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ORIGEN Y SIGNIFICACION ACTUAL DEL CONCEFTO DE
RECEPTODR,

1, Definicién de receptor,

En 1878, estudios sobre la interaccién antagonista de la atropina y
pilocarpina en el flujo salival del gato llevaron a LANGLEY a formular la

que fué probablemente la primera expresion del concepto de “receptor®.

Was tarde, en 1905, LANGLEY, para explicar los efectos del curare y
la nicotina sobre el musculo esquelético, desarrollé de forma mas precisa
su concepto de accien de las drogas, avanzando la hipétesis de que los

agentes farmacologicos interaccionan con “sustancias receptivas®.

BEn 1906, EHRLICH adelants la idea de que toda sustancia farmacolé-
gicamente activa posee dos mitades estructurales, cada una dotada de
funciones separadas: una mitad haptéfora responsable de la distribuciém
del farmaco en el organismo y su uniém selectiva a los organos diana, ¥
otra farmacofora o hactéofora que serda la responsable de los efectos
especificos del fArmaco. La a&ceptacién de la existencia de un grupe
haptéforo en la molécula de la droga implica que emn los 6rganos diana

debe haber un captador especifico O “receptor".

En 1913, EHRLICH adopté definitivamente el término receptor. El

receptor debe cumplir una doble funcién: 1 Identificacién esterecespe-

fisiolégico. 2%

cifica y unién selectiva al farmaco 0 a Ul transmisor

Mediacién de la reacclsn biolégica inducida por el farmaco. Por lo tanto,

entre las principales caracteristicas fisiolégicas ¥ farmacolégicas de un

procesc de union al receptaor figuran una marcada afinidad por las

sustancias transmisoras especificas, Uun alto grado Ge especificidad y, en

general, reversibiiidad del enlace.




Jna vez formulado el ¢
na z Tormulado el concept cept add f
cepto de receptor quedd firmemente estable-

Ty las dos princ g
que las dos principales acciones de la acetilcolina eran mediadas
& Il el ] £~

por dos tipos de

~ e 4+ : - = = b 1
receptores. Clertas acciones de la acetilcolina que eran

imitadas por los alcal - N :
por los alcaloides muscarinicos y facilmente bloqueadas por la

atropina, fueron denominadas acciones de los ‘“"receptores colinérgicos
3 ')
auscarinicos®. Otras acciones, remedadas por bajas concentraciones de
nicc“ina, resistentes al bloqueo por la atropina pero inhibidas por con-
centraciones mayores de nicctina, se denominaron acclones de los

“receptores colinérgicos nicotinicos".

'a teoria del receptor se establecis a partir de los afios veinte
cobre una firme base cuantitativa por CLARK (1926), quien formuld la
teoria de la ocupacién del receptor: la intensidad de los efectos
tfarmacolégicos es directamente proporcional al nimero de receptores

ocupados por la droga.

La ecuacién describiendo la constante de formacién de un complejo
roga-receptor en términos de la Ley de Accién de Masas, aparecié en la
literatura farmacolégica (HILL, 1909) cuairo afios antes que MICHAELIS y

MENTEN (1913) publicaran su modelc de cinética enzimatica.

CLARX (1937) observé también que la accion dependiente de la
concentracison de acetilcolina en jas células musculares podia describirse
mediante una féormula ideada por LANGMUIR (1918) para caracterizar la

absorcién de gases por un filamento metalico.

Estos analisis permitieron la derivacién de las ecuaciones para

expresar la relacion entre el efectc preducido y 1as concentraciones de

as drogas usadas. Ademés, posibilitaban predecir los efectos de la pre-

sencia de antagonistas competitivos y no competitivos en las respuestas

tisulares. La extension de esta nomenclatura pronto 1levd 2 la clasifica-

cisn de las drogas coOmO agonistas ¥y antagonistas, dependiendo de si

provocaban 0 bloqueaban una respuesta biolégica.




Por otro 1ado, clertas gas anal 5 N
0, clertas drogas analogas no provocaban nunca una res-

puesta maxima, inclusc a concentraciones infinitas. Estos hallazgos, asi
LOS 211AZF0OS, A¢

como la necesidad de explicar los mecanismos moleculares del antagonismo
de las drogas, lleve a un desarrollo posterior de la teoria del receptor.
Fara explicar la existencla de estos agonistas parciales, ARIENS y cols.
(1875) acufiaron el término de “actividad intrinseca", con el que describen
ia variable eficacia de la unién droga-receptor. Este conceptc ya estaba
esbozado por EHRLICH cuarenta aflos antes cuando postulé la existencia de
un grupo hactéforo en las sustanclas farmacolégicamente activas, respon-

sable de sus efectos especificos.

En la terminologia de ARIENS, una droga debe tener tanto afinidad por
un receptor especifico como actividad intrinseca para provocar una res-
pvesta. De igua. forma, STEPHENSON (1956) reconocis la diferente capa-
cidad de la unién drogareceptor para provocar un efecto, lo que denominé

"aficacia" de la interaccién droge-receptor.

Las caracteristicas d¢e afinidad y actividad intrinseca, sirvieron como
base para clasificar las diferencias entre las drogas para promover una
respuesta. Las drogas con alta afinidad deben desplazar del receptor a
las de baja afinidad. Las drogas que poseen una alta afinidad pero sélo
son capaces de producir respuestas marginales se entienden como ago-
nistas parciales con baja actividad intrinseca. Drogas con alta afinidad
pero sin actividad intrinseca sirven como antagonistas puros de los efec-

tos de drogas activas por competicién en la ocupacién de los receptores.

E1 concepto de molécula receptora sufrio variaciones con la reali-

zaci6on de estudios indirectos. Desde su consideracién comg una estructura
s Y [} I3

rigida en la que la droe> encaja como wyna llave en su cerradura®, pasc a

! 2 los cambio rmacio-
ser entendida mas dinamicamente, de manera que los cambios conforma

1 £ am
nales llegaron a =er el Dexo entre la unién de la droga ¥ los efectos de

1¢ istas : is se concibe como
la misma. La competicion entre agonistas ¥ antagonistas se cONC e

("afectos I té-
el resultado de la union de ambos a sitins diferentes (*afectos halos

ili i . ~enformaciones alternativas del
ricos"?, astabilizanda © induciendo conformaci

receptor.




Esta formulacién es similar al "cancepto d2 receptor dual® de ARIENS

y BELD (1977), que puede considerarse como una extensién del concepto

halostérico. Todo esto posibilité la elaboracién de diversos y elegantes

modelos de antagunismo enftre drogas (RUBIN y CHANGEAUX, 1966; SAMUEL ¥
TOMKYNS, 1970; RUBINSHERMAN, 1977).

Otro problema con el que tropezaban los metodos clasicos de analisis
dz ia 1nteraccic‘>n droga-receptor es que requerian la medicién de las res-
puestas fisiolégicas. Los Investigaduras se limitaban pues a realizar
mediciones de algunas de estas respuestas, come por ejemplo, la relajacién

muscular tras la administracién de la droga (DE XEYTS y ROUSSEAU, 1980).

La wey de Acclén de Masas encontré explicacién cuantitativa a ruchos
efectos de las drogas, pero la aplicabilidad de la informacién resultante
permanecié condicionada por la necesidad de supcmer la inexistencia de
variaciones en lcs pasos del complicado camino entre el reconocimiento de

una droga por el receptor y la produccién de la respuesta medida.

El términc “receptor operacional* surgié para tratar de superar estas
dificultades. Este término incluye los pasos entre la unidén hormona-
receptar y la respuesta medible seleccionada, la cual debe estar

directamente relacionada con el grado de ocupacién de los receptores.

E1 descubrimiento en 1957 de la adenilciclasa, y el hecho de que su
actividad esté intimamente unida a la ocupacién del receptor, redujo el
| concepto de “receptor operacional” a sslo los pasos que ocurren hasta la

estimulacién de este enzima.

M4s tarde, se reconocié que estos estudios no definian las caracteris-

ticas e los receptores y que ademas era nacesaria uma multiplicidad de

factores para relacicnar la normona unida con la respuesta fisiolégica

(MORAN, 1975,




>
2, Concepto de segundo mensajero

Bl sistema de la adenilciclasa esta virtualmente presente en todos

los tejidos de los mamiferos. Sin embargo, en cada tipo de tejida, sélo

una seleccion de hormonas relativamente pequefla es capaz de ejercer
influencias sobre la adenilciclasa, siendo esta especificidad probable-

mente atribuible a los receptores de rproteinas de la pared celular
(ROBISON y cols., 1967).

El mecanismo exacto por el que las hormonas o0 los receptores farma-
colégicos inducen la activacién o inhibicién de la adenilciclasa no ha

sido dilucidade aun en su totalidad.

En respussta a la ocupacién del receptor, la adenilciclasa, localizada
en la cara citoplasmatica de la pared celular, estimula la formacién de
AMP. desde e1 ATP. El AMP. formado es liberado al citoplasma y actua
dentro de la célula alterando su funcién. El concepto de "segundo mensa-
jero* (SUTHERLAND y cols., 1968) sugiere que numerosas hormonas ejercen
su accién sobre sus células diana Unicamente interaccionando con los
receptores localizados en la superficie celular. Asi, el AMP: puede ser
considerado como el “segundo mensajero®, misntras la hormona circulante
es el “primer mensajero" llevado o transportado desde la glandula

endocrina a las células diana.

Muy probablemente casti todos los efectos del AMPc aparecen CORO
resultado de la capacidad de este nuclestido para activar clertas protein-
kinasas llamadas “protein—kinasas AMP. dependientes“ (LANGAN, 1973). Hoy
sabemos que estas enzimas contienen a] menos dos subunidades especificas:
una reguladora y otra catalitica. Cuando las subunidades reguladora y

catslitica estan emperajadas, la protein-kinasa es inactiva.

La unién del AMP. 2 la subunidad reguladora produce 1a disociacién de

ambas, y la unidad catalitica libre es asi activada. La protein-kinasa

activada altera la funcién celular mediante la catalizaciéon de la

as metabélicas, resultando de esto
s. El1 resultado final, puede ser

fosforilacién de enzimas en ciertas vi

la a@celeracion © inhibicién de estas via




observa = G
servado como un cambio en la frecuencia de secrecién, contraccién

muscular, transporte de iones, etc, dependiendo de la naturaleza de las
células diana afectadas.

3., Cooperatividad entre receptores,

Datos experimentales indican que los receptores hormonales pueden
interaccionar de modo cooperativo con otros y que esta cooperacién puede
ayudar a la regulacién hormonal de la funcién celular. “Cooperatividad" en
las uniores hormonales significa que la unién de una molécula hormonal al
receptor podria aumentar {cooperatividad positiva) o disminuir (coopera-
tividad negativa) la afinidad de los receptores vecinos para otras maolé-
culas hormonales. En general, ha sido observada cooperatividad cuands ia
macromolécula en cuestién esta compuesta por la interacciétn de subuni-
dades, cada una de las cuales posee un lugar propio para la pequefia malé-
cula (en el ejemplo clasico, la hemoglobina posee cuatro lugares distintos

para la unién con el oxigeno).

La curva de saturacién de los receptores en el caso de cooperatividad
positiva sera de tipo sigmoidal y no hiperbélica ccmo seria de esperar si
no existiese ningin tipo de cooperatividad en las uniones. La curva de
unién cuando hay cooperatividad negativa muestra un pronunciado ascensu

inicial seguido de una prolongada y gradual pendiente final hasta la

saturacion.

la cooperatividad negativa en las uniones hormonales a las células
puede ser de particular valor, puesto que a bajas concentraciones

hormonales el grado de ocupacién del receptor puede elevarse considera-

blemente con que se produzcan s6lo ligeros incrementos en la concentra-

cién de hormona circulante, mientras que cod concentraciones elevadas de

hormona en sangre, la célula es menos sensible a las pequefias fluctua-
de uniones cooperadoras

ciones de dicha concentracién hormonal. Este tipo

negativas se ha observado en el receptor p-adrenérgico de eritrocitos de

rana (LIMBIRD, DE MEYTS y LEFKOVI{Z, 1975).




No obstante, los datos disponibles indican que muchas hormonas se

unen a las ceélulas de modo no cooperativo (michaeliano) y que la coope-

ratividad entre las uniones hormonales puede ser un fenimeno especifico
de tejido (STEER, 1977). Sin embargo, uniones hormonales no cooperadoras
no significa que la respuesta celular (v.gr. estimuvlacién de la adenil-
ciclasa) deba también ser no cooperadora, puesto que respuestas positivas,
negativas y no cooperadoras se han ogbservado en el marco de uniones

hormonales no cooperadoras (LEVITZKI, SEGEL y STEER, 1975).

I1, RECEPTORCS ADRENERGICOS: SUBTIPOS,

Para los diferentes mensajeros quimicos existen diferentes receptores.
A veces, para un mismo nensajero se han distinguido varios tipos de
receptores, tal como sucede con los a Yy f-adrer.érgicos, los receptores

histaminicos H, y ¥z, y los D\ y D= para la dopamina.

Las catecolaminas modulan una multitud de respuestas diversas en el
hombre. Dichas respuestas se inician mediante la interaccién de las cate-
colaminas con lugares determinados localizados en la membrana plasmética
de las células. lLos receptores zdrenérgicos, al igual que los de otras
hormonas, son responsables del reconccimiento selectivo y unién a estruc-
turas moleculares especificas. la interaccién del agente adrenérgico con
el receptor induce cambios bioquimicos en la membrana plasmética de la
célula diana, dando lugar a la estimulaciér del sistema enzimatico unido a

ia membrana y la generacién de los medjadores intracelulares del proceso

adrenérgico.

DALE nbservée en 1897 que l0S alcaloides del carnezvelo del centeno

invierten el efecto presor de la adrenalina: la adrenalina que normalmente

causa una elevacién de la presién sanguinea, ipduce una disminucién de la

misma cuando esté presente la ergotamina.




En 1906, el propio DALE adopté el concepto de receptor farmacolégica
propuesto en la misma época por LANGLEY y EHKLICH, ¥ clasificé las

diversas respuestas a los extractos de glandula adrepal o a 1la

estimulacién nerviosa simpAtica como excitadoras (“*motor) e inhibidoras.

Concluyé que cada tipo de respuesta se podia relacionar con un tipo

diferente de “sustancia receptiva", que ciertos tejidos poseen uno o ambos
tipos de receptores, y que en concreto los vasos sanguineos contienen
receptores para la dilatacion y la contraccién estimulados ambos por la
adrenalina, pero con prevalencia de la respuesta excitatoria
(constriccion). La ergotamina actuaba blcqueando la respuesta excitatoria
y evidenciando la accién de la adrenalina sobre los receptores para la

dilatacién con el descenso de la presién sanguinea.

Mas de 40 afios después, AHLQUIST (1948) publicé ur estudio experi-
mental, considerado hoy dia como un trabajo clasico en el que farmulaba
por primera vez los conceptos alfa y beta de transmisién adrenérgica.
Comparando la potencia relativa de seis agentes simpaticomiméticos
diferentes (incluyendo adrenalina, noradrenalina e isoprenalina) en una
variedad de sistemas fisiolégicos, concluyé que, aunque pueden ser
observados dos tipos de respuestas no pueden clasificarse simplemente
como excitadoras e inhibidoras, puesto que cada clase de receptores puede

tener cualquier acciéon dependiendo del érgano en que se encuentre.

Las caracteristicas de los dos tipos farmacolégicos de receptores

adrenérgicos propuestos por AHLQUIST som:

El receptor alfa, que respande especificamente a la fenilefrina,
responde bien a la accisén de la adrenalina, menos a la noradrenalina,
y no lo nace a la isoprenalina, esta asociado a vasoconstriccion,

contraccién del musculo liso dilatador del iris, cépsula de Malpighi y

miometrio, ¥y relajacién de. intestino.

El receptor hbeta, que responde especificamente a la isoprenalira, bien

a la adrenalina y noradrenalina y RO lo hace a la fenilefrina, esta

asociado a la estimulacién cardiaca y relajacién del mosculo liso de

los Tasos sanguineos, bronquios, miometrio e intestinos.




La principal diferencia con la propuesta de DALE radicaba en el hecho

de que AHLQUIST atribuys el efecto de la estimulacién adrenérgica sobre

el corazén a 1o9s receptores §. Ello proporcioné una explicacién de por qué

los ageutes simpaticoliticos clésicos, cuya actividad estd casi exclusiva-

mente limitada a los receptores o, no tienen influencia sobre los efectos
de la adrenalina y noradrenalina en el corazén.

Al ser descritos los 1eceptores adrenérgicos por AHLQUIST en

] :términos de respuesta agonista, este esquema clasificatorio no fue

inmediatamente aceptado, pues si bien se podia considerar a la ergotamina
comc antagonista especifico de los receptores a, no se disponia ain de un
farmaco f-bloqueante especifico,

Fue a partir de 1957, con la comprobacién por SLATER y POVELL de la
accién bloqueadora selectiva de la dicloroisoprenalina sobre los recep-
tores B, la comprobacién por MORAN y PERKINS (1958) del efecto de esta
droga sobre el corazén, cuando se generalizé la aceptacién del esquema

propuesto por AHLQUIST.

1. Receptores B-adrenérgicos,.

LANDS y cols. (1967), basandose en estudios sobre la clasificacién
propuesta pur AHLQUIST en los que identificaron patrones variables de
sensibilidad a2 un cierto numero de aminas simpaticomiméticas, postularon

la existencia de dos tipos de receptores f-adrenérgicos: B ¥ Bz.

Los receptores $:, con aproximadamente la misma afinidad por la
adrenalina v la noradrenalina, estan constituidos principalmente por los
receptores B cardiacos, mediadores de las respuestas crong € inotrépicas
a este nivel (DUNLOP y SHANKS, 1968), los presentes en el tracto gastro-

intestinal y los relacionados con la lipolisis en los tejidos grasos

(LOACKPRADIT y LOCKVOOD, 1977).




Los receptores Bz, coneiderados como puntos de unién adrenérgica en

la musculatura lisa bronquial, vascular y uterina, en la que median la

relajacién (FURCHGOTT y WAKADE, 1977), son odemAs responsables de la

regulaciéon de la glucogenolisis en misculo esquelético e
(LOACKPRADIT y LOCKWOQD,

higado

1977) y presentan una mayor afinidad por la
adrenalina que por la noradrenalina.

Hoy se considera en general correcto calificar a los receptores Bz-
adrenérgicos de los mamiferos como receptores extrasindpticos particular-
mente sensibles a la Lormona adrenalina, o adrenorreceptores “humcrales®,
mientras los B. se consideran receptores postsinéplicos para el neuro-
transmisor noradrenalina liberado por la terminacién nerviosa simpatica,

o receptores “inervados" (BAKER, BCYD y POTTER, 1980.

En la mayoria de los oérganos, tanto el receptor f: “inervado® ¥y
sinaptico, como el f- "hormonal* v extrasinaptico, se encuentran juntos
aunque en proporciones relativas muy diferentes para cada érganc y tejido
(MIFNEMAN y MOLINOFF, 1980). la distribucién de los receptores §. puede,
por tanto, relacionarse con la densidad de inervacion simpatica de un
érgano o tejide. Tejidos sin inervacién simpética se encuentra que
contienen, como era de esperar en practica exlusividad receptores f=z
extrasinadpticos. Asi por ejemplo, eritrocitos, linfocitos, mastocitos,
neutréfilos, mascrlo 1liso uterino y musculo estriado, son clasificados

como de naturaleza adrenérgica Pz (ARIENS y SIMONIS, 1983).

2. Receptores x-adrenérgicos,

La identificacién de los subtipos de receptores o-adrenérgicos fue

precedida por la observacién de que estos receptores poseen un papel en
n de la cantidad de catecolaminas liberadas por la termina-

1a o Jacio
' autoinhibitoria la liberacion de

gsa, regulando de forma




La estimulacidn por agonistas

cadrenérgicos y la inhibicién por
a-bloqueantes permitieron la identificacisu operacional de estos

a-receptores inhibidores (LANGER, 1974), sugiriendo que los receptores a-

drogas

adrenérgicos podian clasificarse en "presinapticos® (inhibidores de la

cantidad de noradrenalina libecada por la terminacién nerviosa), y

“postsinapticos® (recaptores a-adrenérgicos clasicos).

Esta definicién, anatémicamente basada, temia varios puntos débiles y
parecié preferible sdoptar una nomenclatura anéloga a la usada con los :
receptores a: y o= (EERTHELSEN y PETTINGER, 1877). Los receptores a
incluyen a los tipicos o postsinapticos mediadores de la contraccién del
misculo liso, mientras que los oz englobarian no sélo a todos los recep-
tcres a presinapticos conocidos, sino también a algunos reaceplores
postsinapticos poco tipicos existentes, por ejemplo, en plaquetas humanas
(HOFFMAN vy cols., 1979).

Mas recientemente se -ha visto que muchos vasos sanguineds poseen,
ademéds de o, receptores o: fuera de la hendidura sinaptica, mediadores
también de la contraccién de las fibras musculares lisas vasculares
(LANGER y SHEPFERSON, 1982).

Algunas drogas han demostrado ser & O Az selectivas en numerosos
tejidos alslados de varios animales. Entre los agonisias se ha sugerido
que la metoxamina Yy fenilefrina son a: selectivos, que la clonidina es
selectiva para los az y que las catecolaminas endégenas, edrenalina y
noracrenalina, son aproximadame:.te equipotentes sobre los receptares o ¥
o=. De los antagonistas, el prazosin ¥y la fenoxibenzamina son conside-
rados «: selectivos, la yohimbina selectivo oz y la fentolamina no selec-
tiva (DOXEY, SMITH y VALKER, 1977). Sin embargo, en muchos casos Na €S
posible generalizar acerca de la selectividad de una droga debido a 1la

gran variedad de respuestas de un tejidn a otro (HOFFMAN, 1983).

Posteriormente, uno de 1los criterios mas usados para distinguir

ceptores adrenérgicos o ¥y &= fue la potencia

farmacolégicamente ertre I'e
. FMAN y LEFKOVITZ,

relativa de los antagonisias prazosin Y yohimbina (HOF

1980 .




I CQPLDI es y o pareceﬂ actuar medi&nte mecanismos distinto‘;
Iy

ambos escasamente conccidos. Los receptores a. inhiben la actividad de 1la

adenilciclasa en numerosas células comg adipocitos humanos, plaquetas

humanas y células cultivadas (JACOBS y cols., 1978; SABOL y NIRENBERG
1979; COQPER, 1982). '

Aunque parece probable que una proteina ligada al GTP, distinta de la
que activa la adenilciclasa, esté implicada en la inhibicién de este
enzima, su p»luraleza y mecanismos permanecen oscuros. Los receptares a
no regulan generalmente la actividad adenilciclasa, sino que actian a
traves de la elevaciéon de la concentracién de Ca** intracelular. Los a=
que media) la contraccién en vasos sanguineos también regulan el Ca?*
intraceluiar rero probablemente por un mecanismo diferente del de los

receptores an en los mismos vasos (LANGER y SHEPPERSON, 1982).

A pesar de los recientes avances en el estudio de los receptores a-
adrenérgicos, estos continian siendo probablemente los recepicres
adrenérgicos menos estudiados y comprendidos. Entre los factores que
contribuyen a esta pobreza de conocimientos se cuenta el escaso parecido
estructural entre las drogas a-adrenérgicas especificas, tanto agonistas
como antagonistas. Pero sin duda el hecho més determinante para la escasa
comprensién del receptor a es la dificultad en la identificacién de un

mediador intracelular para el proceso a-adrenergico.

A partir de los afios setenta, se han propuesto fundamentalmente tres
mecanismos para explicar la accién del receptor a-adrenérgico sobre la
funcién celular. la comprobacién de que tras la estimulacién del o-
receptor se produce una disminucién de los niveles celulares de AMPc
(ANDERSSON y cols., 1975) sugirié que el proceso a-adrenérgico podia
estar mediado por una inhibicién de la adenilciclasa, pues a pesar de la
observacién de que la adrenalina estimula las fosfodiesterasas plaque-
tarias humanas que degradan el ANPc (AMER y MNARQUIS, 1972), parecié

clara la inhibicion directa de la actividad basal de la adenilciclasa por
(BURNS y

agentes a-adrenérgicos, al menos en algunos tipos de células

LANGLEY, 1975).




Es concebible que, por ejemplo, la bomba de Ca®+ Sea aparentemente
regulada por una protein-kinasa AMP.

dependiente y al ser estimulada
disminuyan los niveles citoplasmaticos de Ca®*, aparejando la relajacién

nuscular. Cuando los niveles de AMP. son disminuidos por agentes o-
adrenérgicos, esta bomba puede estar relativar.ente inactiva, causando una

elevacién de los niveles de Ca®* citoplasm®.ica, induciendo la contraccién
(BOOYSE y cols., 1976),

También se ha sugerido que los receptores a-adrenérgicos actien como
un ionéforo para =1 Ca®* «SCHRAMM y SELINGER, 1675), alterando directa-
mente la permeabilidad de la membrana para el Ca** e induciendo un
incremento en la entrada de este. Alternativamente, el a-receptor puede
estar ligado a un mecanismo de bombeo para el Ca®* cuya estimulacién
llevaria a una inhibicién directa de esta bomba. Finalmente, la estimula-
cion de los a-receptores puede llevar a un cambic generalizado o locali-
zado de la membrana que procduciria la liberaciéon del Ca** unido a la cara

citoplasmatica de la parad celular, dentro del espacio citoplasmético.

El tercer mediador propuesta para los procesos o-adrenérgicos es el
GMP.. Parece clara que los niveles iniracelulares de GMP. aumentan en
muchos tejidos tras la estimulacién colinérgica o a-adrenérgica. También
se ha comprobado que los niveles de AMP. y GMPc cambian, a menudo en di-
recciones opuestas tras la estimulaciéon hormonal, y que estos dos nucled-

tidos ciclicos parecen tener efectos opuestos en muchas células

(GOLDBERGy cols., 1975).

Es sabido que algunas guanilato-ciclasas son estimuladas por el Ca*®*
(WALLACH y PASTAN, 1976) y que la elevacién en los niveles de GMP. ocurre
tras la entrada de Ca®* en la célula. Por lo tanto, la elevacién del GMP.

tras la estimulacién o-adrenérgica puede Ser solamente un epifenémenc

reflejo de los cambios en los niveles de Ca®* que siguen a la a-estimu-

la frecuentemente apreciada caida en los niveles de
1 Ca®* para inhibir la

lacisén. Igualmente,
AMP. pueae reflejar la casi uaiversal capacidad de

adenilciclasa y/o estimular la AMP. fosfodiesterasa.




3. Receptores dopaminérgicos,

La dopamina ha sido conocida durante muchos afics como un débil

agonista a- y f-adrenergico. La capacidad de bajos niveles relativos de

dopamina para disminuir la resistencia wvascular

renal fue indicada en
1964, asi como la imposibilidad de los agentes antagonistas adrenérgicos

-lasicos (propanolol y fenoxibenzamina; para bloquear esta respuesta.

La vasodilatacién en los lechos vasculares renal, mesentérico y
cerebral en respuesta a la dopamina, ha sido estudiada posteriormente con
detalle, y se han dado las series de potencias para drogas capaces de
provocar dicha respuesta (GOLDBEPG, 1973). La respuesta vasodilatadora a

estos agentes es bloguead. por el haloperidol y otras butirofenonas,

fenotiazinas y bulbocapnina.

Ademads de ecte papel en la estimulacién de la vasodilatacién, la
dopamina funciona comoO neurotransmicor en ciertas éareas del SNC. Por
ejemplo, las vias dopaminérgicas conectan la sustancia negra al nicleo
caudado y al putamen, y la degeneracion de estos tractos es asoclada con
la enfermedad de Parkinson (IVERSEN, 1975. Asi, los receptores para la
dopauina se a%iaden a la lista de receptores adrenérgicos con el nombre

de “"receptores dopaminérgicos".

111, RECEPTOR BE-ADRENERGICOD; MOLECULAS IMPLICADAS
EN LA RECEPCION Y MODELO FUNCIONAL,

La estimulacisn del receptor padrenérgico paor 10S agonistas induce la
principal accién biolégica de aquél: la produccién de un mediador intrace-
lular o “segundo mensajero", el adenosin 3 5,monofosfato (AMP.). va acti-

vidad de la adenilciclasa es practicamente la Gnica responsable de la

produccién de este mensajero intracelular.




Parece no haber diferencias esenciales entre los mecanismos de accién

de los receptores . y Bz, ya que ambos actian estimulando la adenil-

iclasa unida a la membrana celular. E1 AMP.

producido intracelularmente
por el enzima, propicia en la célula la activacion .c las protein-kinasas,

paso obligadn para la produccién de los prccesos bioquimicos caracte-
risticos de esa célula.

Existen otras respuestas bioquimizas acopladas al raceptor B-adrenér-
gico que parecen independientes de la generacién intracelular de ANP: y
que son menos conocidas: regulacién del flujo de Ca®**, inhibicién del

flujo de Mg#* y la carboximetilacién de la fosfatidiletanolauina.

Fl sistema de elevacién de los niveles intracelulares de AMP. en res-
puesta a las catecolaminas estd compuesio, por lo tanto, por un receptor
hormonal localizado en la superficie externa de la membrana plasméatica y
por la unidad catalitica del sistema adenilciclasa que, utilizando como
sustrato el ATP, cataliza la produccién de AMP.. Tras el descubrimientc de
que los nucledtidos de guanina ejercen diversas funciones reguladoras
sobre el sistema adenilciclasa hormonosensible, se postulé la existencia
de un tercer componente de dicho sistema, la proteina reguladcra de los
nucleétidos de guanina (referida en 1a literatura como proteina N, Ne, G/F

a G).

Bl reconocimients de que la presencia de GTP es un requerimiento
absoluto para la estimrlacién de la adenilciclasa por drogas y hormonas
sugirisé que N, que debe poseer un lugar para la unién con el GTP, es una
proteina componente del sistema que media la accién de los diversos

ligandos reguladores.

Adenil-ciclasa hormonosensible,

La actividad de este enzima se ha encontrado en todas las células

animales y puede Ser estimulada, dependiendo de la célula, por una O més

de una gran cantidad de hormonas. Estas insluyen varias aminas biogenas,

proteinas, polipéptidos ¥ algunas prastaglandin&s‘




También se ha encontrado un control hormonal negativo de 1la

adenilciclasa lslg iaceos 5 ¢
p opiacecs, aminas o-adrenérgicas, adenosina vy

acetilcolina (LYDTIN y LOHMOLLER, 1983). Hoy estd claro que el sistema

adeniliciclasa hormonosensible esté compuesto por al menos tres proteinas

independie ‘tes: la unidad cetalitica (C), una proteina unida a un

- A
nucleéttido de guarnina, y uno o méas receptores hormonales.

.1, EI receptor B—adrenérgico ligado a la
adenil-ciclasa,

Los receptores para hormonas son efectivamente proteinas individuales
distintas de la adenilciclasa. Esta idea proviene de estudios de activa-
citn de este enzima en membranas de adipocitos. En estas células, multi-
ples hormonas, que Se unen a diferentes receptores, compiten por un
nimero fijo de moléculas de adenilciclasa, y asi la lipolisis puede ser

provocada por catecolaminas, glucagén y ACTH.

Posteriormente se ha conseguido purifizar parcialmente el receptor B
adrenérgico, tras su solubilizacién con digitonina, observandose que su
capacidad para unirse en solucién, tanto a agonistas cComo a antagonistas,
permanece inalterada (LIMBIRD y LEFKOVITZ, 1877). Por lo tanto, el
receptor p-adrenérgico es una proteina localizada en la superficie externa
de la membrana citoplasmatica, distinta de la molécula de adenilciclasa,
relat:vamente libre de difundirse, al igual que el enzima, en el plano de
dicta membrana y capaz de interaccionar con esta a través de una pequefia

region hidrefébica (TANFORD y REYNOLDS, 1976).

1,2, Purificacidn de la N proteina.

La proteina N 1mplicada en la estimulacién de la adenilciclasa, ais-

parece ser un hetercdimero com—
moieculares 52.000, 45,000

|ada de membranas de higado de conejo,

puesto por tres diferentes subunidades de pesos

y 35.000.




La proteina N de hematies de pavi pose

s0lo las subunidades de pesu
mclecular 45.000 y 35.000 (STERNVEIS y cols., 1981). La subunidad de peso

molecular 45.000 es sin duda la misma que la de 42.000 identificada por

PFEUFFER (1977) usandc un analogo del GTP biolégicamente activo,

A la proteina N se ha asociado una actividad GTPasa que serviria de
clerre & la estimulacién de la adenilciclasa por el GTP. lLa toxina colé-
rica, que causa una permanente activacién de la adenilciclasa en las célu-
las de la mucosa intestinal, cataliza la incorporacién ae ADP-ribosa a la
proteina N, a partir de NAD, presumiblemente en el lugar activo de la
GTPasa, inactivando a esta. Esta inactivac.on inhibe el mecanismo de
clerre fisiolégico de la actividad adenilciclasa haciendo del GTP um

activador irreversible,

La unidad de peso molecular 45.000, que es la que posee el lugar para
la unién con el GTP, es claramente un sustrato para la ADP-ribosilacién
por la toxina ceclérica, pera no la subunidad de 35.000 (NORTHUP y cols.,
1080). La subunidad de peso molecular 52.000,que es también ribosilada
por 1la toxina colérica, parece Sel solo un precursor de la forma de peso

molecular 45.000 (LIMBIRD, 1981).

Ei papel de la subunidad 35.000 estd menos entendido, pero se la
considera parte integrante de la proteina ¥ puesto que no puede ser sepa-
rada de las otras dos unidades sin inactivar la capacidad de reconstitu-

cisn de estas (STERNWEIS y cols., 1981).

La unién de GTP a la subunidad 45000 induce la disociaciéa de esta
forma de la de peso molecular 35,000 (HOVLETT y GILMAN, 1980). El GTP

unidc a la subunidad 45.000 se asocia luego cCh 1a unidad catalitica para

formar el holoenzima activo adenilciclasa. Quizé la subunidad 35.000 sirve

a la interacciéon de la proteina ¥ con otros componentes del sistema

adenilciclasa o con el medio lipidico de la membrana.




la proteina N satisface el criteric de una proteina intrinseca de

membrana que po-2e un area superficial hidrofébica relativamente pequefia

$or '0 que no puede penetrar muy adentro de dicha membrana (HOVLETT y
GILMAN, 1580). GILMAY y cols. (1983) han proporcionado evidencia estruc-
tural directa de la existencia de una proteina reguladora de nucleétidos
de guanina inhibidora ae 1z actividad adenilciclasa (N.). La ADP-ribosiia-
cion de la subunidad de ¥: por la toxina pertussis, elimina la inhibicién

hormonal de la adenilciclasa mediada entre otros por los receptores oa-
adrenérginos.

COOPER y LONDOS (1982) han hallado en la proteina N lugares para la
unién con los receptares az-adrenérgices, con la PGE: y con la adenosina,
Gle tras ser estimulados inducen la inhibicién del enzima. Asi, las
catecnlaminas pueden tener un efecto dual sobre la adenilciclasa, como en
el caso del tejido adinoso humano, estimulandola p-adrenergicamente e
inhibiéndola a través de los receptores oz-adrenérgicos. Esta N. parece
ser un heterodimero de dos subunidades de pesos moleculares 41.000 y
25 .000. Esta oltima subunidad =s similar a la de 1deatico peso molecular
de N.. La subunidad de 41.000 contiene el lugar de unién con el GIP y es

sustrato de la ADP-ribosilacién.

1.2, Unidad cataliticsa,

ia composicion de la subunidad C es practicamente desconocida. ROSS

i il 1
y cols. (1978) encuentran que C tiene un peso molecular de 1.9 x 10% y

determinaciéon de su volumen especifico parcial bace probable que C posea

una gran area superficial hidrotéhica. La actividad adenilciclasa de C,

dﬂpendiente del sustgato ¥n=+*ATP, 28 sensible a diversas proteasas,

debiendo temer C un lugar para la uniém ¢On el sustrato que presumible-

compleio ATP-cation divalente, pero no Se sabe

se presente como un
s . les ejercen

i éste es el mismO sitin sobre el que 1os nuclestidos y meid

su accién.




2, Mecanismo general de activacién de la adenil-
cticlasa,

Cuando una hormona se acapla a su receptor especifico. como las cate-
colaminas lo hacen al receptor B-adrenérgico, se produce un cambio en la
conformacién del mismo que lo transforma en activado. Sste receptor acti-
vado interacciona con la proteina N induciendo una unién acelerada de GTP
a dicha proteina. La proteina ¥, activada de esta forma, se une a la frac-
cién catalitica de la adenilciclasa. Con ello, la adenilciclasa es activada
a su vez, aumentando la produccién de AXP. por el holoenzima. Una acti~
vidad GTPasa especifica estd también asociada a la proteina N. Dicha
actividad GTPasa es estimulada por los agonistas y determina la inacti-

vacién de la proteina ¥ mediante la degradacién del GTP unido a GDP.

la secuencia completa de pasos para la activacién e inactivacién de

la aden’clciclasa (WESSLAU, 1983) es, por lo tanto:

la hormona se une al receptor,

interaccionan el receptor activado y la proteina N, con la consi-
guiente uniéon del GTP a esta proteina,

el receptor disminuye sSu afinidad por el agonista, el cual se di-
socia del receptor,

la proteina ¥ activada y la subunidad catalitica interaccionan

entre si,
la actividad catalitica aumentada induce una elevada formacion de

AMPc,
se disocia el GTP de la proteipa ¥ par l1a accién de la GTPasa, l0

cual ocasiona la {nactivacién de la adenilciclasa.

Posteriormente, el AMPe formado es degradado por las enzimas

fosfodiesterasas.




2.1, Papel de los nucleétidos de guanina,

Antes del dascubrimiento de que el GIP es el activador esencial de la

adenilciclasa y de que las hormounas estimulan ia accién de los nucled-

tidos, se pensaba que los receptores hormonales interaccionaban directa-

mente con la unidad catalitica y que el 14n fluorurc (NaF), un activador =

no fisiolégico actuaba sobre dicha unidad diractamente.

Hoy es generalmente aceptado que el GTP funciona como un regulador
intracelular que interaccionay con un lugar regulador especifico dei
sistema receptor-ciclasa y activa el enzima juntamente con la hormona, y
de forma sinérgica. Es igualmente cierto que los anilogos no hidrolizables
del GTP, tales como Gpp(NH)p, CTRYS ¥y GpCHzpp, activan la adenilciclasa
hormono-dependiente de forma casi irreversible, induciendo la formacién

de una adenilciclasa altamente activa y extremadamente estable.

Analisis cinéticos detallados de la adenilciclasa p-adrenérgicamente
dependiente, revelan que al papel del agonista es facilitar la activacién
del enzima por el nucleétido de guanina. Los antagonistas no tienen

ningin efecto sobre la activacién de la adenilciclasa.

En presencia de analogos no hidrolizables del GTP, la proteina N
esthA estrachamente asoclada a G como un complejo; dicko complejo ha sido
parcialmente purificada, encontrandose que posee un pesa molecular de
220.000. En ausencia de GTP o sus apdlogos, la proteina N parece tender a

asaclarse con el receptor (LRVITZKI, 1982).

Los estudios con toxina colérica ponen de manifiesto que ésta
potencia los efectos activadores del GTF, inclusa en ausencia de hormonas

y afecta a otras caracteristicas del enzima, sugiriendo que la proteina X

es su lugar de accién primario.

células deficientes en proteina N par criterios funcionales, no pueden

ser malrcawds con toxina radicactiva; ja adicién de extractos de membranas

que contienen s reconstituye la capacidad de hormonas, aucledtidos de

guanipa, NaF ¥ toxina colérica para estigular la adenilciclasa en

v




membranas de - lulas genéticamente deficientes en Na pero coan receptores
hormonales de membrana y adenilciclasa (ROSS y cols., 1978). Sélo cuando

se combina con la proteina N, C usa el sustrato natural MgATP., La

asociacién de N con C es reversible y estad dirigida por la unién de
nucledtidos de guanina a Ne.

Los nucleétidos de guanina muestran diversos efectos inhibitorios y
estimulatorios scbre la actividad adenilciclasa, y estos varian con el
tipo de célula, el pH, las concentraciones de cationes divalentes, la pro-
porcién iénica, presencia de detergentes, y probablemente una docena de
otras variablez tROSS y GILMAN, 1980).

La presencia de nucleétidog de guanina altera la concentracién de
hormona necesaria para dicha activacién, ademés de ser un requerimiento
absoluto para la activacién hormonal de la adenilciclasa. Por lo tanto,
los nuclestidos de guanina no sélo modulan la actividad catalitica de la
adenilciclasa, sino que también ejercen efectos reguladores especificos
sobre la unién de los agonistas a los receptores p-adrenérgicos. Asi, dis-
sinuyen la afinidad global de la unién del agonista al receptor, mientras

no poseen virtualmente ningon efecto sobre la unién de antagonistas.

Ademéas, se ha encontrado que la disminucién que el GTP realiza de la
afinidad de unién de los agonistas a su receptor, varia en proporcién
directa a su actividad intrinseca, €S decir, con la capacidad mAxima para

estimular la adenilciclasa (LEFKOVITZ y cols., 1976).

En los receptores g-adrenérgicos los agonistas, no los antagonistas,

promueven los efectos heterotrépicos negativos del GTP sobre la unién de

las catecolaminas. Las hormonas inducen sobre el complejo R-K la

interaccion de N con GTP. Los efectos heterotrépicos negativos del GTP

provienen del comp'ejo R-K, como lo demuestra el hecho de que aparezca en

células carentes de £, pero con EyR (HOVLETIT y cols., 1979).




3, Propiedades de la unidén especifica de agonistas
2 interacciones moleculares entre los

componentes del sistema adenilciclasa,

El estudio de los efectos heterotrépicos negativos d= los nucleétidns

de guanina sobre la unién especifica de los agonistas a sus receptaores,

llevaron a KEFT y cols. (1980) a postular la existencia de dos estados
diferentes de afinidad de los receptores, interconvertibles entre si,
llamados de alta y baja afinidad. La capacidad de un agonista para
activar la adenilciclasa estd estrechamente relacionada con el nimero de
receptores en estado de alta afinidad formados en presencia de tal ago-
nista. En presencia de GTP todos los receptores son transmitidos al
estado de baja afinidad.

Una serie de experimentos bioquimicos indican que el estado de alta
afinidad del receptor parece representar un complejo ternario de
agonista-receptor -proteina reguladora (HRN), mientras el estado de baja
afinidad parece ser reflejo de un complejo binario HR. Los agonistas
estabilizan la formacién de un complejo termario, prcmoviendo asi la
activacisn de la adenilciclasa (STADEL, DE LEAN y LEFKOVITZ, 1982).

DE LE'N, STADEL y LEFKOVITZ (1980) postulan que la interaccién de
los receptores B-adrenérgicos con la proteina N es promovida por la unién
previa de los agonistas con los receptores. la interaccién de R con N
conlleva cambios conformacicnales en la proteina N, acompafiados por la
.disoclacién del GDP, que de ordinario esta estrechamente unido a esta
proteina. El GTIP se une a esta forma alterada de N promoviendo la inter-
accién de ambos con la subunidad catalitica de la adenilciclasa. El
nucledtido de guanina es lisado por la actividad de una GTPasa ligada a ¥
(CASSEL y SELINGER, 19787, lo que parece inducir la disociacién de ¥ de
¢, terminando asi la activacién del enzima ¥ revertiéndose § a su estado
fisiolégicamente inactivo en unisn con el GDP.

Cualquier influencia que interfiera con el acoplamiento de’ los recep—

tores con K, disminuye la formacién O estabilidad del complejo HRN. El

paso intermediario crucial de este modelc molecular para la activaciéon de




la adenilciclasa es la formacién del complejo HRN, que es promovida o

estabilizada por los agonistas. La uriéon del GTP activanda la proteina ¥
: 1
desestabiliza e! complejo terndrio HRN; ésta N, o al menos una de sus

subunidades, ahora cargada con el GTP esticulador “saltaria® hasta la

unidad catalitica C, formando el complejo Nsv=C, que representaria la

forma activa del enzima.

RODBELL (1980), en cambio, presenta un modelo en el que R y B existen
como agregados u oligémeros de complejos RN y separadamente de C. En
dichos complejos R inhibe la interaccién de ¥ con GTP. La unién de 12
hormona con R libera a N de esta represién inhibitoria con el resultado
de un incremento en la reaccién con GTP, seguida de una descomposicién de
los oligémeros en complejos RN monoméricos que se acoplarian con C para
formar el holoenzima activado HRNereC. Los efectos heterotrépicos nega-
tivos del GTP derivan de una forma de menor afinidad del RN cuando esta
ocupado por el nucledtido y no estd acoplado con C. Asi, la asoclacién de
los componentes macromoleculares (R, N, C) aumenta la afinidad de unién
de pequefios ligandos (hormonas y GTP). La principal consecuencia de esta
estructura teérica de "acoplamiento-disgregacion” es la explicacién de la
dependencia de la reacc.én observada por el GTP y la hormona mediante la

existencia de oligémeros de RN que no scm reactivos con C.

El mecanismo de “colisién-acoplamienta® (bimolecular) formulado por
TOLKOVSKY, BRAUN y LEVITZKI (1982) esta basado en estudios de cinética
de activacién de C, usando el nuclestido no hidrolizable Gpp(FH)p. El
descenso de la concentraciénm de este nucleétido no altera ni el patrén
cinético de activacién de C ni la magnitud de la constante de activacién,
que se ha revelado como de primer orden e independiente de las concentra-
ciones de C y N, pera linealmente relacionada con la concentracién total
de R y de su saturacién por H. Estas estudios conforman un modelc en el
que N esta permanentemente asociado a C y de forma estrecha: § esté
preacoplada con C antes de su activaclén ¥ permanecen acopladas durante

la transicién de £ a C° (activada).




4, Regulacién de la actividad adenilciclasa,

A la vista de los diferentes modelos propuestos para la activacién de
la adenilciclasa por el receptar B-adrenérgico, cada vez se ha hecho mas
necesario definir en términos moleculares cual o cuales pueden ser los
pasos que limitan la actividad del enzima.

Se ha propuesto que el mecanismo de clerre del proucesn de activacién
podria ser la hidréiilsis de GTP por una actividad GTPasa ascciada a N,
Esta actividad enzimética se desconcce si es intrinseca de ¥ o sélo se
dispara cuando N =st4 asociada a C; pero la hidrélisis per se es inde-
pendiente de la presencia continuada del agonista en el sitio receptor.
Ademas, la aceptacién de esta hipétesis requeriria que la unién de ¥ con
GDP fueramuy estrecha y que éste actuara exclusivamente como inhibidor,
al contrario de los observado en algunos sistemas (CASSEL y cols., 1979).
Por esto, hoy no estéd claro que un mecanismo de cierre basado en la acti-
vidad GTPasa pueda explicar adecuadamente las propiedades din&micas de

todos los sistemas adenilciclasa.

Para ¢l modelo “acoplamiento-disgregecién® - RODBELL propone, cOmO
cierre del ciclo de la reaccién, la agrupacién de unidades reguladoras O
monémeros RN no acaoplados en estructuras oligoméricas que son inertes
con respecto a la activacién de la adenilciclasa. En el modelo propuesto
por LEFKOVITZ, el paso limitante estaria en la interaccién entre el
complejo HRF y C. Tal modelo predice un patrén cinético que se aparta del

de primer orden, y en el que la tasa de activacién depende de N

(LEVITZKI, 1984).

La liberacién de GDP de la proteina N, que parece servir de contro-
lador en algunos sistemas, no parece sin embargo serlo en el caso del

receptor f-adrenérgico, pues la depleccion de este nucleétido en las

membranas no altera la cinética de activacién de la adenilciclasa por H ¥

Gpp (NH)p; por io tante, la liberacién de este nucledtido no es el factor

iimitante, aungue Su liberacién puede oOcu
BRAUN y LEVITZKI, 1982).

rrir al mismo tiempo que tiene

lugar el evento limitador (TOLKOVSKI,




También se ha pensado en la intervencién de otros posibles factores

reguladores, pero una serie de hechos experimentalmente conocidos, atn no

se han integrado en un modelo plenamente satisfactorio para la activacién
de la adenilciclasa por el receptor B-adrenérgico:

El Mg#** es un importante cofactor requerido para la estimulacién de
la adenilciclasa por los agonistas. Asi mismo, se sabe que lns catio-
nes divalentes en general, incrementan la afinidad del receptor por
los agonistas (ABRAMSON y MOLINOFF, 1984), con la excepcién del Ca®™
que actua inhibiendo la adenilciclasa (STEER y LEVITZKI, 1975).

La metilacién de los fosfolipidos de la membrana celular eleva la
fluidez de ésta y parece favorecer el acoplamiento del receptor B-
adrenérgico a la adenilciclasa, asi como el desenmascaramiento de

clertos receptores cripticos (LIMAS, 1980).

Parece ser que tras la interaccién de N con R, un grupo sulfidrilo
presente en ¥§, presumiblemente cerca de la unién con la hormona,
quedaria expuesto a la accién de la N-ethylmaleimida (NEM). Este
agente alquilante, que actua s6lo en presencia de agonistas, causa una
unién permenente de la hormona con 21 receptor (ABRAMSON y MOLINOFF,
1984).

Estudios termodindmicos en hematies de pavo han revelado que la
afinidad de los receptores g-adrenérgicos por los agonistas aumenta
conforme disminuye la temperatura, mientras no se ve afectada la
afinidad por los antagonistas. lLas interacciones termodinAmicas,
esencialmente diferentes entre agonistas ¥ antagonistas, reflejan
cambios conformacionales del receptor especificamente inducidos por

ios agonistas (VEYLAND y cols., 1979).

Fs necesario un acceso mas directo a los componentes del sistema ¥

una mayor caracterizacién ¥ aislamiento de estos, para definir con

precisiéon los acontecimientos moleculares implicados en el acoplamiento

receptor-adenilc iclasa.




Iv, MECANISMOS DE REGULACION
ADRENERGICO,

DEL RECEPTOR pB-

La concentracién de receptores a drogas y hormonas es un proceso

regulado dinémicamente por una amplia gama de factores fisiopatolégicos.
Con la utilizacién de métodos farmacolégicos clasicos se ha observado que
algunas intervenciones como la exposicién continuada de un érgano a una
droga agonista, o el tratamiento de un animal de experimentacién con una
droga simpaticolitica, conlleva una alteracién de la sensibilidad del
tejido a los agentes estimulantes. Ademés, las respues”:s a las catecola-
minas son diversas en diferentes situaciones fisivlégicas (desarrollo

fetal, stress, crecimiento) y durante la administracién de drogas.

la capacidad para caracterizar el receptor f-adrenérgico ha hecho
posible la investigacién de los cambios que estas situaciones o interven-

ciones pueden inducir sobre los B-receptores.

Los mecanismos de regulacién del receptor f-adrenérgico han sidc
clasificados por &U y cols. (1976) en dos categorias: Homélogos y Heterd-

logos.

1., Regulacién homéloga,

Este término es utilizado para denotar el control de la concentracién
de receptores en un tejido inducida por hormonas y/o drogas que normai-
mente se combinan con dicho receptar, 0 Sea, que esta desarrollada espe-

cificamente dejando intactas las rutas de activacién de otros agentes.

= Desensibilizacibn,

Un mecanismo de adaptacion celular es la atenuacién de sensibilidad

con el tiempo a la estimulacién hormeoual O farmacolégica. Este fendémeno




se conoce como desensibilizacién, tolerancia, taquifilaxia o refractarie-
dad, limitando ostensiblemeate la eficacia terapéutica de las catecola-

minas y otros agentes hormonales y/o farmacolégicos.

Abundan los ejemplos clinicos de pérdida de sensibilidad a las
catecolaminas, como la rapida disminucién de los  efectos
broncodilatadores de los agonistas f-adrenérgicos administrados a
pacientes asmaticos, los transitorics efectos vasoconstrictores de las
aminas a-adrenérgicas usadas en pacientes hipotensos, la progresiva
disminucién de los efectos inotrépicos de los f-agonistas administrados
en casos de insuficiencia cardiaca y la disminucién de la sensibilidad a
las catecolaminas de los pacientes con feocromocitoma, en los que es
posible encontrar valores normales de pulso y presién. arterial, a la vez

que niveles de catecolaminas circulantes muy superiores a la normalidad.

Numerosos trabajos en este campo han aportado gran cantidad de datos
que apuntan hacia una diversidad de mecanismos que pueden inducir desen-
sibilizacién. Un mecanismo de regulacién del p-receptor, que contribuye a
este fenémend en una amplia variedad de tipos celulares, es la denominada
“down regulation" de los receptores por los agonistas. Este mecanisao
consiste en la disminucién del niamero de B-receptores en las membr¢nas
plasmaticas cuando las células son expuestas a los B-agonistas, tanto in

vivo como in vitro.

Este fentmeno es especifico de los agonistas ¥y puede ademas Ser
bloqueado pcr 10S antagonistas (MICKEY, TATE y LEFKOVITZ, 1975). la
terapia con agonistas adrenérgicos ocasiona una disminucién en el nimero

de receptores p-adrenérgicos; sin embargo, el tratamiento con metil-

prednisona revierte rapidamente 1os efectos inducidos por la terbutalina °

sobre los f-receptores linfocitarios (TASHKIN y cols., 1682).

Estudios recientes, especialmente en hamaties de rana, sugieren que el

4n de los
praceso de “jown regulation" es, en realidad, una internalizacién de

este proceso, l0S
receptores mediante un proceso de endocitosis. Tras P

ciculas citosélicas, en las
receptores parecen quedar en el interior de vesi '

nentes
que %e encuentran aparentemente secuestrados, lejos de otros componenies




del sistema adenilciclasa tales como la proteina N o la unidad catalitica
del sistema (STADEL y cols., 1983).

- A
En el caso de hematies de rana, los receptores reaparecen en la

superficie celular cuando el agonista es retirado, y este proceso no se ve
afectado por los inhibidores de la sintesis de proteinas (cicloheximida),
lo que es un fuerte indicio de que los receptores sou reciclados, apare-
ciendo de nuevo en la superficie celular (MUKHERJEE, CARON y LEFKOVITZ,
1976). En algunos sistemas celulares, la pérdida del nimero de receptores
por los agonistas lleva a una situacién en la que es necesaria una nueva
sintesis proteica para que la célula recupere totalmente sus receptares
‘DOSS, PERKINS y HARDEN, 1981). En estos sistemas, los receptores inter-

nalizades son presumiblemente degradados antes de su reciclaje.

La "down regulation" del receptor generalmente no parece ser un pro-
ceso mediado por el AMP.. Sin embargo, en algin sistema al menos, ha sido
encontrada una “down regulation" gradual de los receptores f-adrenérgicos
durante muchas horas, y este proceso puede ser reproducido mediante la
elevacién de los niveles intracelulares de AMP. (MOYLAN y cols., 1982).

Las vesiculas, conteniendo en su interior los receptores arracimados,
pueden sedimentar a 100.000g. E1l proceso de endocitosis posiblemente esté
mediado por transglutaminasas, debido a que la dansylcadaverina (un inhi-
bidor de las transglutaminasas) antagoniza la pérdida de . - eptores B-
adrenérgicos inducida por las catecolaminas (RAGGIANI y cols., 1980).

MALLORGA y cols. (19807, sin embargo, demostraron que los inhibidores
de la fosforilasa A= pueden bloguear el descenso del nimero de recepto-
res, sugiriendo que la activacién de dicho enzima a nivel locali, puede
estar implicada en el proceso de desensibilizacién. Aunque las vesiculas
de células desensibilizadas contienen una gran proporcién de receptures

internalizados, no posen practicamente aciividad adenil-ciclasa, ni

ni ningin otro marcador de membrana plasmética (STADEL y
andos, en

proteina N,
cols., 1983). Como han demostrado los estudios de unién de lig

estas vesiculas, 108 receptares estan totalmente desacoplados de Sus




efectores p ' Str .
es primarios de membrana, y muestran sélo una baja afinidad de

unicn que no se afecta por los nucledtidos de guanina,

Otro mecanismo de regulacién del receptor RB-adrenérgico que puede
conducir a una desensibilizacién, es el desacoplamientc del receptar de la
adenilciclasz, més especificamente de la proteina N. Poco después de la
ocupacion de los receptores por el agonista, estos se desacoplan, manifes-
tandose este proceso por una disminucién en la capacidad del receptor

para acceder al estado de alta afinidad sensible a los nucledtidos.

De nuevo, los detalles de cémo ocurre esto permanecen, sn gran parte,
oscuros y probablemente estén implicados varios mecanismes. Una
caracteristica comin a tales mecanismos es que existe una capacidad
deterinrada de los agonistas para estabilizar el complejo ternario de alta
afinidad HRE, lo que tiene como resultado una disminuida est mulacién de
la adenilciclasa por el agonista. Como sucede con la disminucién del
numero de receptores, se ha encontrado una amplia variedad de influencias

que modulan el acople y la formacién del complejo ERN.

SU y cols. (1930), estudiando células de astrocitoma, encuentiran que
el desacoplamiento répido y reversible de los receptores precede a la
posterior disminucién de su nomero. En algunos sistemas, los receptores
«se pierden por completa tras exposiciones méas prolongadas a los agonis-
tas, por internalizacién y degradacion. En esta etapa, los receptores no
; pueden. ser recuperados rapidamente, al contrario de lo que ocurre en la

primera fase de desacoplamiento, la cual puede ser facilmente revertida,

La fosforilacién del receptaor inducida por los agonistas, es otro

atractivo mecanismo de desensibilizacién. La fosforilaciéon de determinadas

zonas del receptor, que estan implicada¢ , pur ejemplo, en el acoplamiento

a efectores como la proteina N, puede ser capaz de alterar dicho acople.

Aunque ha quedado claramente establecido Jue, al #Menos en el sistema de

hematies de pavo (ZALLOR y cols., 1979) el receptor g-adrenérgico es fos-

forilado durante la desensibilizacién, queda por probar que esta parti-

~ular modificacién covalente ofrezca una clara explicacién del desacopla-

miento observado. Hoy no esta claro si la protein-kinass AKP. dependiente




fosforila directamente alguna otra Xinasa o fosfatasa que finalm-nte

cause la elevada fosforilacién del receptor.

1.2, Denervacién,

Alteraciones crénicas en la concentracidn ambiental del neurotrans-
misor noradrenalina en las sinapsis neuronales, producen cambios en le
respuesta al neurotransmisor de las célules postsinapticas. La demervaciém
quimica o quirorgica de un tejido inervado adrenérgicamente, a menudo

lleva a una respuesta hipersensible a nivel postsindpticc tras el estimulo
catecolaminico.

Una droga comunmente usada para indocir hipersensibilidad por
denervacién es la §-hidroxi-dopamina (6-OH-DA). Este agente, que produce
una degeneracién de la terminal nerviosa cateculaminérgica y, por lo tanto
reduce la liberacién de noradrenalina, se enconiréd que elevaba en un 30%
la densidad de receptores B-adrenérgicos en cortex cerebral, en compara-
cién con los animales controles (SFORN y cols., 1976). Se ballé también un
aumento paralelo en la concentracion de AMP. en cerebro em respuesta a
concentraciones mAximas de isoprenalina. Los autores sugieren que la
regulacién de la respuesta postsinuptica a las catecolaminas en las sina-
psis noradrenérgicas centrales esta parcialmente mediade por una regula-
cién dinémica del numero de receptores p-adrenérgicos en respuesta a los
nivales alteradcs de catecolaminas. Asi, la depleccién de catecolaminas,
parece incrementar el namero de p-receptores, promoviendc una elevacién

de la respuesta a las catecolaminas administradas exogenamente.

KAJIYAMA y cols. (1982) encuentran igualmente una elevaciéu en el

numero ae B-receptores en miocardio tras el tratamiento con 6-0H-DA, pero

el incremento se debié enteramente a cambios en 1la concentracién de

receptores del subtipo B:, sin cambios significativos en los B=. Estos

hallazgos estéan de acuerdo con la idea de que la noradrenalina es la

caiecolamina fisiolégica activa sobre los receptores g, -adrenérgicos, con

sslo un pequefio efecto sobre los Bz in vivo.




Los tratamientos con

pina (TENNER y cols,, 198

N
J

guanetidina (GLAUBIGER y co's., 1978) y reser-
2), conllevan también un aumento significativo

en el nimero de receptores f-adrenérgicos y en la acumulacién de ANP. en

respuesta a la noracdrenalina. Estas diversas lineas de investigacisn pare-

cen indicar gue el nimero de P-receptors se eleva cuando descienden los

1iveles tisulares de catecolaminas, contribuyendo a una supersensibilidad
por denervacién,

1.3, Sindrome de retirada del propanolol,

Puesto gque el tratamiento con agonistas puede llevar a una desensi-
bilizacién de los reccptores B-adrenérgicos, cabe preguntarse si el trea-
miento con antagonistas puede inducir cambios en sentido opuesta. Aunque
es motive de controversia, la informacién disponible parece indicar que
asi sucede (HOFFMAN y LEFKCVITZ, 1982).

Cuanda el tratamientn con el B-blogueante propanolol es interrumpido
bruscamente, en algunos pacientes se hace clini-amente evidente una hiper-
sensibilidad a las catecolaminas, pudiendo sufrir infarto de miocardio o
episodios de angor inestable. la hipersensibilidad a las catecolaminas
administradas se ha presentado en ¢ gunos sujetos tras mas de 13 dias de
interrupcién del prcpanolol. Experimentos en animales ¥ sujetos sanos
tratados con propanolol han demostrado aumentos en en nimero de recep-
tores p-adrenérgicos en diversos tejidos (AARONS y LEFKOWITZ, 1982). 81
estas cambivs en el nomero de recaptores estan o0 no relacionsdos con el
llamade “sindrome de retirada del propanolol* es motivo de controversia jy

objeto de posteriores inve cigaciones.

2., Regulacién Heteréloga,

Regulacion heteréloge es un término usado a menudo para denaotar la

G "5 qu
rogulacién de la concentraciéon de receptores por hormonas o drog-s que

£ ' or
normalmente no Se€ combinan con dichos receptores. Se puede producir p

tanto, una disminucién ae la sensibilidad de una célula completa a un
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go de hormonas que actuan sobre diferentes receptores, inducida por ia
prolongada exposicién biolémicacamente activa. Esta forma de regulacisn
podria ser accionada mediarte la formacién de un segundo mensajero que

induciria altaraciones en algiu punto distal al receptor llevando a um

embotamients de la respuesta celular a otros agentes.

Hormonas tiroideas,

%:1;

El efecto de una funcién tirocidea alterada sobre la reactividad B
aurenérgica ha constituido una de las mayores areas de interés para
fisiologos, bioquimicos y clinjces. Los pacientes con hipertirvidismo
- poseen una amplia gama de sintomas clinicos sugestivos de una estimula-
cién elevada del sistema nervioso simpatico, mientras que los hipotiroi-
deos presentan un cuadro clinico a menudo totalmente cpuesto. Ademas,
muchos de los signos y sintomas del hipertiroidismo, mejoran con agentes
bloqueadores f-adrenergicos. Est:s observaciones clinicas parecer estar

relacionadas con una capacidad d~ las hormonas tiroideas para regular la

funcién de los receptores adrenérgicos.

SCARPACE y ABRASS (1981) cuantificaron simultAneamente los recep-

adrenérgicos en varios tejidos de ratas hipertiroideas: los B

tores B-
nalterados en pulmon y linfo-itos, pero el numero de receptores

estaban 1
8, en miocardio estaba elevado. Estos resultados ponen de manifiesto la

dificultad de usar linfocitos y polimurfonucleares (que sélo contienen Bz) i _

como modelos de tejidos (como el corazén) que sélo contienen fi.

rvacicnes parecen indicar que tanto las

En general, todas las abse
receptores estAn controladas

concentraciones tisulares de o~ COmMO de B-

presumiblemeite & ni
1984). Ademés, se han documentado

por las hormonas tiroideas, vel de tramnscripcién

genética (LEFKOVITZ, CARON ¥y STILES,

tantc en el hipo como éen el hipertiroicismo, alteraciones en el acopla~
miento del receptor al sistema adenilciclasa (STILES y cols., 1931). 8in
embargo, 1os mecanismos Gltimos responsables de la regulacién por las
hormonas tiroideas del nomero de recepfores p-adrenérgicos, por ejenpla,



aumento o disminucién de la sintesis de la proteina receptora asi como de

su degradacion, permanecen todavia en gran parte desconocidos

2.2, Esteroides adrenales,

Estudios realizados sobre tejidos normales evidencian un efecto
directo de la hidrocortisona sobre la regulacién del numero de receptores
f-adrenérgicos, induciendo una elevacién en la acumulacién de AMP., no
a2xplicable por una alteracién en la actividad fosfodiesterasa. Ademas de
este efecto directo, ia hidrocortisona aumenta la acumulacién de AMP.
estiuulada porla isoprenalina., La exposicién a los esteroides lleva a uma
supersensibilizacién y a una elevacién de la densidad de receptores B~
adrenérgicos; ademas, los corticoides facilitan la formacién de la “forma

acoplada" de zlta afinidad del receptor.

En tejidos desensibilizados por la exposicién prolongada a las cate-
colaminas endégenas o exégenas, los ecteroides adrenales, tanto in vivo
como in vitro, inducen una casi completa restauracién de la sensibilidad
en la acumulacién del AMP. estimulada por la isoprenalina, elevando
ademds 1a densidad de receptores B-adrenérgicos (DAYIES y LEFKOVITZ,
1984). Pocos estudios han examinado directamente los efectos de los mine-
ralcorticoides aislados, pero usando el modelo de hiperteasién DOCA-sal
en ratas, parece que los aumentos en la presién sanguinea inducidos por
los corticosteroides estéan asociados con una reduccién de la densidad de

receptores B-adrenérgicos (VOODCOCK y cols., 1979).

2.3, Esteroides gonadales,

Los esteroides sexuales pueden influenciar la accién de las cateco-

laminas, mientras los p-agoristas a su vez, SOn <Capaces de alterar la

funcisn ovarica. JORDAN (1981) ha encontrado que
ptores en membranas ovaricas

durante la fase latea

d=1 ciclo ovarico, la concentracién de p-rece

fue de 260 fmoles/mg prot. mientras que en la fase estrogénica dicha

5 3 una reguiacion
concentracién descendid un 50%. Estos resultados sugieren £
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cion con la funclon ovarica estd aun por determinar

Los andrégenos también parecen influir en la regulacion de los recep-
tores B-adrenérgicos. Un reciente estvdio ha mostrado que la adminis-
tracién de testosterona a ratones induce, junto a una hipertrofia renal un
aumento del doble en la densidad de B-receptores en membranas renales,
pero no se hallaron cambios significativos en la afinidad de la unién de
agonistas o antagonistas (LEFKOVITZ y cols., 1981).

2.4, Enfermedades cardiovasculares,
2.4,1, Insuficiencia Cardiaca Congestiva,

Uno de los mecanismos compensatorios usados por el organismo en la
insuficiencia cardiaca es el aumento de la estimulacién por el sistema
nervioso simpatico. Inicialmente esta estimulacién puede ser traasmitida
por los nervios simpaticos cardiacos, los cuales segregan noradrenalina.
Posteriormente si la insufuiciencia empeora, la méduls suprarrenal propor-
ciona una estimulacién més generalizada mediante la segregacion de adre-
nalina. Finalmente, en los depésitos cardiacos de catecolaminas se puede
apreciar umna marcada depleccién en ioe sujetos con avanzada insuficiencia

cardiaca.

Recientememnte se ha demostrado que la densidad de receptores f-
adrenérgicos en ventriculos izquierdos insuficientes, en sujetos receptores
de transplante cardiaco, era de un 50% menor que en los miocardios
controles de donantes sanos. Esta reducida densidad de receptores esta
asociada con una disminucién en la activacién de la adenil-ciclasa y la
contraccion muscular inducida por la isoprenalina (BRISTOV y cols., 1982).

§o estad claro hasta que punto la reduccién del nimero de receptores

la insuficiencia cardiaca es un hecho primario o si, por

“desensibilizante“ de los niveles

g-adrenérgicosen

el contrario, es consecuencia del efecto

tan elevados de catecolaminas a los que esta expuesto el miocardio. Sin




embargo, en todo caso, el pcol disminuido de B-receptores puede contribuir

a limitar el ambito en el que el sistema nervioso simpatico o las

catecolaminas exégenas pueden actuar evitando el fallo cardiaco.

2.,4,2, Isquemia e Hipoxia cardiacas,

Las arritmias ventriculares se desarrollan a menudo en pacientes con
isquemia miocArdica. La posible relacién entre las alteraciones en los
receptores adrenérgicos y esta irritabilidad miocérdica ha sido investi-
gada en perros, a los que produjo isquemia de miocardio por ligamiento de
la coronaria descendente anterior izquierda (MUKHERJEE y cols., 1979). Se
encontrd que el numerc de B-receptores, pero no el de receptores colinér-
gicos muscarinicos, estaba elevado entre 1 y 8 horas tras la oclusién en
el miocardio isquémico, en relacién con el tejido miocardico no isquémico.
Esta elevacién en la densidad de receptores B-adrenérgicos se asocia con
un aumento de la capacidad de la isoprenalina para elevar los niveles de

A¥P. en miocardio.

Por el contrario en gatos con isquemia experimental, la clevada inci-
dencia de arritmias ventriculares rarece estar relacionada con una eleva-
cién en la sensibilidac a-adrenér. ;™. En estos animales el numero de o~
receptares, mas que el de PB-receptores, se encuenira elevado en el
miocardio isquémico (CORR y cols., 1881).

Estas diferencias entre las especies en las respuestas a la isquemia,

nu han encontrado explicacién satisfactoria por el momento.

2.4,3, Hipertensién arterial,

Varios modelos e hinertensiém arterial en ratas (inducida, constric-

el estu-
cién de la arteria renal, genética, esponténea) se han usado para

dio del posible papel de los receptores adrenérgicos en la etiopatogenia

de la misma. En generzl, se han ecoatrado concentraciones reducidas de

i i otros. La mayoria
receptores p-adrenérgicos en tejido cardiaco, vascuiar ¥y y

de estos animeles presentaban una elevacién mantenida del tono simpatico




y aumentadas las catecclaminas circulantes

(STILES, CARON y LEFK
1984, 4 e

No se sabe si la naturaleza de estas alteraciones es primaria o

secundaria. Un grupo ha especulado que una reduccién en los receptores -
adrenérgicos vasculares, sin cambics en los o-, darfa lugar a una vaso-
constriccion mantenida y a hipertensién (WOODCOCK y cols., 1980). Aunque
totalmente especulativa, tal hipétesis indica el modo en que el estudio

directo de los receptores adrenérgicos ha revolucionado la investigacién

en el estudio de la hipertensioén.

2.5, Otras enfermedades,
2.5.1. Asma bronguial,

Bn los 74ltimos afios una gran cantidad de estudios revisados por
STILES, CAROF y LEFKOVITZ (1984), han abordado la cuestién de si el
nimero de receptores f-adrenérgicos en leucocitos circulantes se
encuentran alterados en sujetus asmaticos. Aunque los resultadas han sido
discutidos, el consenso general parece ser que el nimeroc de receptores no
esta alterado en los PMNs, a no ser que los pacientes hublesen sido

tratados previamente con un broncodilatador B-agonista.

2.5.2, Pseudohipoparatiroidiﬁmo.

Otro ejemplo de sensibilidad alterada en el sistema adenilciclasa es
el pseudohipoparatiroidismo tipo 1, entidad caracterizada por una reducida
sensibilidad periférica a la paratohormcna. Esta hormona eleva la forma-
cién de AMP. en sus OTgEanos efectores mediante estimulacién de la

adenilciclasa. Los pacientes con este desorden son resistentes al efecto
en orina; algunos de

de la hormona de elevar la excrecién de de AMP.

estos pacientes exhiben otros desérdenes endocrinos cOmo hipotiroidismo,

respuesta embotada de la prolactina a la administracién de TRF ¥ reeis-

tencia parcial al efecto de la ADH.




Un factor comin a todas estas hormonas es que actian mediante la
formacion de AMP.. FARFEL y cols. (1980) sugirieron que un defecto en el
sistema adenilciclasa puede subyacer en algunos tejidos de estos pacien-
tes. Midiendo la proteina N en membranas de hematies de 10 pacientes con

pseudohipoparatiroidismo tipo I, y comparando ice resultadcs con los

obtenldos en sujetos controles, se encontré que la actividad de esta

proteina era sélo un 60% de la encontraaa en estos dltimos. Esta reducs

cién en la actividad de la proteina N podria ser méas generalizada y

explicar la disminuciér de sensibilidad de la adenilciclasa a diferentas
hormonas.

2.5.3, Diabetes,

OLSON y cols. (1981) estudiando en misculo esqueletico de ratas
diabéticas el receptor f-adrenérgico y la actividad adenil-ciclasa,
encontraron una disminucién del 50% en el namero de receptores en las
ratas diabéticas. En las mismas membranas, sin embargo, no encontraron
alteraciones en la actividad adenilciclasa, tanto basal como estimulada
por isoprenalina, adrenalina o NaF. Estos hallazgos cuestionan si las
alteracicnes observadas en la densidad de p-receptores, en este modelo
particular, tiemen alguna significacién fisialégica. Los resultados
sugleren que las alteraciones ea el sistena E-receptor-adenilciclasa,

pueden estcr asociadas con la diabetes experimental.

2.5.4, Edad,

Los estudios preliminares (ROAN y GALAKNT, 1981), indican que los
polimorfonucleares de neonatos a término nresentan sélo la mitad de

sitios de unién al *H-DHA y disminuida la acumulacién de AMp. estimulada

por la isoprenalina, en comparacion con lcs polimorfonucleares de adultos.

El estudio de los receptores p-adrenérgicos en relacién con la edad y el

crecimiento ha sido extansn en numerosos tejidos (pulmén, corazén, tejida

. 5 b
adiposa, células musculares, etc...), llevando en muchos casos a concl

siones contradictorias (STILES, CARON y LEFEKOVITZ, 1984).
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vV, METODOS DE DETERMINACION DEL

RECEPTOR B-
ADRENERGICO,

Aunque el receptor B-adrenérgico fue caracterizado, hasta cierto
punto, en base a la capacidad de diversas drogas y hormonas para alterar
la actividad adenicilciclasa, una comprension en profundidad de las inter-

acciocnes hormona-receptor requeria técnicas para la medicién directa de

las uniones hormonales a estos receptores.

Las primeras tentativas en este sentido emplearon catecolaminas
marcadas radiactivamente(®*H), tratando de medir las uniones de estos
ligandos a membrunas celulares (LEFKOWITZ y HABER, 1971). Sin embargo,
los resultados obtenidos no eran compatibles con las caracteristicas
conocidas de la estimulacién del sistema adenilciclasa por las cateccla-
ninas. Ademas, las uniones resultaron ser lentas, solo parcialmente rever-
sibles y no estrictamente esterecespecificas para las catecolawinas,
siendo el propanolol sélo parcialmente efectivo en inhibir las uniones de

estas catecolaminas marcadas.

Pensando que los compuestos marcados podian unirse ademas a otrose
sitios de las membranas celulares distintos de los receptores, se propuso
la utilizacién del “H-propanolol, y como método de monitorizacién de las
catecolaminas unidas, la capacidad de éstas para desplazar al ligando

antagonista de su unién con el receptor (LEVITZKI y cols., 1974).

Usando esta propuesta, las uniones de las catecolaminas al p-recsptor
resultaron ser rapidas, reversibles y esterecespecificas para los 1-
{sémeros de cada hormona. El valor del uso de B-antagonistas marcados fue
mas tarde confirmado por el éxito en la utilizacién de *H-dihidroalpreno-

lol por MUKHERJEE y cols. (1975) y de 1251-{pdohidroxibenzilpindolol por

AURBACH y cols. (1974) como marcadores especificos.




Por lo tanto, se puede decir que la llave del éxitoc en los estudios de

uniones 3 i icacid
a receptores, ha sido la identificacion de compuestos para los que

la afinidad de los receptores es muy alta, pues con ellos, concentraciones
bajas son suficientes para saturar a estos. Ademas, a menor concentracién
de droga marcada, menor cantidad de la misma se une a sitios inespe-

cificos de enlace, con lo que se eleva al méximo la prcporcién del total

de uniones asociadas al receptar,

Por otra parte, el uso de un ligando de alta afinidad implica una
lenta cinética de disociacién del receptor, lo que permite el uso de
técnicas mas faciles para separar el unido a dicho receptor del ligando
libre. Estas generalizaciones ayudan a explicar por qué los primeros
éxitos en los estudios de uniones tuvieron lugar cusndo se usaron

antagonistas en vez de agonistas mercados.

Parece ser que no sélo los receptores especificos poseen afinidad por
los agonistas naturales, sino que ademéds, diversos componentes no
receptores de los sistemas biolégicos podrian también tener afinidad por
estos compuestos. Esto es asi porque la terminacién de la accién del ago-
nista depende de compuestos tisulares no receptores que lo metabolizan a

productos inactivos o disminuyen su disponibilidad para el receptor.

§in embargo, puesto que agonistas potentes pueden temer mucha mayor
afinidad por su recepior que por los sitios de unién que los metabolizan
o retiran, estas ultimas pueden ser saturadas con otras drogas, de modo
que DO interfieren con los ensayos de unién. Reconocido ésto, es posible

utilizar agunictas en los estudios de unién droga-receptor.

1, Conceptios generales de unién con radioligandos

La base de un ensayo de unién de radioligando marcado para el

estudio de receptores es, en esencia, muy simple: se incuba un radioli-

gando con un tejido, eliminamos la radiactividad no unida mediante

filtracién o centrifugacion y medimos la remanente. Como ya hemos adelan-
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tado, los radioligandos no se unen solamente a los receptores especificos
]

6ino que también lo hacen a sitios inespecificos de enlace.

La cantidad de estas uniones no especificas se determina mediante la
adicién a la mezcla de incubacién de una droga no marcada que se umne
virtualmente a la totalidad de los receptores. Con todos lns receptores
ocupados por este compuesto no marcado, el radioligando sélo se unira a
sitios inespecificos. Restando la radiactividad observada en presencia de
la droga no marcada (uniones inespecificas) de las observadas en su
ausencia (uniones tctales) se calcula el numero de uniones especificas.
Estas, se supone que representan los receptores de interés, pero tal
suposiciéon se ve invalidada si para definir las uniones inespecificas no

se una una droga apropiada o si la concentracién de ésta es inadecuada.

La capacidad para el estudio directo del receptor f-adrenérgico por
técnicas de unién por radioligandos, ha hecho posidle la exploracién de
detalles moleculares de la estructura y funcién del receptor, asi como de
la relaciéon de los receptores con otros componentes biloguimicos impli-
cados en la transmisién de la informacién derivada de la inmteraccién

hormona-receptor, entre otros.

Puestuc que la reaccién H-R es una interaccién bimolecular simple,
puede esporarse que muestre ciertas caracteristicas cuantitativas
(constantes de asociacién y disociacién, constante de afinidad en el equi-
librio, etc.) que pueden ser determinadas experimentalmente. Ademéas, las
comparaciones cuantitativas de las afinidades de varias drogas por los
receptores en diferentes tejidos, son relativamente sencillas en este tipo
de ensayos in vitro. Por otra parte, la simplicidad y facilidad técnicas
con que se realizan los experimentos pueden dar como resultado datos

precisos que son sumamente reproducibles entre ensayos.
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2, Identificacién del lugar de unién

Tres son las condiciones uasicas que deben ser satisfechas para

poder establecer que los sitios de enlace del ligando representan un
receptor biologico,

La primera de ellas es la saturabilidad. En la mayoria de las
membranas tisulares el numero de receptores para neurotransmisores y
hormonas es muy limitaod, por lo que es posible tedricamente saturar en
su totalidad el nimero de sitios de unidén. Esto es examinado mediante la
medida de las uniones habidas con concentraciones crecientes de radioli-

gando, y en presencia de una concentracién fija (saturadora) de hormona

no marcada.

La saturacién vienme indicada cuando la cantidad de uniones despla-
zables 0 especificas se hace constante, expresandose a partir del momento
en que las uniones totales se hacen una funcién lineal de la concentracién
de radioligando. For el contrario, la cantidad de radiactividad unida en
presencia del ligando no mar<ado aumenta normalmente desde el principio
y de forma lineal, puesto que el numero de enlaces inespecificos es,

virtualmente, infinito.

El segundo criterio para la demostracién de la especificidad de los
sitios de uniéon est4 ralacionade con la distribucién de dichos lugares,
puesto que uniones especificas s6lo deberdn encontrarse en los tejidos que
se sabe contienen receptores biolégicamente activos por procedimientos
farmacolégicos. Ademas, si se sabe que, por ejemplo, el receptor es un
componente de la sinapsis, las uniones especificas deben ser mayores en
las fracciones subcelulares gue contengan la mayor concentracién de
membranas sinapticas (BURT, 19787,

El tercer y quiza mas importante criterio es la especificidad del

enlace. Si las union.s especificas representan la fijacién a receptores

biolégicamente relevantes, entonces anicamente las sustancias que Se sabe

interaccionan con dichos receptores deberan mostrar vna considerable po-




tencia en la inhibicion de la unién del radioligandn, y ademés, deberan

hacerlo con las potencias relativas esperadas para cada tipo

de receptor.

En el caso del receptor B-adrenérgico el orden de potencia esperado

para los agonistas es: isoprenalina > adrenalina > noradrenalina. Este

tipo de informacion se obtiene a través de la realizacion de experimentos
de uniones competitivas, los cuales determinan la capacidad de diversos
compuestos para competir con el radioligando en la unién a los recepto-
res. Estos ensayos consisten basicamente en la incubacién de una cantidad

constante de receptores tisulares y radiocligando, con diferentes concen-

traciones del compuesto competidor.

Ademés, el receptor B-adrenérgico posee otras dos caracteristicas

particulares en su union a ligandos marcados:

1. Esteregespecificidad: La unién de estos compuestos a los B-recep-
tores es estereoselectiva para los R-estereoisémeros y por lo tamto,
lcs R-antagonistas seran desplazados del receptor especificamente por
las R-(-)catecolaminas. No esta claro, sin embargo, si es que las S-
(+)catecolam.-as tienen 1CO veces menos afinidad, o si es que son
totalmente ineficaces perc estan contaminadas con R- (-)catecolaninas

(LEVITZKI, 1982).

2.Beversibilidad del enlace: Especialmente evidente en los experi-
mentos de cinética del enlace, que proporcionan ademas informacion
sobre cuanto tiempo es necesario para que la reaccién alcance el
equilibrio y cuantc ligando se disocia del receptor durante el tiempo

requerido para separar el radioligandc unido del libre.

geleccién del ligando,

S n
En la seleccién del ligando adecuado para estos ensayos, debe

; . b
tenerse en cuenta cuatro consideraciones basicas sobre las caracteristica

. s
del mismo. La primera es que la sustancia debe ser selectiva para el r

p B t ; [n]
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un neurotransmisor posea una atraccion significativa por una variedad de

receptores. Aunque lo ideal seria usar ligandos de los que se supiera que

interaccionan sélo con un sitio de unién, tal especificidad es excepcional,
pero siempre se debe procurar que la droga en cuestién posea la mayor

selectividad posible para el receptor en estudio.

Alta afinidad por el receptor es otro requisito para un radicligando.
Puesto que el nimero de receptores en cualquier preparacisn es e .remada-
mente pequefic comparado con el numero de sitios de enlace inespecificaos,
es deseable el uso de pequeflas concentraciones de radioligando con objeto
de detectar el componente biolégicamente significativo. 8i la afinidad del
ligando por el receptor es demasiado baja, la concentracion que debera

arse elevara significativamente el numero de enlaces inespecificos

marcados.

Er <eneral, es mejor si el compuesto seleccionado se sabe gue tiene
una aiinidad por el receptor comprendida en el rango nanomolar. Por esta
razén, los antagonistas son ampliamente usados como radicligandos, puesto
gque poseen generalmente una mayor afinidad por el receptor. que los

agonistas.

Los radioligandos deben ser también quimicamente estables. Tres som
los tipos de estabilidad a considerar: la primera es que el ligando debe
ser resistente a cambios propiciados por las condiciones usadas para el
marcaje de la sustancia. la tritiacién se realiza ncrmalmente mediante una
reaccién e intercambio o por la reduccién de un doble enlace, ¥ puede
usarse en practicamente todas las moléculas crganicas; es el procedi-
miento de marcaje de ligandos del que menos podemos esperar que cause
una alteracién estructural en éstos. Ademés, las drogas marcadas deben
ser estables durante el tiempo de almacenpmiento, asi como bajo las con-

diciones de pH y temperatura del ensayo.

ct ) o se
La actividad especifica es el cuarto factor a consigerar cuand

i ' cial que
seleccione un radioligando. En la mayoria de los ensayos es esen q

e y i
la hormona marcada tenga ULa actividad especifica mayor de 10 Ci/mmo

ini 16 ente estos
Tanto la iritiacién como la yndinizacién alcanzan normalm
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valores o s de ctivi ST i
0 mayores de actividad especifica. Debido a las

extremadamente

e uefiac -~ + 3 1 :

pequelias cantidades de radioligando usadas en un ersayo de unisn, es
K ¥

necesaria una elevada actividad especifica para mantener alta la relacién

entre uniones especificas e inespecificas.

4, Importancia de las técnicas directas en
estudin de receptores,

el

La aplicacion de los estudios de vaién de ligandos =n el campo del
acoplamiento hormona-receptor ha proporcionado una considerable cantidad
de infcrmacién sobre los mecanismos bioquimicos implicados en esta
conexion. ln dichos estudios, la unién de agonistas al receptor fB-
adrenérgico, ha resultado normalmente modulada por iones y nuclestidos,
mientras que éstos no tienen ninguna accién sobre la unién de los antago-

nistas (HOFFMAS y LEFKOWITZ, 1980; RODBELL, 19380).

Las cur ras de conpeticién para diversas drogas P-adrenérgicas que
compiten con el radiniigando “H-DHA en la ocupacién de los receptores de
membranas p asmaticas, han sido realizadas por métodos de andlisis de
min.gos cuadrados no lineales as.istido por ordenador (MUNDSON y RODBARD,
1680; DeLEAN, HANCOCK y LEFKOVITZ, 1982). Estos analisis indican que para
antagonistas como el alprenolol, las curvas de competicién son pendientes
y unifasicas, y en estrecho acuerdo con lo predicho por la L.A.M. para la

vn16én a una sola clase de sitios de enlace. AdemaAs, estas curvas para

antagonistas no se ven alteradas por el GTP.

Por el contrario, las c¢'rvas de compe.icién para los agonistas, como
la isoprenalina, sOn mucho mAs complejas (bifasicas ¥ aplanadas) ¥

desplazadas a la derecha (menor afinidad total), transformandose en

unifasicas en presencia de nucleétidos de guanina

1A ] rog ‘I‘ ‘es Il ces ae eXiS tiI en
‘E',.J. 0s h... l azZJI0s }nd] can que 0s =1y e‘p ores 50 apa A

dos estados dis'intos con mayor O menor afinidad por 10S agonistas

con una sim r afinidad por los antagonistas. Los nucleétidos de guanina

i i de baja
convierten todos los receptores de alta afinidad al estado




afinidaad. L: T e - .
La explicacien mc ecular de este halla”eo es por el
R i 85 P el momento

pobrememte conocida (HED™ *RG, 1983)

El consenso actus
-UNnSens “tual es que cuat : )
que hay cuatro tipo de receptores adrenérgicos:

o1y O, 7 B= stos ingui
) v By Bz, Estos pueden distinguirse mediante las potencias

relativas de agonistas y & istas i
§onistas y antagonistas particulares, er estulics fisiolo-
gicos y de unién de radioligancdos. En estos Gltimos, receptures a1 y
] . : 1

&z pueden identificarse directamente con ralicligandos =-lectivos para

cada subtipo, ccmo el “H-Prazosin {(a:) y *H-Yohimbina (vz),

No existen tales radioligandos selectivos pr a receptores §1 y fa:
todo= los radioligandos disponibles s< uner a ambos subtipos de
receptores p-adrenérgicos con la misma idad. Sin embargo, los B+ y B=
se pueden idsntificar separadamen. en experimentos de uniones
competitivas usando un radioligando no selectivo y un competidar no

marcado relativamente selectivo (MINNEMAN y NOLINOFF, 1580).

De los diversos métodos propuestos para 21 analisis de esitns datos,
la curva de minimos cuadracdns no lineal ajustada por ordepador varece ser
el mas sa‘isfactoriv (DeLked, HANCOCK y LEFXKWITZ, 1982). Tales
experimentos revelan que los receptores " y Pz coexisten a2 menucu en el
mismo tejido (MINFEMAN, PITTMAN y X7 TNOFF, 1981). Sin embargo, esto no
implica que ambcs subtipos de receptores p-adrenérgicos estén presentes
necesa~‘amente en un sélo tipo celular, puesto que los érganos de los

mamiferos estan compuestos por una poblacién celular heterogénea.

Las técnicas de unién directa de ligandos han propercionado la posi-
bilidad de cuantificar los receptores tanto en células completas como en
fracciones de membranas celulares de tejidos bajo diversas circunstancias
de nornalidad y patolégicas. Tales estudios han llevado al de ibrimiento

de que el numero de receptores celulares no es fijo, sino que por el con-

trario, estéd regulado por una extensa variedad de circunstancias, que

incluyen enfermedades e {ntervenciones terapéuticas. En varias de dichas

situaciones la concentracion alterada de receptores parece determinar, ©

al menos contribuir a la alteracion de la sensibilidad tisular a la accién

de drogas u hormonas.
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Ia 4 or 1 5 !

& importancia del mapeo de los subtipos de receptures en un tejido
dado, ha sido confirmada por observaciones recientes sobre 1la regulacién
independiente de estos subtipos de receptores. MINNEMAN y cols, (1979
han investigado la regulacién de los receptores B+ y Bz en la corteza
cerebral de ratas ' 25 L voe ici

1 de ratas por les antidepresivos triciclicos y por destruccién

neuronal noradrenergica con 6-hidroxi-dopamina(6-0H~ A4),

En cada caso encontraron que los receptores B. estaban regulados
(aumentados con la 6-0OH-DA y disminuidos con la dimetil-imipramina)
mientras que los Bz no se alteraron por ninguna de estas intervenciones.
Estos aulores sugirierocn ademas, que los dos subtipos de receptores
existentes probablemente en componentes tisulares distintos. Estos y
otros estudins apuntan la posibilidad real de que tantc el numero de
receptures como el subtipo que es expresado estén sujetos a una

ragulacion dinamica en las celulas.,

&, Utilidad de la wnidn con radioligandos en

estudios clinicos,

Un nuevo y prometedor uso de le *écnicas de unién con radioligandos

es su utilizacién como herramienta en el cempo de la farmaccliogia clinica.

Los receptoeres pueden cambiar Aurante los tratamientos con drogas; la

unién de radioligandos es un método de monitorizacisn de estos cambios,

permitiendo quiza la individualizacion del tratamiento. Tales técnicas

pueden ser igualmente usadas como pruebas de concentracion de drogas y

para valorar los mecanismos de accién de estas.

5.1, Radiorreceptor ensayo,

En los experimentos de uniones competitivas se usa una droga no

un radioligando para unirse
moLa no marcada. ©i la concentra-

cetor y deter-
marca‘a que compite con a un re y
minar la afinidad 1 mismo por la h

" - .
&8 B ‘
desconaicila, pero Se sabe la afinidad del

cion de -roga no marcada es
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receptor por tal dr ste ismo expari :
P p roga, este mismo experimento se convierte en un radio-

rreceptor ensayo.

Los principios de ésta técnica se asemejan a los del radioin-

munoensayo: un tejido fuente patrén y una cantidad patrén de radicligando
son inc.bados con la muestra desconocida, obteniéndose menos uniones del

radioligando cuanto mayor es la concentracién de la muestra desconocida,

pudiendn relacionarse asi la cantidad de radioligando unido con la
concentracien de la droga problema. Una caracteristica de este ensayo
que la propiedad de la droga medida (su capacidad para unirse
receptor) es la que normalmentc justifica el uso clinico de la droga.
han desarrollado sensibles y precisos radiorreceptor ensayos para

prcpanolol y sus metabolitos activos (ROCHESTER y cols., 1980).

&, Dtros métodos de determinacién,

Recientemente se han desarrollado métodns que permiten el estudio de
la estructura de los receptores fB-adrenérgicos asi como de otros
receptores de la membrana plasnatica. Las dos propuestas mas atiles son
la cromatografia de afinidad (GRIBNAU y cols., 1982) y el marcaje por

fotoafinidad (GUILLCRY y JENG, 1983)

En la cromatogratia por afinidad, una droga u hormona que se combina
con un receptor, es ligada covalentemente a un soporte soélido (Sepharosa)
en el lado hidrocarbonado de la cadena. Cuando ur extracto de membrana
celular, solubilizado con detar;jentes, es pasado a través de una de estas
columnas, los receptores son absorbidos en ella por su unién a la droga

inmovilizada, mientras otras proteinas no son retenidas.

Tras el adecuado lavado, 10s receptores pueden extraerse en formas

altamente purificadas mediante drogas especificas que S€ unen a ellos.

Columnas con el p-antagonistas alprenolol unido a Sepharosa, se han

utilizado para la purificaciéen de receplores g-adrenérgicos. Cuando se

combine con otros metodos de purificacién de proteinas, como la
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cromatografia liqui ' : i
cromatografia liquida de alta resolucién, esta técnica puede proporcionar
- e

preparaciones purificadas muy homogéneas.

La otra propuesta usada para el estudio de la estructura de los

receptores de membrana es el marcaje por fotoafinidad, Esta técnica se

realiza mediante la sintesis de una droga u hormona analoga que contenga

un grupo fotoactivable en su estructura. Un ejemplo seria una porcién
azida(-Nz), que tras irradiacién ultravioleta libera el radical -Ns. Tales
metodos se han aplicado con éxito sobre ambos subtipos de B-receptores

(LEFKOVITZ, STADEL y CARON, 1983) y receptores ai-adrenérgicos (LEEB-
LUNDBERG y cols., 1984).

Debido a que los receptores f-adrenérgicos estédn asociados a la
membrana plasmatica, la sclubilizacién de los mismos debe preceder a
cualquier interto de caracterizacién. Los receptores solubilizados con el
detergente digitonina (glicésido vegetal), retienen su capacidad para
interaccionar con los ligandos, pudiendo ser purificados mediante croma-

tografia de afinidad.

Sobre estas preparaciones de receptores solubilizados, y utilizando
estas nuevas técnicas, se ha llegado a purificar un péptido de peso
molecular 58.000, que une ligandos f-adrenérgicos con la misma
especificidad que el receptor emn las praparaciones originales solubi-

lizadas con digitonina (SHORR, LEFKOVITZ y CARON, 1981).

Este y otros criterios apoyan la idea de que el péptido aislado
representa la subunidad del receptor capaz de unir ligandos. Sin embargo,
la prueba ultima de que los polipéptiaos purificados coatienen también
los componentes para el acople funcional del receptor a su molécula efec-
tora, requerira estudios de fusiéon-reconstitucién, en los que una prepara-
cié6n del receptor purificado es reconstituida en un medio lipidico, y

demuestre conferir sensibilidad f-adrenergica a un sistema adenilciclasa

ii ase
previamente insensible. Tales estudios se encuentran actualmente en f

de realizacion.
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. EL RECEPTOR B-ADRENERGICO PLACENTARIO

Usando técnicas de unién con radioligandos, los receptores p-adre-

nérgicos, han sido estudiados por diversos autores sobre una extensa

variedad de tejidos en: anfibios (MUKHERJEE y cols., 1975), aves (BROVN y
cols., 1976) y mamiferos( MAGUIRE, ROSS y GILMAN, 1977; LEFKOWITZ, 1978).
Sin embargo, el estudio de p-receptores en tejidos humanos ha presentado
mayores dificultades debido al limitado acceso a los érganos adecuados
para dicho estudio, y salvo los realizados en rélulas sanguineas (DAVISS y
LEFKOVITZ, 1981) y en adipocitos (BURNS y cols., 1981), el resto son

escasos y limitados.

Recientemente, los receptores para transcobalamina II (FRIEDMAN, SHIA
y WALLACE, 1977), insulina (HARRRISON y cols.,, 1978) y transferrina
(SELIGMAN y ALLEN, 1979) han sido identificados y purificados en tejido
placentario humano. Este organo, por lo tanto, disponible en grandes
cantidades, resulta de gran interés para el estudio de receptores a

drogas y hormonas en humancs.

El estudio ce los receptores para drogas y hormonas requiere
disponer de un ade~uado material biolégico del que puedan extraerse
dichos receptores. Idealmente, tal material debe estar disponible en
grandes cantidades y contener una gran densicad relativa de receptores.
Por ello, la placenta humana es un ¢rgano de particular interés como

fuente facilmente asequible de receptores 3-adrenérgicos.

Los efectos de las catecolaminas sobre el metabolismo intermediario

de la placenta humana han sido estudiadus previamente: supresién de la

secrecion de lactogeno placentario (BELLEVILLE y cols., 1978), estinula-

ci6n de la glucégenolisis (DEMERS y cols., 1973) y la estimulacién de la

sintesis de AMP. (SATOH y RYAN, 1971), la cual & suU Vez incrementa la

biosintesis de estrogenos (LEVILLINS y cols., 19740 ¥ la secracion de hCG

(HUSSA y cols., 1974). Presumiblemente 10dosS estns procesos metabolicos




50

estén mediados a aves : ¢
a traves de receptores B-adrenérgicos presentes en 1

ee ]

membranas plasmaticas de las células placentarias.

El origen fetal o materno de las catecolaminas que gobiernan cada uno
de estos aspectos no est4d claro. Sin embargo, evidencias indirectas
sugieren que al menos pequefias cantidades de catecolaminas atraviesan la
barrera placentaria. MORGAN y cols. (1972) encuentran in vitro una rapida
transferencia de noradrenalina e isoprenaline del lado materno al fetal,
en placentas humanas perfundidas. Estos mismos autores han confirmado la
presencia en la placenta del enzima Catecol-O-metil transterasa (COMT),
que junto con la MAD (cuya presencia en placenta era conocida desde afios
antes), constituyen las dos principales enzimas metabolizadoras de la
noradrenalina, concluyends que el feto se encuentra adecuadamente equipado

para defenderse de un e.ceso de catecolaminas en su circulacién.

Puesto que la placenta humana esta localizada entre las circulaciones
materna y fetal, su membrana apical se encuentra expuesta a las hormonas
matarnas en e. especlo intervelloso, mientras sus membranas basilares

estan en contacto més directo con las hormoras fetales en la membrana

basal trofoblastica.

Debido al importante papel metabélico desempefiado por la placenta, y
su funcién vital en el intercambio gasenso materno-fetal y transporte

activo, parece que los receptores p-adrenérgicos placentarios estan

relacionados con la regulacién de otros procesas metabolicos ademés de

con el control del flujo sanguineo ateroplacentario. El incremento del

flujo sanguineo gterino durante el embarazo, es maximc en el lugar ae

implantacién de la placenta, pero 1os mecanismos de este aumento permane-

n del receptor g-adrenérgico podria influlr

cen desconucidos. La activacid
icho flujo. Sin embargo, LEVIS y

tanto diretta como indirectamente sobre d

(198. ) esiudiando la distribucion de los receptores f-adrenérgicos

cols,
no encuentran las diferencias

en diferentes arsas del miometrio de coneja,

i3 ; N s 3 an A
esperadas entre 1» relacién o/p-receptores (que debia ser minima en

16 {iere ic lesigual-
area subyacente a la implantacién) que pudieran explicar las des gual

dades regionales en el flujo sanguineu uterino.
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Estudios sobre la distribucién sanguinea han mostrado que una parte
relevanta del flujo uterino se destina a la placenta a término, y que la
vasoconstriccion mediads a-adrenérgicamente en el uterc gravido es mayor

en el micendometrio gue en el tejido placentario (ANDERSON y cols., 1977).

La circulacion umbilical se caracteriza por su carencia de inervaciéu.
No obstante, se ha demostrado que la circulacién placentaria umbilical i ’;
posee un tono regulado f-adrenérgicamente (OAKES y cols., 1976), lo cual ]
confirma anumerosas observaciones previas que indicaban la existencia de
una regulacién activa del lecho vascular placentaric, que ante
perturbaciones como el ejercicio o la hipoxia, pudiesen mantener el
balance del intercambio placentario. Un descenso en la regulacién de la
hemodindmica placentaria por las catecolaminas podria subyacer a la sus-
ceptibilidad incrementada frente a la hipoxia y las injurias intraparto,
observadas en algunos neo: -tos (PADBURY y cols., 1681).

PADBURY y cols. (1981) observaron una disminucién del nUmero de
receptores B-adrenérgicos en placenta oviza en el transcurso de la geesta-
cién, posible reflejo de un fenémeno de "down regulation® resultante de la
maduracién del sistema nervioso adrenérgico fetal y el coasiguiente au-
mento en la produccién de catecolaminas por éste. MOORE y WHITSETT
(1978) han encontrado en placenta humana este mismo descenso en la den-
sidad de receptores p-adrenérgicos con el aumento de la edad gestacional,
aunque las preparaciones placentarias con cortas edades gestacionales
estuvieron bajo los efectos de drogas f-agonistas y otros agentes usados

en la detenciéa de la contractilidad uterina o en la promocién de la

madurez pulmorar fetal.

Estos mismos autores, estudiando la nntogenia del receptor B-

adrenérgico en placentas de diferentes especies de mamiferos, encuentran

que la afinidad de unién para el “H-DHA fue similar en todas ellas (rata,

. - gia
conejo, cobaya, oveja y humana) y no cambio con la edad gestacional 31

la maxima capacidad de union de la placenta de coneja fue cre-

embargo,

ciendo a lo largo del embarazo.
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VHITSETT y cols. (1989) caracterizando el receptor B-adrenérgico de
placenta humana, encuen“ran un aparente descenso en la capacidad de unién
de preparaciones expusstas a altos niveles de B-simpaticomiméticos
durante la tocolisis. listos mismos autores observaron que la placenta
humana es relativament: rica en receptores B-adrenérgicos y que estos
estan acoplados a una adenilciclasa sensible a las catecolaminas desde la
décima semana de gestecién., Ademas, encontraron una relativamente baja
actividad de uniéon del “H-DHA en la arteria umbilical. Otros experimentos
demuestran, tanto in vivo como in vitro la carencia de efectos vasodila-
tadores de las catecolaminas en el lecho vascular placentario (BARRET y
cols., 1972).

La presencia en diversas especies de mamiferos de altas densidades
de receptcres f-adrenérgicos en placenta acopledos funcionalmente a la %
adenilciclasa, y que canbian significatiavmente a lo largo de la gesta- :
cién, parece sugerir que las catecolaminas tengan un papel en el metabo-
lismo intermediario y quizé& en la maduracién del tejido placentario. Bsta
elevada densidad de f-receptores ha sido confirmada por SCHOCKEN y cols.
(1980>, quienes encuentran en la placenta humana entre tres y diez veces

la cartidad de receptores detectada en otros sistemas.

La localizacién precisa y el papel fisioléogico del receptor f-adrenér-
gico de placenta humana rno son, por el mouento, del todo conocidos,

aunque no se descaria que posea importancia propia en cuadros como la

amenaza de parto prematuro, srecimientc intrauterino retardado, diabetes

gestacional y estados hipertensivos del embarazo.

vil, MECANISMOS DE SECRECION DE RENINA,

e la liberacién de

El mecanismo(s) exacto(s) por el que se produc

.0 tres meca-

renina no es del todo conccido. Sin embargo, se han propuesto tr
] 18 iz de los

nismos principales, a través de los cuales actuar.an la mayoria
ol rifién. Bstos tres mecanismos

factores que regulan dicha secrecién por




son!: 1) el barorreceptor renal, 2) la macula densa y 3) el receptor R-
adrenergico.

7.1, El barorreceptor renal,

El barorreceptor vascular renal se encuentra localizado en la arte-

riola aferente del aparato yuxtaglomerular, reaccionando a los cambios de

tension de la pared arteriolar. La activacién ds este receptor de presién

e produce como respuesta a: una caida de la presiéon de perfusién renai,
un descenso de la presion arterial sistémica (hemorragia, hipovolemia,

shock, etc.) o local (constriccion aértica o de la arterial renal).

Lus primeros estudios que implicaban la teoria del barorreceptor en
la secrecién de renina fueron llevados a cabo por TOBIAN y cols. (1959) y
posteriormente ha sido confirmado en perros adrenalectomizados con
rifiones no filirantes y denervadas por BLAJNE y cols. (1970, 1971), em
los que se produjo un aumento de la secrecién de renina por hemorragia o
constricciéon de la aorta abdominal. Todas esias observaciones confirman
el importante papel desempefiado por el barorreceptor vascular renal; y&
que mediante estas manipulaclones en los animales de experimentaciénm,
tanto las influencias adrenérgicas humorales y nerviosas como la mécula
denss eran compietamente bloqueadas. Igualmente, en esta preparacién
experimental, se ha comprobado la ausencia da secrecién de renina si el
musculo liso era paralizado con papaverina (WITTY y cols., 1971), lo que
apoya el mecanismo del barcrreceptor renal anteriormente enunciado sobre

la secrecién de renina,

7.2, La macula densa,

El intimo contacto anatémico que oxiste entre las células de la

mécula densa y la arteriola aferente permite sugerir una estrecha inter-

relacien funcional entre ambas. En 1964, VANDER y cols. observarcon cémo

i S el
la secreciér. de renina puede ser irfluenciada por los cambios en

contenido de sodio del tibulo distal, independientemente de los cambios




que Se produjeran en la presion arterial y en la presién de perfusién
repal.

Posteriormente, pudo comprobar cémo con una disminucién del aporte de
sodio a \

la macula densa, se producia un estimulo importante para la

secrecion de renina. Por otra parte, THURAU y cols. (1972), utilizando
nefronas aisladas y microperfundidas, fueron capaces de demostrar cémo al
aumentar la concentracién de sodio en el tabulo disial, como ccurre por
accién de los diureticos, se producia un aumento paralelo de la secrecién
de renina, incremento que no era observado al perfundir con una solucién
libre de sodio. Sin enbargo, actualmente, la mayoria de los datos experi-
mentales hablaa en favor de que una disminucién en la carga deo sodio al
tobulo distal es el estimvlo 1ddneo a través del cual la maculé densa

incrementa la secrecién de reaina (DAVIS y FREEMAN, 1976).

7.3, E1 receptor B-adrenérgico renal,

Las catecolaminas tienen efectos importantes sobre la liberacién de
renina por las células yuxtaglomerulares (DAVIS y FREEMAN, 1976; PEART,
197%a; ROUOT y SNYDER, 1979). In vivo, las acciones directas de las cate-
colaminas sobre las células yuxtaglomerulares son dificiles de separar de
los efectos indirectos de las umismas sobre las resistencias vasculares,

tanto generales como intrarrenales, asi como sobre la reabsorcién de

iones.

En aquellos experimentos in vitro en que tales variables han podido
ser controladas, se ha demostradi: comc las cetecolaminas aumentan la
secrecién de renina a través de la activacién de receptores p-adrenér-
gicos intrarrenales (KATA y LINDHEIMER, 1977: MORRIS y cols. 1979). Los
datos aportados por diversos autores sugieren gque estos receptores son

del subtipo Bi- (HIMORI y cols. 19800, Bz~ (DAVIS y FREEMAN, 1976) o B-

adrenérgicos no selectivos (NAKANE y colg. 1980), por lo que una clasifi-

cacion definitiva del tipo de receptor g~adrenérgico intrarrenal que media

1 :
la secrecion de renina debe esperar a nuewas y mas solidas experiencias

La elevacion del AMP. intrarrenal es un mediador de la liberacién de




reunina inducida

por agonistas p-adrenérgicos (HOFBAUER y cols., 1978
ROVOT y SNYDER, 1979), pero otras observaciones indican que el flujo de

calcio (HARADA y RUBIN; PEART 1978a, 1978b) asi como las prostaglandinas

liberadas localmente (BUCKLEY y cols. 1979) pueden estar igualmente

implicadas en la respuesta adrenérgica.

7.4, Hormonas tiroideas y secrecién de renina,

Los resultados existentes hasta el momento sobre el papel desempe-
flado por las hormonas tiroideas sobre lasecrecién de renina son pobres y
cuntradictorios. La actividad pplasmatica de renina (APR) se encuentra
elevada en el hipertiroidismo y reducida en los pacientes hipotiroideos
(HAUGER-KLEVENE, 1970). JIMENLZ y cols. (1982) han descrito una elevacién
de los valores de angiotensina I basal y de la APR iras la administracién
de triiodotironina (T=) a ratas, asi como un incremento en la concentra-

cién plasmética de renina (CFR).

Por el contrario, la administracién de drogas antitiroideas (propil-
tiouracilo, metimazol) se acompafia de una disminucién en los valores de
angiotensina I, AFR y CFR, sin afectacién del substratc de renina, Sin
embargo, en ratas tiroidectomizadas quirargicamente, una reduccién de la
APR y del substrato de renina, sin afectacién de la CPR, ha sido descrita
par BOUHNICK y cols. (1981), encontrando ademas un aumento en el conte-

nido intrarrenal de renina.

Las alteraciones del sistema-renina-angiotensina-aldosterona obser-
vadas en el hipo—- e hipertiroidismo, se cree que pueden estar producidas
por una accién indirecta de las hormonas tiroideas sobre el aparato
yuxtaglomerular, concretamente modificando la concentracién de receptores

pB-adrenérgicos que, COmMO referimos en el anterior apartado, constituyen

uno de los principales pecanismos implicados en 13 secreciéon de renina.

Apoyando esta hipstesis, BOUHNICK y cols. (1981) encontraron una eleva~

cién en los valores de AFR y CPR en ratas normales tras la administra-

io alg = 08 en
cién de isoprenalina, no observando cambio alguno de ambos parametro 1

las ratas tiroidectomizadas.




Aunque hasta la fecha, no se han realizado mediciones directas

nediante teécnicas de binding del numero de receptores f-adrenérgicos en
corteza renal de ratas hipo- e hipertiraideas, hasta cierto punto es

legico suponer que su numero esté regulado, como en miocardio y otros

tejidos, por las hormonas tiroideas, es decir, aumentados en el hiperti-

roidismo y disminuidos en el hipotiroidismo (GANONG, 1982).

Una respuesta fisioléogica intimamente relacionada con tode lo ante-
riormente expuesto es la induccién de sed en la rata tras la administra-~
cién de isoprenalina. En efecto, los estimulos que favorecen la liberacién
endégena de renina por el rifiéon producen sensacion de sed en el hombre y
otros vertebrados (FITZSIMONDS, 1979), lo que apoya la hipétesis de que

el sistema renina-angiotensina participa en el control fisiolégico de la

ingesta de agua.

La administracién del agonista B-adrenérgico isoprenmalira’ produce un‘
aumento espectacular de la secrecién de renina asi como de la ingestéx de
agua (ATKINSON y cols. 1979; EVERED y ROBINSO¥, 1981). La nefrectomia
bilateral para eliminar la fuente principal de produccién de renina, el
blogueo del sistema renina-angiotensina con inhibidores del enzima de
conversién aunque conservando la integridad de los dos rifiones, asi como
el bloqueo efectivo con p-bloqueantes del sistema receptor p-adrenérgico,
anula en la rata la respuesta dipsogénica a la iscprenalina (EVERED y
ROBINSGN, 1981). En este sentido, en el hiputiroidismo se ha utilizado el
test de la respuesta dipsogénica a la isoprenalina subcutanea para la
comprobacién del deficit de reactividad f-adrenérgica propio de este

cuadro clinico (FREGLY y cols. 1975).
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La introdu.cién de las técniczs de enlace con iadioligandos ha

supuestc un cambio importanie en el estudio de Y farmacologia de

los
receptores adrenérgicos en particuiar y de los receptores a drogas,

hormonas y neurotransmisores en general. El hecho de que mediante el
estudio de drogas marcadas radioactivamente, que se unen a sitios espe-
cificos de enlace con alta afinidad y elevado grado de especificidad para
dichc receptor, ha permitidc la posibilidad de que pueda obtenerse una
gran cantidad a. informaciéon incubando diversos extractos de tejidos y/o

ceélulas con una pequefla concentracién de un radioligando especifico.

Uno de los factores méas importante en el estudio de receptores
mediante enlaces con radioligandos, es la eleccién del tejido a estudiar
asi como los métodos de extraccién de la fraccién celular en que se
encuentran localizados los receptores objeto de investigacién. Es mas, uno
de los criterios para demostrar que el enlace del radioligando lo es al
receptor biolégicamente activo y no a un sitio meramenie aceptor y, por
tanto sin actividad biolégica, es gue la unién tenga lugar sélo en

aquellos tejidos que se sabe poszen tales receptores para dicho ligando.

1=r objetivo Como primer objetivo nos propusimos la estandarizacién de
la técnica de medida de receptores p-adrenérgicos
mediante técnicas de enic-e con radioligandos, pera lo
cual el érgano de eleccién fue la placenta humana en razén
a varios criterios: a) en dicao tejido ha sido descrita
una elevada concentracién de receptores B- adrenérgicos, b)
nos puede permitir en un futuro estab%ecer una posible
correlacién entre las alteraciones en la densidad de B-

receptores y ciertos tipos de alteraciones funcionales

placentarias y ¢) disponibilidad.

1 ¢ celd nbranas
Comparacion entre dos nétodos de extraccion de me :

> ( llos ta un mayor
para establecer cual de ellos presen y

rendimiento y sensibilidad a los factores que regulan la

i : —a srgicos.
concentracién de receptores g-adrenerg




obietivo

objetivo

Cuantificas el numero de receptores B-adrenérgicos en

membranas de miocardic corteza rensl y pulmén de rata,

debido al importante papel que desempefir el sistema

adrenergico en la fisiologia de estns oérgano..

Comprobar =i el aumento de la concentracicn de recepiores

B-~adrenérgicos encontrado en membranas de miocardio de
ratas hipertiroideas, et un fenocmeno gen~ralizado o, por

el contrario, s6lo aparwce aparece en determinados érganos

de la economia.

Establece. una posible correlacién funcional entre
incremento en la concencracion de aceptores
adrenérgicos, que habiamos observado reviamea.e en
corteza reral de las ratas tratadas con tiroxina y:
secrecién basal de renina, b) secrecién de renina iras
estimulacién B-adrenérgica y c¢) respuesta dipsogénica a

la administracién de isoprenalina.




MATERIAL Y METODOS




I, Instrumental y reactivos,
1.1, Instrumental,

-Material quirargico: pinzas, tijeras, etc...

—Arcén congelador.

-Contenedor de Nz liquido.

-Heladora Scotmon AF: 10,

-Homogenizador Polytron (Kinematica, Suiza).

-Potter Vidrio-Teflon Braum.

-Centrifuga refrigerada Beckman TJ-6.

-Ultracentrifuga Kontron TGA-65.

-Contador de liguido de centelleo BETAmatic (Kontrum).
-Bafio con calefaccién, termostato y agitacién Unitronic 320.
~Agitador de tubos Termoline-Maximix.

-Agitader magnetico Agimatic 243.

-Balanza de precisién Sauter 414.

- pHMeter Orion Research 501.

-Espectrofotometro.

-Sonda termoleléctrica YSI 402 (Yellow Spring Instruments, USA)
-Bomba de aspiracién.

-Sistema de filtracisén Millipore XX.10.025.

~Filtros de fibra de vidrio Schleicher-Schuell de 25 mnm.
~Pipetas de vidrio y micropipetas: Socorex (200 y 1000 pb)
-Tubos de iacubacién de S ml.

-Tubos universales.

2, Reactivos

2,1, Tampones utilizados,

Tampén de Sacarosa; Constituido por los productos quimicos

olucién se especifican seguidamente:

cuyas concentraciones en dis




-Iris- (Hidroxymetil)-aminometano (PANREAC): 5 mH

-Clorursy de Magnesio (PANREAC): 1 mM
~Sacarosa (MERCK): 250 mNM
-pH: 7.40 (acidificado con HC1 1 W)

w . Y =+1 3 - = . s
[ampén Tris: Constituido por una solucién 10 nM de Tris, pH
8.0 acidificado con HCl 1 N,

Iampén de lavado: Constituido por :

-Tris 50 mM
-¥MgClz 10 mM
-pH: 7.50 (acidificado con HCl 6 N).

L 2

Iampén de incubacién: Constituido por:

~Tris 75 mM

-MgCi= 25 mM

-Ac. Ascérbico (MERCK) 0.1%

-pH: 7.65 (acidificade con HCl 6 W)

2.2, Liquido de centelleo,

Se ha utilizado un céctel ae centelleo (cantidades para preparar un

litro) constituido por:

~PPO(2,5-difeniloxazol) (MERCK): 5 grs
-Naftaleno (MERCK): 50 grs

-Dioxano (MERCK): 200 ml

~Etanol absoluto (MERCK): 300 ml
~Talueno (MERCK): c.s.p. completar 1 litro.




£,3., Drogas y radioligando,

Como hormona marcada s 11izs
: rcada se ha utilizado el antagonista B-aa.

: ergico
1~(propyl 1-2,3-21) y

Dihidroalprenolol, con una actividad especifica de 55-
60 Ci/mmol, suministrada por New England Nuclear (U.X.).

C 5 c ivi
omo drogas no marcadas y con actividad R-adrenérgica han sido

utilizados los siguientes compuestos:

(-Jalprenolol

(=) y (t)propanolol
(-)isoprenalina bitartrato
(-J)adrenalina bitartrato

(-)noradrenalina bitartrato

Suministradas por Sigma Chemical Corp. St. Louis (M.0.), excepto el
propanolol que fue suministrado gratuitamente por ICI Farma (Espafia).

Guanil-imido-difosfato (GppNHp) suministrado por Boehringer Ingelheim.

3, Obtencién de membranas,
3,1, Extraccién de membranas placentarias,

Las placentas humanas fueron sumistradas por el Dpto. de Obstetricia
y Ginecologia del Hospital Clinico, y procedieron de partos eutécicos tras
embarazos normales a término, de madres primiparas o secundiparas ¥y
edades comprendidas entre 20 y 25 afios. Los recién nacidos fuerom
normales en todos los casos estudiados. Las placentas se introdujeron en
solucién salina isoténica fria y =e mentuviercn en congelador durante un
e 4 horas. El transporte hasta el laboratorio de Bioquimica se

maximo d
nizo en bafic de hielo, en donde los cotiledones fueron guardados en arcén

congelador a —30 *C hasta el momento de proceder a su homogenizacion.

Las fracciones de membranas plasmaticas de placenta humana fueron

obtenidas por dos métodos distintos de extraccion:




Metodo A (Sacarosa): Para la obtencién de la fraccién

microsomal de membranas plasmaticas por gradiente de densidad, los coti-

ledones de placenta humana son troceados y lavados extensamente con

suero salino isotonico frio (4 °C) con objeto de eliminar la mayor canti-

dad posible de sanrre retenida en el tejido. A continvacién se homogenizan

en frio con un homogenizador Polytron a la mitad de la maxima velocidad
durante 3 intervalos de 10 seg cada unc en tampén de sacarosa y con una
relacién tejido/volumen de 1/6. El homogenizado se pasa a través de una
doble malla que retiene el material graso y fibrinoide no homogenizable

centrifugandose a 2000 rpm durante 10 minutos y una temperatura de 4 °C,
desechando el sedimento.

El sobrenadante obtenido se centrifuga a 17.000 rpm (30.000g)
durante 15 minutes a 4 °C. El sedimento resultante se resuspende en
buffer de lavado frio y se centrifuga dos veces mas en las mismas condi-
ciones. El sedimento final se resuspende en tampén de incubacién hasta
conseguir la concentracion adecuada de proteinas para la realizacién del
ens.yo o bien, se almacena en tubos de 5 ml en contenedor de. nitrogeno

hasta el momento del ensayo.

Método B (KC1): El tejido placentario se homogeniza en
tampén 10 mM Tris/HC1 pH 8.0, con una relacién tejido/volumen 1/3 en un
homogenizador Polytron, en las nismas condiciones que en el apartado
anterior. Tras filtracién del homogenizado a través de una doble malla,
se diluye con yna solucién 1 M de KC1 (relacién vol/vol: 1/3), dejandolo

reposar en frio °c) durante 10 minutos. Pasado este tiempo se

centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

El sobrenadante obtenido se centrifuga a 22.000 rpm (50.000g>

durante 15 minutos a 4 °C. El sedimento resultante se resuspende en

tampén de lavado como en el métoco anterior y se vuelve a centrifugar

dos veces mas en las mismas condiciones. El sedimento final se resus-

pende en tampén de incubacién hasta alcanzar la concentracién adecuada de

i ; almacena en contenedor
proteinas para la realizaciéon del ensayo O bien se

de nitrégeno hasta el monmento del ensayo.




3‘ + - 3 -a,
2, Extraccién de wembranas de miocardio, rifién

Y pulmén,

Los animales tueron anestesiades ligeramente con eter y exsangui-
nados por puncién aértica para la determinacién de los valores
plasmaticos de hormonas tiroideas. Los corazones, rifiones y los pulmones

se extrajeron rapidamente (generalmente en menos de 1 min) y se lavaron

extensamente con suern salino isuténg frio 4 °C). De los corazones <=e

desecharon las auriculas y los grandes troncos arteriales y venosos,

guardando solo el miocardio. Los rifiones fueron seccionados sagitalmente
y la médula y papila renalses eliminadas mediante cuidadosa diseccisn de
la corteza. De los pulmunes se eliminaron los grandes bronquios y

ramificaciones mayores.

Seguidamente. los érganos fueron pesados y, o bien se homogenizaron
inmediatamente para la obtenciéon de la fraccién de membranas o, como
ocurrié en la mayoria de los casos, fueron congelados en nitrégeno liquido
y homogenizados posteriormente. Hemos comprobado, asi como muchos otros
autores, que este procedimiento de congelacién no altera en modo alguno
las caracteristicas del enlace a las membranas, las cuales conservan
intacta su capacidad de unién al radioligando por periodos de tiempo

superiores a © meses.

%

3,2.,1, Extraccién de membranas miocArdicas,

Igual que para la obtencién de membranas de placenta, seguimos dos

métodos distintos de extraccisn de membranas de miocardio:

Método N _(Sacarosa): Después de ser minuciosamente

troceados, los miccardios ee homogenizarcn en 20 volumenes de buffer

sacarnsa frio (sacarosa 0.25 M, Tris=HCl 5 n¥, MgCl= imM, pH 7.40) en un

homogenizador Folytrem, a mitad de la velocidad méxima y durante 30 seg

en tres intervalos de 10 seg ~ada uno. El homogenizado, después de

filtracion a través de una gasa para retener el material no homogenizado

ntrifuga a 1000 rpm durante 10 min desechando el

y fibrinoide, se ce




sedimento. El scobrenadante se centrifuga a 30.000g durante 15 min
L ]

resuspendiendo el sedimento en buffer de lavado frio (Tris-HCl 50 mM
is-HC ;

MgCl:, pH 7.50) dos veces y centrifugando en las mismas condiciones.

Finalmente, las membranas se resuspenden en buffer de incubacién frio

(Tris-HC1 75 oM, MgCl:. 25 nM, ac.

ascorbico 0.1%, pH 765 a la

concentracién de proteinas adecuada para la realizacién del ensayo.

Meétodo B (KC1): Se ha seguido con ligeras modificaciones el
método descrito por BAKER y cols. (1980), disolviendo las proteinas
contractiles con KCl1 1M para la reduccién de los enlaces inespecificos.
Brevemente, el tejido se homogeniza en 10 voiumenes de buffer hipoténico
ligeramente alcalino frio (Tris-HCl1 10 mM, pH 8.0) exactamente igual que
en el método A. A continuacién, el homogenizado se diluye con una solucién
de KC1 1M (por cada i0 ml de homogenizado se afiaden 30 ml de solucién de
KCl> y en agitacién continua en frio durante 10 min, Seguidamente se
centrifuga a 50.000g durante 19 minutos, resusperdiendo el sedimento en
buffer de lavado frio y dos centrifugaciones adicionales en las mismas
condiciones. El sedimento final resultante se resuspende en buffer de
incubacién frio y se procede igual que con las membranas extraidas segin

el método A.

3,2.2, Extrac-idn de membranas de corteza renal

Igual que para la obtancién de membranas de placenta y miocardio,

hemos efectuado dos métodos de extraccion:

Wﬂl: Basicamente hemos seguido el mnétodo

de SNAVELY y cols. (1982) con ligeras variaciones. La cortezas renales se
homogenizan en 20 volumenes de buffer sacarosa irio (Sacarosa 0.32K,

d
Tris-HC1 10 nM, MgCl:, pH 7.40) con 12 golpes en un homogenizador

Potter-Elvejhem teflon-vidrio. El homogenizado crudo se centrifuga a 1000

rpm aurante 10 min después de haber sido filtrado a traveés de una gaca

quiriargica para retener el material no homogenizado. El sobrenadante se

centrifuga a 30.000g durante 15 min siguiendo los mismos pasos que los




llevados

-z e i (¥
a cabu para la obtepcién de membranas de miocardio por este

metodo,

Me&todo B (KC1): Se procede exactamente igual que en el caso
de la extraccion de membranas de miocardio por este método. Brevemente
las cortezas renales se homogenizanen 10 vol de buifer frio (Tris 10 nM,
pi 8.00 en un homogenizador Potter-Elvejhem teflon-vidrio. El homoge-
nizado crudo, despuées de filtrado a través de una gasa, se diluye con ¥Cl
1M (10/30) y agitacién continua en frio durante 10 min. A continuacién se
centrifuga en las mismas condiciones que para la extraccién de membranas

de miocardic segun este método y se resuspenden para la realizacién del

ensayo.

3,2,3, Extraccién de membranas de pulmén,

En pulmén no hemos efectuado un estudio comparativo entre dos
métodos distintos de obtencién de membranas, sino que hemos seguido el
método de descrito por STRASSER y cols. (1984). Los pulmones se
homogenizaron en 30 volimenes de buffer (Tris-HC1 50 mM, EDTA 5 mM, pH
7.40) frio con un homogenizador Polytron y elevada velocidad. Después de
filtracién a través de una gasa, el homogenizado c.udo se centrifuga a
1000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se centrifuga a 50.000g
durante 15 min. El sedimento se centrifuga dos veces en ias mnismas
condiciones y con el mismo buffer y el sedimento final se resuspende en

buffer de incubaciém, con la adecuada concentracién de proteinas, para la

reali. acion dei ensayo.

4, Animales de experimentacidén,

Se utilizaron ratas Wistar macho de 200 gramos de peso, sonetidas a

un ciclo luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso a comida y agua de

bebida.




ile

4.1, Medida de la presién arterial por registro

directy

La presion arterial media y la frecuencia cardiaca se registran
directamente de lu arteria carétida no sometida a efecto alguno de la
anestesia (generalmente 48 horas después de haber sido cateterizadas).
Para ello se confina al animal en una jaula netabélica transparenie de
metacrilato, con libertad de movimientos del animal, retirando el tapén de
1o canula y conectando ésta con el transductor de presién y pulso (pH-

Presuret 4-422) mediante un circuito lleno de solucién isoténica hepari-

nizada.

El sistema esta constituido por un *‘ransductor electromagnético, que
convierte en impulsos eléctricos las variaciones de la presion ejercida
contra su membrana. El transductor estd conectado a un amplificador con
unidad de registro grafico (Devices MX 2). Se registran gréficamente la
onda del pulso y las presiones sistélica y diastélica. La presién arterial
media se obtiene sumando a la presién diastélica un tercio de la presiém

diferencial.

Aumentando la velocidad de paso del papel de registro se puede
determinar la frecuencia cardiaca, que es expresada cOmo ia mnmedia

aritmética de tres lecturas sucesivas del pulso.

4.2, Test de la ingesta de agua inducida por iso-

prenalina.

El test de la ingesta de agua a la isoprenalina se realizd siempre

entre las 10 y las 13 horas, al final de la cuarta semana de inducido el

] i : da animal, pesado e
hipertiroidismo asi como en las ratas control. Ca -

i ' y is tuvo acceso al agua pero
inyectado s.c. con 20 microgrs de isoprenalina,

no a la comida. La ingesta de agua se midi6 al final de las dos horas

siguientes a la administracién de isoprenalina.




Previamen ] ealizacid
amente a la realizacion de la prueba, los animales tuvieron un

periodo de adaptacion a 1» jaula metabslica, sin comida y con accesg ad
libitum al agua de bebida durante dos horas, los dos dias anteriores al
experimento, Para comprobar el efecto placebo, a cinco ratas del grupo
control y a otras cinco de las hiperiiroideas, se les administré suero

salino subcutaneo, para observar la ingesta espontanea de agua

4,3, Induccidén del hipertiroidismo,

El bhipertircidismc se indujo mediante la administracién diaria de 50
pgr de tiroxina (Ta, s.c) vehiculada en solucién salina isoténica a la que
se le afladen, para favorecer la disolucién de la hormona, de 1 a 3 gotas
de ¥aOH 1N. Transcurridas 4 semanas se procedié a registro de la tempe-
ratura rectal de todos los animales y extraccién de sangre para la medida
de T= y Ta por RIA, al objeto de confirmar ia efectiva induccién del

hipertiroidismo.

Con las ratas controles se siguié el mismo protocolo experimental
que con las ratas hipertiroideas, excepto que fueron inyectadas diaria-

mente con suero salino isoténico en lugar de con tiroxina.

4,4, Comprobacién del hipertiroidismo,
4.4,1, Determinacién de la temperatura rectal,

La temperatura interna de los animales se determiné mediante una
sonda termoeléctrica YSI 402 conectada a un termémetro YSI (Yellow
Spring Instruments). Las mediciones se efectuaron mediante la introduc-

cién de la sonda 3 cms a través del ano, permaneciendo en esta posicién

hasta que se estabilice la temperatura registrada en el monitor (de 15 a

20 seg habitualmente). purante todo este tiempo, 1os animales permane-

cieron conscientes y con absoluta libertad de movimientos, ya que se ha

demostrado que, en los roedores, la limitacién de movimientos puede alte-

rar los mecanismos de termorregulacion.




i il ? AR o
pjeto de mantener las cundiciones ambientales constantes, la
- '

% = i : ; 1 .
emperatura ambiente del laboratorio permanecers a ura temperatura de 22
+ 2 °C, la ¢ S c ;
& 'C, la cual se encuentra dentro de la zona de termoneutralidad de los

roedores, entendiendo esta temperatura como aquella en que el animal que

desarrolia una actividad normal no precisa incrementar o descender su
produccien de calor. Ademéas, todas las determinaciones se efectuaron a la

misma hora (10 a.m.) para evitar las perturbacicnes posibles debidas al
ritmo circadiano de la temperatura en los reredores.

4,4,2, Determinacién de T= por RIA,

Reactivos:

ostic Products Corp.): se reconstituye com 10

ml de agua destilada. Preparar 30 min antes de su uso.

=] (Diagnostic Products Corp.): se reconstituye con 10
ml de agua destilada. Se agita suavemente para disolver el contenido y se

prepara 30 min antes de su utilizacion.

-Patropes (Diagnostic Products Corp.: los © viales de standard contienen
respectivamente 0, 20, 50, 100, 200 y 60C ng de Ts/dl. Se reconstituye el

standard de O ng/dl afiadiéndole 2 ml de agua destilada y el resto de los

standards con 1 ml de agua destilada cada uno.

-Doble Anticuerpo: contiene gammaglobulina de cabra anticonejo que se

reconstituye con 10 nl de agua destilada 30 min antes de su utilizacién.

-EWQLWM: se afiaden 300 ml de

solucion salina. Se prapara 30 min antes de usarlo y se conserva a & i

-Solucion precipitante(Diagnmstic Products Corp.): se afiaden 10 nl de

190 ml de polietilenglicol salino. Se mezcla y se

doble anticuerpo a

mantiene refrigerado a 4 °‘C hasta su utilizacién.

.




Proc i i ]
cedimiento y preparacién de la curva standar

~Marcar 8 tubos NSB (blanco) de A a F (patrones) y T (cuentas totales)
ntas les

or duplicadc é ;

P duplicado y, ademéas, se marcan tubos para las nuestras también po
; | i
duplicado,

-Pipetear 0.1 ml del reconstituido O ng/dl standard para tubos NSB y A

-Pipetear C.1 ml de los standards reconstituidos restantes en los tubos

respectivos de B a F para obtener las siguientes concentraciones:
Tubos Goncentraciones

0 ng/dl Ts
2w
Bg
100 °®
2,00 "
600 "

-De cada muestra problema se deposita 0.1 m] en los tubos marcados por

duplicado.

-Se afiaden 0.1 ml de Tz marcada en todos los tubos, se agita y se quitan

los tubos T.

-Se afiade 0.1 ml de anticuerpo anti-Te a todos los tubos excepto a los

tubos NSB y T. Se agita con vortex.
-Incubar 60 min a temperatura ambiente.

-Se afiaden 2 ml de solucién precipitante fria emn todos los tubos y se

incuba 5 min a temperatura ambiente.

-Se centrifugan todos los tubos a 2000g durante 20 min.




-DNaer 1 T . y .
vecantar, aspirar el sobrenadante y contar durante 1 min

Calculo y trazado de la curva,

Se construye una curva tipica logit-log, representando el porcentaje

de unién en la ordenada y los ng/dl sobre la abscisa. Los valores del
porcentaje de unién se calculan dividiendo las cuentas netas obtenidas en

€l tubo de maxima capacidad de unién <(tubo A). Las cuentas netas se

obtienen de restar la media de cuentas del bhlanco a los demas tubos.

Caracteristicas

-Especifidad: el anticuerpo apenas da reac.ion cruzada con otras

sustancias presentes en el suero, dando 0.006% con la Ta.

-La sensibilidad del método es de 2 ng/dl.

-La precisién mostré un coeficiente de variacién interensayo del 5% y del
3% intraensayo.

4.4,3, Determinacién de Ta por RIA,

Reactivos:

—MMMM: reconstituir con 10 ml de

agua destilada y mezclar suavemente por inversic.

-To marcada con '=51 (Diagnostic Products Corp.): se reconstituye

afiad iendo 11 ml de agua destilada y se mezcla por inversion.

"Eﬂ&nnn&ﬁmiiﬁﬂgnﬂﬁixz_E:ndu;is_CQ[pJ: son seis viales marcacos desde la

A hasta la F. El standard O contiene 2 ml y el rest~ 1 ml. Los standards

contienen O, 1, 4, 10, 16 ¥ 24 pgr/dl de Ta.




-Doble 1 icuerne iR amramt i Demst e y ‘
Loble apticuerpo Diagnostic Products Corp.): contiene gammaglobulina de

cabra anticonejo que se reconstruve con 11 ml de agua destilada.

-Polietilenglicol ¢ sgnostic Products Corp.): El vial contiene 15 gr de
PEG al que se affaden 250 ml de solucién =alina y se mezcla hasta su

completa disolucion. El PEG salino se conserva en fria hasta su completa
disolucion.

Procedimiento y preparacidén de la curva standard

-Se marcan 8 tubos, T {cuentas tctales), NSB (uniones inespecificas), 4
(maxima capacidad de union), desde B hasta F (patrones), marcéndose a
continuacion convenientemente los tubos y las muesiras problemas, todos

por duplicado.
Tubos Concentraciones
0 ng/dl de Ta
1
4
10
16

24

-Pipetear 25 pl del patrén A en los tubos NGB y A, y la misma cantidad
del restn de los patrones y de las muesiras en los tubos preparados al

efecto.

-Afiadir 0.1 ml de T. marcada a todc . .38 tubos y retirar tubos T.
~Afiadir 0.1 ml de anticverpo anti-Ta a todos los tubos NSE.
-Afadir 0.1 ml del doble anticuerpo 2 todos los tubos.

-Afadir 2 ml de la solucien de PEG-salino fria a todos los tubos.




-Centrifugar 20 mir a 1500g.

-Decantar, aspirar el sobrenadante y contaje de 1 min cada tube.

(alculo y trazado de 1la curva,

PFara calcular la concentracién de Ta se construye uma curva logit-

log. Se calcula para cada par de tubos el promedic de cuentas por minuto
cirregido con el blanco {NSB).

Cuentas netas = Promedio de cuentas - Promedio de cuentas de NSB

Para determinar 13 unién en cada par de tubos tomando como méxima

cajacidad de unién (100%) el tubo A.
% de unién = cuentas netas/cuentas A x 100

Se ut liza un papel de grafica logit-log representando el porcentaje

de unién en la ordenada y la concentracién en la abscisa.

C:racteristicas,
-Irecisién: presenta un coeficiente de variacién interensayo de un 3.7%.

- mﬁmﬂﬁd da reaccién cruzada en el 0.81% con T= y nO se detecto

riaccién cruzada con otras sustancias del plasma

4.5, Determinacidén de la

Angiotensina I,

4. 5,1, Reactivos utilizados en la determinacién

de APR,

1.- Tampén B de Skinmer, pH 4.5., 0.16 X:




Acido citrico 1 Hal .coiveisee 2.991 gr
Na=HPQ4. 12 Hall soniimsiavii 8.140 Br
SUEER. BB covivvvramiriiaiipeid 0.465 gr

A ORI e 2.400 gr
Agua bidestilada c.5.p.viviiinin 500 ml

Afiadir gentamicina: 500 mg para 500 ml de tampén

~ Solucién inhibidora de las angiotensinasas:

Solucion A: 2,3, dimercaptopropanol (BAL) en solucién alcohélica 0.8
M: 0.8 ml de BAL en 2.2 ml de etanol absoluto.

Solucién B: suliato de 8-hidroxiquino.eina en solucién acuosa 0.34 M,

Sulfato de 8-hidroxiquinoleina....0.66 gr
Agua bidestilada c.S.p....ccoviinnns 10 mi

A.5,2, Reactivos utilizados en el radicinmunoen-=

sayo de Angiotensina I,
1.~ Tampén Tris-acetato, pH 7.4. 0.0025 % de lisozima.

2.~ Ileu-5-angiotensina I standard (CEA--IRE-SORIN). EI linfilizado se

disvelve en 2 ml de agua bidestilada para alcanzar una concentracién de 8

ng/ml.

3.~ lleu-5-Angiotensina 1 marcada con '=%I, con una actividad especzifica

de 500 microCi/mg (CEA-IRE-SORIN).

4.~ Antisuerc anti -angiotensina I, obtenido de conejos frente a Ileu-5-

Angiotensina I ligada a albumina mediante carbodiamida (CEA- IRE-SORIN).

5.~ Charcoal-dextrano 17-70 (CEA-IRE-SORIN). Atadir 60 ml de tampén Tris-

acetato en el moamento de su empleo, obteniéndose una suspensién al 3 %.




4.5,3, Medida de l1a
renina (APR),

actividad plasmatica de

Las dificultades que ha presentado el aislamiento y la purificacién

de la renina, nos han impedido el desarrollo de procedimientos directos

de medida, por lo que se utilizan generalmente métodos indirectos, que

miden la angiotensina I generada cocmo producto de la actividad enzimatica

presente en la muestra problema sobre el sustrato de renina.

Se define como actividad plasmatica de remnina (APR) a la
concentracién de angiotensina I presente en el plasma tras la incubacién
del mismo a 37 °C durante una hora en presencia de susirato de renina
endégeno. Se expresa en nanogramos de angiotensina 1 generada por ml de
plasma y hora de incubacién, tras deducir el valor de la angiotensina I
presente en el plasma en el momento de la extraccién, del total de

angiotensina I presente en la muestra después de la incubacién.

La APR es una medida indirecta de la concentracién de renina
presente en el plasma bajo la suposicién de que la concentracién de

angictensinégeno no es un factor limitante de la reaccién eazimética.

La concentracién de angiotensina I presente en plasma en el momento
de la extraccién, determinada por radioinmuncensayd directamente sobre la
muestra de plasma sin extraccién ni concentracién previas, recibe el
nombre de angiotensina I circulante y constituye el blanco en l2
determirn .cién de la APR por RIA de angiotensina I. Se expresa €m

nanogramos de angiotensina I pcr ml de plasma.
Protocolo para la medida de APR,

1.- Descongelar lentamente el plasma en bafio de hielo a 4 C ¥

centrifugar 10 min a 2500 rpm a la misma temperatura.

2.- Mientras se realiza la operacion anterior, se preparan dos series de

tubos numerados. Una de ellac sera utilizada para la generacion de anglo-




tensina I y la otra permanecera en frio para la medida ds

'y ] la angiotensina
asal.

3.~ Se prepara una cantidad suficiente de tampon B (pH 4.5) adicionado de

la mezcia de inhibidores de las angiotensinasas:

Por cada 10 ml de tampén B se afladen 0.6 ml de la siguiente mezcla
de inhibidores: 0.4 ml de solucién acuosa 0.34 M de sulfato de 8-hidroxi-

quinoleina y 0.2 ml de solucién alcohélica 0.8 M de dimercaptopropanol
(BAL) agitando a cortinuacién. ;

4.~ En cada tubo de la serie de generacién se colocan 0.3 ml de tampén B
adicionado de bloqueadores y 0.3 ml del sobrenadante del plasma ya
centrifugado. Agitar. :

Sa.~Trasvasar 0.2 ml de la mezcla resultante al correspondiente tubo de la
serie basal. Esta no se incuba y, mantenida a 4 'C en bafio de hielo

durante el periodo de incubacién de la serie de genmeracién.

5b.~La serie de tubos de gemeracién, que contiemen 0.4 ml cada uno, es
incubada durante una hora a 37 ‘C en bafio termostatado, cumplida la cual

se paraliza la reaccien por inmersién en hafin de hielo a 4 °C y posterior

centrifugacién durante 10 min a 2500 rpm en frio.

6.- Si se prevee que las concentraciones de angiotensina presentes en
ambas series pueden ser demasiado elevadas, con riesgo de quedar fuera
del rango de eficacia de lectura de 1a curva standard del
radioinmimoensayo de angiotemsina I, se realizan diluciones en tampén
Tris-acetato. E1 factor de dilucién s6lo puede ser estimado por tanteo den

determinaciones previas. Posteriormente se procede a la realizacién del

radioinmunoensayo.




4,5.,4, Radioinmunoensayo de angiotensina I,

La determinacién de angictensina 1 se realiza segin el Método de

Haber y cols. (1969) que comprende fundamentalmente tres etapas:

1.~ Incubacién de la angiotensina I generada junto con la angiotensina I

marcada y el anticuerpo anti-angiotensina durante un periodo de 16 a 24
horas.

2.~ Separacion de la angiotensina I libre por absorcién sobre una mezcla

de dextrano y carbén activado (Charcoal) y posterior centrifugacién.

3.~ Medida de la radiocactividad del liquido sobrenadante en el que se
encuentra en solucién el complejo Ag-Ac y célculo de la concentracién de

angiotensina 1 en la muestra problema por comparacién con los valores

standard.
Preparacién de la curva standard,

Se disuelven 16 ng de Ileu-5-angiotensina en 2 ml de agua bidesti-
lada con lo que se obtiene una concentracién de 8 ng/ml. Mediante dilu-
ciones sucesivas de esta solucién madre se nbiienmen las concerftraciones

correspondientes a los cince puntos de la curva standard: 05, 1.0, 2.0,

4.0 y 8.0 ng/ml.
Preparacién dsli medio de incubacién.

Se dispone de un total de 96 tubos numerados distribuidos en 6

Erupos:

1.~ Actividad total (Atd): Tubos 1 ¥ 2. Contienen 1.4 ml de tampén Tris-

acetato y 0.1 ml de angiotensina I marcada.

§ is-acetato y 0.1
2.~ Fondg (F): Tubos 3 y 4. Contienen 0.9 ml de tampén Iris y

nl de angiotensina I marcada.




3.~ Runto cero (Bo): Tubos 5 y 6. Contienen par este orden 0.8 ml de

tampén Tris-acetato, 0.1 ml de angiotensina | marcada y 0.1 ml de anti-
suerv anti-angiotensina I,

4~ Curva standard: Tubos 7 a 16 ambos incluidos. Contienen por este
orden 0.7 ml de tampén Tris-acetato, 0.1 ml de cada una de las disolucio-

nes standard en su tubo correspondiente, 0.1 ml de angiotensina marcada y

0.1 ml de antisuero anti-angiotensina.

5.~ Problemas: Contienen por este orden, 0.7 ml de tampén, 0.1 ml de cada
muestra problema incubada previamente en la fase de generacién, 0.1 ml de
angiotensina 1 marcada y 0.1 ml de antisuero anti-angiotensina. Cada

problema se mide pcr duplicado ocupando, por tanto, una pareja de tubos.

6.~ Biancos: Contienen por este orden, 0.7 ml de tampén, O.1 ml de la
muestra problema no sometida a incubacién durante la fase de generaciém,
0.1 ml de angiotensina I marcada y 0.1 ml de antisuero anti-angiotensina

I. Cada blanco ocupa un Gmico tubo.

El proceso debe desarrollarse a una tempera‘ura de 4 °C en bafio de
hielo. Posteriormente se agitan todos los tubos y se incuban a 4 °C en
cAmara fria durante 16 a 24 horas para la formacién del complejo

angiotensina-antisuero.

Separacién de la angiotensina I libre,

Finalizado el periodo de incubacién en frio se prepara una suspen—
sién de 1 gr de la mezcla dextranc-carbén activado em 60 ml de tampén
Tris-acetato, la cual debe man'enerse en agitacién permanente en frio. Se
afiaden 0.5 ml de esta suspensién a los correspondientes a la actividad

total (tubos 1 y 2), se agitan y se dejan reposar cxactamente 10 min,

siempre en bafio de hielo. A continuacién se centrifugan a 3000 rpm

durante 10 min a la misma temperatura.

Una vez centrifugados se toman 0.8 ml del sobrenadante de cada tubo

y se trasvasa a los corispondientes tubos de contale, previamente




numerados desde el 1 al 96, se tapan y se procede a la lectura de la

radioactividad expresada en cuentas por minuto (cpm)

Trazado de la curva standard: calculo de
resultados,

Se utilizaron los siguientes parametros:

g : " e ;

1.~ Actividad total: Expresa la cantidad de Ileu-5-angiotensina I marcada
afladida a cada tubo del radicinmunoensayo. Su valor es conocido en cada
tubo y equivale a2 la radiocactividad total, suma de las correspondientes a

la angiotensina ] marcada libre y a la angiotensina I marcada ligada al

anticuerpo.

2.~ Fondo: Expresa la cantidad de angiotensina I marcada libre que no ha
sido adsorbida por la mezcla de dextrano-carbén activado y que contamina
a todos los sob-enadantes. Su valor debe ser restado al de todos los

tubos, desde el numero 5 en adelante.

3.~ Yalgr B: Exzpresa las cpm correspondientes a la angiotensina 1
marcada, unida al anticuerpo en presencia de angiotensina I no marcada.
Su valor, por tanto, sera menor cuantc mayor sea la cantidad de angioten-

sina I no marcada presente en las solucioaes probleas y standards.

4.~ VYalor Bo: Expresa la cantidad de angiotensina 1 marcada unida al
anticuerpo en ausencia de angiotensina I no marcada. Su valor es la media
aritmética de las cpm obtenidas en los tubos 5 y 6, previamente deducidos
del fondo. Elvalor Bo representa la méxima cantidad de angiotensina I
marcada que puede ligarse al anticuerpo, o lo que es 1o mismo, constituye

el 100 % de unién. El resto de los valores B, previamente deducidos del

fondo, se expresan COmO porcentaje respecto a Bo.

5.~ Curva_ ctandard: Se obtiene representando :n papel milimetrado las
tandard en abscisas

concentraciones en ng/ml de angiotensina 1 de cada S

y i0s correspondientes al porcentaje de unién recpecto a Bo en ordenadas.

Construida la curva, las concentraciones de angiotensina I en cada




muestra problema se calculan por extrapolacién sobre la curva de los
porcentajes respectivos.

Los valores obtenidos de este modo habran de ser multiplicados por

el correspondiente factor de dilucién en el caso de que la excesiva

concentracién de angiotensina I en la muestra hubiera aconsejado su

dilucion, al objeto de que los porcentajes de unién coincidan dentro del

margen de fiabilidad de la curva, definido entre 05 y 8 ng/ml.

En la practica suele utilizarse una representacién grafica
linearizada de la curva standard, obtenida mediante la representacién en
ordenadas del "logit" del porcentaje de union para cada tubo, frente al

logaritmo de la concentracién, aumentando de este modo la precisién y

comodidad de la lectura

&, Determinacién de la actividad 5" -nucleotidasa,
5,1, Principio,

1a actividad del enzima 5™-nuclectidasa (E.C. 3.1.3.5.), considerado
como una marcador enzimatico especifico de la membrana plasmatica, puede
determinarse midiendo la tasa de liberacién de fosfato inorganicu (P1) a

partir de 5~AMP como sustrato.
§,2, Reactivos,

a) AMP-Na, 50 mM,pH 7.0.
b) Buffer glicina-NaOH, 05 M, pH =.1.

c) HgCI.:':, 0.1 M.
d) Acido tricloroacético (TCA) al 8 % (peso/vol).

5.3, Modo operacional.

Se prepara una solucién para la realizacién del ensayo nezclando las

b + ¢ y agua bidestilada segin 105 siguientes volumenes:

soluciones a t




w2 i ? : ~4 4
1:2:1:5. Esta solucién puede mantenerse congelada hasta un afio

Se afiaden
20 microgrs de proteina de membrana plasmatica en un volumen de 50

microlitros & 0.45 ml de la mezcla, en tubos de cristal de 13x100 mm. Una

vez que el enzima ha sido afiadido, se incuba la mezcla durante 30 min a

37 °C en un bafio termostatado con agitacién continua.

En una serie paraleia se realizan los siguientes tubos control en uz
volumen final de 0.5 ml: 1) un blanco de agua bidestilads, 2) 20 microgrs
del enzima, 3) 0.45 ml de la mezcla y 4) una solucién standard de fosfato
conteniendo 0.5 micromoles de fosfato. La reaccién y los controles se
detienen afiadiendo a todos los tubos 2.5 ml de TCA al 8 % a temperatura
ambiente. Las muestras .cidificadas se colocan inmediatamente en hielo y

se centrifugan a 3000 rpm durante 5 min en frio.

De los sobrenadantes se recogen alicuotas de 0.2 ml, tanto de los
tubos problema como de los blancos o controles y se diluyen con 2.3. ml
de agua bidestilada. La determinacion del fosfato inorganico de cada tubo
se determina por una ligera modificacién del método descrito por Fiske y
Subbarow (1925): & las alicuotas diluidas se le afiaden 0.5 ml de una

solucién de molibdato de amonio al 2.5 % (peso/vol) en SOaHz 5 ¥,

Se mezcla la solucién y se le afiaden 0.2 ml de acido aminonafto-
sulfénico (ANS). Se agita la solucién y tras 10 min se lee la densidad
éptica de la misma a 660 nm frente a un blanco de agua bidestilada. Los
resultados se expresan como la cantidad de forfato inorgénico en

microgrs/30 min/mgr de proteinas de membrana.

6 Determinacién de la concentracién de oroteinas,

6.1, Principio,

E1 método descrito por LOVRY y cols. (1951) es un procedimiento

colorimétrico em el que el color final resulta de ;a interaccién de

proteinas ¥y cobre en medio alcalino (reaccién del biuret) y la reduccioén




del reactivo fosfomolibdico-fosfotungstico por la tirosina y el triptofano

presentes en la muestra problema.

6,2, Reactivos,.

A. Reactivo de LOWRY: Debe ser preparado inmediatamente antes de su

utilizacién, mezclando cincuenta partes de la solucién 1 con una parte de
la solucién 2.

Solucién 1: Carbonato sédico al 2 %

Hidréxido sédico 0.1 M

Solucién 2: Sulfato de cobre al 05 %
Tartrato sodico al 1 %

B. Solucién estandard de Albumina bovina: Utilizanco comn disolvents
un tampén Tris-HCl 10 mM, pH 7.40, se obtiere una soliucién de Aloumina
bovina (Sigma) de 10 mg/ml, a partir de la cual se construye una curva

estandard de 6 puntos (entve 5 y 10 pgrs).

G. W_EQW Obtenido comercialmente de MERCK

y cuya composicion es a siguientes:

Volframato sédico
Molibdato sédico

Acido fosforico al 85 %
Sulfato de litio

Acido clorhidrico 12 N
Bromuro soédico

hgua destilada




6,3, Modo operacional,

l. Se realiza una dilucién 1/100 de los estandards de albumina y

tres diluciones de las soluciones de las proteinas problemas (general-
mente, 1/60, 1/70 y 1/80).

2. Se afiaden 2 ml de reactivo de Lowry recién preparado a cada uno

de los estandards, problemas y blancos. Se deja incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente.

3. Tras la incubacion se afiaden 0.4 ml de reactivu de Folin
previamente diluido 1/10. La s ucién resultante se mantiene 30 minutos a

temperatura ambiente.

4. pjustado el espectrofotémetro (con el blanco), se lee la Densidad
Optica de cada uno de los estandards y problemas en una longitud de onda
de 650 nm.

5. Representacion grafica de los valores de absorbancia de los
estandards frente a sus concentraciones. Por extrapolacién, se obtienen

los valores (mg/ml) de las soluciones problemas.

7. Ensayo de unién del sy-Dihidroalprenolol,
Curvas de saturacién,

7.1.1, Principio,

Mediante la incubacién de membranas plasmaticas placentarias com
concentraciones crecientes de =g-DHA, en presencia Yy ausencia de un
exceso de hormona fria (desplazador), podemos estuciar la afinidad del

radioligando por el receptor f-adrenérgico y obtener una extrapolacién de

la cantidad total de receptores presentes en el homogenizado.




Para cada concentracisén d
) cion de hormona marcada las uniones radiactivas

obtenidas en av=encia de desplazador representan la totalidad de sitios

de unién., El radioligando 10 se une exclusivamente a sus receptores

especificos, sino que tembién lo hace a otros lugare de las membranas e
incluso a los filtros. La determinacién de estos sitios inespecificos de
enlace se realiza mediante la adicién, en cada punto, de una concentracién
saturadora de desplazador (propanoiol), que va a competir con el radioli-
gando por los sitios de unién especificos (receptores). La diferencia
entre las uniones totales y las que permanecen en presencia del despla-

zadur representan las uniones especificas al receptor.

7.1,2, Realizacién del ensayo,

Curva standard de =H-DHA,

A partir del kit comercial suministrado, se consiruye una curva
estandard de 7 puntos con concentraciones finales comprendidas entre 1 y
12 nM (Tabla 1). Las diluciones se realizan con tampén de incubacién (pH

7.65) minutos antes de la realizacién del ensayo.
Solucisn desplazadora.

La solucién desplazadora se prepara el mismo dia del ensayo mediante
la disolucién del (-)propanolol {subs*~ucia pura) en tampén de incubacién
frio para conseguir una concentracién final en el volumen de incubacién
de 10-® M.Estas substancias son facilmente degradables por la accién ae

la luz, por lo que es preciso protegerlas envolviendo los tubos en papel

de aluminio.

Incubacién vy Filtracién,
Alicuotas de 200 pl de suspension de membranas placentarias, se

incuban en tubos de plastico con 106 ul de cada una d
n cada punto la in-

inua a 24 °C

e las concentra-

ciones de radioligando y desplazador @ y 100 ul). E

cubacién se realiza por duplicado en bafio con agitacién cont




durante 30 minutos, Cada tubo contiene un volumen total de 05 ml des-

glosados segin el ejemplo de protocolo de la Tabla 2.

La incubacion finaliza afiadiendo a cada tubo 5 ml de buffer de incu-
bacién fri. seguido de filtraciéon répida (menos de 5 segundos) mediante
bomba de aspiracién a través de filtros de fibra de vidrin., Cada filtro

se lava con 20 ml mds del mismo tampén para eliminar la hormona marcada
no unida,

Contaje,

Una vez secos los filtros, estos se introducen €n viales de contaje
con 10 ml de liquido de centelleo, y tras 12 horas en oscuridad se mide

la radicactividad en un contador de centelleo.

7.2, Cinética del enlace hormona-receptor,
7.2.1., Principio,

El estudio de la reaccion radioligando-receptor en funcién del
tiempo, se realiza mediante la incubacion de una cantidad fija de hormona
marcada con membranas plasmaticas, y medicién de los enlaces habidos en
una serie de tiempos intermedios. Alcanzado el tiempo del equilibrio, la
adiciéu de un exceso de hormona no marcada va a inducir una inhibicién

(disociaciéon) del enlace del @4-DHA que es tamiién estudiada en varios

intervalos de tiempo.

7.2.2, Realizacion del ensayo,

Se grncede igual que en los experimentos de saturacién, incubando

una cantidad iiya de 2§-DHA (2-2.5 nM) con membranas plasmaticas, en

presencia y ausencia de (-)propanolol (concentracién final: 10°% ¥), en

bafio de agitaciéon a 28, 30 y 3 7 v & los siguientes intervalos de

tiempo: 1, 2, 3, 8, 10, 15, 20 y 30 minutos.




Fa Q4 L - e e
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de incubacion, se aflade a cada tubo 5 pl de

{--)propanolol (10°% M),
continuando la incubacién con el desplazador, 1, 2, 4, 6, 10, 15, 20 y 30

minutos mas. Transcurridos en cada caso los tiempos prefijados, se
-t p
detiene la reaccién afladiendc 5 ml de tampén de incubacién fric y se

procede a filtracién, lavado y contaje como en el caso de los ensayos de
saturacion.

7.3, Estudios de inhibicidén del =nlace,
7.3.1, Principio,

La inhibicién competitiva de la unién de un ligando marcado por
compuestos nn marcados puede usarse para caracterizar indirectamente 1la
interaccién de’ receptor con drogas competidoras. La incubacién de una
cantidad fija de ®*H-DHA con concentraciones crecientes de diversas drogas
cor actividad P-adrenérgica nos permite la construccién de curvas de
inhibicién, indicativas de las diferentes afinidades que presentan dichas

drogas por el B-receptor en competicién con el radioligando.

7.3.2, Realizacién del ensavo,

Tubos de 5 ml, conteniendo 200 pl de suspension de membranas, 100
pl de *H-DHA (aproximadamente 15-2.5 nM), 100 pl de cada uno de los
diferentes competidores en distintas concentraciones finales y buffer de
incubacién hasta un volumen total de 05 ml, se incuban por triplicado en
bafic de agitacién continua a 24 *C. Las uniones inespecificas se consi-
deran las presentes en el punto de maxima concentracién de la droga

competidora. Transcurridos 30 minutos, la reaccién se detuvo por dilucién

con 5 nl de buffer de incutacién frio, y filtracién, lavado v contaje como

en los estudios de saturacion y cinética.




En las Tablas 3

y 4 se detallan las drogas competidoras utilizadas
Yy si5 diferentes concentraciones finales. Las soluciones desplazadoras se

obtu rieron por dilucion de las substancias puras en tampén de incubacién
’
inme liatamente antes dzl ens.yo.

8, Analisis de los datos de la unién hormona-
receptor,

8.1, Introduccién,

!l objetivo primordial de este capitulo es la explicacitn de los
princijaies tipos de analisis matematico usados en la reduccién de los
datos Jbtenidos en los experimentos de enlace hormona-receptor, a ctros
parame ;ros de mas facil comprension y significado como constantes de

afinid:d, de cdisnciacién y deusidad de receptares (BYLUND, 1980).

E» necesario terer presente que los modelos matemdticos asi como
las eciacione> méas utilizadas para el estudio dei enlace hormona-receptor

son, etencialmente, equivalentes a los de la cinética enzimética.

In experirento de enlace a receptores , en el que es valida la Ley

de Acc i6n de Masas (L.AX.) puede representarse como sigue:
¢ R + R

concentracion de sitios de enlace libres (no ocupadecs)
concentracién de radicligando libre (hormona marcada)
concentracién de hormona nc marcada (inhibidor o desplazador)

RL y RI = concentraciones de receptor unidas con cada ligando.

' En la mayoria de los experimentos de enlace, RL es la variable expe-

rim mtal que se mide (Variable Dependiente) correspondiéndose RL con los

enl jces especificos.




La concentracién totei de ligando (Lt) es también conocida estando

ligada a la concentraciin de ligandc libre por la expresién:

=L RL @)

En un sistema que siga la BEq.l, pueden realizarse tres tipos de
experimentos de enlace:

1.~ Experimentos de saturacién, en los que Rt va auwentando progresi-

vamente y RL se determina en el equilibrio ¢I = 0).

2.~ Experimentos de cinética del enlace -en los que RL se determina en

funcién cel tiempo, permaneciendo Lt constante.

3.~ Experimentos de inhibicién n desplazamiento del enlace en los que RL
ce determina en funcién de la concentracién de bhormona no marcada

paulatinamente mayor, permaneciendo Lt constante.

8,2, Experimentos de saturacién,

€.2.1. Relaciones basicas,

En un experimento de saturacién, la concentracién de receptores
permanece constante y RL se determina en el equilibrio como una funcién

de L. Por tanto, la Eq.l se convierte en:
RL o

Up modo de expresar los datos de este tipo de experimentos seria la

representacién de RL frente a L, como se muesira en la Figura 1. Las

relaciones mateméticas pueden derivarse como sigue: la constante de diso-

cimcién en el equilibrio (Kd) se define como:

Kd = R.L/RL




Como la concentracién total de receptores Rt debe ser la suma de las

concertraciones de receptores ocupados y libres:

Combinando las ecuaciones 4 y 5 :

RLKd = Rt - RL.L
y despejando RL:

RL = Rt.L/Kd+L . (62

La anterior ecuacion describe una hipérbola rectangular y es,
nmatemédticamente, eguivalente a la ecuacién de MICHAELIS-MENTEN de una
cinética enzimética y a la isoterma de adsorcién de LANGMUIR.

Una particularidad de esta cuva es cuando L = Kd ya que entonces:

RL = Rt.L/L+L = 1/2 Rt

Por tanto Kd es igual a la concentracién de ligando (L) que ocupa el
50% del total de receptores. La Fig. 1 es la representacién grafica de la
Bq.6.

Figura 1 Figura 2

e am=w---———




En abscisas, L, es la concentra

*n de radioligando u hormona marca-
da libre, mientras que la concentracién total es el pardmetro conocido

Sin embargo, L puede calcularse a partir de la Eq.2.
L = It - RL

Por tanto, si RL es pequefia comparada con Lt (por ejemplo, si la
cantidad de radioligando u hormona marcada unida es el 10% o menos que

la cantidad total afladida), L puede considerarse que es igual a Lt

8.2.2, Analisis de Scatchard (Rosenthal),

Como la Eq. 6 (Fig. 1) es una relaciéon no lineal, Rt y Kd no pueden
determinarse con facilidad mediante andlisis grafico. Sin embargo, la Eq.
6 puede transformarse de varias maneras para obtener una relacién lineal.
la transformacién méAs comunmente usada en los estudios de enlace a
receptores es analoga a la desarrollada por EADIE (1942) y HOFSTEE
(1952) a la cinética enzimatica. Una representacién similar fué propuesta
por SCATCHARD (1949) para la interaccién de proteinas con pequefias

moléculas.

En algunos estudios de enlace en los que se conocen la concentracién
y el peso molecular de la macromolécula es adecuado usar la representa-
cién y analisis de SCATCHARD. Sin embargo, como en la mayoria de los
estudios de enlace los dos parametros anteriores son desconocidos, se usa
la representacién propuesta por ROSENTHAL (1967). Hay que temer en cuenta
que estas tres transformaciones son matematicamente equivalentes y, de

hechn, la representacién de ROSENTHAL se conoce rutinariamente como

grafica de SCATCHARD.

La ecuacién de ROSENTHAL se deriva facilmente de las Eq. 4 ¥ b

RL/L = R/Kd = RL/Kd + Rt/Kd




Los parémetros de la ecuacién anterior se representan generalmente

por una serie d= simbolos diferentes: RL = B (Bound), L = F (Free), Rt =
Bpax (n¢ '

maximo de sitios de enlace) y sustituyendo en la ecuacién

anterior:
B/F = -1/Kd.B + Bmax/Kd kLY

La Eq. 7 se representa graficamente en la Fig. 2, La Kd es la
inversa negaiiva de la pendiente de la recta. La interseccién en el eje de
abscisas (es decir, cuando B/F = 0) es igual a Bmax. Por tanto, es relati-

vamente facil calcular Kd y Bmax, bien graficamente o por analisis de
regresiéon lineal de B/F vs B. >

8,.2,.3, Analisis de Hill,

La ecuacién B = Bmax.F~ /Kd" + F" es una forma generalizada de la
Eq. 6, empleada por HILL (i9i0) para describir el enlace del oxigeno a la
hemoglobina. En este sistema, llamado de cooperatividad positiva, el
enlace de cada molécula de ligando a la proteina favorece el enlace de la
sigviente molécula de ligando a dicha proteina. La ecuacién de HILL es una

transformacién lugeritmica de la ecuacién anteriormente enunciada:
log B/Bmax - B = n.logF - logKd’

La representacién grafica de log B/Bmax-B frente a log F, da lugar a
una recta, ciendo la pendiente de écta el llamado nimero de HILL (nH) o

coeficiente de HILL. Si la representacién no es lineal, nH es la pendiente

cuando B = 0.5.Bmax, es decir, cuando log B/Bmax-B = 0.

La representacién grafica de los datos experimentales puede reali-

zarse de dos maneras:

1.~ Representando log B/Emax-B frente a log F y calculando nH

directamente mediante analisis de regresion lineal.




2.~ Representando B/Bmax-B frente a B en papel log-log con cuadri-

culas de separacién de igual tamafio y calculando nH con una regla.

Para los sitios de enlace con cooperatividad al.amente positiva, nH
equivale al numero de sitius de enlace. Sin embargo, para aquellos sitios
que no son altamente cooperativos, se obtienen valores de nH no integra-

bles, por lo que nH nunca podré exceder al numero de sitios de enlace

8.3, Experimentos de cinética del enlace,

8,3,1, Relaciones basicas,

El segundo tipo de experimentos que se llevan a cabo en los estudios
de enlace a receptores son los experimentos de cinética del enlace en
los que se determina la unién del radioligando 2l receptor en funcién del

tiempo.
A partir de la BEcuacién 1:

R+ L 8 N (8

El cociente de las constantes de asociacién (Kei) y de disociacion

(K-1) puede definirse como:
d@®L)/d¢t) = Ker RL - K- .RL (9D

La Eq. 9 establece que la tasa neta a que estad siendo formado el
complejo RL es igual a la diferenc’a entre la tasa de formacion de RL a
partir de R y L (K+1.R.LD y la tasa de disaociacién del complejo RL para
dar R y L (-+.RL). En el equilibrio, la tasa neta de formacién debe ser

igual a cero.

ARLY/A®) =0 = Ker RL. ~ - 138

Reduciendo términos:




K——I/Kh1 = R-L/RL

Combinando las Eq. 4 y 10 obtenemos:

Kd = K-—r'l /K.q,.]

Ademas de la determinacién de K+1 y K-1 bajo diversas condiciones y

la determinacién cinética del valor de la Kd, los experimentos de cinética
del enlace son muy Gtiles para el calculo del tiempo en el que se alcanza
el equilibrio, permitiendo asi que, tanto los experimentos de saturacién

como loe de inhibicién se lleven a cabo del mismo modo y en las condi~
ciones mas adecuadas.

Conviene tener en cuenta que el tiempo en el que se alcanza el equi-
librio va a dcopender no sélo de las constantes de asociacién y disocia-
cién, K«» ¥ K-1, sino también de las concentraciones de R y L, por lo que
cuanto menores sean las concentraciones de estos dos pardmetros, mayor

es el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio.

8.3.2, Constante de asociacién (Kobs),

La constante de asociaciéon se determina midiendo el nimero de los
enlaces a diversos tiempos, después que el radioligando y el tejido han
sido mezclados conjuntamente. Existen dos métodos para el célculo de K+

reaccién de segundo orden y de pseudoprimer orden.

En el tratamiento de segundo orden de los datos de la cinética se
considera sélo la tasa inicial del enlace, lo que significa que la concen-
tracién de radioligando unido se asume muy baja, de modo que K...RL se
puede considerar como de valor cero. De este modo la Eq. 9 se transforma

en:
d@®)/di¢) = K R

Como F = Lt - B(Eq.2) y R = Bmax - B (Eq.5)




d®B)/dt) = Kev (Lt - B) (Bmax - B)

= =

Integrando entre los limites de B=0a R = 0 yB

K+1 = 1/t (Lt -Bmax).ln Bmax(Lt - B}/Lt (Bmax - B)...(11)

Por lo tanto, K.«1 se puede calcular en cualquier tiempo en que sea

calculado B, siendo Bmax determinada independientemente por experimentos
de saturacion.

Alternativamente, el método de pseudoprimer orden incluye una reac-
cién de disociacién (v.gr. K-+ .RL = 0) pero asume que la concentracién de
radioligando permanece constante (Lt = F). Este método es probablemente

el mAs adecuado para la mayoria de los experimentos de cinética del
enlace.

Por lo tanto, a partir de la Eq. 9 con K's1 = Ksr Lt ¢
d@®)/d¢t) = K'«+.R - K-2.B

Si en la reaccién se alcanza el equilibrio, la concentracién de lo
unido (B) en cualquier tiempo anterior al equilibrio est4 relacionada con

la concentracién en el equilibrio Beq por la ecuaciénm:
ln Bequeq — B = (Kif-'l + K—'I)tt = KDb-t .--..(12)

La representacién grafica de ln Beq/Beq - B fremte a t, tendra una
peadiente Kob. Si K-» es conocida por experimentos independientes de

cinética de disociacién, se puede calcular K+ segin la formula:
Kob - KE-1 = K'en = K+1.Lt

Otro método para la medida de la constante de asociacién es la

realizacién de diferenies experimentos a diferentes concentraciomes de

radioligando ¥ determinacién de Kob para cada Lt. La representacién de




Kob frente a t tendr4 una pendiente K.i (Kob = K. .Lt + K+1), siendo K-,
la interseccién en el eje de abscisas.

8,3,3, Constante de disociacién (Koff),

La constante de disociacién (K-.) para una reaccién de reversibi-
lidad del enlace puede determinarse de dos maneras, habiendo sido una de
ellas descrita en el apartado anterior.

Para la segunda manera, se emplea la Eq. 9 bajo condiciones en las
que el término K+ = R.L es esencialmente cero, por ejemplo, en aquellas
condiciones en que se previene el reenlace del radioligando. Estas condi-
ciones se puede conseguir de dos maneras: la primera consiste en realizar
una dilucién 50 o mas veces del volumen de la mezcla de incubacién. Por
el segundo método, se afiade a la mezcla de incubacién un exceso de
ligando no marcado (desplazader) de modo que todos los sitios enlace
libres sean ocupados por el ligando no marcado afiadido en exceso y R =
0. Se define como un exceso de ligando no marcado 100 veces la concen—
tracién a la que ocuparia el 50% de los sitios de enlace, es decir, 100

veces el ICso.
Bajo cualquiera de estas condiciones, la Eq. 9 se reduce a:
dB)/dt) = -K- B (13D
que es una reaccién simple de primer orden, idéntica a otro proceso de

primer ordem, como la tasa de desintegracién de un isétopo radiocactivo.

Experimentalmente, el procedimiento es conseguir que la reaccién del

enlace tenga lugar durante un tiempo arbitrariamente elegido. Luego, a

t=0, se previene el reenlace del radioligando y la cantidad unida del

pismo se determina a diversos intervalos de tiempo.

s{ B = Bo at =0, la integracion de la Eq. 13 sera:

L (14D
1n (B/Bo) = -K-1.t (1




Asi, la representacién de ln (B/Bo) frente a t tendrd una pendiente
de -K-:. Alternativamente, ~-K-, =

0.693/t¥%, siendo t# el tiempo en el que
B = 0.5 Bo.

8.4, Experimentos de inhibicién del enlace,

8.4,1, Relaciones basicas,

El tercer tipo de experimentos basados en la Eq. 1, consiste en man-
tener Rt y Rl constantes y variar la concentracién del ligando no marca-
do. Como podemos observar en la Eg. 1, paralelo al aumento de I. se incre-
mentara RI, 2 la vez que el descenso de R ocasionaré una reduccién de RL.
Puesto que se trata de una inhibicién competitiva, estos experimentos son

llamados a menudo estudios de competicién.

Para un sistema en el que sea valida la L.AX., la siguiente ecuacién

puede ser derivada a partir del equilibrio representado en la Eq. 1:
B = Bmax.F/F + Kd (1+1/Ki) 1. £15)

en donde Ki (constante de inhibicién) es la constante de disociacién en
el equilibrio, definida como Ki = R.I/RI. Cuando I=0, la Eq. 15 se reduce a
la Eq. 6. La utilidad de los estudios de inhibicién es la facil determina-
cién de la potencia de cualguier droga para el receptor, 0 mas precisa-

mente, para el sitio de enlace del radioligando.

La relacién entre Xi e ICsu puede derivarse facilmente. Por defini-
cién, ICso es la concentracién de inhibidor que produce una inhibicién del

50% en el numero de enlaces del radioligando. Asi, a partir de la Eq. 15.

Bmax.F/F + Kd (1+ICeo/Ki) = 1/2.Bmax.F/F + Kd
2F + 2Kd = F + Kd (1+ICs0/KL)

F + Kd = Kd.ICso/Ki

Ki = Kd.ICso/F+Kd




Ki = ICsa/1 + F/Kd (16)

La Eq. 16 se emplea rutinariamente para calcular la Ki a partir del

valor de ICsc hallado experimentalmente (Ecuacién de CHENG y PRUSOFF).

8.4,2, Determinacién del ICso,

El método mas simple para la determinaciéon del ICso de una droga
determinada es la grafica standard semilogaritmica dosis-reepuesta. El
logaritmo de la concentraciéon (en abscisas) se representa frente al

porcentaje de uniones especificas (en ordenadas).

Existen varias transformaciones mateméticas que convierten la curva
sigmoidea de una inhibicién tipica en una relacién lineal. La més Gtil de
estas transformaciones es la logit (RODBARD y FRAZIER, 1975). 81 P es el

porcentaje de uniones especificas:
logit(P) = In P/100-P QA7

El ICso, que es la concentracién cuando logit = 0 (P = 0), se puede

deterninar graficamente o por analisis de regresién lineal.

8,5, Apéndice,
8,5.1, Analisis de Scatchard y de Hill,

Los datos obtenidos en un experimento tipico de saturacién con *H-

DHA y membranas plasmaticas de placenta humana Se representan en la

Tabla 4. Las tres primeras columnas SOl las de los datos experimentales

En la primera de ellas se listan las dpm de radicligando

1 volumen de incubacién (100 pl de ®H-DHA en 500 de volu-

del ensayo.

total afladido a

men de incubacién). Las columnas 2 y 3 son las dpm totales e inespectfi-

camente unidas(definidas por 10-% M de (-)propanolol), respectivamente.




La cuarta columna, dpm especificamente unidas, es la diferencia entre
M&T dos anteriores. La quinta columna es la concentracién de radioligando
unido, expresada en fmoles, obtenida dividiendo las dpm especificamente
unidas por la actividad especifica del radioligando. La sexta columnz es
%a concentraciéon de receptores, expresada en fmoles/mg de proteinas, para
lo que se dividen los fmoles unidos por los mg de proteinas presentes en

los 200 pl de suspensiéon de membranas.

Para el calcuic de las concentraciones de radioligando libre, expre-

sado en nM (F), se restan a las dpm totales afiadidas (columna 1) las dpm
unidas especificamente, que divididas por la actividad especiiica y el
volumen de incubacién (0.5 ml), proporcionan los nM de radioligando libre.

En la columna 8 se representa el cociente B/F.

En la Tabla 5 se representan las transformaciones necesarias de ios
datos experimentales obtenidos por anélisis de Scatchard para la

realizacién del analisis de Hill.

8.56.2, Cinética del enlace! Constantes de

asociacién y disociacién,

Los datos de la Tabla 6 se han obtenido en un experimento de ciné-
tica de asociacién del “H-DHA a membranas de placenta humana. En 1a
primera cclumna se indican los intervalos de tiempo en los que se han
medido las uniocnes del radioligando. Las dos columnas siguientes son los
datos experimentales del ensayo y la cuarta las uniones especificas,
resultantes de restar a l1os enlaces totales los inespecificos. Las tres
altimas columnas son las transformaciones mateméticas para la represen-

tacién grafica lineal de la curva de asociacién, ¢ .nsiderando como B en el

equilibrio (uniones especificas) lzs dpm a los 30 minutos. La concentra-

n de radioligando es de 253 nM y los enlaces inespecificos se defi-
de 107% X de (-)propanolol.

cio

nieron como los que permanecian en presencia

Puesto que la concentracién total de s-DHA es mucho mayor qué la

unida en el equilibrio, la mayoria del radioligando permanece libre y sbélo




un pequefia fraccién del

mismo se encuentra unida (condiciones de una
reacciéon de pseudoprimer orden). La pendiente (Kobs) de la representacién

grafica de ln Beq/Beq-B frente al tiempo, es la constante de asociacién
observada en el equilibrio. Esta representacién es aceptable si las con-
diciones son tales que menos del 10% del radioligando se encuentre unide

(en el caso del ejemplo, menos del 5% de la concentracién total de

radioligando).

Los datos de la Tabla 7 son los de un experimento de cinética de
disociacién del enlace a las mismas membranas del ejemplo anterior, lLa
adicién de 10 N de (-)propanociol una vez alcanzado el ejuilibrio
(tranccurridos 30 minutos de incubaciéu), vrodujo la disociazién del

radioligando en los intervalos de tiempo indicadas en la primera columna.

las dos ultimas columnas son las transformaciones matematicas
necesarias para linealizar la reversibilidad cel enlace del *H-DHA, que
éigue una cinética de primer orden. Segun el modelo mateméAtico de una
disociacién unimolecu.ar, ln B/Beq es igual a -Koff.t, siendo la pendiente

de ‘a recta la constante de reversibilidad (Koff).

En nuestro ejemplo, que sigue un modelo matematico de asociacién de
pseudoprimer orden (VEILAND y MOLIFOFF, 1981): In Beq/Beq-B = Kobs.t,
siendo Kobs = (®*H-DHAl.Kon + Koff, definiendo la pediente de la recta el
valor de Kobs, que es de 0.1146 min~'. ["H-DHA) es la concentracién de
radioligando 1ibre 253 nM), lo suficientemente grande como para consi-

derarla constante a lo largo de todo el experimento. El valor obtenido

para Koff es de 0.0520 min™'.
Por lo tantu, Kon es:!
Kon = Kobs-Koff/[*H-DHA] = 0.1146-0.0520/2.53 = 0.0247 o~ 'min™'
Teniendc en cuenta el modelo cinético :

Kd = Koff/Kon = 0.0520/0.0247 = 2.10 nM




8.5,3, Anadlisis de inhibicién del
minacién de ICso y Kd,

enlace: Deter-

La inhibicién competitiva de la unién de un ligando radi ivo por
compuestos no marcados puede usarse para la caracterizacién indirecta de
la interaccién del receptor con agonistas y antagonistas. Para una inter-
acclén competitiva, la concentracién de un compuesto gque inhibe el 50% de
los enlaces especificos en el equilibrio (ICsa) estad relacionada con la
ccistante de inhibicién (también llamada de disociacién) del compuesto
competidor en el equilibrio (Ki). Bsta relacién esta descrita por la
ecuacién de CHENG y PRUSOFF (1973):

Ki = ICsa/l1 + [®H-DHAl/Kd

siendo [®H-DHA) la concentracién del radioligando libre y Kd la constante
de disociacién en el equilibrio del ligando marcado, determinada normal-
mente por analisis de Scatchard. Esta ecuacién es valida sélo si la union
del ligando marcado sigue los principios de la LAM. ¥y s6lo puede ser
aplicada cuando el ligindo unido es un pequefio porcentaje del total y Kd

es mucho mayor que la concentracién de sitios receptores.

El ej- aplo representado en la Tabla 8 satisface estos criterios, por
lo que los valores de ICsa pueden estimarse a partir de las curvas de

{nhibicisn o de su linealizacién mediante la transformacién logit-log.

En esta tabla se muestran los valores experimentales obtenidos de
un ensayu de inhibicién del enlace del ®H-DHA r - el antagonista p-adre-
nérgico no marcado (-)alprenolol. En la primera columna se dan las con~
centraciones crecientes del competidor, hasta una concentracién néxima de

10-% M con la que definimos los enlaces inespecificos.

E1 100% de los enlaces especificoe (Bo) se determina restando a las

uniones 2n ausencia de competidor, las que permanecen frente a una

concentracién de 107% M de (-)alprenolol. Las columnas 2 y 3 son las
amente. En la columna 4 se listan

uniones totales e inespecificas respectiv
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los:  porcentajes d niones 3 4
porcentajes de wuniones wespecificas para cada concentracién de

COol petidr,)r en relaciéen al valor de Ro.

Para l: ansfc =
ara la transformacion logit, selo la porcién ceniral de la curva de

inh picion (aquellos porcentajes de uniones especificas comprendidos entre
el W y el 10%) se utilizaré para el calculo de ICen. lLas dos ultimas
colimnas representan la transformacion logit de P (porcentaje de uniones
especificas) y el log de la concentracién en nM del competidor, respec-

tiva sente.

constante de inhibicién para el (-)alpremolol sera:

ICsa/l + [®H-DHAV/XKd

T34 . 10-%/1 ¥ 18, 10-%58 . 10T =48 DTN

9 (nalisis estadistico,

1. Ccmparacién de las medias entre dos muestras: se realiza previamente

el test de homogeneidad de las varianzas nmuestrales.

se aplica el test de la t de Student.

2. €. ambas varianzas son iguales,

LR =

1 test de Cochran.

3. €4 ambas varianzses son distintas, se aplica e

rimental (texp) obtenida se compara con URA t teérica (to) en

4. .o t expe
(n-2) grados de libertad.

lac tablas t de Student con tn=1) y

5. Analisis de regresion lineal: en él hemos considerado dos variables,

una independiente, que &€ reprecenta en abscisas, y otra dependiente, en

or denadas.



Realizacién de una curva standard de ®H-DHA de 7

puntos (1 a 12 nM) a partir de la solucién stock.

Riluciopnes [“H-DHAl

10 pul sol., stock + 3.2 ml buffer incubac. 12 nM

800 pl sol. A + 200 pl buffer de incubac. 10 nM

incubac. nM

600 pl pl buffer

500 ul pl buffer de incubac. 6 nM

400 pl sol. A + 600 pl buffer de incubac. 4 nM

200 ul sol. A + 800 ul buffer de incubac. 2 oM

100 ul sol. A + 900 ul buffer de incubac. 1 nM

Especifica: 55-60 Ci/mmol
(122.4-133.2 dpm/fmol?

Solucisén stock de =H-DHA: Act.



TABLA 2

Protocolo experimental para la realizacién de un

estudio de saturacidén con =H-DHA

1 nM G 3.3 2001 - 100pl  200ul
100u1 100p1

200u1 -
7,8  100ul 100u1

9,10 200pl -
11,12 100pl 100u1

6 nM I  1a 14 200u1 -
15,16 100pl 100u1

8 nH C 17,18 200ul -
19,20 100pl 100ul

10 nM B 21,2z 200pl - 1
23,24 100pl 100u1

12nM A 25,26 200ul -
27,28 100pl 100ul |

Desplazador: (-)Propanolol (Concentracién final 10 ey

Volumen de incubacidn: 500 pl
3-6 mg/ml

Concentracién de proteinas:



TABLA 3
Concentraciones (en moles) de las drogas
adrenérgicas utilizadas en los estudios de

inhibicién del enlace del =H-DHA

Alprenolol Propanolol Isoprepalina Adrenalina Norad
; repal

G i e
1611 107" 10~
10~ 0 10— e 5x10-%

SRio 'y Balpe 10-®
10-® 10-= 5x10~%®

5x10~* = 107
10-® e 5x10~7

5x10~* e 10~
10~7 = 5x10-%

5x10~7 = 10~
15-= i g
{64 i o

Las diluciones se efectuan inmediatamente antes de la

realizacién del ensayo, debiendo ser protegidas de la luz

con papel de aluminio ya que son fotodegradables.




TABLA 4

Transformacién de Scatchard de los datos

experimentales de un ensayo de saturacién

en membranas de placenta humana,

Concentracion de prcteinas: 0.64 ng

“H-DHA Actividad Especifica: 133.2 dpm/fmol

3H-DHA U.Tot. U.Inesp U.Esp. Fmoles B P
(dpm) (dpm) (dpm)>  (dpm) (fmoles/mg prot.) (kD

G 31949
F 77681
E 141015
D 295367
C 488689
B 578417
A 725363

35.030
20,208
24.460
16.073
11,06
10.056

8.317

Ecuacién de la recta: y = 4C.7423 - 0.3559 x

Bmax = 113.20 fmoles/mg prot.

Kd = 2.77 nM

r = -0.99




TABLA 5

Analisis de Hill de la transf - rmacién de Scatchard

de la tabla anterior

Bmax = 113.204 fmoles/mg prot.

Buoax-B B/Bmax-B log B/Bmax-B log F

97.122 0. 165 . 780 -0.338
81.450 0.389 . 409 J.051
63.831 0.773 311 0.305
43,355 1.611 . 207 0.638
33. 806 2.348 . 370 0. 855
26.973 3.196 .504 0.933
23.566 3.803 . 580 i.0832

Ecuacién de la recta: y = -0.442 + 0.993 x

Nomero de Hill <(nH): 0.99

r= 0.99
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TABLA 6

Datos experimentales de una tinética de asociacién
del enlace del =H-DHA

(*H-DHA]l = 2.53 nM

. 0951 0. 0908

1 1243 464 770 8188 1

2 2212 594 1618 7394  1.2201 0. 1989
4 3759 411 3348 5619  1.5958 0.4673
16 4982 363° 4610 4348  2.0623 0.7238
10 6779 498 6281 2686  3.3384 1.2054
15 8134 466 7668 1206  6.9030 1.93190
20 8754 660 7914 1053  8.5156 2.1419

30 9477 510 8967

Beq = 8967 dpm
Ecuacién de la recta: y = 0.0158-0.1146 x

Cte. de asociacién en el equilibrio: Kobs = 0.11 min™’

r = 0.99




TABLA 7

Datos experimentales de una cinftica de

disociacién del enlace del 2H-DHA

[ *H-DHA] = 2.53 nk

Tiempo U.Totales U.,Inesp. U.Especif. BRB/Beq 1n B/Beq

1915 620 6939 0.77€9 0.2497
5988 562 6426 0.7166 . 3331
6184 443 5741 C. 6402 . 4459
5601 513 5088 0.5674 . 5666
4601 495 4106 0. 4579 .7811
3627 512 3155 0.3475 = -1.0873
2870 521 2349 0.2619 . 3395
2106 534 1572 0.1753 . 7412

Beq = 8967 dpm

Ecuacién de la recta: y = -0.2442 - 0.052 x

Cte. de disociacién en el equilibrio: Xof£f=0.052 min~'

r = -0.99




TABLA 8

Datos experimentales de una inhibicién del enlace

del “H-DHA por el antagonista B-adrenérgico
Alprenolol

[ *H-DHA]l = 1.90 nM

[AlprenolollN U.Totales U.Especif. %U. BEspacif, %Inhibicién

1012 5682 5477 97.16 2.84
10+ 5616 5411 95.99 4.01
10-1° 5418 5213 92.47 7.53

5x10-'© 5346 5141 91.20 . 80
10-* 4952 4747 84.22 .78

5x10-* 3535 3330 59. 07 . 93
10-= 2387 2182 38.70 .30

5x10-* 1077 872 15.46 .54
107 820 615 10.91 .09

5x107 500 295 5.23 o
s g 455 250 4.44 .56
10-® 205

Uniones totales: 5482-205 = 5637 dpm (100% U.Especif.)

Uniones inespecificas: 205 dpm (definidas con 10-%M)

de alprenolol
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TABLA 1

Pardametros de las cinéticas del enlace en funcién

del tiempo en membranas de placenta humana

extraicdas con buffer Sacarosa (Método A)

Ensavo Kobs Koff Kon Kd

0. 150 0. 052 0.038 1.36

0. 14¢ 0.0%4 0.037 1.44

8. 151 0.053 0.038 1.39

Paridmetros de las cinéticas del enlace en funcidn
del tiempo en membranas de placenta humana
extraidas con KC1l (Método B)

Ensayo Kobs Koff

0.114 0.052

0.202 0. 096

0. 199 0. 094




TABLA 2

Parametros de inhibicién del enlace en
menbranas de placenta humana extraidas con buffer

Sacarosa (Método A)

Ghmpetidaor = 1Cso

(- . prenolol 6.93 = 0.52

(-)Propanolol ‘ + 0.16

(-)Isoprenal. A * 0.14

(-)Adrenalina .92 £ 0.31

(-)Ncradrenal. ’ +.0. 32

Los valores representan la media aritmética * DS de 4

experimentos independientes de jnhibicién del enlace

para cada droga competidora.




TABLA 3

Parametros de inhibicién del enlace en membranas

de placenta humana extraidas con KCl (Método B)

Competidor  ICe;

(=)Alprenolol 8.¢. = 0.17

(=)Propanolol 1.42 - 18

(-)Isoprenal. 1.41 % 0.11

. YAdrenalina 4.42 * 0.36

(-)Noradrenal. 1.09 = 0.24

Los valores representan la media aritmética = DS de 4
experimentos independientes de .nhibicién del enlace

para cada droga conmpetidora.




TABLA 4

Resultados de 5 enscyos ue saturacién e, sembranas
de 5 placentas tumanas diferentes extraid- s con
buffer de Sacarosa (Método A)

Bmax (media + DS): ~21.84 + 68.66 fmc.er/mg prot.

Kd (media = DS) : 3,30 £ 1.41 nM
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TABLA 5

Resultados de 5 ensayos de saturacién en membranas
de® las anteriores 5 placentas extraidas con KC1l
(Método B)

Ensayo . Bmax _ Kd r n® Hill ¥ ,

o 8 1 389.03 7.290 -0.99 0.99 0.99 _
2 200.38 3.12 -0.59 1.07 0.98 *

3 271.40 2.24 -0.96 1,81 0.98 ;_.

4 324,56 1.73 -0.98  1.05 ). 98

! 5 265.32 3.51 -0.98 1.00  ©.97

fmoles/mg prot.



TABLA &

Preci1sidén de los ensayos de saturacién en

membranas de una placenta humana extraidas con
buffer Sacarosa (Método A)

Precisién intraensayo Frecisién interensayo

Bmax Kd

115.

107

94.

Bmax V.): 9.64 %

Kd <C.V.): 6,77 %




TABLA 7

Precisién de los ensavos de saturacién en

membranas de una placenta humana extraidas coen KC1
(Método B)

Precisién intrasnsayo Precisién interensayo

Bmax Kd r Bmax Kd

244 .93 dd

290. 88 .68

263.03 .32

Pmax (C.V.>: 7.46 %

¥4 (C.V.): T.84 %




Parametros de las cinéticas del enlace en funcién
del tiempo en membranas de miocardio de rata
extraidas con buffer Sacarosa (Método A)

TABLA 8

Ensayo Kobs Koff Kon Kd
1 0.133 0. 056 D.030 1.81
2 0. 140 0. 049 0.036 1.34
3 0.1be 0.070 0.032 2.14

Parametros de las cinéticas del enlace en funcién
del tiempo en membranas de miocardio de rata

extraidas con KCl (Método B)
Ensavo Kobs Koff Kon Kd
1 0.216 0. 098 0.047 2.07
2 0.186 0. 096 0. 036 2.66

0.222 Q. 089 0.083 1.67




TABLA 9

Valores de Bmax (fmoles/mg prot,) ,Kd (nM) y ng

de Hill (nH) en miocardio de ratas controlexz segun

método de extraccién de las membranas

Método A (Sacarosa) Método B (KC1l)
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TABLA 10

Actividad 5°-nucleotidasa en membranas de
miocardio de rata segun el método de extraccién de

las mismas,

Método A Método B
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TABLA 11

Parametros de la cinética del enlace en funcién ;
del tiempo a membranas de rifién de rata extraidas '
con buffer Sacarosa (Método A)

spanys. . Kobs. . - Roff. . Kow . oo o X&

1 0.123 0.078 0.017 4,37
e 0.146 0. 087 0.023 3.68
3 0.1581 0.092 0.023 3.89

Parametros de la cinética del enlace en funtidén
del tiempo a membranas de rifién de rata extraidas
con KC1 (Método B)




TABLA 12

Valores de Bmax (fnoles/mg prot,), Kd (nM) y n2 de
Hill (nH) en rifién de ratas controles segtn método

de extracciédn de las membranas

Método A (Sacarosa’ Método B (KC1l)




TABLA 13

Actividad 5 -nucleotidasa en membranas de cortex

renal de rata segun el método de extraccidn de las

mismas,

Método A Método B




TABLA 14

Valores de hormonas tiroideas en ratas controles,

e hipertiroideas

Controles Hipertiroideas

Rata T Ta Rata Ia Ta

70 . 1050

949

p<0.001 584.1

412.9




TABLA 15

Valores de temperatura rectal en ratas controles e

hipertiroideas

Controles Hipertiroideas
Rata T2 Rectal Rata T2 Rectal
38.8 : 39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.

39.2




. TABLA 16
Grupo: Controles
Rata Pt Fm Pr Pt/Pm Pm/Pr
1 248 0.80 0.85 310.000 291.764 0.941 o
2 233 0.76 0.90 208.717 0. 866
3 230 0.85 0.80 270.588 1.062

6 210

7 210

8 193

.80 0.77 262.500

. 82 0.85% 256. 097

.70 0.75 275.714

X: 221,70

ps: 17.01

;811 0,839 273.875

.056 0.049 20. 442

272.660



TABLA 17

Grupo: Hipertirnideas

Rata Pt Pt/Pm Pt/Pr

248 ; 229.629 221. 428

242 ‘ ‘ @ 206 . 837

265 g § ) 210, 317

250 ‘ . . 208.

212

220

235

210

202

231.7

DS: 20.29




TABLA 18

Valores de texp v siguificacidén estadistica de las

comparaciones entre las medias de los parametros

de las dos tablas anteriores

Controles vs Hiper .iroideas

lexp

Paeso del animal (Pt>: 1.1139
Peso mioccardio (Pm): Z2,4264
Peso de rifion (Pr)> : 3.5046
Pt/Pm i B3
PER/EYT :  4.3702

Pm/Pr i 0.3160







TABLA 20

Fregidén Arterial

Fresién Arterial Media,

Hipertiroldeas,




ntenido de proteinas totales (Prot)

en miocardio

Grupo:' Hipertiroideas




Grupo: Hipertiroideas




significacion estadistica de las

25 medias de los parametros

cuatro tablas arteriores







KEd {nM) v 02 de

membranas de corp ? enal de ratas

Método B (KC1)2




Valores de Emax fmoles/mg prot,?), Kd (nM) y n2 de

Hill ) en anas de pulmdén de ratas

@ hipertiroideas

Hipertiroideas
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Caracterizaciédn de=l receptor [FE-adrenérgico

en miocardio, corteza renal Yy pulméon de

estudic del
manipulacion que
conocimiento de

sobre las

v pulmon de rata, se debio a
importantes
un estudio

de un

drenérgico VY miocardio,

Cinética del eniace




Saturablilidad yv afinidad del 2 unién especifica del radioli-
q L i i ~ SV &8 i 8 » 8 RLiVLA
tambien un procesc satu-

s de Scatchard
una sola poblacioén de

proximos a la unidad,

inespecificos

respecto a la con

valores de miocardio de rata

extraidas puede observarse, mieniras los

Esterenselectividad del enlace:

inhibicion

de gum.:ilm sobre la

nucleotidos
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Influencia d los

enlace por la isoprenalina:




tidasa

onista  B-adrenérgico

| analogo de guanina no

Como puede observarse en la
membranas miocardicas extraidas cen
roteina G, demostrable por

de inhibicion del enlace.

Metodo B, como puede

de la Figura 8, no se produce el mismo

derecha en presencia de uppNHp. Esta

una amplia revisién

sido realizado por

en miocardio: La determinacién de la acti-
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e o~ an ] Tabl 1 v F3
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E-adrenérgico y corteza renal

para ¢ 28] = ad i
i 0S5 receplores p-radrensergicos

51d0 1dentico al realizado para la medida de

Ginetica del enlace: Los resuitados de la unién del radioligando “H-
UHA al receptor p-adrenergico de corteza renal se encuentran represen-

tados en la Tabla 1! y Figura 9. Como puede observarse, la unicn del

radiol igando es un o proceso

sturable en funcion del tiempo y reversible

tras la adi ra elevada concentracién del antagonista B-adrenér-

- Bico propanoiol. A una temperatura de incubacion de 24 °C, la union del

radioligando es proceso muy rapido, alcanzandose el equilibrio entre
10-15 minutos, siendo la disociacion del enlace igialmente maxima a los

10 minutos.

Saturabilidad y afinidad del enlace: Los enlaces especificos del
radicligandc n saturables dependiendo de la concentracién del mismo,
como puede obhservarse en la Tabls 12 y Figura 1C. La linearidad del
analisiz 1e Scatchard 1 .a la unién del ligando a una sola poblacién de

bla 12 se expresan los valores de Bmax, Kd y ne
de saturacién efectuados a membranas de corteza

renal extraidas por los dos métodos de extraccion estudiados.

membranas de miocardio, las membranas de corteza renal
diluidas con KCl, presentan una mayor concentracion de
e d £ amdd e Ty 0T = i v
lugares de union estadisticamente signilicailvas (p<0.001>, sin que se€

14 i 4 = sm ) o i " 0 oA oA
observen diferencias en cuanto a los valores de Kd y n® de Rlil.

R Tiou 11 ca wiasty 1
Estereoselectividad del enlace: En L Figura 11 se muestira A
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_ervarse, Jos resultados son

e &l mismo apartado para

menmopranas
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cuando
in embargon, si

presentan un aumento signi-

isoprenalina cuando se
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