a las siguientes longitudes
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de onda: 340 y 380 de excitacion y 510 nm de emisién con intervalos de
0.5 5. La cuantificacion de calcio se obtuvo de la relacién de fluorescencia
méxima y minima de acuerdo a la ecuacion:

[Ca**]=Kd[(R-Rmin)/(Rmax-R)] [Sf/Sbs]

Kd=constante de afinidad del Fura2AM (224nM); R=lectura de fluorescencia
en unidades arbitrarias; Rmin=Fluorescencia minima, al agregar el EGTA
5mM (quelato de calcio) y Rmax=Fluorescencia maxima al lisar las células
con TritonX-100 al 1%; Sf y Sb= coeficientes de proporcionalidad del Fura
libre Sfy unido Sb al Ca en la longitud de onda 2, (Grynkiwicz et al, 1985),
Los datos se calcularon con el programa Prim3.0/GraphPad.

Cuantificaciéon de la produccién de fosfatos de inositol

1) Las células expresando establemente al receptor o;p humano fueron
resembradas en cajas de seis pozos, al estar al 90% de crecimiento se
dejaron incubando con 3 £(Ci/mL de [*H] miolnositol en el medio DMEM
(sin inositoles y con 1% de suero), de 12 a 18 hrs.

2) El dia del experimento las células fueron lavadas dos veces con PBS y
preincubadas por 20 min con 1 mL/pozo de solucion Krebs-Ringer-Hepes
(Hepes 20mM, NaCl 120mM, KH,POy 1.2mM, MgSO, 1.2mM, KCI, 1.3
mM CaCl,) pH 7.4 mds 20mM de LiCl a 37°C y 5% de COa.

3) A continuacion se estimuld con 10/¢L NE y/o BMY7378 y/o TPA por 15
min., se paré la reaccién con dcido perclorico frio al 30%, se rasparon las
células y se pasaron a tubos donde se neutralizé con una solucion KOH
1.5M, Hepes 75mM ajustando el pH entre 7.3-7.8, luego se centrifugaron a
3000rpm por 10min y se tomd el sobrenadante el cual se pasé por
columnas de Dowex AGI-X8.

4) Los fosfatos de inositol totales fueron separados por cromatografia de
intercambio ani6nico utilizando una columna Dowex AGI-X8, aplicando
amortiguadores de diferentes concentraciones de sales, para: GP1, SmM
borato de sodio y 180mM de formato de sodio y para inositoles fosfato
totales, 0.1M dcido formico y 1M formato de amonio (modificado de
Berridge et al., 1983).

5) Las muestras se registraron como DPM (desintegraciones por minuto) en el
contador de centelleo Beckmann LS600SE.
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Preparacion de las membranas

1) Aproximadamente 30 cajas Petri con células ajp humano que expresan
establemente al receptor fueron lavadas con PBS frio e incubadas 20 min. en
hielo en una solucién de lisis pH7.5 (Hepes 20mM, pH 7.5; EDTA 5mM,
pirofosfato de sodio 10mM. Na;VO,; ImM, B-glicerofosfato 10mM, MgCl,
2mM, inhibidores de proteasas (leupeptina 20 pg/mL, bacitracina 500 pg/mL,
inhibidor de tripsina 20 pg/mL y PMSF 100 pg/mL).

2) Fueron raspadas, homogenizadas y centrifugadas 20 min a 13000 rpm a
4°C.

3) El botdn se resuspendid en 250 uL de Tris SOmM y MgCl, 10mM,

4) La concentracion de proteina (mg/mL) fue determinada por el método
modificado de Lowry, 1951.Se utilizé albimina bovina como esténdar.

Ensayo de unién a ligando

1) Las membranas fueron incubadas 1h a 37°C en agitacion; para los experimentos
de saturacidn, con o sin el antagonista selectivo de los receptores adrenérgicos a;p
(BMY7378), a una concentracion fija de 10 uM mas [’H] tamsulosina (a diferentes
concentraciones); para el estudio de la competencia por el sitio de unién, las
membranas fueron tratadas con diferentes concentraciones de agonistas
(norepinefrina, epinefrina, metoxamina, oximetazolina) y antagonistas (BMY7378,
fentolamina, 5-metil-urapidil), a una concentracion fija de [*H] tamsulosina (2nM)
en la que aproximadamente el 80% de los receptores estuvieran ocupados.

2) A continuacién se pard la reaccién con el buffer (Tris 50mM y MgCl; 10mM) y
las muestras fueron filtradas en el aparato denominado Brandell y lavadas tres
veces con el mismo buffer.

3)Los filtros con las muestras se leyeron en un contador de centelleo liquido. El
cilculo y el andlisis para determinar la Kd, Bmax y Ki fueron realizados con los
programas EBDA y Prim3.0/GraphPad.
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Fotomarcaje

1) Las membranas (100 1g) fueron incubadas th a37°Cen la obscundad con 6nM
de ['**1] azido prazosina y con/sin 10 uM BMY7378.

2) Se detuvo la reaccién con ImL de Tris/HCl 50mM mas NaC] ISOmM SmM
EDTA pH 7.5 adicionado con inhibidores de proteasas. i .

3) A continuacion fueron expuestas a radiacién UV con una E=6000 p.l pbr 3 min,
4) Se centrifugaron a 13,000rpm por 15 min. ‘

5) El botén fue resuspendido en SDS 10% mds Laemli 3x, a contmuac:on las
muestras fueron puestas en agua hirviendo y centrifugadas. :

6) Las muestras fueron corridas en un gel de electroforesis de acnlamlda al 7 5%
en condiciones desnaturalizantes, =

7) El gel se secd y se expuso en una placa de autoradxograf a del snstema Phosphor
Imager de Molecular Dynamics . T Sl

8) La visualizacién y de deteccién se realizo empleando el soﬁ\vare lmage Quant k
del aparato denominado Thyphoon del sxstema Phosphor Imager de Molecular
Dynamics .
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* VILRESULTADOS

Expresion estable del receptor adrenérgico aip pumano

El receptor adrenérgico ajp se encuentra clonado dentro del vector de
expresion pcDNAIneo (Fig.1). Lo primero que se hizo fue producir y purificar
mds cantidad del plasmido con el inserto del receptor. Después, los fibroblastos
Rat-1 se transfectaron y las colonias sobrevivientes se seleccionaron por dilucion
limitante con el antibidtico G418. Las células Rat-1 se utilizaron porque que no
expresan enddgenamente ningtn tipo de receptor adrenérgico y también porque su

“maquinaria celular permite la expresion de este receptor establemente, Estd
metodologia (transfeccion) permite estudiar el funcionamiento molecular del
receptor de manera aislada. Cada clona transfectante fue probada midiendo su

funcionalidad como se describe en el siguiente apartado.

Funcionalidad del receptor expresado

Los receptores adrenérgicos «; se acoplan a la via de‘seﬂalizécién del
sistema de recambio de fosfoinosftidos/calcio, por tal razén se decidié probar la
funcionalidad del receptor expresado establemente a través de la produccién
estimulada por norepinefrina (NE) de segundos mensajeros (liberacién de [Ca®']; y
produccion de IP3). En la Fig.2 se observa que la NE indujo un incremento
inmediato en la liberacidn de calcio intracelular en la clona que expresa el receptor
adrenérgico a;p humano a diferencia de los fibroblastos silvestres (sin el receptor).

E! incremento sobre el basal fue pequeiio pero constante.
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MTFRDLLSVSFEGPRPDSSAGGSSAGGGGGSAGGAAPSEGPAVGGVPGGA
GGGGGVVGAGSGEDNRSSAGEPGSAGAGGDVNGTAAVGGVVSAQGYGYG
VFLAAFILMAVAGHLLVILSVACNRHLQTVTHYFIVNLAVADLLLSATYL

T™MI TMII
PESATMEVLGFWAFGRAFCOVWAAVDYLCCTASILSLCTISVDRYVGYRHY

SLEYPAIVTERKAAAILALLWVVALVVSVGPLLGWKEPVPPDERFCGITE
™IV
EAGYAVFSSVCSEYLMAVIVVMYCRYYVVARSTTRSLEAGYFRERGKAS

™V
EVVLRIHCRGAATGADGAHGMRSAFKGHTFPSSLSVPLLKFSREFFAAKTL
AIVVGVEVLCWEPFFFVLPLGSLFPOLKPSEGVFKYIFWLGYFNSCYNPL
TMVI TMVII
IVPCSSREFKRAFLRLLRCQCRRRRRRRPLWRV YGHHWRASTSGLRGD
CAPSSGDAPPGAPLALTALPDPDPEPPGTPEMQAPVASRRKPPSAFREWR
LLGPFRRPTTQLRAKVSSLSHKIAAGGAQRAEAACAQRSEVEAVSLGVPH

EVAEGATCQAYELADYSN LREDTOL

Receptor Adrenérgicoa, pshumano

pcDNAneol

Figural. Clonacién del receptor adrenérgico humano dentro del vector
de expresion pcDNAneol. (Bruno, et al, 1991)
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Con el fin de conocer el efecto mzmimo'y minimo de la norepinefrina en la -
liberacién de calcio intracelular, se prosngulé a probar diferentes concentraciones ~.
de esta hormona Se observd una respuesta dependlente de la dosis, es decnr el
efecto aumenta al incrementar lu concentmcxén (Flg 3A). La respuesta mfmma se
observé desde 0.1 pM y la respuesta mtiwma con las’ concentraclones de 100 y lO .
UM, ademas en los trazos represemanvos de cadn dosns (I‘lg 3B) se observa que la

respuesta es gradual,

=

c
o NE 10 um
~N

]

e,

L R e A R .

0 50 100
t(s)

Figura.2 Efecto de 1a NE en la concentracién de calcio intracelular
Las células transfectadas con el receptor o;p humano (linea delgada) y las células
silvestres (linea gruesa), ambas cargadas con Fura-2AM, fueron estimuladas con
10 uM de norepinefrina (NE). La concentracion intracelular de calcio ([Ca™];) se
calculo a partir de los cambios de fluorescencia de Fura 2-AM. Los datos
mostrados son de un experimento representativo de al menos cinco realizados.
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Figura.3 Efecto de Ia NE a diferentes concentraciones en la liberacion de[Ca®']i. Las células
transfectadas con ¢l receptor oy humano fucron cargadas con Fura-AM y cstimuladas a diferentes
concentraciones de norcpinefrina (NE). A.- Curva dosis respucsta, muestra las concentraciones utilizadas
y sus incrcmentos correspondicntes (rombos negros) que representan al porciento del incremento
promedio obscrvado cn las células cstimuladas. B.- Trazos representativos de cada concentracion,
(amarillo, 0.01uM; rosa, 0.1¢M; azul, puM; rojo,10uM y verde, 100uM).Sc realizaron de cinco a dicz
experimentos por concentracion de NE, calculdndose en cada caso el promedio y la desviacion estindar.
La concentracion intracclular de calcio ([Ca™]) se determino a partir de los cambios de fluorescencia

de Fura 2-AM, 16 “‘L D CON
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Después de haber constatado que las células con el receptor expresado respondian al ser
estimuladas con norepinefrina, nos interesé conocer el efecto inhibitorio del BMY7378, un
antagonista selectivo de los receptores adrenérgicos a;p (Goetz, A.S., 1995), para confirmar que
el receptor expresado correspondia al subtipo ap. Este agente quimico tuvo un efecto inhibitorio
en la liberacion de [Ca®*); de manera dependiente de la dosis, a 10nM la liberacién de calcio
dada por norepinefrina se redujo de manera significativa pero con 100nM se abolié

completamente.

En todos los experimentos se probé la respuesta en la liberacion de [Ca®‘]; al estimular
con acido lifosfatidico (LPA) como control del estado de las células, ya que éstas tienen

receptores a LPA.

BMY 100nM

BMY 100M NE10M

[Ca>"]i n

—T

0 100

t(s)

Fig.4 Efecto del BMY 7378 sobre la respuesta de NE en la liberacién de [Ca®'}

Las células con el receptor aip humano (cargadas con fura-2AM) fueron estimuladas primero con
BMY 7378 10nM, trazo azul o 100nM, trazo rojo y a continuaciéon con 10 uM de norepinefrina
(NE). Se realizaron dos experimentos por cada concentracion. La concentracion intracelular de
calcio ([Ca®™];) se calculo a partir de los cambios de fluorescencia de Fura 2-AM.
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A continuacion se cuantificé la produccion de fosfétos de .inositol. Se
observé un nivel basal alto independiente del ligando. Al estimularse las células
que expresaron el receptor adrenérgico a;p humano con norepinefrina se observé
un ligero aumento de un 60% sobre el basal. Al tratar las células con BMY7378 la
produccion de fosfatos de inositol fue inhibida hasta el nivel basal. Asi mismo al
tratar con ambos agentes los fosfatos de inositol disminuyeron casi en su totalidad

(Fig.5).

Estos resultados de funcionalidad demuestran que el receptor esté acoplado
al sistema de recambio de fosfoinositidos/calcio a través de la activacion de una
fosfolipasa C (PLC), lo que conlleva a la produccién de. estos segundos

mensajeros.

200
1804

160
140

(% del basal)

Fosfatos de inositol
-
o N
¢ ¢

et -
l l F\\%_\\—Sl E%:?"' ".%

Basal NE BMY BMY+NE

o
o

Fig.5 Produccion de Fosfatos de inositol totales.
Las células que expresaron el receptor adrenérico a;p humano, fueron incubadas
previamente con [*H] mioinositol por 18hrs., se estimularon con NE 10 uM y/o
BMY7378 10 uM. El basal representa a las células sin tratamiento y su respuesta
fue considerada como el 100%.
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Deteccion del Receptor Adrenérgico wyn

Con el propésito de observar al receptor y comprobar de otra forma que el
receptor  expresado pertenecia al ajp se procedié a realizar el marcaje de
fotoafinidad. Las membranas de la linea celular Rat-1 que expresan al receptor
adrenérgico ayp humano y al receptor de rata fueron incubadas (en preparaciones
scparadas) con e} radioligando [I'**]-aril azido prasozina, antagonista irreversible
unido a un compuesto sensible a la luz. Y en presencia o ausencia del agente
selectivo del subtipo «;p (BMY7378), para asegurar que la union fuera especifica .
Una banda de ~70kDa fue observada correspondiente al peso del receptor. El
receptor a)p humano apenas es visible, lo que podria indicar un nimero menor de

receptores en la membrana (Fig.6).

aphumano
aprala

Receptor
70kDa

44—

BMY7378

Figura.6 Fotomarcaje de los receptores adrenérgicos ajp
Estos experimentos se realizaron con membranas de las células Rat-1 que cxpresan
el receptor a;p de humano y el de rata. Se hicieron en presencia de ('%1} azido
prazosina (6nM ) y con (+) o sin (-) de BMY7378 10 uM. En ambos casos se
observa (flecha) una banda de ~70kDa que corresponde al peso molecular del
receptor. -
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Propiedades farmacoldgicas

La caracterizacion farmacoldgica se reahzé por. expenmentos de unién a
ligando de tipo saturante y de competencna. La umon del radlollgando [JH]
tamsulosina a los receptores fue saturable, es decxr todos los sitios de umén fueron
encuentran ocupados, en membranas de celulas Rat-l expresundo el receptor
adrenérgico a,p (Fig.7). La curva hlperbohca muestra la relacién de tamsulosina
unida contra la tamsulosina total. En el recuadro se observa la grafica de
Scatchard, que sugiere una poblacion homogénea de receptores. Al analizar los
datos en el programa EBDA, se calculé una Bmax de 40fmol/mg de proteina, que
define el nimero de receptores (el valor de interseccién del eje x o pegado

mdximo), y la afinidad calculada fue de 0.3nM ,
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Figura7. Curva de saturacién con tamsulosina

La curva hiperbélica muestra la de saturacion del sitio de unién de los receptores y
el recuadro muestra la linearizacion de la curva (grafica de Scatchard). Las
membranas aisladas del a;p humano fueron incubadas con o sin BMY7378
(10uM) y con varias concentraciones de [*H] tamsulosina. De estos experimentos
se determino el numero de receptores (40fmol/mg de proteina) y la afinidad del
pegado (Kd=0.3nM), para calcularlos fue utilizado el programa EBDA. Los datos
son representativos de tres experimentos. Los valores de los parametros se

obtuvieron del promedio * D.E.
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Figura.9 Curvas de los desplazamientos con agonistas

Las curvas muestran la competencia con tamsulosina y los agonistas: norepinefrina (circulos
verde), epinefrina (trisngulos rosas) y oximetazolina (cuadrados morados). Las curvas son
representativos de tres experimentos usando diferentes preparaciones de las membranas de las

células Rat-1 con el receptor adrenérgico as» de humano.

Agonista Ki (nM) Pendiente
Norepinefrina | 478+27 0.81+0.007
Epinefrina 439498 0.85+0.07
Oximetazolina | 4827+340 | 0.7440.06

Tablal. Parametros farmacolégicos de los agonistas

D.E. de al menos tres experimentos cada uno hecho por duplicado.

Los valores se obtuvieron de los experimentos de competencia, cada uno representa el promedi
T
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Figura.9 Curvas de los desplazamientos con antagonistas
Las curvas de desplazamiento muestran el comportamiento de los antagonistas: BMY 7378 (rombos
azules), fentolamina (cuadrados amarillos) y 5-metil-urapidil (tridngulos rosas) al competir con
tamsulosina. Las curvas son representativos de tres experimentos usando diferentes preparaciones de
las membranas de las células Rat-1 con el receptor adrenérgico a,p de humano

Antagonista Ki Pendiente
(nM)
BMY7378 8.442 1

Fentolamina 58+5 [0.6+0.17

5-Metil-Urapidil |55+5 {0.72+0.06

Tabla.2 Paramétros farmacolégicos de los antagonistas.
Los datos se obtuvieron de los experimentos de competencia, cada valor representa el promedio +
D.E. de tres experimentos cada uno hecho por duplicado.
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Continuando el estudio de la interaccién receptor-ligando, se determino el
comportamlento fannacolégxco ‘de algunos agonistas y antagonistas de los
receptores adrenérgwos por medio de experimentos de competencia por el sitio de
umon ‘En dlchos experimentos se mantuvo fija una concentracion saturante del
radnohgando [’H ] tamsulosina y se variaron las concentraciones de los farmacos.
La :cuxjvas fueron “de tipo dosis-dependiente con forma sigmoidal. El
desplazamiento (representa la potencia del efecto) de los agonistas (Fig.8) fue el
siguiente: epinefrina > norepinefrina > oximetazolina y para los antagonistasb
(Fig.9): BMY7378 > 5-Metil-Urapidil >Fentolamina. La Ki se refiere a la
concentracién necesaria para bloquear o activar el 50% de la respuesta mdxima.

Los pardmetros fueron calculados a partir del promedio + D.E,

Regulacion del receptor adrenérgico a;p humano

La activacion de PKC por ésteres de forbol bloquea la accién de los
receptores adrenérgicos, por lo que se probé el efecto del TPA (tetradecanpil
forbol acetato) un estér activador de esta cinasa. La participacién de TPA fue
determinada sobre la respuesta de norepinefrina (NE) en la liberacion de calcio
intracelular y en la produccién de fosfatos de inositol. El TPA inhibié totalmente
la respuesta de NE en la liberacion de calcio (Fig.10). Asf mismo el TPA causé un
ligero aumento sobre el basal en la produccion de fosfatos de inositol pero bloqueo
totalmente el estimulo por NE (Fig.11). De esta manera se pudo establecer que el

receptor se desensibiliza en parte a través de PKC.
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Figura,10 Efecto del TPA sobre la respuesta de NE en la [an.*]h ‘
Las células con el receptor a;p de humano, cargadas.con- fura-2AM, fueron
tratadas primero con el TPA,IM e incubadas por 30 min., a continuacién se
estimularon con norepinefrina (NE), 10M y con | M de dcido lifosfatidico (LPA).
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Figura.11 Efecto del TPA en la produccion de fosfatos de inositol.
Las células que expresaron el receptor adrenérico a;p humano, fueron incubadas
previamente con [JH] mioinositol por 18hrs., se estimularon con TPA 10 pM y/o
NE 10 pM. EI basal representa a las células sin tratamicnto y su respuesta fue
considerada como el 100%. Presentaron los siguientes valores del promedio de
cinco experimentos: NE, 164+12; TPA, 126+11 y NE+TPA, 127+7.5
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VIII. DISCUSION

El estudio del receptor adrenérgico o;p humano ha sido el principal
objetivo de este trabajo. Por lo que fue importante expresar este receptor en un
sistema que nos permitiera conocer sus caracteristicas - funcionales -y
farmacoldgicas. De esta manera se escogio introducir e} DNA del receptor en los
fibroblastos Rat-1, ya que se conoce que estas células no presentan ningin tipo de
receptor adrenérgico endogéno. Ademas las células Rat-1 tienen una maquinaria
funcional que permite que estos receptores sean expresados de manera
permanente. El cDNA del receptor fue aislado de una biblioteca de hipocampo
humano (Bruno, 1991) y clonado dentro del vector pcDNA Ineo (Weinberg, 1994).
Al comparar las secuencias se encontré una alta- homologia entre el receptor

humano y el de rata (86%), y también con el de conejo, (89%) (Suzuki, 1997).

Se han aiélado dos cDNA del receptor adrenérgico u)p, ademds del
mencionado arriba:1) una clona del receptor se aislo de la librerfa gendmica y de
c¢DNA del hipocampo humano y fue subclonada en el vector pcEXV-3,y 2) la otra
clona se obtuvo de una libreria de préstata humana y a su vez fue comparada
contra una biblioteca de leucocito humano. Esta fue subclonada en los vectores de
expresion pZipNeo y pcDNA3 (Schwinn, 1995) . Entre las tres secuencias de .los
cDNA de los receptores adrenérgicos oip humanos se han encontrado algunas

diferencias las cuales se han corregido.

En este trabajo, el receptor adrenérgico o;p humano se logré expresar de
manera estable en células Rat-1 y, esto fue corroborado por los ensayos de
funcionalidad y de unién a ligando. La liberacion de calcio intracelular se vio al
estimular con norepinefrina (Fig.2) en comparacion con las células silvestres, estos
resultados mostraron evidentemente que el receptor fue procesado por la

magquinaria de estas células y finalmente expresado. El incremento en la liberacion
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de [Ca2+ I fue del doble sobre el basal a diferencia del receptor adrenérgico de rata
enel que se reporta el tnple (Vézquez-Prado y Garc(a-Sémz, 1996; Garcia-Sdinz y
Torres- Padxlla,1999), aun’ asf la respuesta dependlé de la dosis (Fig. 3 y 4).
Tamblen se. observé la produccuSn de fosfatos de inositol al estimular con
norepmefnvn’ak (Fig.5), donde la respuesta fue pequeiia de sdlo un 50-60% sobre el
basal. Las 'células transfectadas presentaron un nivel basal elevado en ausencia del
estimulo, - Estos datos muestran que el receptor expresado puede presentar
actividad o;p adrenérgica independiente del ligando en estas células, lo cual serfa
una de las razones por las que la formacién sobre el basal de segundos mensajeros

sea tan baja.

La expresion baja y el acoplamiento pobre de estos recepidres se ha observado
también en otros trabajos en comparacién a los subtipos oy y s, (Esbanshade,
1995; Theroux, 1996; Taguchi, 1998; Zhong, 1999). Al parecer el niimero de
receptores no esta involucrado. Debido a que en experimentos en los que se
igualaron la cantidad de receptores de los tres subtipos, el op sigui6 siendo el que
menos se acopla al sistema de transduccion. Con el fin de buscar una respuesta a
esto, un grupo de investigacion decidié estudiar el amino terminal del receptor
adrenérgico a)p, ya que como se mencioné antes, es el mds largo entre los tres
subtipos, asi que truncaron el receptor eliminando los primeros 79 aminoacidos y
esto causé un incremento de 6 a 13 veces en la densidad de sitios de unidn, sin
aumentar la expresion de la proteina (Pupo y Minemann, 2003). Es probable que
exista algiin mecanismo atin desconocido en los que estén involucrados estructura

y/o procesamiento del receptor.

Ademds los datos de produccién de IP; en los receptores expresados se
relacionan con los de calcio, ya que la produccién de fosfatos de inositol permite
la liberacion de calcio de reservorios intracelulares, en especial del reticulo
endoplasmico donde se encuentran receptores para IP; dejando el paso a la salida

del calcio almacenado. Los resultados demuestran el modelo de activacion de
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receptores adrenérgicos o con la probable participacion de Gq que activa a PLC-
B, y a su vez ésta estimula la formacién de segundos mensajeros por la via de

transduccion de fosfoinositidos/calcio. _

El BMY7378, antagonista selecuvo de los receptores adrenerglcos ap,
inhibié el efecto de la norepmefnna tanto en la hberacnon de calcxo como en la
produccion de IP3, y la dlsmmuc16n fue dependxente de la concentrac:én enla
liberacion de calcio observandose abatlda totalmente con 10 uM del antagomsta
El BMY7378, a pesar que inhibié la respuesta al nivel basal, no acttio en estas
células ‘cyomo agonista inverso, como lo hace en el receptor adrenérgico ap de rata,
que desde una concentracién de 0.1 uM se observa el calcio diminuido a niveles
por . debajo del basal (Garcfa-Sdinz y Torres-Padilla, 1999). El efecto del
BMY7378 sobre la produccién de IP; fue similar, ya que también hay una

disminucion sobre la estimulacién con norepinefrina,

Al reahzarse el fotomnrcaje se logro la deteccion del receptor adrenérgico
b, vxsuahzandose una banda - de aproximadamente 70kDa (Fig.7)
correspondlente al peso del receptor y se localizd otra banda de aproximadamente
40kDa en el gel dentro del carril correspondiente al receptor adrenérgico de rata.
Al competir contra BMY7378 estas bandas no fueron detectadas, lo que significa
que este receptor es el ajp. Estos datos estin de acuerdo a los ya reportados
(Schwinn,1995; Garcia-Sédinz, 2000). La banda del receptor de humano se nota
menos intensa que la de rata, lo que nos puede dar una idea de que existe un menor
nimero del receptor adrenérgico a;p humano en la membrana celular. En
experimentos de localizacién de los receptores adrenérgicos humanos (McCune,
2000), se observd que el a;p se encontraba en la periferia nuclear y en reservorios
intracelulares tales como endosomas; también observaron que a diferencia del ag
que al ser estimulado viaja de la membrana al interior de la célula, lo que
corresponderia al ciclo de degradacion y reciclamiento, el a;p fue localizado

primero en reservorios intracelulares, y al aplicar el estimulo los receptores se
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dirigieron a la membrana, Aun se desconoce el mecanismo.de este fendmeno de

mtemahzacnon y ewtemalxzaclon Ry

Por otro lado, se reahzaron ‘dos tlpos'de expenmentos de unién a ligando, uno de

saturaclén y eI otr competencna de agomstas y antagonistas por el sitio de
union, Por los expenmentos de saturacion se observo que el receptor es saturable
(Fxg 7), tambxén se calculé una Kd de 0.3nM que esta en el rango de las reportada

para este llgando y una Bmax de 40 fmol/mg de proteina, la cual difiere de la de

rata en ser 100 veces menor. De la transformacién de Rosenthal o Scatchard, se
linearizé la curva hiperbolica, lo que mostrd la existencia de una sola poblacién de
receptores. Esto significa una afinidad especifica constante a pesar de que hay

menos receptores en la membrana.

En los ékpckryimemos de competencia por el sitio de union se obtuvieron las Ki y las
curvas de dééplazamiénto para cada farmaco, estos datos dieron una idea sobre el
comportamiento del receptor al ser estimulados por ellos y de la relacion de efecto-
concentracién. Los agonistas norepinefrina y epinefrina tuvieron mayor afinidad
por el receptor seguidos por metoxamina y oximetazolina, (Fig. 8 y Tabla.1). De
los antagonistas el que mas afinidad tuvo fue el BMY7378, seguido por S-metil
urapidil y fentolamina (Fig.9 y Tabla2). Aunque en estos resultados se observa que
hay diferencias en magnitud de las Ki, el comportamiento farmacoldgico es
consistente con lo reportado para este tipo de receptor. Estas diferencias se pueden
deber a la técnica para preparar las membranas, al tipo celular, as{ como al
radioligando utilizado. Cabe mencionar que se usé la tamsulosina ya que es un
compuesto altamente estable que permite que sea usado como radioligando
porque no pierde sus propiedades, ademds de que no afecta la respuesta biologica,

es selectivo y presenta alta afinidad por estos receptores.

Al estimular a las células con TPA, un éster de forbol, el efecto de la NE
fue inhibido de una manera total en la liberacion de calcio, lo que es consistente

con la activacion de PKC, pero la produccion de fosfatos de inositol no fue abatida
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totalmente. Estos datos junto con los resultados de la estimulacién de calcio son
consistentes en que el receptor sufre desensibilizacién por ligando (homoléga) y
probablemente también por PKC. La PKC estd involucrada en la fosforilacién del
receptor en muchos casos, tanto en el receptor adrenérgico ap de rata (Vizquez-
Prado, J. y Garcia-Sainz,1996) como en el oz de humano (Garcia-Sdinz, 1999),
entre otros. En el de humano no se han realizado este tipo de estudios debido a la v
dificultad en producir anticuerpos especificos para el mismo. Existen experimentds_l’
preliminares con el receptor adrenerglco ayp sobre el papel de dlferentes 1soformas

de PKC (Taguchx, 1998) pero estos datos no son concluyentes S

Este ‘es un trabajo inicial que muestru parte del funcxonamlento y
regulaclon del receptor ndrenérglco onp humano. Es’ mdlspensable conocer los
procesos moleculares que se encuentran |nvolucrados en su. respuesta al ser
actlvados por catecolammas y como medxan esta seffal, debido a que estos
receptores tlenen un papel fundamental en la fisiologia y patologia en el sistema
circulatorio; - estén funcnpnalmente expresados en arterias como aorta, iliaca,
cardtida, mesentérica, femoral 'y renal, sugiriéndose un participacién en el tono

vascular periférico y en la hipertensién arterial,
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IX. CONCLUSIONES

-Las células Rat-1 son capaces de e'(presar establemente a los receptores
adrenérgicos del subtipo ajp . .

-El receptor adrenérgico aip humano se acopla al sxstema de recambio de
fosfoinositidos/calcio. :

-La respuesta en la l‘ibér}iébién?dg [Caz"]i fue dependiente de la dosis.

-El'nivel basal de segundos mensajeros es alto, probablemente debido a una
actividad constittitiva independiente de ligando, en las Rat-1 expresando al
receptor ¢1p permanentemente.

-El niimero de receptores presentes en la membrana es pequeﬁo en comparacxon
con los niveles de otros subtipos. g

-El receptor muestra alta afinidad por BMY7378,An‘0r§§in§fﬁn§i y gb éfriﬁa.‘i

-El receptor se desensibiliza parcialmente. por PK
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