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adrenérgicos (ver Fig I.3)
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forbol

amino
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PMA
RNAm

forbol dibutirato
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proteina cinasa C
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INTRODUCCION
Evolucién del concepto de receptor.

A principios de sigle, Langley (1905) estudiandc los

efectos de 1la nicotina y el curare sobre el misculo
estriado, encontré que ambos abolian el efecto de 1la
estimulacién nerviosa pero no la producida por la

estimulacién directa del mdsculo. Este otro tipo de

estimulacién requerfia de una substancia accesoria que

recibiera el estimulo Yy a su vez lo transfiriera al material

contréctil. Posteriormente percibidé que su teoria podia ser
mis general y asi establecié que: "Existen evidencias de

que la mayoria de las substancias que ordinariamente se

supone que actiian sobre las terminales nerviosas; como la
nicotina , el curare, la atropina, 1la pilocarpina y 1la
estricnina, actian sobre las substancias receptoras de las
células. Asi como la adrenalina, una secrecién interna,

actia sobre una substancia receptora, es posible que 1la
secretina, la tiroidina y la secrecién interna formada por

los érganos generativos, también actien sobre substancias

receptoras, aunque en estos Gltimos casos las células pueden

no estar conectadas con fibras nerviosas",

Posteriormente Hill (1909), _Gaddum (1926) y Clark

(1926a;h), contribuyeron al establecimiento de la teoria

del receptor sobre bases mas cuantitativas., Esto dié como

resultado una teoria general acerca de la accidén de las




drogas, la teoria de la “ocupacién". La cual establece que
la interaccién droga-receptor sigue cercanamente la isoterma
de adsorcion de Langmuir, derivada de 1la ley de adcién de
masas. La teoria predice que la intensidad de los efectos
farmacolégicos de una droga, es directamente proporcional
al nimero de los receptores ocupados por esta.
Alternativamente a la teoria de la "ocupacién, surgié otra
teoria denominada de la "velocidad", en esta teorfa se
concebia 1la activacién de un receptor como un evento
cudntico asociado con el momento de interaccién entre la
droga y el receptor. As{ se explica que una vez que el
receptor ha sido ocupado, gqueda bloqueado por el agonista,
mientras que la diéociaciéh deja al receptor disponible
nuevamente para ser activado . De este modo uné répida
velocidad de disociacién da comoc resultado una alta
eficacia, mientras que una lenta velocidad de disociacién
resulta en una ocupaciédn prolongada del receptor y por ende
en antagonismo (Paton, 1961). |
Mas tarde surgieron modelos més din&micos, que llevaron
a postular dos estados (Limber y Starke, 1983) Yy sitios
cqoperativos (Koshland et al, 1966). Estos modelos postulan
que el receptor puede existir en dos estados
interconvertibles, un estado basal y un estadoc activado,
los cuales estan en equilibrio entre si. La respuesta
biolégica se inicia por el enlazamiento de un agonista a un
receptor en estado activado que desplaza el equilibrio en

favor de 1la activacién del receptor. Al contrario un



antagonista se enlaza solo a los receptores en su estado
basal impidiendo la formacién del estado activado,

La teorfia mds reciente de la interaccién de las drogas
con los receptores, es la de la particién (Jenks, 1975;
Franklin, 1980). Esta predice que la eficacia de un agonista
depende de la energia libre de enlazémiento, que incluye

la energia de enlazamiento "productiva", que induce un

cambio conformacional efectivo Dbioldgicamente en el

receptor y el enlazamiento "no productivo" tipico de los
antagonistas, que se interpreta como estrechez del

enlazamiento (Franklin, 1980).

Receptores Adrenérgicos,

Dale en 1906 utilizé el .concepto de substancia
receptora para explicar el mecanismo de accién de ciertas
substancias sobre el sistema nervioso simbético. Con éste,
pudo explicar que los alcaloides del cornezuelc del centeno
inhibieran solo las acciones excitadoras dé la adrenalina
sin afectar su accién inhibidora o las acciones excitadoras
del bario. Poste;iormente Cannon y Uridil (1921) sugirieron
que existia un solo tipo de receptor en diferentés células
efectoras que era capaz de inducir la liberacién de
substancias excitadoras o inhibidoras, dependiendo de 1la
célula efectora.

Sin embargo, en 1948 Ahlquist usando diferentes
agonistas (epinefrina, norepinefrina, metilnorepinefrina,

metilepinefrina e isoproterencl) en siete tejidos de cuatro



especies diferentes, encontrd que existe el siguiente orden
de potencia: isoproterenol > epinefrina > metilepinefrina>
norepinefrina, en 1la vasodilatacién Yy la estimulacién
miocdrdica y sugirié que éste se debia a diferencias en los
distintos receptores involucrados. El definié como alfa (a)
a los receptores asogiados con la mayoria de las funciones
estimuladoras y al menos una inhibidora (la relajacién del

misculo liso intestinal) y como beta (B) a la asociada con
la mayoria de las funciones inhibideoras y al menos una
funcién estimuladcra (la contraccién cardiaca). La
confirmacién del trabajo de Ahlquist se obtuvo
posteriormente, por una parte, con la utilizacién de los
antagonistas dicloroisoproterencl (Powell y Slater, 1958) Y
propanolol (Moran y Perkins, 1958) y por otra, con la
identificacién vy caracterizacién de los receptores £ en
una yariedad de oérganos y tejidos inervados o no. Mas
adelante, se enconfré gue la respuesta £ implicaba 1la

activacién de la adenilato ciclasa (Robinson et al, 1967) y

se sugirié que la respuesta a involucraba la inhibicién

de la adenilato ciclasa (Robinson et al, 1967; 1971).

Basados en estudios realizados con agonistas como la

epinefrina, la norepinefrina y el isoproterenol; Lands et al

(1967) postularon la subclasificacién de los receptores B,

en Bl y B2. Posteriormente, se propuso la clasificacién de

los receptores a (Brown y Gillespie, 1957; Langer, 1977)

con base en su localizacién anatomica; los receptores

localizados pbstsinépticamente se denominaron a-1 y se pensb



que tenfan funcién excitadora y los receptores localizados
presinidpticamente se denominaron a-2 y se les atribuydé una

funcién inhibidora. Sin embargo, poco tiempo después se hizo

aparente que habifa respuestas inhibidoras con localizacidn

postsindptica y se propuso que los receptores alfa deberian
ser reclasificados siguiendo criteri;s funcionales. As{,
Berthelson y Pettinger (1977) encontraron que los receptores
postsindpticos inhibidores, tanto para 1la liberacién de
renina como para la accién dispersante de gr&nulos inducida

por la hormona estimulante de melanocitos; mostraban el

mismo orden de potencia, que el que se encuentra para los

receptores a-2 presindpticos. Este orden de potencia fue
diferente al que se observé en el receptor a-1 postsinéptico
del misculo liso vascular.

Cabe mencionar que la clasificacién realizada
utilizando agonistas, tiene como base que éstos actuando
sobre el mismo receptor tienen acciones cualitativaménte
similares en diferentes tejidos, sin embargo, su resphesta
cuantitativa depende tanto de su afinidad como de su
eficacia. De acuerdo con Graham Yy Lanier (1986), 1la
determinacién de las afinidades para los agonistas es
compleja, por lo que se ha aceptado mds ampliamente la
clasificacién de receptores con el uso de antagonistas vya
que la comparacién de las constantes de afinidad para
antagonistas competitivos, se puede determinar tanto por
medios farmacolégicos como por estudios de enlazamiento con

ligandos radiactivos. Se ha empleadc un tercer método de
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clasificacién, el bioquimico, que utiliza como criterio el
mecanismo de transduccién de cada tipo de receptor (Graham y
Lanier, 1986),

La confirmacién de la clasificacién funcional de los
receptores a adrenérgicos de Berthelson y Pettinger (19277)
vino después con la ayuda de dos criterios bioguimicos, uno

de ellos fue el marcaje especifico de los receptores en

estudios de enlazamiento (Hoffman y Lefkowitz, 1980) y el

otro se establecié por 1las diferencias en los segundos
mensajeros gque participan en cada una de las respuéstas

(Fain y Garcia-Sainz, 1980).

~ El1 apoyo farmacolbégico a la clasificacién de los

'receptores alfa se basé en los estudios realizados

utilizando agonistas y antagonistas. Por ejemplo,' la
prazosina es un antagbnista alfa adrenérgico, selectivo
para el réceptor alfa-1, mientras que la yohimbina vy la
fentolamina son més potentes inhibidores de 1la respuesta a-2
(Bentley et al, 1977; U Prichard et al, 1978; Wood et al,
1979). Sin embargo, estos Gltimos éntagonistas son = capaces
de blogquear ambos tipos de receptores alfa, cuando se usan
en altas concentraciones.

Los estudios de enlazamiento desarrollados antes de
1980, mostraron que la prazosina marcada era el compues;o de
eleccién para la identificacién de sitios a-1 adrenérgicos
(Barnes et al, 1979), mientras que los derivados de la
clonidina eran los compuestos adecdados para el bloqueo de

los los sitios a-2 adrenérgicos (Rouot y Snyder, 1979).




Los criterios funcionales de clasificaciéon pudieron ser
utilizados hasta que se aclard que las respuéstas a-1 y a-2
adrenérgicas emplean diferentes mecanismos de transduccién.
Asi, 1la respuesta a-l se debe a un incremento en la
concentracién citosélica de calcio ([Ca2+]c) e involucra el
recambio de fosfatidilinositol. En coﬁfraste, la respueéta
a-2, se debe a la inhibicién de la adenilato ciclasa (Fain y
Garcia-S4inz, 1980). A partir de entonces, las respuéstas
adrenérgicas se han descrito como B, a-2 y a-1, pero
conforme se ha avanzado en el <conocimiento "y la
caracterizacién e identificacién de los receptores
adrenérgicos, se observé que existen subtipos y asi tenemos
al menos tres subtipos de receptores B, cuatro subtipos de
a-2 y tres subtipos de a-1. A continuacién se describira

como esté cohstituido el sistema de transduccién a-1

adrenérgico.

Respuesta a~-1 adrenérgica.

Se puede considerar que la respuesta a-1 adrenérgica
est4 constituida por tres elementos principales (ver figura
I.1), el receptor a-1 adrenérgico, la proteina Gp (Gg), y la
fosfolipasa C o efector. Ademdas, se han descrito 6tros
sistemas efectores, relacionados a la respuesta a-1
adrenérgica en sistemas particulares. lLa descripcién general

de cada uno de los elementos se hard a continuacién.
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Figura I.1. Modelo para la transduccion de la respuesta a-1

adrenérgica.

Las abreviaturas utilizadas son: EPI, epinefrina; Vaso,

vasopresina; Angio, angiotensina. Los receptores

involucrados son: a=-1, V1 y Al; Nx (Gp), proteina reguladora

enlazante de nucledétidos de guanina; PL-C, fosfolipasa Cj;

PIP2, fosfatidilinositol bifosfato; DG, diacilgllicerol;

IP3, inositol trifosfato; ER, reticulo endopléasmico.

Esquema tomado de Garcia-S53inz, 1987,




A)_EL RECEPTOR a~1 ADRENERGICO. Ademés de los

enfoques farmacoldgicos descritos con anterioridad, se
realizaron algGnos intentos bioquimicos para la
identificacién y purificacién del receptor a-1 adrenérgico.
Uno de los primeros trabajos en este sentido fue el de
Graham et al (1982) donde se describe una forma para
solubilizar al receptor y se hace uso de una cromatografia
de afinidad con el ligando CP 57609 (ver fig I.2) para el
aislamiento del mismd. En este trabajo el peso molecular
estimado del receptor es de 59 Kd. Posteriormente, Seidman
et al (1984) sintetizaron un antagonista irreversible unido
a un compuesto sensible a la luz para fealizar el marcaje
del receptor por fotoafinidad, la [1251]-9ril azidoprazosina
(fig I.2). Con este compuesto se detectaron 3 bandas
sensibles al fotomarcaje, de 77,68 y 59 Kd. También
Dickinson et al (1984) utilizando el enfogue del fotomarcaje.
con un nuevo compuesto, y controlando de manera diferente
las condiciones del ensayo, encontraron una sola banda .de
82 Kd. En su caso utilizé el ([1251)a~-55453 (fig 1I.2),
también derivado de 1la prazosina pero gque contiene una
cadéna hidrocarbonada mayor entre el arilo y la estructura
base de la prazosina. Un intento posterior de la
purificacién del receptor fue el realizado por Leeb-Lundberg
et al (1985), quienes obtuvieron una purificacién de aprox
100 veces por medio de una cromatografia con Affi—gél
A55414, Ellos reportaron una proteina de 80 Kd con el uso de

otro reactivo para fotomarcaije el 1254 APDQ (ver fig I.2).
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Figura I.2. Diferentes andlogos de prazosina utilizados en

estudios de fotomarcaje.

T“J AW

CH30

NH2

Prazosina

CH,0 QI N C—(CH2)2 COOH
CH,0

a) CP 57-609. 2-[4-(2-succinoil)piperazin-1-yl}-4-amino-6,7-~
dimetoxiquinazolina (Graham et al, 1982)
128,
[

CHy \I"“ N—C@-Ns
0
CH,0 .

NH,

b) CP 65, 526 o [12511 aril-azido prazosina. 2-[4-(4~azido-
iodo- ben201l}p1pera21n l1-ylj-4-amino-6,7-

dimetoxiquinazolina. (Seidman et al, 1984) 2
1221

CH,0 :
3 \f" _(CHZ),. NH,
CH30
| NH, -
125, _—ami e -ddi v temtogat (12544 -
c) I-A 55453. 4-amino-6,7~dimetoxi1-2{4'~-5'=(3"'( I]-1odo
4'-aminofenil)pentanoilj-1'-piperazin]quinazolina.
(Dickinson et al, 1984). 2%

CH,0
3 }—N tcazl‘©.ua
o

CH30
NH,

d) 1231 aPDQ. 4-amino-6,7-dimetoxi-2[4-[5-(4-azido-3-125I-
iodofenil)pentanoil]-l-piperaziniliquinazolina. (Leeb-
Lundberg et al, 1984)



En un trabajo mas reciente se reporta una purificacién de
500 veces del receptor a-1 adrenérgico de cerebro, el cual
parece diferir del aislado de higado en sus caracteristicas
farmacolégicas y cuyo peso relativo es de 80 Kd (Terman et
al, 1990). Los pesos moleculares obtenidos para el receptof
a-1 édrenérgico de diferentes tejidos,.con los reactivos de

fotomarcaje enunciados se enlistan en la tabla I.1l.
Subtipos de Receptores a-1 adrenérgicos.

Las evidencias qué apoyan la existencia de
subtipos de receptores, son del tipo tanto farmacolégico
como biogquimico y posteriormente las aportadas por la
biologia molecular.

'a) Evidencias farmacolégicas: Algunas evidencias
farmacoldgicas sugerian la existencia de heterogeneidad en
los receptores a-1 adrenérgicos (Ruffolo et al, 1977;1982;
Morgan et al, 1984). La existencia de subtipos podia
explicar por ejemplo, que el marcaje de los receptores aun
en las mismas preparaciones de tejidos mostrara diferencias
en los valbres de Bmax utilizando 1ligandos con alguhas
diferencias estructurales (Morrow y Cresse, 1986). Por
ejemplo, en higado se reportaron diferentes valores para el
nﬁmero}de receptores a-1 adrenérgicos por marcaje con 34~
dihidroergocriptina, 34-prazosina, 3H-epinefrina or SH-
norepinefrina (Geynet et al, 1981; Hoffman et al, 1981; El-

Refai et al, 1979; 1980;Guellaen, 1977:.

11



Tabla I.1, Pesos moleculares de

'de diferentes

fotoafinidad.

Reactivo

1257_ A 55453

1251 aPDQ

1257 _cp-65526

tejidos

Tejido

higado de

rata

bazo de cerdo
corteza ce-
rebral de rata

higado de rata

bazo de rata
bazo de conejo
pulmén de conejo
misculo liso

Cels DDT1

higado de rata

corazon de rata

obtenidos

Peso molecular

Kd

82

78

79

80

79

78

79

85

81

77

77

12

receptores a-1 adrenérgicos

reactivos de

Ref

Dickinson et
al 1984
n
Leeb-Lundberqg
et al, 19é3
Leeb-Lundberg
et.a1,1984.
i
"
"

Cornett y

Norris, 1985

Seidman et
al, 1884
Terman y

Insel, 1986.



En 1986, Morrow y Creese, reportan que el [3HJWB4101
(fig I.3) se une a dos sitios con diferente afinidad, uno en
el rango picomolar y otro en el rango nanomolar. El WB4101
muestra entonces una mayor afinidad por un subtipc del
receptor que previamente se ha denominado a~1A por su mayor
afinidad a la fentolamina, que por ellotro subtipo llamado
a-1B.

Posteriormente se desarrollé otro compuesto (ver figura
I.3) la cloroetilclonidina (CEC), la cual permite distinguir
el otro subtipo de receptor menos senéible al WB 4101 (Han
et al, 198?}. Con la aparicién de estos dos compuestos se
explord en una gran variedad de tejidos la existencia de'los
subtipos de receptores a-1 adrenérgicos, mediante estudios
de enlazamiento de un ligando radiactive y su desplazahiehto
con los antagonistas mencionados. Entre estos tejidos estéan:
el hipocampo (Han et al, 1987), el corazdn (Guicheney and
Meyer, 1982; Minneman et al, 1988), el riﬁén.(Snavely e
Insel, 1982; Minneman et al, 1988),el cerebro (Johnsoh Y
Minneman, 1987; Wilson y Minneman, 1989; Gross et al, 1989)
y la glandula submaxilar (Bylund et al, 1982; Michel et al,
1989). | |

Recientemente se describié otro compuesto aln m&s
selectivo que el WB 4101 para la identificaién farmacoldgica
del subtipc de receptor adrenérgico a-1 A. Este compuesto
se denomino 5-metil urapidil (5 MU) (ver fiqura I.3) y se ha
utilizado en estudios de enlazamiento (Gross et al, 1989),

para identificar a los subtipos de receptores presentes en

13
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Figura I.3. Estructura quimica de los Antagonistas a-1

adrenérgicos.
H,0.
N 0" ’l”\\//‘~0 N

OCH,
- HCI

a) WB 4101 hydrocloruro de N-{2-(2,6- -dimetoxyfenoxy)etil])~-
2,3-dihydro-1,4 benzodlox1n -2-metanamina

cl
CICH,CH, H
)NCHz N C2HC!
<.
q e H

b} cloroetilclonidina (CEC) dihydrocloruro de
2-[2, 6-dicloro(N-beta-cloroetil-N-metil)~ 4—met11am1no]fen11
imino-2-imidazolidina

i .
| NH-CH2CH2CH2-.U
CH

3 | OCH,

c) 5 metil urapidil (5-MU) 6-(3-{4-(2-metoxifenil)=-1-

piperazinil}propil-amino)-1,3,5-trimetil
2,4(1H,3H)pirimidindion

125['
O .
~ N OH
1
F

d) [1?SI}HEAT (t)-ﬁ_)[1251]iodo—Q—hidrOXifenil)"etil-
aminometil-tetralona
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algunos tejidos como el cerebro, el corazén, el rifon y la
glandula submaxilar (Michel et al, 1989; Gross et al, 1989;
Hanft y Gross, 1989; Hoyer et al, 1990). El uso de este
compuesto para la identificacién bioquimica de los subtipos
de receptores en higado y en aorta, se ilustra en el

apéndice 1 de esta tesis y en el apéndice 2 estd la

caracterizacién en el adipocito.

b)Evidencias bjoquimicas: Al mismo tiempo que se daban

avances en el area farmacoldgica, éstos se lograban en el

drea bioquimica. De las respuéstas bioquimicas mediadas por
el receptor se encontrb, por ejemplo, que en el higado los
agonistas a-1 adrenérgicos eran capaces de estimular 1la
glucogendlisis (cOrvera y Garcia-Séinz, 1983) y 1la
ureogénesis (Corvera y Garcfa-Sdinz, 1981). En el midsculo
liso estos compuestos eran capaces de estimular la
contraccién (Villalobos-Molina et al, 1982). Por otra parte,
algunos resultados. qgue no podian explicarse por un solo
tipo de receptor a-1 adrenérgico, sugerian la existencia de
subtipos de receptores y/o mds de un mecanismo de
transduccién.

Basados en en‘-el hecho de que los agonistas a-1
adrenérgicos, la angiotensina y la vasopresina, comparten el
mecanismo de transduccién surgieron algGnas evidencias que
sugieren 1la existencia de subtipos de receptores a¥1
adrenérgicos que no tienen el mismo mecanismo de

transduccién o bien que existen mecanismos de transduccion



adicionales en la respuesta a-1 adrenérgica. Entre éstas
evidencias se puede citar las siquientes:

b.1) El efecto glucogenolitico de las hormonas vasopresina y
angiotensina y el del ionéforo A23187, se abate en 1los
hepatocitos de ratas hipotiroideas, a diferencia de 1lo
observado en ratas normales, pero no as{ el de los
agonistas a-1 adrenérgicos, como la epinefrina (Corvera y
Garcia-S&inz, 1983). |

b.2) Los ésteres de forbol inhiben la estimulacién de 1la
gluéogenélisis estimul&da por agentes a-1 adrenérgicos, pero
no la inducida por angiotensina, .vasopresina o A 231287
(Corvera y Garcia-S54inz, 1984).

b.3) La ciclocheximida es capaz de semejar las acciones
inducidas por agentes a-1 adrenérgicos y éstas se bloguean
por el antagonista a-1 adrenérgico prazosina (Huerta-Béhena
et al, 1982),

b.4) La insulinavantagoniza las acciones de los agonistas a-
1 adrenérgicos pero no las acciones de la Vasopresina o la
angiotenéina (Pushpendran et al, 1984).

b.5) La respuesta ureogénica a agonistas a-1 adrenérgicos es
independiente del cat extracelular, no asi el de las
hormonas vasopresoras (Hernindez-Sotomayor y Garcia-S&inz,
1984, Corvera et al, 1984).

b.6) Los ésteres "de forbol son éapaces de inducir
desensibilizacién a la respuesta a-1 adrenérgica, pero no a
la respuesta de la vasopresina y la angiotensina (Garcia-

Sdinz et al, 1984).
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b.7) Uno de los mecanismos de transduccién a-1
adrenérgica,el compartido por las hormonas vasopresoras, se
regula por el estado tiroideo, mientras que el otro parece
ser regulado por glucocorticoides (Garcia-Sainz, 1987).
b.8) La sensibilidad al acetato de miristatoil forbol (PMA)
no es la misma en la respuesta adrenérgica del higado y la
aorta (Garcia-Sainz et al, 1985). |
En las discusiones de los diferentes apéndices se daran
alternativas para explicar algunos de estos datos en funcion
de la existencia de subtipos de receptores y/o los posibles
puntos donde puede surgir una bifurcacidén en los.mecanismos
de transduccién involucrados en la respuesta a-1 adrenéréica

(ver apéndices 4 y 5).

c)_Evidencias aportadas por la biologia molecular. Por

estudios réalizados con biologia molecular, se sabe que
existen tres subtipos de receptores a-1 adrenérgicos
denominados a-1 A, B y C, cuyas caracteristicas se
describen, a continuacién.

a-1 B. El cDNA del recéptor adrenérgico a-1B tiene un
peso molecular de 2 Kb (ver Fig. I1.4). Contiene después de
una corta secuencia 5' gque no se traduce, un marco de
lectura abierta de 1545 pares de bases, seguido por una
regién 3' no traducida de 543 pares de bases y termina en
un extremo poliadenilado. La secuencia de aminodcidos
deducida de este gene, codifica péra una proteina de 515

aminodcidos con un peso molecular de 56 Kd. Este peso
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molecular coincide con el peso molecular aparente del

receptor desglicosilado obtenido de células DDT-1 (Sawutz et

al, 1987).

El an&lisis de hidrofobicidad para la secuencia

predicha, revela 7 agrupaciones de residuos hidrofébicos

separados por fragmentos de residuos hidrofilicos. Las siete

regiones hidrofébicas se piensa que representan otros tantos

dominios transmembranales conectados por tres asas

extracelulares y tres asas citoplasmicas. El extremo amino

estd dirigido hacia el espacio extracelular y la proyeccién

del carboxilo hacia el citoplasma. Los sitios potenciales

para la glicosilacién del receptor estdn presentes en los
residuos de asparagina 10, 23, 28 y 33 del extremo amino. El

extremo amino, el extremo carboxilo y 1la tercera asa

citopladsmica representan los dominios mis divergentes del

gene, en relacién a los genes de los otros receptores a-1

adrenérgicos. Por ejemplo, en este receptor a-1 B, el
extremo carboxilo es mds largo. Algunas serinas y treoninas

presentes en la 2a y 3a asas citoplismicas representan los

sitios potenciales para la fosforilacién llevada a cabo por

la proteina cinasa C (PK-C) (Cotecchia et al, 1988). El

gene que codifica para el adrenoceptor a-1 B se encuentra en
el cromosoma 5 del cobayo ( Schwin et al, 1990).
a-1 C. El gene que codifica para el adrenoceptor a-1C

contiene una corta secuencia 5' no traducible de 96 pares

de bases, una regién de lectura abierta que codifica para

466 aminodcidos y una reqgién 3' no traducible de 967 pares




Figura I.4 Estructura de los subtipos de receptores a-1

adrenérgicos.

a) receptor a-1A (Lomasney et al,

b) receptor
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c) receptor a-1C (Scwin et al, 1990)
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de bases. El1 peso molecular obtenido a partir de 1la

secuencia de aminodcidos es de 51 Kd. El receptor muestra
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una gran homologia con los otros receptores a-1

adrenérgicos en la secuencia que codifica para la regién
transmembranal, mis estrictamente relacionada con 1la del
receptor a-~1 B. Existen 3 sitios potenciales para la
glicosilacién de la proteina en las asparaginas 7, 13 y 22
de la regidén amino terminal. AlgGnas serinas y treoninas
presentes en' la segunda y tercera asa representan regiones
potenciales para la fosforilacién por proteina cinasa C (PK~-
C). Entre los residuos 211-215 existe una regién consenso
susceptible de ser fosforilada por proteina cinasa A. Este
gene se encuentra en el cromosoma 8 del humano (Schwin et
al, 1990). ~ |

a-1 A . El gene que codifica.para el adrenoceptor a-1A
tiene en su extremo 5! una regidén no ttaducida de 480 pares
de bases y una regién no traducida en el extremo 3' de 789

pares de bases. El marco de lectura abierta de este gene

contiene 1680 pares de bases que codifican para una proteina

de 560 aminoadcidos. El analisis de hidropatia confirma 1la

gran homologia que existe entre esta familia de subtipos de
receptores a-~1 adrenérgicos, que es de alrededor de 70%, Lbs
sitios potenciales para glicosilacién del extremo amino
estan en las asparaginas 60 y 76. Alginas serinas Yy
treoninas presentes en las asas intracelulares y el extremo
carboxilo podrian ser los sitios potenciales de

fosforilacién por PK~-C (Lomasney et al, 1991). El1 gene de



este receptor se ha localizado en el cromosoma 5 del
humano (Yang-Feng et al, 1990).

B) ?ROTEINA G. La existencia de una proteina fijadora
de GTP o proteina G participando en 1la respuesta a-1
adrenérgica se propuso, a la 1luz de 1las siguientes
evidencias. 1) Los nuclebétidos de guanina - modulan la
afinidad de los receptores para los agonistas, de manera
similar a la de los receptores acoplados a la adenilato
ciclasa. Esto es, que los nucledtidos de guanina disminuyen
la afinidad del receptor por su agonista ( El-Rafai, et al
1979; Geynet et al, 1982; Crane et al, 1982; Goodhart et al,
1982; Boyer et al, 1984; Lynch et al, 1985). 2) Los

nucledtidos de guanina estimulan el  recambio de
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foéfoinositidos en membranas aisladas de higade (Uhling et

al, 1985; Wallace y Fain, 1985). 3) Se. ha demostrado 1la
activacién de una GTPasa por el estimulo del agonista en
membranas aisladas de hepatocitos (Fain et al, 1985). 4)0tro
tipo de evidencia lo constituye la cinética de activacién de
la fosfdlip&sa C (efector) estimulada por andlogos de GTP en
eritrocitos de pavo (Boyer et al, 1989%a).

En general 1las proteinas G son heterotrimeros
constituidos de las subunidades a, By . Las subunidades B
Yy son proteinas de entre 35-36 y 8 Kd respectivamente y al
parecer son compartidas por 1los diferentes tipos de
proteinas G (Boyer et al, 1989b) . Se ha sugerido que la
funcién de las subunidades 8 Yy puede ser la de anclar a la

subunidad a a la membrana (Sternweis, 1986), de promover el



intercambio de GDP en la subunidad a (Fung, 1983; Correze et
al, 1987) y la de atenuar los eventos mediados por esta
tltima subunidad ({Katada et al, 1984a;b; Cerione et al,
1985). Las subunidades a son las que confieren especificidad
al heterotrimero, esta subunidad se ha purificado y clonado
de varias proteinas G de pesos moleculares entre 39 y 52 Kd
(Gilman, 1987),.

Uno de 1los primeros reportes gque sugieren estar
obteniendo una posible protefna G, fue en uno de los
intentos de purificacién de la fosfolipasa C. La proteina G
co-extraida era de un péso molecular aprox de 56 Kd (Martin
Y Kowalchick,' 1989) . Recientemente se han obtenido
preparaciones enriquecidas de lo que podria ser la proteina
G acoplada a la fosfolipasa. Im et al (1990) reportan la
obtencién de una proteina de 74 Kd, dque muestra actividad
saturable de GTPasa, con una alta afinidad por nucleédtidos
de guanina y dependiente de magnesio. Esta proteina al ser
reconstituida muestra una estimulacién en su capaéidad
enlazante de GTP, por agcnistas a-1 adrenérgicos . Por otro
lado Taylor et al (1990) obtuvieron una preparacién
enriquecida de un ‘“activador" de la fosfolipasa C,
estimulable por nucleétidos de gquanina con un peso moleculér
de 42 Kd. La caracterizacion posterior de esta proteina G
por Wange et al (1991), indica que 1la activacién por
vasopresina induce el fotomarcajé de esta proteina G, en
dos bandas una de 42 y otra de 43 Kd. El marcaje de éstas

proteinas requiere de magnesio y se estimula por
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vasopresina, en el mismo rango de concentracion de la
hormona necesario para estimular la actividad de GTPasa.
Estas.proteinas "G" se identificaron como integrantes de la
familia de pi‘oteinas Gq (Taylor y Exton, 1991), por medio de
los anticuerpos previamente. descritos para la detecciédn de
estas prot;einas (Strathman y Simon, 1990; Strathman et al,
1989) . ‘

La proteina G inveoclucrada en la estimulacién de la
fosfolipasa C no Vparece ser sensible a la accién de la
toxina pertussis en una gran variedad de sistemas. Entre
éétos se puede citar, el que no afecte el recambio de
_fosfatidilinbsitol ({PI) en hepatocitos inducido. por
agonistas a-1 adrenérgicos, angiotensina o vasopresina
(Pushpendran et al, 1983; Uhling et al, 1986; Johnson y
Garrison, 1987), ni la estimﬁlacién a-1 adrenérgica en
adipocitos cafés (Schimmel y Elliot, 1986). Sin embargo
existen en la literatura reportes de la interaccidn de ésta
toxina con la protefna G estimulada por agonistas a-1
adrenérgicos en membranas de hepatocitos (Tohkin et al,
1990) . También parece afectar la produccidon de fosfatos de

inositol en hepatocitos estimulados con factor epidérmico
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de crecimiento (Johnson y Garrison, 1987) y en adipocitos

estimulados con agentes a-1 adrenérgicos (Moreno et al,
1983; Rapiejko et al, 1986}. La toxina produce también,
efectos diferenciales en la estimulacién del recambio de
fosfoinositidos, dependiendc de si la respuesta se estimula

por el receptor purinérgico o si ésta se induce con el



péptido quimiotéctico en células HL~60 (Cowen et al, 1990).
Las diferencias detectadas entre las proteinas G,
estimuladas por diversos agonistas o su diferente
sensibilidad a la toxina pertussis, tal vez puedan
ejemplificar el concepto de flexibilidad en la transduccién

de las seflales, atribuible a las ﬁroteinas G que fue
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propuesto por Taylor (1990) y seria posiblemente uno de los

sitios donde pudiera haber diferenclias entre el mecanismo de
transduccién a-1 adrenérgico en relacién con los péptidos

vasopresores, de los cuales se hablarad mas adelante,

C) _EFECTOR. Originalmente la respuesta a-1

adrenérgica se habf{a asociado solamente con un_incremento en
[Ca2+}c. Asi, la participacién de los fosfoinositidos en el
mecanismo de transduccidén de los receptores involucrédos en
el incremento de [Ca?*]c fue propuesto inicialmente por
Michell en 1975. Debido a que la disminucién de PI
estimulada por el agonista, no era inducida por un
inéremento en [Ca2+]c Y no era evitada por la eliminacién de
calcio del medio; se propuso que la hidrélisis de PI era
independiente de los cambios en los niveles de calcio y
podria ser en consecuencia un evento primario en él
mecanismo de transduccién de 1la sefal que lleva. a un
incremento en [Ca2+]c. 'Se encontréd también, que las
hormonas que estimulaban incrementos en la [Ca2+]c también
inducian el recambio de PI. El recambio de PI inducido por
agonistas a-1 adrenérgicos se habia demostrado en:

hepatocitos de rata (Kirk et al, 1977; Tolbert et al, 1980},



adipocitos de rata (Garcia-Sdinz y Fain, 1980a), adipocitos
de cobayo (Garcia-Sdinz y Fain, 1980b) y aorta de gato

(Lapetina et al, 1976), entre otros, Posteriormente se
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encontré que el evento inicial que desencadena la activacién

del receptor'es una rdpida hidrélisis de fofatidilinositol
4,5 bifosfato, catalizado por la fosfolipasa C. Se observé,
que el incremento en el recambio de fosfatidilinositol
involucra el rompimiento de PI al diacilglicérido (DAG) con
- la liberacién del fosfato dé inositol, seguido por una
resintesis compensadora del PI. Este recambio de PI tampoco
es secundario a la elevacion de [Ca?%)c (Michell, 1975). La
conexién entre la formacién de inositol trifosfato (IP;3) Yy
el incremento en [Ca2+]c se establecidé posteriormente al
demostrar que el IP3 era capaz. de liberar calcio del
reticulo endoplédsmico (Berridge e Irvine, 1984). Comoc se
ilustra en la seccién de segundos mensajeros, la
estimulacién de la fosfolipasa C corresponde a un evento
primario en el mecanismo de transduccidn de la respuesta a-1
adrenérgica.

Algunas de las caracteristicas de la fosfolipasa C se
mencionan a continuacién., Las fosfolipasas C, constituyen
una familia muy variada de isoenzimas que se han denominado
a, B, , §y €, de acuerdalcon el orden cronoldégico en que
fueron descubiertas (Rhee et al, 1989). A pesar de catalizar
la misma reaccién, la estructura primaria de estas proteinas

es muy diferente. Sin embargo, basdndose en la comparacién

los sitios de homologia en las secuencias nucleotidicas de



las diferentes isoenzimas, se ha sugerido que dos sitios, de
150 y 120 aminodcidos, con relativa alta homologia entre las
isoformas, pudieran participar en el dominio catalitico (Suh
et al, 1988).

En el higado se han detectado 2 de las isoformas de
fosfolipasa C mencionadas anteriormente, una de 68 Kd
(posiblemente a).y otra de 87 Kd (que podria corresponder a
Vv o €) (Fukui et al, 1988). Cualquiera de las tres isoformas
(a, o €) tiene como substratos a los tres fosfoinositidos
conocidos: fosfatidil inositol, fosfatidil inositol
monofosfato y fosfatidil inositol bifosfato vy la &niéa
diferencia funcional que existe entre 1las isofofmas gue
contiene el higado, es que la forma a mantiene una pequefia
actividad (25-33%) aun en ausencia de calcio, a diferencia
de las otras isoformas cuya actividad es practicamente nula
en ausencia del metal divalente (Bennet y Crooke, 1987;
Wilson et al, 1984),

Algunos autores consideran a la fosfolipasa con
respecto a su localizacidén, como citosélica (Takenawa Yy
Nagai, 1981) y otros como membranal (Fukui et al, 1988); sin
-embargo, parece que las condiciones de aislamiento son la
principal causa de la ‘diferencia repoitada por los autores.
Esto es, que se puede tratar de una enzima débilmente unida
a la membrana, por 1lo qué dependiéndo de lo estrictas que
sean las condiciones de aislamiento, se puede obtener en
uno u otro de los compartimientos (Rhee et al, 1989). Existe

ademds, la posibilidad de coexistencia de varias isoformas
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de la enzima en un mismo tipo celular (Meisenhelder et al,
1989; Wahl et al, 1989) lo que sugiriere que cada isoforma
puede estar relacionada con una funcién particular (Morris
et al, 1990). |

OTROS _EFECTORES. Ademé&s de la foéfolipasa C, se han
reportado otros sistemas efectores para la respuesta a-1
adrenérgica. En las células MDCK se ha observado 1la
activacién de 1las fosfolipasas € y A, por estimulos a-1
adrenérgicos, La temporalidad para la activacién de las dos
enzimas es diferente, la respuesta de la fosfolipasa Aj; es
mds rdpida vy transitoria. La activacién del ‘efector
alternativo en éstaé células, 1lleva a la formacidédn de
prostaglandina Ep; (Slivka e 1Insel, 1987)., También se ha
descrito la activacién de la fosfolipasa Ajzen una linea

celular obtenida de 1la glandula tiroides, Se sugirid
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ademds, gque 1la activacién diferencial de los sistemas

efectores por la'estimulacién adrenérgica, se debe a que
involucran diferentes proteinas G para su _activacién. Se
sugiere que la proteina G acoplada a la fosfolipasa Ay es
sensible a la accién de la toxina pertussis, mientras gque la
relacionada con lavfosfolipasa‘c no lo es (Burck et al,
1986) .

En hepatocitos (Bocckino et al, 1987a;b) y neutréfilos
(Cockroft, 1984), se ha reportado que la activacién de la
fosfolipasa D es consecuencia también, de la activacién a-1
adrenérgica . La respuesta de esta fosfolipasa se observa

como un incremento en la formacién de Aacido fosfatidico



(Bockino et al, 1987a) o de fosfatidiletanolamina, en
presencia de etanol (Bockino et al, 1987b). La consecuencia
final de esta respuesta podria ser que los niveles de DAG se
reqularan independientemente de los niveles de calcio
intracelular,

Existen evidencias que sugieren la estimulacién de la
adenilato ciclasa como efector de la respuesta a-1
adrenérgica en hepatocitos de ratas envejecidas (Morgan et
al, 1983).

D) Sgggﬂgos MENSAJEROS. Como se menciond previamente,
la estimulacién de 1la fosfolipasa C genera; IPy Y
diacilglicerol. Posteriormente, el IP# es capaz de liberar
calcio de los almacenes intracelulares incrementando 1la
concentracién citosdélica del ién [Ca2+]c, que a su vez esté
involucrado en la propagacidén de la seflal. Por'otro lado, el
diacilgiicerol tiene como blaﬂco a la proteina cinasa C qué
se encarga de la activacién de diferentes proceéos
celulares. | |

a) IP3-ca?t, La produccién de IP3 estimulada por
agonistas es instantdnea y ha sido demostrada en Qaribs
tejidos (ver tabla I.2). Al parecer, no solo se produce el
derivado trifosfatado come respuesta a la esiimulacibn por
el agonista; se han detectado también, inositol monofosfato,
inositol difosfato (IP2) y al menos dos compuestos
trifosfatados; el inositol 1,3,4; trifosfato y el inositol
1,4,5 trifosfato, asi como diferentes derivados ciclicos bi-

o trifosfatados (Wilson et al, 1985: Dixon y Hokui, 1987).
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Tabla I.2. Produccién de IP3 en varios tejidos.

Tejido
Higado
cerebfo
plaquetas
gléandulas
"salivares

glandula
pituitaria

pancreas
corteza adrenal

células
endoteliales

- células de mis-
culo liso

aorta
corazbébn
linfocitos

células de la
mucosa gastrica

células de
astrocitoma

células de
feocromocitoma

adipocitos

tejido adi-
poso café

~ Akhtar y Abdel-Latif,

Refs,

Thomas et al, 1984; Charest et al, 1985

Berridge et al, 1983;

Agranoff et al, 1983; Rittenhouse y
Sason, 1985

Berridge et al, 1983; Downes y Wustemann,
1983; Irvine et al, 1985

Martin, 1983; Morgan et al, 1987

Rubin et al, 1984; Morgan et al, 1985
Gallo-Payet et al, 1986

Lambert et al, 1986

1984 Smith et al,
1984; Nelemans et'al, 1990.

Tsujimoto et al, 1989,

‘Pogglioli et al, 1986; Kohl et al, 1990,

Imboden y Stobo, 1985
Baudiere et al, 1986; Chew y Brown, 1986
Masters et al, 1985

Vincentini et al, 1985a

Nanberg y Putney, 1986; Le y Fain,
1989. :

Schimmel, 1988



La generacién de IP; o IP; puede ser resultado de una
acelerada conversién de PI a IP, o IP4 para reemplazar al
fosfoinositido bifofosfatado utilizado por la fosfolipasa C
(Griendling et al, 1986). Por otra parte los inositoles
mono- y bi-fosfatados, también se pueden generar por 1la
degradacién  del 1Py llevada a~  cabo por las
fosfomonoesterasas presentes en la c¢élula, tanto en la

membrana como en la fase soluble (Downes et al, 1982; Joseph
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y Williams, 1985; Shears et al, 1987). Se ha reportado la

presencia de un derivado tetrafosfatado gque podria estar

2+ extracelular. Este es

involucrade en la entrada de Ca
producido por la IPy cinasa, enzima estimulada por Ca2t-
Calmodulina (Biden y Wolheim, 1986) que se ha aislado de
varios tejidos incluyendo el higado (Ryu et al, 1987). No

obstante, se acepta en general que el 1,4,5 IP3'es el agente

capaz de liberar calcio del reticulo endoplésmico. El sitio

de 1liberacién parece encontrarse en posibles regiones

especializadas de éste organelo denominadas calciosomas

(Volpe et al, 1988),

El calcio liberado del reticulo endoplasmico, en el
hepatocito alcanza hasta 5 veces su valor basal, el cual es
alrededor de ZOOAnM (ver citas en: Altin y Bygrave, 1987;
Moreno~Sanchez y Torres-Marquez, 1991). Estos valores se han
obﬁenido en poblaciones celulares, no obstante, estudios
realizados recientemente en células aisladas han mostrado
que el incremento de calcic se da en espigas de liberacién

cuintica del segundo mensajerc (Muallem et al, 1989), cuya



magnitud siempre es la misma y la amplitud entre espigas es
dependiente del agonista y la concentracién de éste
utilizada (Rooney et al, 1989; Kawanishi et al, 1989). El
calcio «citosblico es <capaz de activar vias como la
glucogendélisis o participar en fendémenos como la secrecién
de insulina y 1la contraccién del misculo liso (Albert y
Tashjian, 1984; Vesperinas et al, 1989). Asi también puede
modificar 1la concentraciéon de calcio de alginos
compartimientos celulares como la mitocondria, donde al ser
incrementado = también | parece incidir en vias
bicompartamentalizadas compartidas por este organelo. Dos
ejemplos de éstas vias son la uréoqénesis y la
gluconeogéhesis, donde se ha sugerido: 1) la regulacién
directa por calcio de algunas enzimas, como la glutaminasa
(Corvera vy Gargia—sainz, 1983b) o 2) la regulacién por
aumento del ATP disponible generado por la fosforilacibn
oxidativa, como consecuencia de la estimulacién de los
diferentes elementos participantes en ésta Gltima via, que
conllevarfa a un aumento en 1las vias consumidoras de
energia, como la ureogénesis y 1la gluconeogénesis (ver
Moreno-Sanchez et al, 1991).

b) Proteina cinasa C (PK~C). La activacidén de 1la PK;C
por el DAG seria capaz de regular diferentes procesos (ver
tabla I.3). Estos procesos no son necesariamente regulados
por una sola proteina, pues el término de PK-C se ha
adjudicado a una familia de , hasta ahora 7 proteinas

reportadas, que son estimuladas por calcio y fosfolipidos,
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Tabla I.3. Proteinas y Procesos regulados por Proteina

cinasa C

Proteina

Receptores

a-1 Adrenérgico

EGF (factor de cre-
cimiento epidérmico)

insulina

interleucina-~2
somatostatina
transferrina
ihmunoglobulina E

nicotinico de ace-
tilcolina

Procesos celulares

Disminucién de: (por PK-C)

Respuesta purinérgico en
-hepatocitos normales
-células de hepatoma.

. =células WB

Respuesta al péptido qui-
mot&ctico de neutréfilos

Respuesta a la hormona
liberante de tirotrofina
en células de pituitaria.

Referencia

Corvera y Garcia-Sdinz, 1984;
Lynch et al, 1985: Leeb-Lundberg
et al, 1985; Corvera et al, 1986
Lee y Weinstein, 1978; Davis

y Czech, 198B4; Beguinot et al,
1985)

Thomopoules et al, 1982; Jacobs
et al, 1983

Shackelford y Trowbridge, 1984
Matozaki gt al, 1986

May et al, 1984

Teshima et al, 1984

Huganir et al, 1984

1

Charest et al, 1985b ;
Torres-Marquez Yy
Moreno-Sanchez, 1991,

. Hepler et al, 1988

White et al, 1984; Naccache et
al, 1985

Albert y Tashjian, 1985



Respuesta muscarinica
colinérgica en hipocampo,
células de astrocitoma y
feocromocitoma.

Respuesta a-2 adrenér-
gica en plaquetas y en
células NG 108 15

Respuesta al factor ac-
tivador de plaquetas.

Respuesta a Vasopresina
Angiotensina y a-1
adrenérgicos

Accién de VIP en célu-
las GH3J

Respuesta a glucagon
Produccién de AMPc en
células NC B20 y NIH-3T3
por PK-C a

Aumento de (por PK-C)
Respuesta f-adrenérgica

o para Adenosina en cere-
bro, pinealocitos y celu-
las 549

Produccién de AMPc en
células PCl2 por PK-C 7

Actividad de Adenilato
Ciclasa en células GH3

Otros procesos celulares

Secrecidén de serotonina
en plaquetas

Secrecidén de amilasa en
acinos pancredaticos

bontinuacién tabla I.3

Labarca et al,

Garcia-Sainz y Gutiérrez-
Venégas,
1989

MacIntyre et al, 1985

Garcia-Sdinz et al, 1986a;
Garcia-Sdinz y Herndndez-
Sotomayor,

1987

Quilliam et al, 1989

1984; Orellana et
al, 1985; Vincentini et al,

1989; Convents et al,

b;

1987; Woods et al,

Garcia-Sainz et al, 1990
Gusovsky y Gutkind, 1991.
Hollinsworth et al, 1985; Bell
et al, 1985, Sudgen et al, 1984
Gusovsky y Gutkind, 1991
Quillan et al, 1989.

Yamanishi et al, 1983; Rink et

al, 1983

Wooten y Wren, 1984

1985b
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Generacidén de superéxido
o0 consumo de 02 en
neutréfilos

Secrecidn de proteinas
en glandulas parétidas

estimulaciédn de libe-
racién de insulina

en islotes y células
RIN MSF

liberacién de prolac-
tina por células de
la pituitaria

Contraccién en miusculo
liso

Estimulacién del Na+/H
en algunos tipos celu-~
lares

liberacién de histamina
enmastocitos

liberacién de cateco-
laminas en células cro-
mafines adrenales

Produccién de los oncoge-
nes c¢c-Fos y c-Jun

Regulacién de la proli-
feracidn celular

la fosfori-
proteina de
a la mitosis

Incremento en
lacién de una
80Kd asociada

Incremento en las propie-
dades de adherencia de
células endoteliales,
mediado por incremento
en moléculas de adhesién
(ICAM-1)
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continuacién tabla I.3
Dale y Penfield, 1984; De
Virgilio et al, 1984

Putney et al, 1984

Hutton et al, 1984: Malaise et
al, 1984; Regazzi et al, 1989

Osborne y Tahjian, 1981

Delbeke et al, 1984

Rasmussen et al, 1984;
Apéndice 3

Besterman y Cuatrecasas, o
1984; Burns y Rozengurt, '
1983; Moolenar et al, 1984

Katakami et al, 1984

Pocote et al, 1985

Trejo y Brown, 1991

Housey et al, Persons et

al, 1988

1988;

Eurolinsky et al, 1988

Lane et al, 1989
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continuacién tabla I.3

Regulacién de canales de
Ca2+ en algunos tipos celulares (por PK-C)

Incremento en el flujo de Caz2+

en aorta Gleason y Flaim, 1986 Sperti
' y Colucci, 1987

en neutréfilos , Nasmith y Grinstein, 1987

en células de pituitaria Albert et al, 1987

osteosarcoma UMR-106 Yamaguchi et al, 1981

Disminucién en el ihflujo de
Ca2+ dependiente de voltaie en

células de misculo liso Galizzi et al, 1987
" " feocromocitoma Harris et al, 1986

Incremento en las corrientes de K+

corriente dependiente de Farley y Auerbach, 1986;
vo%&aje y activadas por Alkon et al, 1986
Ca -

Canal de sodio Costa y Catterall, 1985

ATPasa Na+/K+ ' Green y Latimer, 1986

ATPasa de Ca2+ Limas, 1980; Movsesian et
: al, 1984

Transportador de glucosa Witters et al, 1985
antigenc HLA Fluerstein et al, 1985

Proteina enlazante de Summers y Crutz, 1985
granulos cromafines

Proteina B50 sindptica Kristjansson et al, 1982

Proteinas contractiles y del citoesqueleto

cadena ligera de la Nishikawa et al, 1983
miosina

Troponina T e I Mazei y Kuo, 1984
Vinculina Werth et al, 1983

Filamina Kawamotoc y Hidaka, 1985

A e A e b R e A - - i



Caldesmon
Proteina C cardiaca

Proteina asociada a los
microtdbulos

Enzimas

Glucégeno fosforilasa
cinasa

glucédgeno sintetasa
Fofofructocinasa

R-metil~glutaril~-CoA
reductasa

Tirosina hidroxilasa
ﬂADPH oxidasa’
Citocromo P-450
Guanilato ciclasa
DNA metilasa

' Cinasa de la cadena
ligera de miocina

Factor de iniciacidén 2

Otras proteinas

Histonas H1,H2B y H4

Proteina S6 ribosomal
Proteinas de Stress

Proteina pp60 src
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continuacién tabla I.3
Umekawa y Hidaka, 1985
Lin et al, 1985

Takai et al, 1984

Kishimoto et al, 1977

Ahmed et al, 1984
Hofer et al, 198BS

Beg et al, 1985

Vuilliet et al, 1985
Dewald et al, 1984
vilgrain et al, 1984
Zwiller et al, 1985

De Pacli-Roach et al, 1986

Nishikawa et al, 1983
Schatzman ét al, 1983

Palvino et al, 1987; Morris
Y Rozengurt, 1988

Le Peuch et al, 1983

‘Welch, 1985

Gould et al, 1985



con diferente capacidad dé estimulacién por estos agentes
alostéricos ‘(Nishizuka, 1988). Los diferentes elementos de
la familia de PK~C comparten regiones de homologia
denominadas constantes (C1-C4). De estas regiones
hidrofilicas, ubicadas en el extremo C00- terminal, C3 y C4
contienen el sitio enlazante de ATP y est&n presentes en
todas las isoformas. Aqui también parece residir el sitio
activo. Las regiones Cl y C2 localizadas en la regidén NHj
estan presentes en las isoformas a, B Yy Y parecen contener
el sitio requlatorio, enlazante de calcio Yy fosfolipidos.
Las isoformas 8§ y € solo contienen la regién Cl de estos
dominios reguladaores y se ha sugerido Que san muy débilmente
reguladas por calcio (Nishizuka, 1988; Kikkawa et al, 1989),.

De estas protefnas se han detectado al menos dos isoformas

K}

en hiqado, ay B, (Robles-Flores et al, 1991) y posiblemente

en aorta las isoformas a y B o (Kariya et al, 1989).

Regulacién de la Respuesta a-1 adrenérgica.
Hace alglinos afios se reportdé en nuestro laboratorio que

la respuesta a-1 adrenérgica en higado puede ser blogqueada

por ésteres de forbol, activadores de la PK-C (Corvera y.

Garcia-Sainz, 1984). Sin embargo la glucogendlisis, inducida
por ejemplc con vasopresina, angiotensina o por el ionoforo
de calcio A23187, no se inhibié por estos agentes, Esto
sugiere que la modificacién inducida por estos derivados del
forbol se presenta en etapas tempranas de la transduccién de

la seRal. La inhibicién inducida por  acetato de miristoil



forbol (PMA) también se pudo observar en otras respuéstas
generadas por agonistas a-1 adrenérgicos, tales como 1la
ureogéneéis (ver'apéndice 5), el incremento en IP3 o ca*t
por vasopresina (Woods et al, 1987) y el recambio.de PI (ver
apéndices 3, 4, 5 Y Corvera et al, 1986). o
Posteriormente se sugirié (Corveré et al, 1986) que el
cambio inducido por la activacién de la PK-C se debia a una
fosforilacién del receptor. Como se muestra en los trabajos

de Corvera et al (1986), el tratamiento de los hepatocitos

con PMA cambia el estado de afinidad de los receptor a-1, lo
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que sugiere que se ha modificado, posiblemente debido a una

fosforilacién. En este sehtido, el trabajo de Leeb-Lundberg
et al (1987) muestra la fosforilacién del receptor oa-1
adrenérgico; El efecto inducido por PMA, también se observa
con otros agentes, como la vasopresina, la angiotensina, los
agonistas a-1 adrenérgicos (ver Garcia-Sdinz, 1987); capaces
de estimular a la PK-C por mediacién de su actiﬁador natural
el DAG (Castagnahet al, 1982)., La fosforilaciébn en este caso
parece no llevarse a cabo a nivel del receptor y se ha
sugerido, al menos para el caso de 1la activaéibn )
adrenérgica, que puede ser a nivel de la proteina Gs.
Algunos de los datos .obtenidos en este sentido, se ilustran
y'discuten en los apéndices 3,4 y 5.

La desensibilizacién o disminucién de la respuesta por
una estimulacién previa del receptor, es otro de los

mecanismos reguladores de 1la respuesta a-1 adrenérgica;

puede ser de tipo homélogo cuando es inducida por el mismo



agente ;3 de tipc heterdélogo cuando es inducida por otra
hormona o por PMA. La pérticipacién de la PK-C parece
llevarse a cabo en cualquiera de estos tipos de
desensibilizacién, aunque el substfatd de la cinasa dentro
del proceso de transducciodn pﬁede variar. En elkreceptor B
es donde ‘el fenomeno ha sido mds estudiado, aunque ya se han
presentado algunas evidencias en este sentidb para ‘la
respuesta a-1. Asi por ejemplo en la desensibilizacién
homéloga, la fosforilacidon parece ser a nivel del receptor y
requiere de la ocupacién del mismo (Bouvier et al, 1937),
mientras que en 1la desensibilizacién heteréloga se ha
sugerido que el compuesto fosforilado es la proteina "G"
(Sibley et al, 1988).

Ademds de 1la participacién de 1la PK-C en 1la
desensibilizaciéﬁ, otros fenbémenos pueden llevarse acabo en
este proceso, por ejemplo, el vaciado de 1aé pozas .de
calcio, como se puede observar cuando se estid midiendo el
incremento de este ion en citoplasma o algin fenomeno
dependiente de este ( ver apéndice 5 vy Tdrres-Mérquez Yy

Moreno-Sanchez, 1991). Otros procesos también involucrados
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pueden ser 1la disminucién del RNAm que codifica para el

receptor (Hadcock et al, 1989; Izzo et al, 1990) o la
endocitosié, comc se ha sugerido para el receptor B en el
caso de la desensibilizacién a largo plazo (Mickey et al,

1975; Karliner et al, 1986).



OBJETIVOS

Con base en las evidencias farmacolégicas, bioquimicas
y de biologfia molecular que sugieren la existencia de
subtipos de .receptores a-1 adrenérgicos, asi como su
regulacién diferencial, nos _planteamés estudiar en esta
tesis: los subtipos de receptores a-1 adrenérgicos presentes
en higédo, aorta y adipocito y 1la regulacién de esta
respuesta a-1 adrenérgica.

Para tal objeto se adjuﬁtan cinco apéndices y una
discusién general. |

Los primeros dos apéndices versaran sobre el subtipo de
receptor a-1 adrenérgico en higado y aorta (Apéndice 1) y
adipocitos (Apéndice 2). Estos sistemas se seleccionaron
debido a las diferencias que muestran entre si en cuanto a
su estimulacién por agonistas, regulacién por PK-C vy
sensibilidad a toxina pertussis,

Los ultimos tres apéndiées serdn sobre la regulacién de

la respuesta a-1 adrenérgica en 3 diferentes modelos:
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hepatocitos y aorta (Apéndice 3), con la idea de profundizar

en la diferencia de la regulacién de la respuesta a-1
adrenégica pdr PK-C en los subtipos a-1A y a~1B; hepatocitos
de ratas obesas 2ucker (Apéndice 4), con la idea de ver si
existen diferencias.en la regulacién de la respuesta a-1
adrenérgica por diferentes iscenzimas de la PK~-C y el dltimo
hodelo presentado es la desensibilizacién de hepatocitos de

rata normal e hipotiroidea (Apéndice %), con el fin de




comparar la desensibilizacién homéloga y heterédloga, tanto
como para saber si existe participacién exclusiva de una de

las isoformas de PK-C,
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The effect of several a; adrenoceptor antagonists on the a)-adrenoceptor-mediated stimulation of phusphatidslinositol labeling
was studied comparatively i rat hepatocytes and rabbit sorta. ft was observed that S-methy] urapidil and W1 4101 were much

more patent in rabbit aorta than in hepatocytes. The orders of potency were prazosin = Smethyl urapidil

2 WB 4101 in liver

cells and WB 4101z § methyl urapidil = prazosin in aona. Treatment with chlorethylcionidine inhibiied 70-80% of the sumulation
of labeling induced by cpinephsine in rat liver, but only 30-40% of that in sorta, Our data suggest the existence of two
pharmacologically distinct receptors in these tissues 1.¢. ay,-adrenoceptors in aoria and a,g in liver cells,

ay-Adrenoceptor subtbypes: Liver cells; Aana: $-Methy urapidit

1. Introduction

a-Adrenoceptors were initially divided into two sub-
types, i.e. ap and a,-adrenoceptors, on the hasis of
their affiniies for agonists and antagonists and their
mechanisms of signal transduction (Berthelsen and Par-
tinger, 1977; Fain and Garcia-Sainz, 1980). Pharmaco-
logical and molecular biological evidence for subtypes
of the a,-adrenoceptors already exist (Kobilhy et al.,
1987 Bylund. 1988; Regan et al.. 1958).

Regarding the o,-adrenoceptors. there iy increasing
evidence from radioligand and funcuonal studies that
this 1ype of receptor can be further subdivided into two
pharmacologically distinct subtypes (a,, and ay). al
though this remains  controversial  (Flavahan  and
Vanhoutte, 1986; Hicble et al. 1986; Docherty. 1987,

“MeGrath and Wilson, 1988, Minneman, 1988). Three
adrenergic antagonists seem to be especially useful to
distinguish between these adrenoceptar subtypes: 5
methyl-urapida!  (6-[3-{4. (--mclhm)pheml) I-pipera-
zinyl} propyl-amino}-1,3,5 trimethyi-1-2.4-{"H. H]pyrim-
idindione) (Gross et al. 1988; Hoyer et al. 1990).

chlorethylclonidine (Han et al., 1987, 1988) and WB

4101 [242.6-dimethoxyphenoxyethy!) aminomethyl-1.4
benzodioxaned {Morrow and Creese, 1986).
Previous work from our laboratory has shown that

Cotrespondenee W I Adolfo Garcia-Sainz, Departamenta de Bewen-
crgética, Inututn de Frsologia Celutar, UNAM. Ap Postal ™ 248,
03810 Mevicos Cits, DF L Mewee

ay-adrenergic activation n rat liver and rabbit sorta
leads to phosphoinositide 1urnover but that some agents,
such as methoxamine. although interacting with the
a;-adrenoceptars in both tissues. were only able 1o
activate the receptors in aorta (Garcia-Sainz et al.,
19835). These findings were confirmed and extended by
other groups measunng phosphorylase activiation and
eytosolic calcium (Tsujimoto et al., 1989). The passibil.
ity that the differemt response in these tssues could be
Jue w0 recepror subtyvpes has been supgested lG.lthl-
Sainz ecal., 1985; Tsusimoto ¢t al. 1989,

The present study was underiaken to study compara-
tively the sensitivity of the a -adrenergic-mediate phios-
phoinositide turnover to S-methvlyrapidil. chlorethyl-
clomdine and WB 101, Our results show ¢lear dils
ferences in sensiivaty to these agents and further sup-
port the suggeston that these ussues have different
receptors. i.e. a, -adrenoceptors in rabbit aorta and ay
i rat liver cells. :

2. Materials and methods

t-Epinephrine and propranolol were obtuned from
Sigma Chemical Company. Chlorethylclonidine und WH
4101 were from Research Biochemivals tne. { “PIP (car-
rier freed was from New England Nuclear. Prazosin was
a generaus gift from Pfitzer and S-methyl-urapidil was
generously provided by BYK-Gulden Pharmazeutike.

The methodology 1o study phosphutidylinositol (P1)
labeling bas heen described in detal elsewhere (Tulbert



et al.. 198G Villalobos-Molina et al., 1982). In bnel.
polated rat hepatoostes (Berry and Frend. 1969 or
nngs of rabbit sorta were incubated for 60 min in
medium containing 10 pCi, ml of [**P]Pi. At the end of
incubation lipids were extracied and phospholipids wep-
arated by thun laver chromatography (Garcia-Sainz and
Fain, 19803 When the inhibitory effects of prazosia,
femethalurapidd and WB 3101 were studied. these
agents were present simultaneously with epinephnne.
Chlorethylclonidine 15 a denvative of c¢lonidine that
trreversibly inactivates a;-adrenoceptors (Han et al.
1987). To study its action hepatocstes or rings of aorta
were praincubated for 15 min with chlorethylclomdine
and then washed before baing incubated with epineph-
tine and [*P)Pi. Phosphorslase scuvation was studied
bs the method of Stalmans and Hess (1975 1n liver cells
tncuhated for Donun with the agents.

3. Resulns

Busal fubeling of phosphaudsinosnol was denaticul
e that ohserved previously (Gareta Sainz et al, 1985
Epuephrine sumulated in a dose-dependent fushwon the
lubelinz of phosphatdslinositol both in hepatiwstes
the 1Ay and sorta (fig. 1Cy. The magnntude of the
effects. the EC..s and the amount of label incorparated
were simudar to salues observed previousiy (Villalobos.
Mohna et sl 1982), Prazosin and S-methyt urapidii
were without effect on the basal laheling of phosphan-
Jdshinositol in hoth preparations. The effect of 10 uM
epinephrine was dose-dependentdy blocked by these
antagonists in hoth tissues (fig. 1, panels B and Dy the
curves for inhibition of the a)-adrenergic action were
rather shattow whereas thase obtained with aortic angs
were steep. S-Methsl urapidil had a potency sinnlar o
that of prazosin in aorta but it was approumitels
100-times Tess potent than prazosin in liver cells ofig. 1,
panels C and D).

WB 3101 dose-dependently inbubited the ay-adren-
erziv stmulation of Pl labeling thg. 2. Interestingly,
with this antagonist. the profile was similar to that
observed with S-methyl urapidil. 1.e. WB 4101 very
patently antagomized the effect of epinephrine in aorta
but was rather weak in hiver cells (fig. 2). The difference
in potency observed in these tissues was approximately
2 orders of magnitude. WB 4101 did not alier the basal
labeling of Pl in these tissues. '

Stnce  hepatocytes can actively metaholize mans
drugs. the e¢ffect of the antagonists was also assayed
measuring a rapid response. Phosphortase can rapidly
be activated by eptnephrine (maximum in approxi-
mately 30 sec; 3-4-fold increase in activity). Using 1-ntin
mcubdations we observed that the potency order of the
antagonist was the same as that observed in the P!
labeling studies, e prazosin (IC,, = 3) aM > 5
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Fig 1. Effect of adrenergic agents un the labeling of phosphandsl
mowtol Liser celly 1A and By or nngs of sorte (O and Dy were
ivubated wirth different concentrainns of epinephnne tA and C) or
with 10 u M epenephnne plus Qifferent concentrationy of prazosin
sosreleny or Somethyl arapidit isquares B and D) Results are evpreywed
aithet 1y percentage of basal Labeling (pancls A and Cr o1 s per.
centage of the shmubation induced by 10 4 M epinephnne rpanets 8
and Dt Plotied dre the means, and verical haes represent the SE of
o-11) determinations using Jifferens preparations

methsb-urapidil (1C,, = 500 nM) 2 WB 3101 (IC,,, = |
TR 8%

Preincubation with chlorethyviclonidine inactivated
dose-dependently the a;-adrenoceptors of hepatocvies
as evidenced by the diminished effect of a fixed con-
centration of epinephrine (fig. 3). The inhibition ob-
served way approa. 75-80% which is tn agreement with
the data of Hun et al. (1987). In contrast, in rabbit aorta
the inhibitory action of chlorethylclonidine was only
sigmificant at the higher concentration tested {100 pM)
and the magnitude of inhibition was only 30-40% of the
effect of epinephnne. Chlorethatclonidine did not alter
the hasal labeting of Plan these tissues. '

4. Discussion

Qur present results show clear differences in sensitiv-

ety to several antagonists of the aj-adrenoceplor-mediu.
ted turnoser of phosphomositides. In these experiments




———T T T Y
=
] ol 7~ .
- \
w
c o
= 78% 9
D =
e £
3 a
y e 80 q
o 9
© 2% .
&
bt
8 [ 4

-L00 [wB 4101} M

Fig 2 Bflect of WH 4801 on the a;-adrenergie-miedisted sumulation
of phosphatadyhnositol-labeting. Liver vells (@) or fangs of aorta 175
were incubated with 10 uM epinephnne and different voncentiations
of WH 4101 Resulty are eapressed as percentage of the sumulation
induced by 10 4 M epinephnne. Ploted are the means. and veruwul

lines represent the SE of 6-L0 determinaniens wsing different prepurs -

Lions,

fabeling of P1 was studied: although admittediy this i a
secondary effect due 1o the ininal breakdown of phos-
phatidylinositol 4. 5, biphosphate (Berridge and Imane.
1984), 1t is an easily quantifiable large response which
was similar in hoth tissues and allowed us 10 unambigu.
ously deline the differences. The order of potency ob-
served in liver (prazosin > S.methyl urapidil @ WB

100

75 B
50 ~
25 "

PI Labdeling
[3 ot Epinephrine Eftect]

,‘;Jiznll'

8 6 4
-LOG [chiorethylclonidine] ™

Fig 3 Effect of chlorethyiclonidine on the nj-adrenergic-mediated
stmulaton of phosphatidslinostol fabeling Liver cells vy or nngs of
worla 121 were preincubated for 14 mun with different concentrations
of chivrethskloniding. washed and incubated an the presence of
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4101) contrasts with that in aorta (WB 4101 = S-methy)
urapidil = prazosin). These data suggest receptor sub-
types and are consistent with those observed in other
models (Morrow and Creese, 1986: Han et al. 1987;
Hover et al. 1990) supgesting that liver cells mainly
express a,,-adrenoceptors, whereas aorta conlains pres
dominantly a;-adrenoceptors of the a,, subtype.

The data with chlorethsIclonidine ure also in agree-
ment with this interpretation. Chlorethylclonidine irre-
versibly inactivates only the a,y-adrenoceptors (Han et
al, 19K7; Minneman. 1988). In our experiments with
liver cells. 70-80% of the a,-adrenocepiors were blocked
by chlorethyviclonidine which clearly indicaies the pres-
ence of a large proportion of a,-adrenoceptors in this
tissue. In contrast, in aorta only 30-40% of the a,-adren-
oceplors were inactivated by chlorethviclonidine and
relatively large concentrations. This 1s consistent with
predominance of a,,-adrenoceptors in this tissue. The
possibility that chlorethviclomdine might have permea-
bility difficulties in the acruie rings was considered.
Howeser, this does not seem to be the case. Tsujimato
et ul. (198Y; observed that even after five periods of
treatment with chlorethylclomidine only a 31% losy of
a;-adrenergic binding sites can be detected in aorta.
Data from other authors are also conusient with our
findings: Han et al, (1987) abserved that ireatment of
purified membranes from liver with ¢chlosethylclonidine
inactivates = 80% of the ' IBE binding sites. Simularly.
Tsujimoto et al. (1989) reported 4 95% inactivation of
the binding sites in rat hepatocytes. Using liver mem-
branes Gross et al, (1988) observed that 5-MU com-
petes with low alfinity for the {‘Hlprazosin binding
sites.

Although our data clearls show that the adrenergic.
mediated stimulations of PI labeling are nainly media-
ted by a;,-adrenoceprors in aonta and a,y-adrenovep-
tors in diver. they do not rule out the possibility of some
heterogeneny. In fact, some data suggest this possibility.
i.e.. the partial inactivation by chlorethyviclonidine, the
shallowness of some of the inhibitory curves and some
reports which also suggest such heterogeneity in these
models. We and others (see Garcia-Sainz, 1987 and
references therein) have observed thatin fiver cells some

of the a-adrenergic effects suggest the possibility of.

receptor heterogeneity and/or additional  signalling

.mechanisms. Similarly Tsujimoto et al. (1989) has shown
that the small chlorethylclonidine-sensitive population’

of a;-adrenoceptors in aorta has some contribution in
activating phosphorylase. and they suggesed the possi-

bility that receptor heterogencity may exist in this tis-

sue.

In summary, our daa clearls show the existence of
two pharmacologically distinet aj-adienoceprors an liver
and sorta This prohably explainy the dilferences an
activity observed previousty with some agonists (Gae-
cia-Sanz et al. 1985 Tsujimoto et al., 1989).
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Apéndice 2
La informacidédn contenida en este trabajo ser& adecuada
al formato del Eur. J. of Pharmacol. para enviar a

publicacién.

Subtipo de adrenoceptor a~1 en adipocito blanco de rata
Torres-Marquez, M.E., Romero-Avila, M.T. y Garcia-Sdinz,

JIA'

Los receptores a-1 adrenérgicos fueron inicialmente

subdivididos en 2 subtipos (a-1 y a-2), con base en sus

afinidades para agonistas y antagonistas y en su mecanismo

de transducciédn a-1l .adrenérgico {Berthelsen vy Pettinger;
1977; Fain y Garcia-S&inz, 1980). |

Evidencias recientes utilizéndo herramientas de
biologia molecular han mostrado la éxistencia de tres
subtipos a-~2 adrenérgicos (Kobilka\ et al, 1987; Bylund,
1988; Regan et al, 1988) y tres subtipos a-1 adrenérgicos;
a-1lA, a-1B y‘a-lc (Cotecchia eb al, 1988; Lomasney et al,
1991; Schwinn et al, 1990) y la evidencia farmacolégica
obtenida a la fecha ha sugerido la existencia de al menos
los subtipos a-1A y a-1B (Morrow y Creese, 1986; Han et al,
1987; Gross et al, 1988). Los antagonistas mas utilizados

con estos fines son el 5 Metil-urapidil, 5 MU (Gross et al,

1988), la cloroetil-clonidina, CEC (Han et al, 1987; 1988) y

el WB 4101 (Mcrrow y Creese, 1986).

e e



Estudios previos en el laboratorio demostraron que 1la
estimulacién a-1 adrenérgica en el adipocito 1lleva al
recambio de PI (Garcia-Sainz y Fain, 1980a; Garcia-Séinz,
1983). Por otro lado llama la atencién que la respuesta a-1
adrenérgica sea relativamente sensible a la accién de 1la
toxina pertussis (Moreno et al, 1983) y poco susceptible a
la accién bloqueadora de los ésteres de forbol (Garcia-Sainz
y Judrez-Ayala, 1988), a diferencia del hepatocito (Garcia-
Sdinz et al, 1986; 1990). Como se mostré previamente
(Torres-Marquez et al, 1991), algunas diferencias en la
respuesta a-1 adrenérgica pueden ser refléjo de 1la
existenciaAdé un subtipo de receptor diferente. De aqui gque
en este trabajo se pretende caracterizar el subtipo de
adrenoceptor éresenté en las células del tejido adiposo

blanco de rata.
Metodologia

El recambio de PI se midié como sé describié
previamente por Garcia-sainz Y Fain (1986). Los
experimentos de ihhibidién | por los antagonistas se
realizaron coincubando los compuestos a las concentraciones
indicadas en presencia de epinefrina 10 uM mas 10 uM de
propranolol. En el caso de la cloroetilclonidina, las
células se preincubaron por 15 min con 100 uM de CEC, se
lavaron vy poéteriormente se incubaron con la epinefrina a

las concentraciones indicadas, en todos los casos se afadié



10 uM de propranclol.

Los experimentos de -énlazamientc con [1251]HEAT se
realizaron en preparaciones membranales obtenidas como se
reporté por Mohell et al (1983). La curva de saturacién del
ligando radiactivo se realiz6 como 1lo reporta Lomasney et
al (1991) utilizando 1 mg de proteiné/tubo..Las curvas de
desplazamiento fueron realizadas con 200 fM de ligando
epinefrina y las concentraciones in@icadas de antagonista o

agonista segun sea el caso,

Resultados

Estudios previos del 1laboratorio mostraron que la
estimulacién a-1 adfenérgica én el adipocito lleva al
recambio de PI y éste fue uno de los parémetros utilizados
en este trabajo para estudiar el subtipo de a-1 adrenbceptor
involucrado en su respuesta. El otro enfoque utilizado fué
el del enlazamiento del iiqando [12511 HEAT él reéeptor a-1
adrenérgico, como se ha empleado para tejidos con baja
densidad del receptor (Bylund, 1987).

En la figura 1A se puedé observar el tipico patrén de
la respuesta a epinef‘rina dependiente de la concentracidén
del agonista. Se puede ver tambhién gue esta respuesta a-1
(Fig 1A) es antagonizada, por CEC, como corresponde a un
adrenoceptor a~-1 B o0 a-1C. Se realizé el blogueo de la
respuesta por los diferentes antagonistas a-1 adrenérgicos,

no alquilantes (fig 1B), y se pudo observar que: la



respuesta es bloqueada en su totalidad por prazoesina, como
corresponde a un receptor a-1 adrenérgico. La respuesta es
también bloqueada por el 5 M-U y el WB 4101 (Fig 1B). En
donde el orden de potencia de 1los antagonistas para
bloquear la respuesta fue: prazosina > 5 bﬂf > a WB 4101,
sugiriendo se trataba de un receptor a-~1B

De los estudios de enlazamiento se pudo obtener una
saturacién con el ligando radiactivo, denotando una Kd=125 #*
18 pM y.una Bmax de 8.9 * 2 fmol/mg proteina (Fig 2A).
Esté ) compuestp fue desplazado por los diferentes
}antagonistas con un orden de potencia como sigue: prazosina
> 5 MU > WB 4101 (Fig 2A). Se realizaron también las curvas
de desplézamiento péra ggonista {(fig 2C) donde sé muestra.un.
orden de potencia epinefrina > norepinefrina > fenilefrina.
| Estos datos concuerdan con los previamente obtenidos gara el
recambio de PI fGarcia—Séinz, 1983},

Los valores comparativos de las KlIs para 1los
antagonistas obtenidas en los estudios de recambio de PI o
de enlazamiento, asi como las ECgg para agoniétas s€ resunmen
en la Tabla 1. Se corrobora en ésta tabla qué el orden de
potehcia de 1los ' antagonistas para inhibir la respuesta

corresponde a un subtipo de adrenoceptor a-1 B.

Discusiédn
Los datos presentes confirman la existencia de

receptores a-1 adrenérgicos funcionales en el adipocito de



rata. La densidad de receptores obtenida en este trabajo es

ligeramente menor a la que se reporté por Kabataki et al
(1991) (8.9 * 2 vs 24 * 3,2 fmnoles/mg de proteina)
utilizando como ligando a la [3H]bunazosina. No obstante la
capacidad especifica de este ligando es baja y sus
resultados se estan tratando de réproducir en nuestro
laboratorio. Esta densidad es también menor en relacién a
la presente en el tejido adiposo humano (303 fmol/mg de
prot) (Burns et al, 1981), en este caso el nlimero de
receptores fué determinado por enlazamiento con [3H]WB 4101,
lo que permite sugerir que el valor obtenido podria estar
sobrestimado pues este 1igando es capaz de enlazar también a
algunos receptores a=-2 adrenérgicos. La evidencia de la
funcionalidad de @&stos receptores a=~1 adrenéfgicos se ha
observado témbién en la estimulacién de la glucdgeno
sintetasa (Lawrence y Larnier, 1977; Garcia-S&inz y Fain,
1980b) y en el incremento de IP, en ei tejido adiposo
(Namberg y Putney, 1986). El subtipo de adrenbceptor
identificado en éstas células fue o-1' B predominantemente,
de acuerdo al orden de potencia obtenido para los
éntagonistas que fue: prazosina >5 MU > WB4101. Este orden
de potencia se pudo observar tanto en éstudios de
enlazamiento, como en los estudios funcionales de recambio
de PI.

El antagonista CEC, también' fue capaz de abolir la

respuesta como corresponde a un adrenoceptor a-1 B. HNo

obstante, se pudo observar una respuesta residual después



del tramiento con este agente, lo cual sugiere que o bien,
el compuesto no es capaz de blogquear totalmente la respuesta
o existe un pequefic componente de adrenoceptores a-1 A. La
incapacidad de la CEC para blogquear totalmente la respuesta
a-1 B se ha observado por otros autores (Han et al, 1987) y
se ha adjudiqado al caracter altamente hidrofilico del
compuesto, que no le permite el acceso a la totalidad de los
receptores. El orden de potepcia de los antagonistas para el
bldqueo de la respuesta a-1 adrenérgica es el esperado para
un adrencceptor a-1B, la magnitud de éstas diferencias al
menos en el recambio de PI no es tan grande como el que se
puede observar en el higado, tipicamente a=-1B. Sin embargo,
los estudios de enlazamiento muestran una magnitud maydr
para el orden de potencia., La Gltima diferencia en 1la
magnitud de los ordenes de potencia entre higade vy
adipocito, puede estar mis directamente relacionada con las
caracteri{sticas intrinsecas del adipocito, como su menor
actividad metabélica, que permitirfa un menor marcaje de las
pozas de 32p haciendo menos evidente las diferencias en el
recabio de PI. En cuanto a la posibilidad de un compcnente
a-1A en estas células no puede ser totalmente descartado.
Con los resultados obtenidos se puede decir que el
adipocito presenta un receptor adrenérgico predominantemente
a-1 B. Nuestros datos seflalan también la importancia de
estudiar los subtipos de adrenoceptores a-1 en los
diferentes tejidos de los cuales provienen, pues se podria

encontrar que dependiendo del entorno del receptor, éste




puede presentar algunas peculiaridades que posiblemente
influyan en su regulacién, no obstante el pertenecer a

alguno de los subtipos identificados,
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Tabla 1., Valores de KI obtenidos para los antagonistas y
agonistas a-1 adrenérgicos en adipocitos de rata.

KI/Ka (Recambio de PI**)

Antagonista KI (enlazamiento*)
(nM) (nM)
Prazosina 0.45 ¢+ 0.19 1.26 % 0.33
5-MU 14,23 £ 2.80 5.33 % 2.00
WB 4101 23.0 * 7.60 13.3 t+ 0.48
Agonista ECgq
nM
Epinefrina 547 + 147 1400 **%
Norepinefrina 963 * 231 1600 **x
Fenilefrina 1177 + 86

* Los valores representan la X * SE de los valores ObthQEOS
tres experimentos diferentes de enlazamiento con I}
El cdlculo de

de
HEAT, realizados como se describe en métodos.
la KI se obtuvo por medic del programa LIGAND (Monson and

.pudbard, 1980).
+ SE de 3-7 experimentos de

** Los valores representan la X
recambio de PI realizados, como se describe en métodos. El
valor de la KI se obtuvo utilizando la férmula de Cheng and

Prusoff, (1971).
k%% Yalores obtenidos a partir de lo reportado por Garcia-

S&inz (1983)
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Figura 1. Respuesta a-1 adrenérgica en adipocitos de rata y
su blogqueo por antagonistas a-1 adrenérgicos.

A) Recambio de PI estimulado por epinefrina en
adipocitos control (§) y preincubados_con CEC 100 uM ©).

La respuesta representa la X * SE de al menos 3
experimentos por realizados por triplicado.

'B) Blogueo del Recambio de PI estimulado por 10uM
de epinefrina + 10uM de propranolol por los antagonistas
prazosina ( ), 5 MU (_ . ) o WB 4101 ([ ) a las
concentraciones indicadas. Los valores representan la X * SE
de 3 experimentos realizados por triplicado en el caso del
WB 4101 u ocho experimentos realizados por duplicado para
los otros dos antagonistas.
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B) Grafica representativa del desplazamiento del

ligando radiactivo en membranas de adipocito de rata por los

antagonistas prazdosina (¢ ), 5 MU (/) y WB 4101 (; ).
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In rat hepatocytes, active phorbol esters inhibited the alphaj~adrenergic
stimulation of phosphatidylinositel labeling with the expected potency order:
phorbol myristate acetate (PMA) » phorbol dibutyrate (PDB)., In contrast, in
rabbit aorta the alphaj-adrenergic action was inhibited dose-dependently by PDB
but not by PMA., Similarly PDB (but not PMA) induced a strong contraction in
rabbit norta. The phorbol ester-induced contraction developed slowly, was dose-
dependent and independent of extracellular calcium. These effects of PDB in
rabbit aorta were neilther inhibited by the protein kinase inhibitor H~-7 nor
mimicked by the synthetic diacylglycerol, OAG. Our results raise some doubts on
the mechanism(s) through which the actions of PDB take place in rabbit aorta,
® 1990 Acadamic Press, Inc.

Phorbol esters are a series of tumor promoters that elicit a large variety
of biological responses. Such effects seem to be lnitiated by the activation of
protein kinase C (PKC) (1). This protein kinase'plays_a key role in procegses
of signal transduction (2-4) and it is a modulator of cell responsiveness
(2,3). Phorbol myristate acetate (HHA) is the most #otent and active of these
protein kinase C activators and has become the prototype of this family of
tumor promoters,

One of the effects of PMA {s to block the alphaj-adrenerglc action; this
effect was first shown by us in liver cells (5-7) as has now been observed In
other models such as rat aorta (8,9), hippocampal cells (10), vascular smooth

muscle cells (il) and a vas deferens derived cell line (DDT.Hfz) (12). This

*To whom correspondence should be addressed.
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action of phorbol esters ls assoclated to receptor phosphorylation (12) and
seems to be part of a physi{ological feed back mechanism (13},

Ta our surprise in rabbit aorta PMA is essentially unable to block the
alphaj-adrenergic-mediated stimulation of phosphatidylinositol (P!) labeling
(14). Similarly, it was observed that PMA {s unable to block the contraction
induced by epinephrine {alpha)-adrenergic action} and induces only a very weak
contraction per se Inm rabbit aorts (8). In contrasc, PMA induces both a strong
contraction and blocks the alphaj-adrenerglc action {n rat aorta (8},

lNevertheless during the last years, several reports indicate that a different
phorbol derivative, phorbol dibutyrate (PDB), {Induces strong contraction 1in
rabbit aorta (15~18). We studied the effect of different phorbol derivatives, a
synthetic discylglycerol and an inhibitor of PKC on PI labeling and contraction

and the results are preseﬁted here.

MATERIALS AND METHODS

4-~~Phorbol, PMA, PDB, 4-O-methyvl eter phorbol (4-0-me~-PMA), l-oleoyl-I~
acetylglycerol (0AG), 1*(S-isoquinolinylsulfony1)-2-meth§1-piperazine (H~77,
and (-)epinephrine were obtained from Sigma Chemical Co. | IpiPL (carrier free)
was from New England Nuclear.

The methods employed to study che alphay-adrenergic stimulation of
phosphatidyl inositol (PI} labeling in hepatocvtes and aorta have been reported
previously (14,19). In brief, {solated hepatocytes or rings of rabbit aorta
were {ncubated in buffer containing 10 _Cifel {32p)Ps. After a 60 min
incubation, lipids were extracted with chloraform: methanol (2:1); the single
phase was broken, the chloroform layer was evaporated and phospholipids
separated by thin layer chromatography. Incorporation of label was counted in
silica gel scrappings. )

For contraction (19) aortic rings were connected to force transducers (FT.

03 Grass); changes {n isometric tensian were recorded continuously on a 7P
.Grass polygraph. Four grams of passive tension were initlally applied and the
tisgsues were allowed to equilibrate for 120 min., The tissue was repeatedly
contracted with 0.1 uM epinephrine until the contractions became reproducible,

RESQLTS
Epinephrine induces a marked stimulation of PI labeling 1in both rat
hepatocytes and rabbit aorta (Fig. !, panels A and C); this effect 1s mediated
through alphay-adrenoceptors (5-7, 14, 19). In hepatocytes, phorbol esters
inhibic dose-dependently the alphaj-adrenergic action with the expected potency
order PMA > PDB; <2-phorbol and é-O-me-PMA only weskly inhibit the alphaj-action

at very high concentrations (Fig. 1, panel B). In marked contrast are the data
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Figure 1. EFFECT oF EPINEFHRINE  ARD  PHORBOL ESTERS ON
PHOSPHATIDYLINOSITOL LABLLING IW ISOLATED RAT HEPATOCYTES ARD  RABBIT
AORTA. Hepatocytes {panels A and B) or rings of aorta (panels C and D)

vere {ncubated in the presence of different concentrations of epinephrine
(panels A and C) or with 10 .M epinephrine and different concentrations
of the following phorbol esters {panels B and D}; PMA (G.@); POB (2, u);
a~phorbal { & , & ) or <~0s+we-PMA (v , v ). Plotted are the means and
vertical lines represent the 5.E.M, of 5-8 experiments using different
preparations. '

obtained in rabbit aorta: PDB dose~dependently inhibits the alpha-adrenergic

effect; hawever, in agreement with our previous data (l4), PMA only weakly

diminished the effect and no dose~dependency was observed; 4 phorbol had a vefy
small {nhibitory effect at high concentrations and 4-0-me-PMA has no effect at

all (Fig. 1, panel D). The dlacylglycerol derivative, OAG, blocked the alpha)-

adrenergic effect in liver cells (not shown, see 20) but 1t was completely

unable to do it so in rabbit aorta {not shown). Similarly h-7 which partially

{nhibits the blockade of the alphaj~adrenergic action induced by PMA in

hepatocytes (21) was upable to shift the inhibitory dese~response curve to PUB

in rabbit aorta even at a concentration as high as 0.1 m¥ (data not shownj.

We next examined the effect of different phorbel esters on  aorta

contraction. PDE induced a dose~dependent contraction of large r-nitude and
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Figure 2. EFFECT OF FHORBOL ESTERS ON ADRTA CONTRACTION, Panel A: Tissue
was incubated with different concentrations of PMA (0) or PDB (&) for 10
min., Panel H: tissue was fncubated for the times {ndicated with | u¥ PDB
{(®), 10 =M PMA (0), 10 M a-phorbol ( v} or 100 o4 4-O-me-PMA ( a).
Panel C: tissue was incubated with 1 M PDB in buffer with the following
calcium concentrations: O calcium plus 2.0 mM EGTA (o); .1.25 mM CacClj
(®m); 2.5 mMCaCly (2); 5 mMCaClp (7); 10 oM CaCly (). Panel D
tissue was incubated for 30 min with the following concentrations of PDB
and then different concentrations of epinephrine were added: No PDE (0):
10 nM PDB (=); Q.1 M PDB (&); L .M PDB (®); 10 M PDB (7). Plotted
are +the means and vertical lines represent the S.EM. of 4-6
determinations wusing difterent preparations; in Figure D some of the
vertical lines were omitted for Llarlt/. the S,£.4. were = 5-10% of the
means .

slow onset (Fig. 2, panels A and B). Both features, the slow time-course and
the dose-response curve are similar to that obtained by other authors (l4-18).
PMA  induced a very small contraction and only at che highest concentration
tested {(10uM) (Fig. 2, panels A and B) while a-phorbol, 4-0-me-PMA and OAG
were completely inactive (Fig. 2, panel B}.

The contractionAiaduced by PDB was Independent of extracellular calcium;
fn fact, the effect of PDR was slightly larger 2. the concentration of calcium
was decreased (Fig. 2, panel C).

Incubation with different concentrations of PDB for 30 min induced

contraction by itself (Fig. 2); under these conditions, at low concentrations
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of PDB the dose-response curve to epinephrine was slightly shifted to the right

and at higher concentrations little further contraction wvas induced by the

adrenergfc amine (Fig. 2, panel D}, However, the maximal contraction in all

cases was almost identical (Fig. 2, panel D).

DISCUSSION

Our present results show remarkable differences in sensitivity to phorbol

esters between rat hepatocytes and rabbit aorta. The potency order of the

phorbol derivatives observed in rat liver {5 in accord with that for activation

of PKC (l). However, the data obtained using rabbit aorta is not. The weak

effect of PMA {prototype of these agents), the absence of actfon of OAG,

together with the lack of inhibition by -7 raises serious doubts on the

underlying mechanism(s) of the effects of PDB in rabbit aorta. It {s noteworthy

that although PDB blocked both the alphaj-adrenergic mediated stimulation of Pl

labeling and {nduced aortic contraction the dose-response curves showed Ssome

difference in sensitvivity (ICsg ~ 20 nM for the inhibition "of the alpha|-

adrenergic action and ECgq 1200 nM for contraction). The reason for such’

difference is currently unknown.

Other authors have observed that PDY induces aortic contraction in this

model (15-18); the effect has been attributed to PKC activation. We can not

rule out the possibility that PKC may participate in these effects, Hduever.

our data clearly indicate that the expected potency profile for phorbol esters

is not observed and therefore caution should be exercised in interpreting these

data.

PKC activity is not particularly sbundant fn aorta (22,23). However, in

cultured rabbit aortic smooth muscle cells type Il PKC isozyme has been

detected by {mmunoblot Aanalysis with specifi¢c monoclonal antibodies (24),

However, PMA  has clear effect on DNA synthesis and phospholipase-C mediated

hydrolysis of phosphoinositides in these cells (24).

It has been previously observed that PMA can induce contraction im rabbit

acrta (25). However, this eifect of PMA was observed at high concentrations,

wvas of small magnitude, took 3 te & hours to reach a3 maximum and it is calcium-
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dependent (25). The role of extracellular calcium has been studied by several

groups, some authors observed a partial requirement for the effect of PDH

whereas we and Sybert et al {16) observed no such requirement for calcium. In

other contractile models extracellular calcium seexs to be required for the

induction of contraction by phorbol esters (86,26,27). The reason for these

differences 15 unknown., However, it ralses the possibility that part of the

effect of PDB could involve PKC sctivation but that another action(s) af this

tumor promoter way contribute to ic.

In summary, our results clearly show that PDE {nhibits che alpha;-

adrenergic stimulation of Pl labeling and fnduces contraction in rabbit aorta.

They also show that PMA, the prototype phorbol ester, was surprisingly much

less active,
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SUMMARY

The effect of phorbol myristate acetate (FMA} on the
hormonal responsiveness of hepatocytes from lean and obese lucker
rats was studied. Phenylephrine-stimulated phosphatvdylinositol
labeling and phosphorvlacge activation were antagonized by FMA in
cells from obese and lean animals: bigger residual effects were
observed in celis from obese animals even at high PMA
concentrations. Cyclic AMP accumulation induced by
isoproterenol. glucagon, forskolin and cholera toxin was higher
in cells from lean animals than in those from obese rats. PHMA
diminished glucagon- and cholera toxin-induced c¢vclic AMP
accumulation; cells from lean animals were more sensitive to PMA.
Two groups of isoforms of protein kinase C (PKC) were observed in
hepatocytes from Zucker rats using DEAE-c<ellulose column
chromatographv: PKU 1 and PKEC 2. The PFKC 1 isozymes were
separated'into four peaks using hvdroxylapatite: aa, la (PKC-0).
lb. (PKC-a) and lc. Short treatment with PFPMA decreased  the
éctivity of PKC 1 (peake lbt (PKC-a) and lc) and to a lesser
extent of PKC Z: cells from lean animals were more s2nsitive to
PMA than those cobtained from nbese rats.

Gur resultsvvindicate that cells from géneticallv obese
Zucker rats are in general less.sensitive to this activator of
protein Kkinase C than those from their lean littermates. The
possibilitv that altérations in rhe phesphorylation
/dephosphorylation cycles. that control metaboliem and hormonal

responsivenass, mavy contribute tn rthis cohese state 15 suggested,



INTRODUCTION

Protein kinase C (PKC), a major component of transmembrane
signalling systems. 1is encoded by a multigene family comprising
at least seven forms with subtle differences in enzymological
behavior [1)]. In addition to its roles in metabolism. secretion
and contraction (2]. PKC modﬁlates the cellular responsiveness to
hormones by participating in regulatory re=dback 1oops and in the
cross-talk betuween different signal traneduction systems 2-41.
Among its substrates are receptors, Ge-proteins and membrane
ef fectors (3,4]. PKC is activated physiologically by the second
messenger diacvlglycerol and pharmacologically by active phorbol
esters such as phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (2]).
| In rat liver cells, activation of PKC by PMA leads. among
other effects, to inactivation of glvcogen svnthase [(S). blockade
of alpha,-adrenergic actions [6-10}, heterologous desensitiiation
of adenylate c¢yclage via inhibition of Gs activity [11-15}],
blockade of Gi functien (inhibition of adenvlate cyclase by low
concentrations of Gpp{(NHip) via phosphorvlatioﬁ of aGi-2 {16 and
a rapid logs of PKC activity (17]}.

Mature genetically obese (fa/sra) Zucker rats eanD;t insulin
resistance which ig expressed in several tigeyss =such as muescle,
adipoee tissue and liver (18] and it 18 associated to a deficient
action of PKC (19.20]. In liver cells trom obese animalsv the
properties of PMA to counteract phenviephrine-mediated activation
ot | phosphorviase and to l1nactivate glvcogen synthase are
attenuated (20). We further characterized this phenomenon by

studving several of the known acrtions <t PKC 1in hepatocvytes; our



raesults show a decreased sensitivity to PMA in liver cells from

obese {fa/fa) animals.
MATERIALS AND METHODS

Lean {Féffa?) and obese (fa/fa) Zucker rats were purchased
from Charles River (USA or Canada). Animals were 10-20 weeks old
at the time of the experinment. Hepatdcynes were isolated and
incubated as previously described [12,20). Glycogen phosphorylase
activity was assaved at 30°C in homogenates of thawed cell
suspensions as described bv Hue et al [21]. Labelling of
phasphatidylinositol (PI) with [2=p}pi was carried out as
described previously (7). Cvclic AMP was determined in cells plus
medium by the method of Brown et al {(22];: in these experiments
the cells were incubated for 2 min with the agents and in the
presence of‘ 0.1 mM methyl isobutvl xanthine (MIX) to inhibit
phosphodiesterase activity.

PKC activity was assaved by measuring the incorporation of
TLp from (v-2=P}JATP into HI-111% histone (17]: the procedures tor
hocmogenization, DEAE~cellulose and hvdroxyapatite column
chromatagraphy, SbS»PAGE and immunablotting were performed as

previously described in detail (1/}.

RESULTS3

Phenylephrine fin. the precsence of LOuM propranclol)
activated glvcogen phosphorvliase in hepatocytaes from obese and
lean rats (Table 1). PMA almost completelv antagonized in dose-
dependent fashion this effect of the zatechcolamine in <2lls  frem

lean animals but a big residual action of the agonist wacs

N



observed even in the presence of micromolar concentrations of the
active phorbol ester in cells from obese rats (Fig. 1, lefrt
panel) (20). Similarly, 10 uM phenylephrine (in the presence of

10 uM propranolol) increased the labeling of Pl both in cells

trom lean or obese animals: (180 + 30 and 220 + 1024 ot basal
labeling, respectively; means + S.E.M., n = 5 and 6
respectively). Prazosin  1uM blocked this action of the

catecholamine evidencing the involvement of alpha,-adrencceptore
(results not shown). PMA antagonized the effect of phenQLEphriﬁe
in cells from obese or lean animals (Fig. 1, 'right banel); the
dose-response curves were not very different although at luM PMA
a consistently higher residual effect of the agonist was observed
in cells from obese rats (Fig. 1, right panel).

Isoproterendl activated phosphorylase and increased cyclic
AMP accumulation in cells from lean rats (Table 1 and Fig. 2). We
were unable to detect any clear increase 1in cyclic AMP
accumulation in response to isoprotereé%l in cells from obese
animals (Fig. 2):; however, the beta-adrenergic agonist stimulated
glvcogen phosphorylase a activity (Table 1).

Glucagon activatéd phosphorylase (Table 1) and provoked
cyclic AMP accumulation. Interestingly, although the activation
of phosphorylase was comparable the accumulétion Qf cyclic AMP
induced by' glucagon was consistently decreased in hepatocytes
from obese rats as compared to cells from lesn animals (Fig., 3).
The effects of forskolin (Fig.-a) and cholera toxin on cyclic AMP
accumuylation (Fig. 5) were also decreased in cells from obese

rats. PMA decreased the accumulation of cyclic AMP induced by

n



cholera toxin or glucagon in hepatocvtes from both, obese and
lean rats: however, the decreases were observed at lower PMA
concentrations and were also more important in cells from lean
animals than in those from obese ones (Fig. 6). The effect of
forskolin was not altered by PMA (data not shown) in agreement
with our previous findings (14,15},

Two main groups of PKC isozymes have been detected in Wistar
rat hepatocytes using DEAE-cellulose: Pkc 1 and PKC 2 (17]). 1In
whole cell extracts obtained from hepatocytes from Zucker rats,
these two groups of PKC isozymes were alsc present (results not
shown) ; the absolute values of PKC 1 and PRC 2 activity were
sqmewhat variable from animal to animal but in general 'weré
similar in cells from obese or lean rats for PKC 1 and slightly
higher (approx. 2-fold) in the cells from obese rats for PKC 2
(Fig. 8, figure legend).

| In hepatocytes from Wistar rats. PMA induces a rapid loss of
_activitv of PKC 1 and a smaller loss of PKC 2 [17]). We confirmed
this finding wusing liver cells from Zucker rats and further
observed that ‘celis from lean rats were more sengitive to PMA

than hepatocytés from obese animals (Fig. 7).

In cells from Wistar the isozymes in the PKC 3} peak can be

resolved using hydroxvapatite column chromatography into three
peaks 1la, 1b and 1¢; we ildentified peak la as PKC-3 and peak lb
ag PKC-a [17]1. Treatment with PMA provoked a‘loss of activity of
peaks lb (PKC-a) énd 1¢ whereas peak la (PKC-3) activity was not
atfected (17]). PKC 1 of hepatocytes obtained from Zucker rats c<an
be separated into four peaks using hydroxyapatite . column

chrOmatographvi peaks la, lb and_lc { those previously observed



in cells from Wistar rats {(17) ) and another small peak that we
have named aa (Fig. #). This pattern was very similar in cells
obtained from obese and lean rats (Fig. 8). We attempted to
determine if the decrease in PKC 1 sensitivity could be
associated to specitic isoforms. For this purpose cells uére
incubated in the absence or presence of 10 nM PMA ta

concentration at which the difference in sensitivity between

cells from obese and lean animals is marked: see Fig. 8). In

cells from lean rats PMA induced marked decreases in the activity
of peaks'lb {44 + 4 % of the activity in the absence ol FMA)  and
1¢ (48 + 4 % of the activity 1n the absence ot PMA) but no chansge
was observed in peaks laa or la tius + 1U and 126 + 11 % of the
activities in the absence of PMA, respectively) (Fig. 8). In
cells from obese rats 10 nM PMA failed to significantly decrease
the activity of any of the PKC 1 peaks (aa, 105 + 11 ;: la, lu9 +
20; 1b, 90 + 2 and lc, 9% + 2 % of the activities observed in
the absence of PMA; results are the means + S.E.M. of three
experiments in triplicate using different cell preparations)
{Fig. 81). Using 1iscoform-specific monoclonal antibodies we

performed immunoblots of the isoforms; peak la was identified as

PKC-B and peak 1lb as PKC-a (Fig. 9), 1in agreement with ocur

previous data (17): peaks aa and lc were not recognized by these

antibodies (Fig. 9) [17].

DISCUSSION
The role of PKC in modulating c<ell responsiveness  to
extracellular stimuli has received consideravle attention [2-4]).

However, the precise biochemical mechanismie) which lead to such



modulations are only known in very few cases. The study is
complicated by the fact that PKC might have actionis) at
different levels on the signal transduction processes and also on
the cascade of intracellular évents that lead to the final
effects ([(2-4]. Further complexity arises trom the fact that
several isoforms of PKC can be present in a single cell type (1]).

ln the present study we examined cobese (tasfa) Zucker rats
in comparison with lean (Fa/tfa?) animale. The genetic lesion
responsible for the obese condition 1is unknown, but in
association with insulin resistance, a defect in PKC activation
has been suggested (19,20].

Van de Werve and Massillon [(20) observed previously that PMA
blocked the activation of phosphorvlase by phenvlephrine in cells
from lean animals, but only partially did so, in hepatocytes from
obese rats [{20). The possibility that beta-adrenoceptors could be
responsible for the partial blockade of phenylephrine action by
PMA was considered. This was specially important since it is
known that the obese Zucker rate suffer trom hypothyroidiem (23]
and hepatocytes from hypothyroid rats usually have an increasged
beta-adrenergic resposiveness [24-26]. However, the results ruled
out this possibility. Inclusion of 10 wM proprancolol to block
beta-adrenoceptors did not modify the effect of PMA on the
activation of phosphorylase 3a by phenvlephrine (Fig. 1).
Furthermore, 1in the studies on alpha, -adrerergic stimulation of
Pl labeling in cells from obes= rats we also Qbsérved a residual
adrenergic action. in spite of the presence of relatively large

concentrations of PMA (Fig. 1). However., this residual effact was



not as dramatic as in the metabolic studies. [t is wall known
that only a small increase in Ik, jis requikred to .maximally
increase cytosol Cai+ [27]). Therefore., it is possible that a
small residual second messenger generation could be sufficient to
elicit a large metabolic response. A similar situation may
explain the paradoxical lack of correlation beetween cyclic AMP
accumulation and phosphorylase a activation 'by isoproterenol and
Blucagon.

Cells from obese animals had a decreased cyclic AMP
accumulation to agents that activate adenvlate cyclase such as
- isoproterenol, glucagon, forskolin and cholera toxin (Figs. 2-5);
our data indicate a general post-receptor defect tut do not allow
us to distinguish if it involves Gs, the catalytic subunit or
both. Previously, Houslay and coworkers [24d)] studied this matter
and suggested that abnormalities in the level of expression of
the 52 KDa forms of the alfa subunit of Gs give rise to an
altered coupling between receptors and adenvla;e cyclase in liver
membranes from obese 2Zucker rats.

In our present study and in that of Houslay et al (28] a
decreased production of cvclic AMP in response to glucagon was
shown in obese rats. However, uhile We recognized a decrease in
maximal effect, these authore observed a decrease in the Ka in.
basal conditions (28]). Interestingly. they (28] also reported
that treatment with pertussis toxin magnified the effect of
glucagon in membranes from lean animals but pot in those from

;
obese ones; data similar to those we obtained. Later studies by
this group (16] elegantly showed that thig ditterence is due to

the activities and basal states of phosphorylation of alpha-Gi-2



in 1liver membranes from obese and lean rats. It should be
mentioned that in our studies we measured cyclic AMP accumulation
in whole cells whereas Houslay et al (28) assayed adenylate
cyclase activity in isolated membranes. Therefore, it is possible
that a different participation of Gi under these conditions could
explain the difference observed.

In the present study, using hepatocytes from Zucker rats,
we confirm: a) the ability of.PMA to decrease glucagon- and
cholera toxin-stimulated cyclic AMP accumulation (11-15}:; b} the
rapid PMA-induced decrease in PKC 1l activity due to diminution in
activity of some PKC isozymes, i.e., peaks 1lb (PKC-a) and lc, as
was previously reported in cells from Wistar rats (17].

It is important to mention here that in hepatocytes from
obese Zucker rats there is evidence for changes in the activity
of a protein phosphatase (glycogen synthase phosphatase) {29,30].
Phosphorylation/dephdsphorylation cycles are among the most
powerful biochemical mechanisms that control cellular functions
{31) and the state of phosphorvlation of a given protein depends
on the balance of the twc activities (kinases/phosphatases).

From the present results it is clear that the decrease 1in
sensitivity to PMA in liver ceils from obese animals is a rather
generalized phenomenon and not the result of & .defect in one
specific isozyme, The possibility that such decreased sensitivity
to PMA could be due to.a change in the primary structure of PKC
is highly unlikely since the isozvmes are coded bV differénr
genes [(i). Theretore, secondary actioni{s) on various factars,

including among others, covalent modification 'of PKC, presence of

10



inhibitors, differences in the PKC substrates in permeability to
PMA, 1in the availability of cofactors or even in the activity of
some phosphatases could explain the decreased sensitivity to this

tunor promoter found in hepatocytes obtained from obese animals.
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TABLE 1

HORMONAL ACTIVATION OF PHOSPHORYLASE a ACTIVITY.

Condition Phosphoryvlase a Activity
{units / g liver wet weight)

lean obhese
Basal 3.1 +£ 0.6 7.3 £ 1.2
(12) (15}
Phenylephrine 10-°4 4 12.3 + 0.8 16.6 + 1.4
Propranolol 10-°"M t3) (a)
Isoproterenol 10-°M 1a.4 + 1.7 19.4 + 2.9
(5) {5)
Glucagon 1U~7M ' 15.5% - 17.9 + 0.2

A D D o — . —— - — T T aiah W — TP —" B O — . G G - ——— - P — —— it WD — T S — G —— . T — T S ——

Hepatocytes were incubated and phosphorvlase a activity assavyed
as described'under Material and Methods. Results are the means +

S.E.M. with the number of experiments in parenthesis.

L4



FIGURE 1

EFFECTS OF PMA ON PHENYLEPHRINE STIMULATED PHOSPHORYLASE 8
ACTIVITY AND PHOSPHATIDYLINOSITOL LABELING. Hepatocytes from
lean (copen triangles) or obese (closed c¢ircles) rats were
incubated with 10 pM propranolol plus 10 uM phenylephrine and
different concentrations of PMA. Results are presented as
percentage of the effect of 10 uM phenylephrine. Plotted are the
means and vertical lines represent the S.E.M. of either 3-4
experiments (phosphorvylase a activity) or %-6 experiments in
triplicate (PI labeling). Basal labelling of Pl was 147 t 17
and 158 :va cpm/ 10 mg of cells vwet weight, for hepatocytes from
lean and obese animals, respectively (means t S.E. M., n= 6).
Basal and phenylephrine-stimulated_phosphorylase a8 activities are

presented in table 1.
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FIGURE 2
EFFECT OF 1SOPROTERENOL ON CYCL1C AMP ACCUMULATION. Hepatocytes

from lean {open triangles) or obese (closed circles) rats were
incubated in the presence of 0.1 mM MIX and different
concentrations of isoproterencl for 2 min., Plotted are the means
and vertical lines represent the S.E.M. of 5-7 experiments 1in

duplicate using different cell preparatione.

CYCLIC AMP (pmol/mg cells)
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FIGURE 3
EFFECT OF GLUCAGON ON CYCLIC AMFP ACCUMULATION. Hepatocvtes f{rom

lean (open triangles) or obese (closed <circles) rats vere

incubated  in the presence of 0.1 mM HMIX and different
concentrations of glucagon for 2 min. Plotted are ths maansg  andd
vertical lines represent the S.E.M. of

duplicate using different cell preparatione.

CYCLIC AMP (pmol/mg cell_s)_

‘ — — o
| O w Q
i ' I

5-7 experiments in

W [uoﬁoomo] 60~

1?7



FIGURE 4

EFFECT QF FORSKOLIN ON CYCLIC AMP ACCUMULATION. Hepatocytes from
lean (open traingles) or obese (closed circles) rats were
incubated in the presence of ©¢.1 mM MIX and different
concentrations of forskolin for 2 min. Plotted are the means and
vertical lines represent the S.E.M. of 5-7 experiments in

-

duplicéte using different cell preparations.
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FIGURE 5

EFFECT OF CHOLERA TOXIN ON CYCLIC AMP ACCUMULATION. .Hepatocytes
from lean (open triangles) or obese (closed circles) rats were
incubated in the presence of 0.1 mM MIX and 1 ug/ml cholera toxin
for the times indicated. Plotted are the means of 2 experiments

in duplicate using different cell preparations.

20}
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FIGURE 6

EFFECT OF PMA ON THE CYCLIC AMP ACCUMULATIUN INDUCED BY CHOLERA
TOXIN OF GLUCAGON. Hepatocvtes from lean topen triangles) or
obege (closed circles) rats were incubated in the presence of 0.1
mM MIX and with either 1 ygsml cholera toxin and difterent
concentrations of PMA for 30 min or with PMA for 30 min and 10 nM
glucagon for the last 2 min of the 30 min incubation. Plotted are
the means and vertical lines represent the S.E.M. of 5-6

experiments in duplicate using different cell preparations.
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PKC{ ACTIVITY (% OF CONTROL)

FIGURE 7 |

EFFECT OF IN VIVO TREATMENT WITH PMA ON PROTEIN KINASE C
ACTIVITY. Hepatocytes from lean (open triangles) or obese (closed
circles) rats were incubated for 15 min with the concentration of
PMA indicated. PKC 1 (left panel) and FKC 2 were separated using
DEAE-cellulose column chromatqgraphy and activity wae assaved at
indicated in Materials and Methods. Basal activities were as
tollows: lean PKC 1, 4.7 t 0.6: lean PKC 2, 1.3 t 0.2, obese PKC
1, 3.9 £ 0.4; obese PKC 2, 2.8 ¢t 0.7 pmol/mg cells wet weight.
Results are the means and vertical lines represent the S.E.M. of
7 experiments performed 1in triplicate using different cell

preparations.
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FIGURE 8

SEPARATION OF ISOZYMIC FORMS OF PKC 1 BY HYDROXYAPATITE COLUMN
CHROMATOGRAPHY. Cells from lean (panels A and B) or obese (panels
C and D) rats were incubated in the absence (panels A and C) or
presence of 10 nM PMA (panels B and D}, PKC 1 was obtained and
subjected to hydroxyapatite column chromatography.The data is

representative of 6-7 experiments obtaining similar results.
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FIGURE 9

IDENTIFICATION OF PKC [ISOZYMES BY [IMMUNOBLOTTING. Fractibns
obtained from the hydroxyapatite c¢olumn chromatography were
separated by SDS-PAGE and tranfered to nitrocellulose membranes.
Immunoblot was deone with monoclonal antibodies against type a or
type {3 enzyme and developed with alkaline phosphatase-conjugated

-

second antibody. The result shown is representative of three

experiments.
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Apéndice 4.

- Complemento del Apéndice 4.

El interés original en 1la exploéacién de éste modelo
fué el de reconocer la posible existencia de un mecanismo de
transduccién a-1 adrenérgico diferente al éstablecido,
mediado por IP;-Ca’’. Esto se planteé con base a la
resistencia al blogqueo por PMA de 1la estimulacidén a-1
adrenérgica que mostraban las ratas obesas en relacién a los
animales de la misma cepa que no presentaban tal problema
genético (ver tabla 1). Este datoc se corrobordé para el
marcaje de PI utilizando el mismo agonista (Fig 1). No
obstante ésta incapacidad ﬁarcial a ser bloqueado no se
presenté con ~ otro agonista a-1 adrenérgico cecmo la
epinefrina (Fig A.4.1). La - posibilidad de que ésta
diferencia se deba a modificaciones en el receptor o a
diferencias en el subtipo de receptor queda  por
determinarse, |

Otra posibili&ad para explicar éstas diferencias en el
modelo experimental .es que presenten algunas modificaciones
a otros niveles del mecanismo de transduccién., Como se ve en
la Fig A.4.2a y b, la respuesta a vasopresina y angiotensina
en los animales obesos también esta disminuida o.totalmente
ausente en relacién a los animales delgados. Como estéd bien

éstablecido, la respuesta hormonal de estos péptidos



vasopresores comparten el mecanismo de transduccién a-1

adrenérgico, con 1la participacién de la proteina Gp y el
efector o fosfolipasa C (para revisiones ver, Garcia-Sainz,

1987; Exton, 1988) y 1la diferencia observada para la

respuesta de vasopresina y angiotensina en las ratas obesas
podria sugerir un efecto a un nivel posterior al receptor.

Uno de los posibles candidatos es la proteina Gp, dado que

se ha propuesto que es un blanco para la accién de la PK-C,

la cual estd siendo activada durante el procesc de

estimulacién por 1los diferentes agonistas. Ademdas se han
propuesto al menos dos isoformas de proteinas Gp, que de
acuerdo con los autores una podria presentar mayor

activacidén cuando el receptor al que estd acoplada y la

activa es vasopresina (Taylor et al, 1990) mientras gque la

otra isoforma de proteina Gp detectada se logré activar por
medio del receptor a-1 adrenérgico (Im et al, 1990).

Cabe mencionar que ademds de las modificaciones a nivel
transduccional, éstos animales presentan modificaciones en
la respuestas metabédlicas estimuladas por hormonas, como la
ureogénesis (A.4.3 vs fig 2A del apéndice 5; ver también
Maswoswe Yy Treﬁblay, 1989). La menor respuesta ureogénica
puede estar determinada, adehés de la requlacién
transduccional previamente explicada, por la modificacién
impuesta por otros metabolitos; ya que la ureogénesis
estimulada por glucagon o dbAMPc también se vio disminuida

(Fig A.4.3b). Entre los posibles moduladores se podrian

sugerir a los A&cidos grasos, dado su alto contenido la



piruvato deshidrogenasa puede ser modulada negativamente
(ver Hansford, 1985), haciendo mds lento el flujo a través
del ciclo de Krebs, generando de ésta manera menor poder
reductor para la sintesis de ATP; por lo tanto, las vias
consumidoras de ATP se verian atenuadas.

En resumen, el modelo eXperimen£a1 es complejo como
para permitir disecar las diferencias transduccionales
implicadas en la respuesta a-1 adrenérgica, pues de alguna
manera éstas ratas obesas presentan modificaciongs a nivel
del receptor, la proteina Gp y a nivel de la propagacién de

la respuésta.
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Figura A.4.1. Reépuesta a-1 adrenérgica estimulada por
epinefrina y efecto del PMA en hepatoci tos de
rata Zucker. Recambio de PI.

Los hepatocitos de ratas obesas (@ ) o
espbeltas (/\) se incubaron como se describid en métodos con
diferentes dosis de epinaefrina (A) o 10 uM de epinefrina+
10 uM de propranolol y las concentraciones indicadas de PMA
(B), Los valores representan la X ¢ SE de 5-6 experimentos

realizados por triplicado,
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dé vasopresina (A) o angiotensina (B) como se describid en
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Figura A.4.3. Ureogénesis estimulada por epinefrina,

glucagon o dbAMPc en hepatocitos de ratas

2ucker'obesas.

Los hepatocitos se incubaron en buffer Ringer-
Krebs con 20 mM de glutamina y 4 mM de ornitina y las
diferentes concentraciones de epinefrina (A}, 1M de
glucagon o 100uM de dbAMPc durante 60 mins a 37°C,
Posteriormente se determind la produccién de urea como se
describe por Gutman and Bergmeyer (1974). Los valores
representan la X ¢ SE de 3 experimentos realizados por

triplicado,
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Apéndice 5

Desensibilizacién de la Respuesta a=-1 Adrenérgica.

Participacién de la Proteina Cinasa-C

Torres~-Marquez M.E., Robles-Fléres M. y Garcia-Sdinz J.A.

INTRODUCCION

La desensibilizacién es la disminucién de la respuesta

cuando el receptor ha sido previamente estimulado por un
Si el agonista es el mismo en cada estimulacién

agonista.
ésta se denomina homdloga, si el agonista de la primera
diferente al utilizado para retar

estimulacién es
posteriormente se conoce como desensibilizacidén heterdloga.

participando en la

Los procesos que pueden estar

desacoplamiento fisico

desensibilizacién son el
{internalizacién) o el qumimico (modificacién del receptor,

por ejemplo fosforilacidn). Otro proceso involucrado es la
"down regulation” o disminucién del nimero de receptores
Sibley et al,

(para revisiones ver Stiles et al, 1984;

1988).
laboratorio habfian mostrado

Estudios previos del
diferencias entre los procesos de desensibilizacién homéloga

a-1 adrenérgica asi como la participacién de

y heterdloga
la proteina cinasa C (PK-C) en la misma (Garcia-Sainz et al,

198Ga; 1986b; Hernadndez-Sotomayor y Garcia-S&inz, 1987).

Asi también se han detectado al menos dos isoformas de

— e St s
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PK-C en el hepatocito con sensibilidad diferencial a algunos
ésteres de forbol (Robles-Flores et al, 1991). Por lo que en
ésta seccidn se propusc caracterizar con mayor profundidad
las .diferencias entre la desensibilizacién hombéloga vy
heterSloga y evaluar la participacién de alguna de las

isoformas de PK-C en la desensibilizacién.

METODOLOGIA

Para los estudios de desensibilizacién las células se
preincubaron con el agente indicado, epinefrina 10 pM mis 10
uM de propranolol o 100 nM de PMA o 100 uM de O-Me-PMA, por
.15 mins. Posteriormente se lavan 2 veces y se incuban con
los agente indicados por 1 hora en presencia de 10uci de 32P
para medir recambio de fofatidilinositol (PI), como se ha
indicado en los apéndices anteriores (ver también Garcia-
Sdinz eﬁ al, 1986); o se incuban en presencia de 20mM de
glutamina + 4mM de ornitina para medir ureogénesis (Corvera
y Garcia-Sainz, 1981).

La actividad de PK~C se midié como se describid por

Robles~Flores et al (1991).

RESULTADOS

Con la idea de caracterizar comparativamente 1la
desensibilizacién homéloga y la heterdloga se utilizé 1la
.respuesta a epinefrina para ver su desensibilizacién
homéloga y se estudié 1la desensibilizacién heterdloga

inducida por epinefrina o PMA de la respuesta a epinefrina a



diferentes concentraciones o a vasopresina y angiotensina a
dosis méximas. Los modelos utilizados fueron los hepatocitos
de rata normal e hipotiroidea, la respuesta que da el dltimo
tipo de células semeja la respuesta que se obtiene en los
hepatocitos de ratas normales, que es dependiente de ca?*t
extracelular (Garcia~Sainz y Hernadndez-Sotomayor, 1985},

Se puede observar en la Fig 1A y 1C, gque es posible
inducir desensibilizacién homdéloga en hepatocitos de ratas

normales (Fig. 1A} o de ratas hipotiroideas (Fig 1icC),

mediada por el recambio de PI. Mientras gque la

desensibilizacién heter6loga se observa solo en altas dosis

en los hepatocitos de ratas control (Fig 1A) y en todas las
concentraciones para los hepatocitos de ratas hipotiroideas
(Fig 1C). En la Fig 1B se puede observar que epinefrina o
PMA pueden inducir 1la desensibilizacién en un nivel
~posterior al receptor, pues la respuesta a vasopresina o
angiotensina es menor a la respuesta de las células control
en los hepatocitos de rata normal. En cambio este fentmeno,
no se observa en los hepatocitos de rata hipotiroidea (Fig
-1D) .

En la Fig. 2A se denota que la desensibilizacién
homélogé es también reflejada en la ureogénesis estimulada
por epinefrina en los hepatocitos de rata normal (A) y en

éste caso el PMA no es capaz de inducir desensibilizacién de

la respuesta. La desensibilizacién homdloga solo es:

aparente a concentraciones altas de epinefrina en los

hepatocitos de ratas hipotiroideas (Fig 2C). Mientras que de



manera intefesante en estas células no es posible ver
claramente la desensibilizacién heterdloga para la
ureogénesis.

En los hepatocitos de ratas normales se puede ver 1la
desensibilizacién de la respuesta a vasopresina inducida por
epinefrina pero no la inducida por éMA, mientras que 1la
respuesta a angiotensina no muestra cambios importantes
(Fig 2C). En el caso de 1los hepatocitos hipotiroideos,
existe una ligera disminucién en la respuesta a vasopresina
inducida por el PMA mientras gque en 1la respuesta a
angiotensina nou se vén modificaciones importantes (Fig 2D}.

La segunda parte del trabajo tiene como objeto ver si
alguna de las isoformas de PK-C caracterizadas en el
hapatocito pudieran incidir més directamente en este proceso
de desensibilizacién. Asi para estimular diferencialmente a
las isoformas de PK-C se utilizaron diferentes andlogos del
PMA. Como se puede ver en la Tabla 1, tanto la isoforma PK-C
1 como la PK-C 2 muestran una disminucién de su actividad
por PMA mientras que solo la isoforma PK~C 1 es inactivada
con el O-Me-PMA. De tal manera'qUe con el fin de inactivar
la isoforma PK~C 1 se preincubaron a las células por 15 min
con O-Me-PMA y se observd posteriormente si se inducia la
desensibilizacién o el ©bloqueo de la respuesta a-1
~adrenérgica.

Se puede observar en la Fig 3 que el recambio de PI
disminuyé adGn en ausencia de actividad de Ia PK~C 1. No

obstante, la PK-C 2 también participa en la respuesta pues



el PMA es todavia capaz de inducir el blogqueo de 1la
respuesta remanente en la célula. En la Fig. 4 se puede
observar que la ureogénesis estimulada por epinefrina no
sufre ningun cambio por la inactivacién de la PK~-Cl, pero el
bloqueo de la respuesta a-1 adrenérgica por PMA es muy

similar al de las células control.

DISCUSION

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que la
desensibilizacién homdloga de la respuesta a-1 adrenérgica
es aparente tomando cualquiera de la respuestas inducidas
- por agonistas a-1 adrenérgicos, evidenciando que ésta es
inducida en algin evento muy temprano de la transduccién de
la sefial. Esta podria ser dada al nivel del receptor,
poosiblemente por una quforilacién del mismo, la cual es
dependiente de la ocupacién del mismo como se ha sugerido
‘por Leeb-Lundberg et al (1987) y Bouvier et al ( 1987); Esta
posibilidad pedria ser apoyada aun mas por datos obtenidos
previamente en el laboratorio (Garcia-Sdinz et al, 1986a),

donde se observé que la desensibilizacién homéloga no es
revertida 1 hora después de haber inducido la
desensibilizacién.

En cuanto a la desensibilizaéién heterb6loga parece
presentar un fenémeno mas complejo, pues ésta se induce por
activacién de la PK-C, epinefrina o PMA son capaces de
activarla, vy afecta la respuesta de vasopresina Yy

angiotensina en hepatocitos de rata nomal implicando que la



modificacién es a un nivel posterior al receptor. Sin
embargo, aquif hay una diferencia con los hepatocitos de rata
hipotiroidea (correspondiente a la sefal a-1 adrenérgica

sensible a calt

extracelular) ya que la activacién de la
PK-C induce 1la desensibilizacién de la respuesta a
epinefrina, pero no la de los péptidos vasopresores. Una
diferencia similar a la respuesta mostrada por agonistas a-1
adrenérgicos en relacién a 1los péptidos vasopresores se
habia mostrado previamente en éstas células para la
glucogenbdlisis (Corvera y Garcia-Sdinz, 1983). Estos datos
permiten proponer que si el blanco para la accién de la PK-C
en la desensibilizacién heterdloga es Gp como se ha sugerido
por otros autores (Sibley et al, 1988; Hern&ndez-Sotomayor

et al, 1991) entonces se esperaria encontrar diferencias en

las proteinas Gp de los hepatocitos normales y los de ratas

hipotiroideas.

La ureogénesis en los hepatocitos de ratas normales no
parece mostrar una sensibilidad aparente a la accién de la
PK-C, pues el PMA no induce desensibilizacién de 1la
respuesta a epinefrina, sin embargo pudiera ser un evento
estimulado por la otra rama de la respuesta a-1 adrenérgica,
o sea el incremento de [Ca2+]c (ver Corvera y Garcia-Sainz,
1983a; Moreno-Sanchez et al, 1991). Esto concdrdaria
también con que la otra respuesta afectada en los
hepatocitos de rata normal es la de vasopresina, cuando las
células se han preincubado con epinefrina, lo cual se

explicaria por una disminucién de la respuesta asociada con



el vaciado de las pozas intracelulares de calcio en el
reticulo sarcoplasmico (ver Torres-Miarquez y Moreno-~Sanchez,
1991).

La mayor sensibilidad al PMA en los hepatocitos de rata
hipotiroidea en la respuesta ureogénica, se ha observado
también con otros agonistas capaces de estimular la
respuesta como lo es el glucagon (Garcia-Séinz et al, 1990).
En este trabajo se observé que la principal modificacién
inducida por el PMA dentro de la transducciéﬁ de la seflal en
estos hepatocitos, incidia también la [Ca2+]c, lo cual esté
de acuerdo con que la ureogénesis podria estar méas
directamente regulada por los incrementos en [Ca2+]c. 0 de
otra forma, que la sensibilidad al PMA para regular la
ureogénesis se encuehtra a uh nivel posterior al feCeptor Y
previo a la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico.

En la segunda parte del trabajo relacionada con la
regulacién de la desensibilizacién a-1 adrenérgica por una
isoforma especifica de la PK-C tenemos: Los cambios
- obtenidos para el recambio de PI sugieren que o bien las dos
isoformas de PK-C presentes participan en la
desensibilizacioén o que la PK-C 1 se encuentra en tal exceso
que el remanente (12.5%) de la proteina es capaz de inducir
el proceso. Los datos obtenidos con la ureogénesis nos
confirman que la regulacién del proceso metabdlico
estimulado por hormonas podria estar m&s cercanamente ligado
a la otra rama del mecanismo de transduccién (incremento de

{Ca2+]c). El contar con inhibidores mds especificos de las



isoformas de la PK-C, permitird mds adelante definir
claramente el papel que podrfan jugar cada una de las
diferentes isoformas de la PK-C dentro de la regulacidén de
los procesos celulares y en particular dentro de 1la

transduccién de sefiales.
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Respuesta a-1 adrenérgica en hepatocitos

de la

de ratas

normales e hipotiroideas. Recambio de PI.

Respuesta dependiente de la concentracion de epinefrina en

hepatocitos de rata normal (A) o ratas hipotiroi
Las células se incubaron por 15 mins como se des
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Figura 2, Desensibilizacidon Homdloga y Heterdloga de la
| Respuesta a-1 adrenérgica en hepatocitos de ratas
normales e hipotiroideas, Ureogénesis.
Las indicaciones corresponden a las descritas para la
figura 1, con la exepcidén de que las células fueron tratadas

como se describid en la metodologia para medir ureogénesis,
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Tabla 1. Efecto de la preincubacién con ésters de forbol
sobre las actividades de PK-C en hepatocitos de

rata.
% de la actividad basal
PK-C 1 PK-C 2
PMA (1076 M) 4.6 *+ 3.0 67 + 4.0
PhdBU (1073 M) 96.5 + 9.0 80 * 4.0
OMe-PMA (1074 M) 12.5 £ 1.6 104 * 4.8
a-PH (10”4 M) | 101.0 * 5.8 93 * 8.9

Los hepatocitos se incubaron por 15 min con PMA o sus
andlogos a las concentraciones indicadas. Las actividades de
las isoformas se determinaron como se describid en la

metodologia.
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Figura 3., Desensibilizacidn y Blogueo de la Respuésta a=-1
Adrenérgica en Hepatocitos de Rata "carentes" de
PK-C 1, Recambio de PI
Los hepatocitos se preincubaron por 15 min en presencia
(@) o en ausencia (.7 ) de O-Me-PMA 100 uM. Se lavaron Y
expusieron a las diferentes concentraciones de epinefrina +

104M de propranolol (A) o 10 uM de epinefrina + 10uM de

propranolol mas las concentraciones indicadas de PMA (B) y

se procesaron para la determinacion del Recambio de PI como
se describid en métodos, Los valores representan la X * SE

de al menos tres experimentos realizados por triplicado.
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Figura 4. Desensibilizacidn y Blogueo de la Respuesta a-1
Adrenérgica en Hepatocitos de Rata “carentes' de

PK-C 1. Ureogénesis.

Los simbolos utilizados corresponden a los indicados en la
Fig 3. El tratamiento dado a las células en este caso es el
descrito en los métodos para medir ureogénesis., Los valores
representan la X * SE de al menos tres experimentos

realizados por triplicado.
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* Nota. Hay una discusidn especifica en cada trabaijo.

DISCUSION GENERAL.

Se mencionaron en la introduccién una serie de
evidencias bioquimicas y farmacoldégicas que sugerian la
existencia de mas de un subtipo de recéptor a~1 adrenérgico
y posiblemente de més de un meéanismo de transduccién
involucrado en la respuesta. En los apéndices 1 y 2 se dan
evidencias de la existencia funcional de los subtipos de
adrenoceptores a-1A en aorta y a-1 B en higado y adipocito
blanco. Los hallazagds obtenidos para higado y aorta se han
confirmado recientemente (Lomasney et al, 1991) por
técnicas dé biologia molecular, con las que se han detectado
los RNAm de los receptores en cuestién.

La deteccién de los subtipos de receptores se realizé
por medio del recambio de fosfatidilinositol, lo que implica
la generacidén de IP3, independientemente de si la respuesta
es mediada por el subtipo -1 A o a-1 B. De esta manera
estos datos no explican el otro posible mecanismo
transduccional que podria operar en 1la respuesta a-1l
adrenérgica ni estdn de acuerdo con la proposicién de
alginos autores que. han sugerido que el mecanismo de
transduccién del adrenoceptor a-1A no es mediado por 1IP;
(Wilson y Minneman, 1990; Michel et al, 1990). La
participacién de otros sistemas efectores propuesta para
otros tipos de tejidos no parece estar operandb en los

hepatocitos. Como se mostré previamente por Ifiiguez (1987)
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para el caso de la fosfolipasa A2 o por Paras (1987) para la
adenilato ciclasa en nuestro laboratorio. Una posibilidad
alterna que se planteé a partir de algunos resultados
obtenidos en los apéndices 4 y 5 es la mediacién en la
respuesta por las dos posibles proteinas Gp, una de ellas
operando en la transduccién de los péptidos vasopresores Yy
uno de los mecanismos de transduccién a-1 adrenérgico y la
otra posiblemente operando mis exclusivamente en relacién al
sistema a-1 adrenérgico.

La segunda parte del trabajo estuvo dirigida a la
regulacién de la respuesta a-1 adrenérgica, principalmente a
la influencia que pudiera ejercer la PK-C. La participacién
de la PK-C en la regulacién de la respuesﬁa a~1 adrenérgica
es evidente en los apéndices 3, 4 y 5. De manera interesante
se muestra que la regﬁlacién por PK-C puede ser diferente
en el subtipo de adrenoceptor._ Esto es que regulara al
adrenoceptor a-1 B y que practicamente carezca de efecto en
el subtipo a-1 A (apéndice 3). No obstante, para aségurarse,
quedaria por demostrar que la sensibilidad al PMA es similar
a la observada en la aorta en otros sistemas donde se
encuentre predominantemente al adrenoceptor a-1 A Y/o
demostrar que el efecto observado en la aorta no se debe a
una menor afinidad de las isoformas de PK-C que.estuvieran
presentes en el tejido.

La posibilidad de que algina de las isoformas de PK-C
presentes en los tejidos pudiera "dirigir" la regulacién

mediada por PK-C hacia el receptor se explord mis
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directamente en los apéndices 4 y 5. Sin embargo, para el
modelo de las rata 2Zucker obesas vs delgadas, no se
observaron diferencias significativas en las isoformas de la
cinasa que pudieran explicar su relativa insensibilidad al
PMA para bloquear la respuesta a-1 adrenérgica. Por otro
lado en el apéndice 5 se confirmé 1la pafticipacién de la PK-
C en la desensibilizacién, pero no se logréd disecar la
participacién de una de las dos isoformas presentes en el
hepatocito en dicho fenomeno. Por lo que nuestros datos
sugieren que puede haber particicipacién de 1las dos
isoformas de la PK-C o que la fraccién no eliminada de una
de ellas es suficiente para contribuir significativamente al

fenomeno. La carencia de inhibidores especificos para cada

isoforma de PK-C, fue una de las limitantes de estos

trabajos, ya que la posibilidad de regulacién de funciones
especificas por una isoforma de PK-C se ha obtenido por
otros autores para 1la regulacién de 1la produccidén o
inhibicién de AMPc estimulada por hormonas o para funciones
determinadas en células de mﬁsculo liso (Kariya et al, 1989;
Gusovsky y Gutkind, 1991). |

Las implicaciones fisiolégicas que tendria = la
existencia de subtipos de receptores a-1 adrenérgicos es que
cada respuesta se podria regular de manera diferente. Como
se ha mencionado en secciones previas de esta tesis, el
receptor a-1 es susceptible a la fosforilacién por PK-C y
los sitios potenciales de fosforilacién, localizados en la

tercera asa citoplasmica de esta proteina; muestran algunas
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diferencias entre el subtipo e~1 A y a-1 B, Ademis, el
subtipo a-1 B es mAs susceptible a la accién de la PK-C y
existen reportes que.sugieren que la accién del subtipo a-
1A es dependiente de calcio extracelular. De acuerdo con lo
anterior, cada tejido de un organismo que recibiera un
estimule a-1 adrenérgico podria tener wuna regulacién
diferente. Extendiendo esta regulacién diferencial a los
tejidos que contienen ambos subtipos de receptores a-1
adrenérgicos, por ejemplo el rifién, implicaria que la
respuesta generada por uno u otro de los receptores podria

sostenerse de manera diferente.

CONCLUSIONES

- Existen diferentes subtipos de receptores a-1 adrenérgicos
funcionales en higado (a-1B) y aorta (a-1A) [Apéndice 1],
as{ como en el adipocito ({(a-1 B) [Apéndice 2}. Estos se
detectaron ﬁor el orden de potencia con gue los diferentes

antagonistas (prazosina, 5-MU, WB4101 y CEC) pueden
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bloquear el recambio de PI estimulado por epinefrina. Estos

datos fueron corroborados por los estudios de enlazamiento
del 1ligando a=~1 adrenérgico [IZSI]HEAT en el adipocito
(Apéndice 2]. ” |
- La PK-C es un elemento participante en la regulacién de
la respuesta a-1 adrenérgica de una manera especifica. Esto
es, gue ei receptor adrenérgico a-1 A es menos sensible qﬁe
el a-1 B, a la accién de la PK-C {Apéndice 3]. Resultados

preliminares del laboratorio sugieren que en otros tejidos
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que expresan el receptor a-lA existe también una
sensibilidad pequefa a la accion de la PK-C. Por otro lado
una isoforma de la PK-C puede tener substratos especificos,
regulando sclo parcialmente alglnos de 1los procesos
(Apéndice 4) por ejemplo que dada la diferencia en las asas
carboxilicas de los receptores a-1 adreﬁérgicos, potenciales
sitios de fosforilacidn (ver referencias en la ihtroduccibn)
de la PK-C hubiera mayor afinidad para algina isoforma
determinada de esta. Entre estos procesos en los que podria
participar soclo algina de las isoformas de PK-C estria la

desensibilizacién [Apéndice 5]).
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