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RESUMEN

RESUMEN

La desensibilizacion es un proceso que se caracteriza por pérdida de la
respuesta celular, se trata generalmente de una respuesta de proteccion celular ante
una estimulacién continua del agonista sobre el receptor. Este proceso es un
componente importante en la capacidad de regular la activacion celular y tiene
evidentes consecuencias de caracter fisiologico vy patolégico. La funcion de los
adrenoreceptores a; y de muchos otros tipos parecen estar regulados por la
fosforilacion, en otras palabras el estado de fosforilacion del receptor parece modular
su sensibilidad y por consiguiente la respuesta celular (Garcia-Sainz y col., 2001).

El proceso de desensibilizacion de los adrenoreceptores o4 es de particular
interés, debido a su importancia en el control de varios procesos fisiologicos como la
presion arterial y la regulacién del tono de los vasos sanguineos y a que no se cuenta
con suficiente informacion que permita establecer como es la regulacion de estos
receptores.

El objetivo de este estudio fue el de identificar los diferentes subtipos de

adrenoreceptores a; que participan en la desensibilizacion del musculo liso vascular
en condiciones de cultivo.

Para alcanzar el objetivo se realizaron experimentos “in vitro” con anillos de
aorta de rata sin endotelio, que fueron incubadas a 2 y 24 horas con presencia y
ausencia de Noradrenalina para observar el fenomeno de desensibilizacion.

Una vez desensibilizado el tejido se realiz6 la identificacion de qué subtipo de
adrenoreceptor o4 estda modulando la respuesta contractil y para esto se agregaron
antagonistas selectivos de los receptores aiay aip.

También se realiz6 la cuantificacion de proteina para cada subtipo de receptor
a4 adrenérgico por el método de Western Blot

Los datos muestran que el receptor a,, participa principalmente en la respuesta
contractil en aorta de rata a las 2 horas de incubacion, a las 24 horas de incubacién no
se observa un desplazamiento de las curvas cuando se le agregaron los antagonistas
selectivos para los receptores a,, y ap por lo que el receptor que participa y que esta
modulando la respuesta contractil en la aorta de rata es el subtipo 945. Esto es con
base que la proteina medida por la técnica de Western Blot correspondiente al subtipo

G4 aumenta significativamente y que corresponde al subtipo @ip disminuye
gradualmente a las 24 horas de incubacion.

MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS



INDICE

INDICE
INTRODUGCCION. ...ttt e e 1
ANTECEDENTES ... e e e e e e 3
MARCO TEORICO ...t 5
El SISTEMA NERVIOSO ... ..ottt e e 5
NEUROTRANSMISORES DEL SNA ...t 6
TIPOS DE RECEPTORES. ... e e, 8
1. Receptores Intracelulares. ... 8
2. Receptores relacionados con el tfansporte IONICO. ..t 9
2.1. Canales ionicos dependiente de voltaje..................coooiiiiii i 9
2.2. Canales ionicos asociados @ un receptor. ..................oooieiiiiiiiii, 9
2.3. Sistemas enzimaticos de transporte activodeiones.................................. 10
RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G......oooooiiiiiioi 10
3.1 RECEPION. .. 11
B.2. Proteina G. ..o 12
3.3 Sistemas efectores...............oooiiiii 13
3.3. 1. AdeniliICICIasa. ..o 13
3.3.2. Fosfoinositidos y movilizacién de Ca® ...............ccocii 14
B.3.3. FOsfolipasa Ag. ... 14

MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS



INDICE

3.3.4. Activacit:an de Canales IONICOS. ... ....oieii it 15
3.4. Receptores de membrana con actividad enzimatica................................ 15
SUBTIPOS DE RECEPTORES............... PP 15
RECEPTORES ADRENERGICOS..........oiiiiiiiiiiiii ittt 16
ADRENOCEPTORES (11 1teett et e e A7
MEC. DE TRANSDUCCION DE SENALES DE LOS ADRENOCEPTORES aj........... 20
REGULACION DEL RECEPTOR......oomiii it 22
DESENSIBILIZACION........... .......................................................................... 23
OBJETIVO GENERAL. .. e e e e 28
OBJETIVOS PARTICULARES. .. ... e 28
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA . ... ..o e 29
HIPOTESIS. ... 30
MATERIALY METODOS ... ..o o 31
RESULTAD DS . .. e 38
DISCUSION. ...t e 49
CONCLUSION . ..., 54
BIBLIOGRAFIA ... 55

MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS



INTRODUCCION

Las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) juegan un papel clave en la
regulacion de muchos procesos fisiolégicos del organismo como la tension arterial,
funcionamiento cardiaco, funcién renal, metabolismo de carbohidratos y lipidos (Garcia-

Sainz y col., 2000).

Las proteinas de membrana plasmatica que median ‘los efectos de las
catecolaminas se denominan receptores adrenérgicos y se clasifican en tres familias (ay,

az y B). Cada familia se subdivide en al menos tres subtipos distintos.

Con técnicas de clonacién y estudios farmacolégicos se han podido identificar 3
subtipos de adrenoceptores a; (aia, a1g Y ayp); todos ellos se exprésan en el musculo
liso vascular y juegan un papel vital en la regulacion de la presion sanguinea, sin
embargo la funcion de cada subtipo no ha sido bien definida (Koshimizu y col. 2003).
Estudios previos han demostrado que en arterias como la aorta y la carétida en ratas
normotensas, el subtipo adrenoceptor a;p modula la respuesta contractil, mientras que
en la arteria caudal el subtipo adrenoceptor es el asa (Villalobos-Molina e Ibarra,

1996).

Los receptores acoplados a proteinas G comprenden cerca del 1% del genoma
humano y juegan diversos papeles en la regulacion de varios procesos fisioldégicos. Uno
de los miembros de receptores acoplados a proteina G es la familia de los receptores

adrenergicos a4, estos receptores estan compuestos por una sola cadena polipeptidica,



cuya caracteristica principal son siete dominios transmembranales, conectados por tres
asas intracelulares y tres asas extracelulares (McDonald y col., 2001). La funcion de
estos receptores y de muchos otros tipos parece estar regulada por la fosforilacion, en
otras palabras el estado de fosforilacion del receptor parece modular su sensibilidad vy,
por consiguiente, la respuesta celular. La fosforilacion es considerada como el paso

inicial en el proceso de desensibilizacion (Garcia-Sainz y col., 2001).

La desensibilizacion es un proceso que se caracteriza por pérdida de |la respuesta
celular, se trata generalmente de una respuesta homeostatica de proteccion celular a
una estir‘nulacié-n continua del agonista sobre el receptor. Hay 2 tipos de
desensibilizacion, los cuales son:

1) Homodloga, es cuando el receptor se fosforila por su misma via de transduccion y
parece ser mediada principalmente por cinasas que fosforilan receptores
acoplados a proteinas G (GRKs).

2) Heterologa, es cuando el receptor se fosforila por otra via u otro receptor diferente
que el de su via de transduccion y también involucra cinasas, activadas por
segundos mensajeros como la proteina cinasa A (o dependiente de AMP ciclico,

PKA) y la PKC, a este proceso también se le llama “crosstalk” (Garcia-Sainz y

col., 2004).

El proposito de este estudio es el identificar los diferentes subtipos de
adrenoceptores a4 que participan en la desensibilizacion del musculo liso vascular en

condiciones de cultivo.



ANTECEDENTES

En 1906 Langley estaba estudiando los efectos de dos sustancias, la nicotinay el
curare, en una preparacion experimental con células de musculo y nervio. Este
investigador observo que dichas sustancias competian entre si, lo que lo llevé a concluir
que hay “el mutuo antagonismo entre el c;.lrare y la nicotina sobre el musculo”. Hacia
1913, Paul Ehrlich formulé un postulado donde dice que las sustancias no actdan a
menos que se fijen, dejando la idea de “receptor”. La idea de receptor permanecié como
tal, es decir, como un concepto abstracto sin pruebas experimentales directas, por

muchos afos (Garcia-Sainz, 1996a).

Varios anos después Ahlquist (1948) llego a una conclusion que de hecho,
constituye la piedra angular de lo que hoy sabemos sobre acciones adrenérgicas. Este
investigador us6 una serie de agonistas adrenérgicos y observé que la potencia relativa
de estos compuestos para producir contraccion o relajacion era claramente diferente.
Estas observaciones y, por supuesto, su capacidad lo llevaron a deducir que la
contraccion ocurria por la activacion de un tipo de receptor, al cual llamé a mientras que

la relajacion se daba por la activacion de otro tipo de receptor, al que denominé

(Ahlquist, 1948).

Después de esta clasificacion, dividieron a los receptores 3 en 1y B2 (Lands y

col. 1967) y, posteriormente, a los receptores a los dividieron en a4 y a,. (Langer y col.

1974).



La ciencia, como toda actividad humana, esta sujeta a cambios, de pronto algo
surge como importante quizd toda una década, o quizd un poco mas (1965-1975
aproximadamente); asi, el Dr. Sutherland identific6 un compuesto, el AMP ciclico,
incluso se identificd la enzima que lo sintetiza, la adenilil ciclasa, el esfuerzo de este

investigador fue reconocido con el premio Nobel en Fisiologia y Medicina.

En 1975, Bob Michell, un investigador inglés, hizo una revisiéon de los hallazgos
de Mabel y Lowell Hokin en los afios 50s, y durante su revision encontré una asociacion
estrecha entre el recambio (sintesis y degradacion) de fosfatidilinositol (Pl) y las
variaciones en la concentracion de calcio libre en el citoplasma de la célula (el calcio
libre citosodlico ya era considerado como un segundo mensajero); entonces propuso que
el mecanismo de transduccion para un gran numero de mensajeros involucra, como
paso inicial, un aumento en el recambio de fosfatidilinositol (efecto Pl), el cual a su vez,
conduce a cambios en la concentracion intracelular de calcio libre. Un trabajo pionero
de Martin Rodbell fue continuado por estudios detallados que han conducido a la
purificacion, reconstitucién funcional, clonacién y determinacion de la estructura de las
diversas proteinas G, varios grupos participaron en este trabajo con un claro liderazgo de
Alfred Gilman. Rodbell y Gilman compartieron el premio Nobel en Fisiologia y Medicina
en 1994. Estos conceptos sientan las bases de mucho de lo que se sabe hoy dia sobre
la accion hormonal. En la actualidad ya se conoce la naturaleza quimica de muchos
receptores, se han purificado varios de ellds y un buen numero ya han sido sintetizados
en laboratorios por métodos semiartificiales, lo cual ha obligado a aquellas células que

normalmente no sintetizan algun receptor a hacerlo. Lo mejor esta por venir (Garcia-

Sainz, 1996a).



MARCO TEORICO

El SISTEMA NERVIOSO

=

N

b)

El sistema nervioso se puede dividir en dos grandes grupos:

Sistema Nervioso Central: incluye las estructuras nerviosas del cerebro y médula

espinal situadas dentro del craneo y conducto raquideo, respectivamente y

Sistema Nervioso Periférico que a su vez puede dividirse en:

Sistema Nervioso Somatico, voluntario, que inerva exclusivamente al musculo
esquelético y cuyos axones emergen del S.N.C. y siguen sin interrupcion hasta
hacer sinapsis en las uniones neuromusculares y

Sistema Nervioso Auténomo (SNAj, que se activa principalmente por centros
situados en meédula espinal, tallo cerebral e hipotalamo; es parte del sistema
nervioso y controla una gran diversidad de funciones. Tiene control sobre la
tension arterial, la motilidad, y las secreciones gastrointestinales, el vaciamiento
de la vejiga urinaria, la sudoracion, la temperatura corporal, la regulacion del
musculo cardiaco, del musculo liso y muchas otras funciones viscerales del
organismo. El SNA se divide en: sistema nervioso simpatico y sistema nervioso
parasimpatico (ver Fig. 1) con bases_anatémicas y funcionales diferentes. Ambos
sistemas consisten en fibras preganglionares, las cuales hacen conexiones
sinapticas con fibras postganglionares, las que inervan a los 6rganos efectores.
Estas sinapsis ocurren usualmente en lugares denominados ganglios. La mayor
parte de los 6rganos son inervados por fibras provenientes de ambas divisiones

del SNA 'y la respuesta es usualmente opuesta (Castro Ramirez V. y col. 2003).
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Figura 1. CLASIFICACION DEL SISTEMA NERVIOSO.

NEUROTRANSMISORES DEL SNA

Los nervios en cuyas terminaciones se libera acetilcolina se denominan
colinérgicos. La noradrenalina es el neurotransmisor de las neuronas simpaticas
posganglionares. Los nervios en los cuales se libera noradrenalina se llaman
adrenérgicos. Tanto la acetilcolina como la noradrenalina actuan sobre los diferentes

organos para producir los efectos parasimpaticos o simpaticos correspondientes.

Las tres catecolaminas naturales, noradrenalina o norepinefrina, adrenalina o
epinefrina y dopamina, se sintetizan a partir del aminoacido tirosina que se encuentra en
la dieta y es captado de la circulacion por un proceso de transporte activo hacia el
interior axonal. Este aminoacido primero se hidroxila y forma dopa, luego se descarboxila
para dar dopamina y finalmente se hidroxila en posicion beta de la cadena lateral para

formar noradrenalina, la cual se metila por accién de la N-metil-transferasa formando

adrenalina (ver Fig. 2).



Las principales transformaciones metabdlicas de las catecolaminas son llevadas a
cabo por dos enzimas: catecol-O-metil-transferasa, que es importante en el metabolismo
de las catecolaminas circulantes y la mono-amino-oxidasa que, aunque tiene un papel

limitado en el metabolismo de catecolaminas circulantes, es importante para regular los

depositos de catecolaminas situados en las

OH
terminaciones periféricas de los  nervios " 6{—0
simpaticos. H@?_?MN“Z
Tirosina 1M
' Tirosina-
Tanto en la médula suprarrenal como en hidroxitase -
— . " HO /
terminaciones  nerviosas  simpaticas, las H C=0
catecolaminas se acumulan en granulaciones o 'I:_‘f_"“z
: i poea N H
subcelulares y se liberan por exocitosis. Las D
descarboxilase

catecolaminas influyen sobre las células efectoras

. . - H H

interaccionando con unos receptores especificos ||
HO C—C—NH,

de la superficie celular. I

H

DOPAMINA
Dopamina
B-hidroxilase

La noradrenalina y la adrenalina tienen

HO H
0 H
efectos diferentes al excitar a los receptores o« y | |
HO ll':--—-li'.‘——MHz
. Lan ' i inci H N
B oradrenalina excita principalmente a los NOBEPINEFRINA
receptores o y en pequefia medida a los . i oobpr-Haisde ol
La adrenalina actia sobre ambos tipos de HO S
3
receptores por igual (Hoffman, B.B., Lefkowitz, HO E-,__.L__;LH
I
R.J., 1996). ePNEFRINA ' P

Figura 2. METABOLISMO DE LAS CATECOLAMINAS
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El receptor, al ser estimulado por catecolaminas, pone en marcha una serie de
cambios en la membrana que van seguidos de una cascada de fenédmenos intracelulares

que culminan en una respuesta fisiologica (ver Fig. 3).

Varicosidad
. v Nerviosa
. Simpatica

Tirosina Célula Efectora

TIPOS DE RECEPTORES

1. Receptores Intracelulares
Estos receptores son proteinas intracelulares situadas en el citoplasma o el nucleo
celular. Poseen afinidad y selectividad por su ligando caracteristico y su interaccién
modifica a la molécula receptora, de forma que hace posible la asociaciéon con
cromosomas en determinadas secuencias del ADN. La fijacion del ligando al receptor
favorece la afinidad del complejo por estas secuencias, alterando los procesos de
transcripcion de ciertos genes y modificando la sintesis de proteinas derivadas de dichos

genes. Esta accion es reversible, de modo que se pueden disociar el receptor y su



ligando; el receptor se recupera y el ligando se elimina por metabolismo u otro
mecanismo. Farmacos que actuan en este tipo de receptores son: farmacos
esteroidales, tales como glucocorticoides, mineralcorticoides, vitamina D, hormonas
tiroideas T3 y T4 y sustancias inductoras del metabolismo de otros fér_macos

(Bustamante D., y col. 2003).

2. Receptores relacionados con el transporte idénico

El paso de iones a través de la membrana celular es un proceso esencial para la
vida celular. Su modificacién por farmacos produce cambios importantes en la funcion
celular. Los canales ionicos transportan iones a favor de un gradiente electroquimico, en
tanto que los sistemas enzimaticos de transporte lo hacen contra gradiente.
2.1. Canales idnicos dependiente de voltaje. Son una familia de canales i6nicos que
conducen Na*, K* y Ca®* en respuesta a un cambio de potencial de membrana. Son muy
selectivos para cada tipo de ion. La cinética de estos canales es muy rapida. Esta
cinética también puede ser regulada por la activacion de ciertos receptores asociados a
proteina G, que tienen por efector propio al canal iénico. Esta regulacion esta dirigida a
cambiar el tiempo de accion del canal i6nico. Por este mecanismo, dependiente de
proteina G, pueden ser activados algunos canales de K' y Ca?* sensibles a
dihidropiridinas.
2.2. Canales idnicos asociados a un receptor. Son canales cuya apertura se asocia
especifica y directamente a la interaccion de un ligando con un receptor situado en la
membrana de la célula y hay dos tipos:
a) Canales ionicos en los que el receptor vy el canal residen en la misma

macromolécula, es decir, el receptor forma parte de la estructura del canal. Ejemplos de



ellos son el canal de Ca®* dependiente de receptor, el canal de Na" asociado al receptor
colinérgico nicotinico (antagonizado por d-tubocurarina o activado por agonistas como
acetilcolina), el canal de CI asociado al receptor GABA (benzodiazepinas actuan
como agonistas; antagonizado por bicuculina).

b) Canales iénicos en los que el canal y el receptor forman parte de proteinas
diferentes, pero acopladas por una diversidad de elementos transductores como
proteinas G y segundos mensajeros, formados por la activaciéon del receptor. Ejemplos
son el canal de K' asociado a receptores colinérgicos, muscarinicos (farmacos
parasimpaticomiméticos), el canal de Ca®* tipo L asociado a receptores B-adrenérgicos
(farmacos simpaticomiméticos).

2.3. Sistemas enzimaticos de transporte activo de iones. El transporte activo
requiere energia libre, que generalmente proviene de la hidrolisis de ATP. Las bombas
de protones son las que intervienen en los procesos de transporte activo. Existen tres
familias: la P, la V y la F; de las ATPasas tipo P destacan: ATPasa-Na'/K*, ATPasa
K'/H' y la ATPasa de Ca®". Farmacos como los glucésidos digitalicos se fijan
especificamente en la cara externa de una de las subunidades de la bomba, provocando
la inhibicion de la desfosforilacion de la ATPasa. Las ATPasas tipo V estan asociadas a
transportadores especificos que permiten la recaptacion de catecolaminas, acetilcolina,
serotonina, glutamato, etc. Las ATPasas tipo F tienen por funcién sintetizar ATP a

expensas de la fuerza generada por la cadena de transporte de electrones

(Bustamante S. E. 1997).

RECEPTORES ACOPLADOS CON PROTEINAS G

A estos receptores acoplados a proteinas G se los llama asi por la forma en que

funcionan: interactian con componentes intermediarios del proceso, las proteinas G; y

10



por su estructura, también se les llama receptores de los siete dominios
transmembranales (7TM) y constituye la familia mas grande conocida de receptores en
la membrana celular (ver Fig. 4). El genoma humano codifica aproximadamente 1,000
7TM  que funcionan, sobre todo en la transmision de sefales (luz, odorantes,

neurotransmisores y las hormonas, etc.) ( Penela P.y col. 2003).

exterior ceular

menDrana ey
plasmatica

Figura 4. ESTRUCTURA DE UN RECEPTOR DE SIETE DOMINIOS
TRANSMEMBRANALES. (A) REPRESENTACION DE ESTOS RECEPTORES, EN
PLANO, SANALANDO SU TOPOLOGIA. (B) RECEPTOR VISTO DESDE LA CARA
EXTRACELULAR Y SENALANDO LA ZONA DE INTERACCION CON LA HORMONA.

3.1. Receptor. El alto grado de homologia molecular, por distinto que sea su ligando
endogeno, permite hablar de una familia de receptores. La estructura molecular muestra
un patron comun, con wuna secuencia de aminoacidos con 7 dominios
transmembranales. El sitio de fijacion al ligando suele estar entre los dominios 2 y 3. La
region intracelular de la secuencia tiene sitios de fosforilacién por proteinas cinasas y
entre los dominios 5 y 6 suele estar el sitio de fijacion a la proteina G. Dado que un
mismo receptor puede interaccionar con mas de una proteina G, poseera varias
regiones en el enrollado intracelular en coordinacion con las respectivas proteinas G

(Bustamante D. y col. 2003).
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3.2. Proteina G

Existen multiples formas de las proteinas G en el sistema nervioso, cada proteina G es
un heterotrimero compuesto de subunidades «, f y y simples. La actividad funcional de
las proteinas G implica su disociacion y reasociacion, en respuesta a senales
extracelulares. Las proteinas G unen directamente algunos receptores
neurotransmisores con canales ionicos y regulan niveles intracelulares de segundos
mensajeros. Con la excepcion de la transmision sinaptica mediada via receptores que
forma canales ionicos, la familia de proteinas G parece estar implicada en todas las
sefiales de transmembrana en el sistema nervioso. Las proteinas G, identificadas y
caracterizadas por Rodbell, Gilman y otros, son llamadas asi a causa de la capacidad
para unir los nucleétidos de guanina, guaﬁosina trifosfato (GTP) y guanosina difosfato
(GDP), también poseen una actividad GTPasa intrinseca. Fueron identificadas tres
formas de proteina G en estudios tempranos: G;, denominada transducina, fue
identificada como la proteina G que se une a la rodopsina para la regulacién del
funqionamiento de celulas fotorreceptoras, y Gs y G; fueron identificados como las
proteinas G que se unen a los receptores de membrana para la estimulacién e inhibicién,
respectivamente, de la adenilil ciclasa, la enzima que cataliza la sintesis de AMPc.
Ademas de G;, Gs y G;, los otros tipos principales de proteina G en el cerebro son

designados G, Gor, Ggust, Gz, Gq Y G11-16 (Rennolds S. O. y col. 2000).

Los diferentes tipos de proteinas G contienen distintas subunidades «, que son
responsables de su actividad funcional especifica. La actividad funcional de las

proteinas G implica su disociacion y reasociacion en respuesta a sefales extracelulares.



En estado de reposo, las proteinas G funcionan como heterotrimeros que estan unidos a
GDP y no estan asociados con receptores extracelulares o con proteinas efectoras
intracelulares. Cuando un ligando se une a (y activa) un receptor, da lugar a un cambio
conformacional en el receptor, lo que provoca que se asocie la proteina G al receptor,

esto altera la conformacién de la subunidad « y conduce (1) al desplazamiento del GDP

por el GTP, unido a la subunidad «, (2) a la separaciéon de las subunidades Py de la
proteina G, y (3) a la liberacion de la union receptor-proteina G. Este proceso genera una
subunidad o unida a GTP, que es bioldgicamente activa y que puede regular la actividad
funcional de las proteinas efectoras dentro de la célula. El sistema vuelve a su estado de
reposo cuando el ligando es liberado desde el receptor y la actividad de la GTPasa, que
hidroliza al GTP en GDP. La accién posterior conduce a la reasociacion de las
subunidades « libres con las Py para restaurar el heterotrimero original, que es la

proteina G (Stephan K. B. y col. 1997).

3.3 Sistemas efectores
3.3.1. Adenililciclasa. Varios ligandos éndc’;genos (y también farmacos) ejercen su
accion celular mediante la activacion o inhibicion de la enzima adenililciclasa, cuya
funcién es la de generar AMP ciclico (AMPc) a partir de ATP. EI AMPc activa de manera
especifica la proteina cinasa A (PKA), la cual provoca la fosforilacion de varias proteinas.
La fosforilacion de estas proteinas modifica su funcion, lo que constituye la respuesta
celular a la accién del ligando. Los ligandos que tienen accién inhibitoria sobre la
formacion de AMPc actian por medio de una proteina Gi; la accién celular resultante

sera contraria a la producida por un ligando estimulante de la formacién de AMPc, via
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proteina Gs. EI AMPc formado es hidrolizado por una fosfodiesterasa que lo inactiva.
Como consecuencia de la fosforilacion de proteinas por AMPc-PKA (también por GMPc),
hay fenémenos de despolarizacion o hiperpolarizacién de membranas, alteraciones del
metabolismo, alteracion en la sintesis de neurotrasmisores, modificaciéon de los
movimientos del Ca?* intracelular, exocitosis, contraccion o relajacion muscular vy
modificacion de la expresion de algunos genes.

3.3.2. Fosfoinositidos y movilizacién de Ca®'. Otra via transductora de sefales es la
hidrélisis de fosfoinositidos, fosfolipidos de inositol membranales que generan productos
de diversa actividad biolégica y facilitan la movilizacion de Ca®". El efector catalitico es
una fosfoinositidasa, la fosfolipasa C (PLC), capaz de hidrolizar el fosfadilinositol-4,5-
bisfosfato. La hidrélisis produce diacilglicerol (DAG) que permanece en la membrana e
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) que se libera al citoplasma. La funcion del IP; es movilizar
el Ca** desde los depésitos intracelulares al citoplasma; esta liberacion endocelular de
Ca®' promueve, a su vez, la entrada de Ca*?* desde el espacio extracelular al interior de
la célula a través de canales de Ca®*. El producto resultante de la accion de la PLC y
DAG, es activar la proteina cinasa C (PKC), en presencia de Ca** y fosfatidilserina. La
PKC fosforila proteinas que modifican diversos procesos celulares como secrecion,
activacion de plaquetas, regulacion de expresion de genes, potenciacion sinaptica de
largo plazo, metabolismo, etc. El Ca?" intracelular actta activando varias enzimas
después .de unirse a proteinas fijadoras de Ca?* (calmodulina, troponina C,

calsecuestrina, etc).

3.3.3. Fosfolipasa A,. La enzima fosfolipasa A; libera acido araquidénico (Ac.A) a partir

de fosfolipidos de membrana, como la fosfatidilcolina y el &cido fosfatidico. EI Ac.A



activa la PKC y la PLC, aumenta la concentracion de Ca®" y modula la actividad de
algunos canales de K'. Ademas, el AA es el precursor de prostaglandinas y de

interleucinas.

3.3.4. Activacion de canales idnicos. Las proteinas G pueden activar canales i6nicos
por mecanismos directos e indirectos. En la activacion directa la proteina G activada
actua sobre la molécula del canal sin compuestos intermedios. La activacion indirecta
implica que la proteina G activada provoca la liberacion de segundos mensajeros y sus |
respectivos sistemas efectores, los que actuan sobre el canal, modulando su apertura o

cierre. Ejemplos de ellos son algunos canales de Ca®*y K" cardiacos.

3. Receptores de membrana con actividad enzimatica
Ciertos receptores de membrana poseen actividad enzimatica. La porcion extracelular
tiene el dominio de fijaciéon del ligando que, al unirse al receptor, provoca la modificacion
necesaria para que la porcion intracelular del receptor, dotada de actividad enzimatica,
catalice sustratos especificos. Ejemplos de estos receptores son el de insulina y factor
del crecimiento (tirosinacinasa o cinasa autofosforilante de la propia proteina a nivel de

residuos de tirosina) y el del péptido natriurético auricular (con actividad de

guanililciclasa).

SUBTIPOS DE RECEPTORES
Cambios en la secuencia primaria de aminoacidos del receptor determinan
nuevas moléculas, que si bien no se diferencian significativamente desde un punto de

vista estructural, si lo hacen funcionalmente. Cuando los cambios afectan al dominio de



union al ligando, se ven afectadas la afinidad y la especificidad, determinando una
alteracion de la actividad intrinseca de los agonistas y los antagonistas.

El criterio de diferenciaciéon puede ser farmacolégico o con base en estudios de biologia
molecular. Un ejemplo claro es el caso de los receptores muscarinicos M, entre los
cuales existen los M1, M2 y M3 basados en criterios farmacolégicos; los subtipos m1 a
m5 han sido reportados con base en biologia molecular. Mas aun, la distribucién
anatomica de los distintoé subtipos receptores suele ser heterogénea, controlando las
respuestas celulares de los 6rganos en los cuales se les encuentra. La implicacion
terapéutica de los subtipos receptores farmacolégicos es clara, en el sentido que permite
la utilizacion de agonistas con mayor especificidad y afinidad por un determinado subtipo
de receptor y evitar, asi, los efectos indeseados de agonistas menos especificos que

acttan sin discriminar los subtipos de receptores (Bustamante D. y col. 2003).

RECEPTORES ADRENERGICOS

Hace algunos afios se aislaron los genes para todos los adrenoceptores, se ha
determinado su secuencia de aminoacidos completa y en la actualidad se reconoce
también heterogeneidad entre los adrenoreceptores a-. La distincién inicial se basé en
consideraciones funcionales y anatémicas cuando se percibi6 que la noradrenalina y
otros agonistas a- podian inhibir en gran medida la descarga de noradrenalina desde las
neuronas (Starke, 1987). De hecho, cuando se estimulan los nervios simpaticos en
presencia de ciertos antagonistas a-, se incrementa en grado notable la cantidad de
noradrenalina liberada por cada impulso nervioso. Esta retroalimentacion negativa de la
noradrenalina sobre su descarga desde las terminaciones nerviosas, se encuentra

mediada por receptores a que desde el punto de vista farmacolégico son distintos de los



receptores a posinapticos clasicos. De conformidad con lo anterior, estos receptores a
presinapticos se designaron a,, en tanto que los receptores a “excitadores” posinapticos

se designaron a; (Langery Lehmann, 1988).

Son tres los adrenoreceptores as- definidos desde el punto de vista farmacologico
y clonados (aia, a4, Q4p) y €n estudios reéientes se han demostrados diferencias en la
distribucién tisular entre los subtipos. De todas maneras no se han aclarado, en su mayor
parte, las peculiares propiedades funcionales de los diferentes subtipos de receptores a;-
adrenégicos. Son tres los receptores ar-adrenérgicos clonados (apa, Ozs, Qac).

(Guimaraes y Moura, 2001)

ADRENORECEPTORES q4

Los subtipos aj-adrenérgicos se encuentran distribuidos ampliamente en todo el
sistema arterial y venoso, indicando que estos receptores tienen un papel relevante en la
regulacion del flujo sanguineo y en el mantenimiento de la resistencia vascular periférica
(Vargas y Gorman, 1995). En la rata, la distribucién tisular de los subtipos a;- ha sido
extensamente investigada a través del analisis en los patrones de expresion del ARN,,

(Faure y col., 1994).

No obstante que la mayoria de los tejidos expresan los tres subtipos a nivel de
ARNm, parece haber un patrén en la distribucién tisular que es caracteristica de cada
subtipo en esta especie (rata Wistar). En este sentido se ha reportado que, con
excepcion de la corteza cerebral, casi todos los tejidos estudiados expresan un subtipo

a; como el dominante (Scofield y col., 1995). Por ejemplo, niveles altos de expresién
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para el subtipo aja se han encontrado en tejidos como: el pulmén, el eséfago, el
estdbmago, el intestino delgado, el colon, el pancreas, el rifidén, la vejiga y la prostata,
mientras que para el aig en la uretra, el tejido adiposo blanco, el higado y el corazén |
(Torres-Marquez y col., 1992). En el caso de la traquea, el bazo, la corteza cerebral,
las glandulas adrenales y la aorta, parece expresarse, predominantemente, el ARNq,
para el subtipo aip (Scofield y col., 1995; Xu y Han, 1996). Aunque no siempre es
posible encontrar una relacion entre los niveles de ARNy, y la expresion funcional de un
receptor (Piascik y col., 1995), algunos grupos de investigacion han sugerido que el aa
es el subtipo predominante responsable de la respuesta adrenérgica en el conducto
deferente, la prostata, la glandula submaxilar y el rifién (Hiraoka y col., 1999), en tanto
que, en el bazo, el tejido adiposo blanco y el higado el receptor involucrado en la
respuesta es el aig (Torres-Marquez y col., 1991). En el corazdon la respuesta
inotropica positiva a la estimulacion aj-adrenérgica es mediada, fundamentalmente, por
los subtipos aia y ass (Hattori y Kanno, 1998). Es importante sefalar que hay
diferencias en la distribucion tisular de los subtipos a;- por especie. El ejemplo mas
notable de esta diversidad es el higado; en el humano, el perro, el gato y el conejo el
subtipo predominante es el aia (Garcia-Sainz y col., 1992); mientras que en el ratén, el
hamster y la rata, el principal es el aig (Garcia-Sainz y col., 1994) y en el mono rhesus

ay una mezcla de aqa y a1 (Garcia-Sainz y col., 1996b).

En la rata los estudios funcionales, utilizando arterias de conductancia, han
demostrado que el subtipo aip tiene una participacion importante en la regulaciéon del
tono vascular. En este sentido se ha reportado que la activaciéon de este subtipo por

agentes aj-adrenérgicos produce contraccion en un grupo numeroso de arterias, entre



las que se incluyen: la aorta (Goetz y col., 1995; Villalobos Molina e Ibarra, 1996), la
carétida (Villalobos Molina e Ibarra, 1996), la iliaca (Piascik y col., 1995, 1997), la
mesentérica superior (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996), la femoral (Piascik y col.,
1997) y la pulmonar (Hussain y Marshall, 1997). La deteccion del ARN, y de la
proteina para el subtipo aip en la capa media superior de esas arterias (Piascik y col.,
1994), apoyan la sugerencia de que este receptor desempefia un papel en la regulacion

vascular.

El ARN, para el subtipo aia es expresado en niveles muy elevados en las arterias
periféricas de la rata, aproximadamente el 90% del ARN, total que codifica para los
adrenoreceptores ai- pertenece a este subtipo (Guarino y col., 1996). Sin embargo,
solamente en la arteria caudal se a encontrado el subtipo asa como el receptor
predominante en la contraccion (Lachnit y col., 1997; Villalobos Molina e Ibarra,
1996). La funcién del subtipo asg en la contraccién del masculo liso vascular no se ha
podido determinar debido a la carencia de herramientas farmacolégicas selectivas para
este subtipo. A pesar de que el ARN,, y |la proteina para el subtipo aig se han detectado
en todo el sistema vascular periférico, este receptor no parece estar ligado a la
‘activacion de la contraccion en la mayoria de las arterias de la rata, sugiriendo que ese
receptor tiene una funcion limitada en el sistema arterial (Hrometz y col., 1999). La
presencia del subtipo aig en tejido venoso sugiere que éste podria tener un papel
fisiologico en la constriccion venosa, en la regulacion de la capacitancia venosa y por lo
tanto en el gasto cardiaco. EIl subtipo aip ha sido detectado en vasos sanguineos
mediante estudios funcionales o de unién de radioligandos, pero no se ha encontrado en

otros tejidos de la rata, incluyendo aquellos-6rganos que participan en la regulacion de la



presion arterial, como son el rifién y el corazén. Esto significa que el subtipo aip
participa en la regulacion de la funcion cardiovascular fundamentalmente a traves de su
influencia a nivel vascular. El allazgo de que los subtipos aia y aip participan en la
regulacion del tono vascular en las arterias de resistencia, hizo evidente la importancia
del papel fisiologico que juegan esos adrenoreceptores en la regulacion de la funcion del

sistema cardiovascular.

Por otro lado, no se cuenta coh suficiente informacion que permita establecer si un
solo subtipo es expresado, funcionalmente, en diferentes tipos celulares en un tejido o si
los tres subtipos son coexpresados por la misma célula. En cultivos primarios de
miocitos cardiacos de rata neonata se detectaron los tres subtipos, donde su expresion
fue regulada de manera diferente por la exposicion crénica del agonista o por otros
estimulos hipertroficos (Rokosh y col., 1996). Esto apoya el concepto de coexpresion
de los suptipos por las células y sugieré que el nivel de expresiéon esta sujeto a
mecanismos de regulacion independientes. Debido a que los tres subtipos parecen
coexistir en diferentes proporciones en los tejidos, es razonable sugerir que la respuesta

a la estimulacion ay-adrenérgica, se debe a la activacion de varios subtipos.

MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES DE LOS
ADRENOCEPTORES a;

La estimulacion de éstos receptores da por resultado regulacion de por lo menos,
cuatro sistemas efectores (Lomasney y col., 1991; Bylund, 1992). El modo primario de
transduccion de sefales consiste en la movilizacion de Ca** intracelular desde los sitios
endoplasmicos de almacenamiento. Este incremento del Ca?* intracelular se considera,

en la actualidad, resultado de activacion de isoformas de fosfolipasa C a través de la
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familia G411 de proteinas G. La hidrdlisis de polifosfoinositidos fijos a la membrana, por
via de la fosfolipasa C, da por resultado la generacion de segundos mensajeros:

diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3).

El IP; estimula la descarga del Ca®* desde los reservorios intracelulares (reticulo
endoplasmico), por medio de un proceso especifico mediado por receptores, en tanto
que el DAG es un activador potente de la PKC. Un componente de primera importancia
de las reacciones que ocurren después de la activacion del receptor consiste en la
regulacion de diversas proteinas cinasas. Ademas de la PKC, activada por el Ca®* y el
DAG, estas incluyen un grupo de proteinas cinasas sensibles al Ca® y calmodulina
(Tanaka y Nishizuka, 1994). La estimulacion as-adrenérgica de la fosfolipasa A; (PLA))
genera araquidonato libre, que es sustrato de la cicloxigenasa y de la lipooxigenasa
hasta producir prostaglandinas y leucotrienos con bioactividad, respectivamente. La
estimulacion de la actividad de PLA; por diversos agonistas (entre ellos adrenalina, que
actua a nivel de los adrenoreceptores a;-) ocurre en muchos tejidos y en muchas lineas

celulares, lo que sugiere que este efector tiene importancia fisiologica.

La fosfolipasa D (PLD) hidroliza la fosfatidilcolina para producir acido fosfatidico -
(PA). Aunque por si solo el PA puede actluar como segundo mensajero al liberar Ca®*
desde las reservas intracelulares, se metaboliza también hasta el segundo mensajero
DAG. En estudios recientes se ha demostrado que la PLD es un efector del factor
ribosilante de ADP (ARF), lo cual indica que la PLD puede desempefiar una funcién de
transito por la membrana. Por ultimo, algunas pruebas realizadas en musculo liso

vascular sefalan que los adrenoreceptores ai- regulan el canal del Ca*' via una
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proteina G (Zhong y Minneman, 1999). En casi todos los tipos de musculo liso, las
concentraciones incrementadas del Ca?* celular generan finalmente contraccion, como
resultado de activacion de proteinas cinasas sensibles al Ca®*, como la cinasa de la
cadena ligera de la miosina, dependiente de la calmodulina; la fosforilacién de la cadena

ligera de la miosina conlleva el desarrollo de tension (Stull y col., 1990).

Las proteinas G heterotriméricas estan integradas por las subunidades a, By y.
La subunidad a tiene actividad GTPasa y es Unica para cada proteina G, mientras que
las subunidades B y y son compartidas pof varias proteinas G (Natel y Bouvier, 1993;
Schnabel y B6hm, 1996). La familia de proteinas Gy1 tiene cuatro isoformas a: aq y
aqy las cuales son coexpresadas en la mayoria de las células y las a4 y a1 muestran
una distribucion restringida. El acoplamiento individual de subtipos de receptores a4 a
diferentes subunidades a de la familia Gg41 ha sido examinado por sobreexpresion
transitoria de un par de receptores y subunidades a de proteina G en células de rifion de
mono. Estos estudios mostraron que los 3 subtipos de adrenoreceptores a; pueden
acoplarse a la PLC a través de las subunidades Oq Y Q11, los subtipos aia y aip estan

acoplados a la subunidad a4 y solo el receptor asg esta acoplado a la subunidad a;g (Wu

y col., 1992).

REGULACION DEL RECEPTOR

Los receptores, como moléculas especificas de las células poseen un ciclo
biolégico determinado, de forma que su velocidad de recambio esta definido por el
equilibrio entre los procesos de sintesis, movimiento y desintegracién, dentro de los

sistemas especificos de regulacién. No obstante este reciclaje natural de la célula, hay
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determinadas situaciones en las cuales los receptores son regulados en funcion de la
homeostasis celular. Fundamentalmente son fenémenos de desensibilizacion y de
hipersensibilizacion. Los mecanismos moleculares que subyacen a los procesos de

regulacion de receptores no estan totalmente comprendidos.

DESENSIBILIZACION

La desensibilizacion es un proceso que se caracteriza por la pérdida de respuesta
celular ante a una estimulacion excesiva, cronica o aguda del agonista sobre el receptor,
es un componente importante de la capacidad homeostatica en los procesos de
activacion celular y tiene evidentes consecuencias de caracter fisioldgico y patologico

(Garcia-Sainz y col., 2000).

Esta desensibilizaciéon, es la consecuencia de una combinacién de diversos
mecanismos. Estos mecanismos incluyen desacoplar el receptor de las proteinas G en
respuesta a la fosforilacion del receptor (Trudy A. K. y Lefkowitz R. 2003). La funcion
de los adrenoreceptores as y de muchos otros tipos parecen estar regulados por la
fosforilacion, en otras palabras el estado de fosforilacién parece modular su sensibilidad
y por consiguiente la respuesta celular. La fosforilacion es considerada como el paso
inicial del proceso de desensibilizacién. Uno de los primeros pasos en este proceso
implica "desacoplar funcionalmente" las proteinas G de los receptores. Este proceso es
bastante rapido (segundos a minutos) y es dependiente de la fosforilacién del receptor,
mediada por cinasas de segundos mensajeros intracelulares (PKA y PKC) y por las

cinasas acopladas a receptores de proteinas G (GRKs) (Garcia-Sainz y col., 2004).
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Hay dos tipos de densensibilizacion:
Desensibilizacion Heteréloga. Es cuando el receptor adrenérgico se fosforila

(residuos de serina®® y serina*®

) por otra via o por otro receptor diferente que el de
su via de transduccion y también involucra cinasas activadas por segundos

mensajeros (PKA y PKC), a este proceso se le llama “crosstalk” (ver Fig. 5).

(X1B-AR

Figura 5. FOSFORILACION DEL ADRENOCEPTOR o4 POR FOSFOLIPASA C
PRODUCIDO POR LA ENDOTELINA.

ET, endotelina

ETx-R receptor de endotelina:

PIP2, fosfatidil inositol 4,5-bifosfato;
DG, diacilglicerol;

IP; , inositol 1,4,5-trifosfato:

PKC, proteina cinasa C.
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Desensibilizacion Homologa. Es cuando el receptor adrenérgico se fosforila (residuos de

serina*®, serina*® y serina*'%) por su misma via de transduccién y es mediada por

(GRKs) (ver Fig. 6).

Pi p;
Pi

Figura 6. FOSFORILACION DEL ADRENOCEPTOR a4z POR GRK .

GRK, G cinasas para receptores de proteina G;
p-Arr, beta-arrestina;

PPase, proteina fosfatasa;

Adr; adrenalina.

e Cinasas acopladas a receptores de proteinas G (GRKSs)
La desensibilizacion funcional del receptor ha sido determinada por la fosforilacién en

residuos de serina y treonina. Aunque existen 4 subtipos de GRKs, la tipo 2 es la que
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adiciona grupos fostato al receptor, es una familia de enzimas que modifican la
estructura de los receptores introduciendo un grupo fosfato cuando los receptores son
estimulados de forma excesiva. La fosforilacion del receptor por la GRK no es suficiente
para la desensibilizacion, sirve para crear sitios de alta afinidad y para promover el
acoplamiento de las proteinas arrestinas. La funcion de las arrestinas en la
desensibilizacion se ha estudiado extensivamente ya que éstas facilitan la endocitosis o

también llamado secuestro del receptor (Cheryl M. C.y Donald H. W. 1995).

Las GRKs y las arrestinas parecen ser moléculas reguladoras dominantes para la
internalizacion del receptor, se ha demostrado que estas proteinas interactian con otras
proteinas como la AP,y la clatrina y como consecuencia, se forma una vesicula que es

una ruta de endocitosis ya caracterizada ( Spiegel A. 2003).

La clatrina es una proteina trimérica muy estable y junto con la proteina AP-2, la

dinamina y otras proteinas forman los “coated pits”, vesiculas que son internalizadas en

la célula

En los dltimos anos se ha investigado el papel de la internalizacion del receptor,
hay evidencias que existen 2 posibles vias, una posible via es la llamada “down
regulation” una disminucién en el nimero total de receptores funcionales en la

membrana celular y es causada por la exposicion prolongada del agonista (horas o dias)

(Marsh M.y McMahon H.T. 1999).

La disminucion del numero de receptores en la membrana puede ser
consecuencia de los siguientes procesos: internalizacion del receptor, inactivacion del

receptor, protedlisis del receptor por enzimas intracelulares en los lisosomas; y después
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de la degradacion la célula tendria que hacer sintesis de novo para formar otra proteina
y asi regular el niumero de receptores en la célula (Yu y col. 1993). La otra via
después de la internalizacion del receptor es la de que el receptor se defosforile y este
reciclamiento del receptor lo regrese a la membrana de la célula (ver Fig. 7) (Audrey C.

y col. 2002) .

©) DESENSIBILIZACION

GPOR .

RESENSIBILIZACION

DEGRADACION

Endosoma

temprano

lisosoma

Figura 7. MECANISMO DE DESENSIBILIZACION EL CUAL ES INICIADA POR LA
FOSFORILALACION DEL RECEPTOR, SEGUIDO DE LA INTERNALIZACION DONDE
PUEDEN OCURRIR 2 VIAS UNA ES LA DEGRADACION DEL RECEPTOR Y LA OTRA
ES EL RECICLAMIENTO DONDE EL RECEPTOR REGRESA A LA MEMBRANA.
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OBJETIVO GENERAL

# |dentificar el proceso de desensibilizacion de los adrenoreceptores a, en musculo

liso vascular de aorta de rata en condiciones de cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

# Investigar el proceso de desensibilizacion incubando la arteria aorta con

diferentes concentraciones de Norepinefrina (NE) a tiempos de 2 y 24 horas.

# ldentificar cual de los subtipos de adrenoreceptores a; participa en la contraccion

alas 2 y 24 horas de incubacién.

# Cuantificar la proteina para los adrenoreceptores a; por “Western Blot’ a

tiempo 0 y 24 horas de incubacién.

# Investigar la respuesta contractil de aorta cuando se adiciona una soluciéon 80

mM de KCI en las diferentes condiciones de cultivo.
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PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

La desensibilizacién es un proceso que se caracteriza por pérdida de la respuesta
celular, se trata generalmente de una respuesta de proteccion celular ante una
estimulacion continua del agonista sobre el receptor. Este proceso es un componente
importante en la capacidad 'de regular la activacion celular y tiene evidentes
consecuencias de caracter fisiologico y patolégico. La funcion de los adrenoreceptores
a; y de muchos otros tipos parecen estar regulados por la fosforilacion, en otras
palabras el estado de fosforilacién del receptor parece modular su sensibilidad y por

consiguiente la respuesta celular.

Son tres los adrenoreceptores a; definidos desde el punto de vista farmacologico

y molecular (asa, aig, d1p) y €n estudios recientes se han demostrados diferencias en la

distribucion tisular entre estos subtipos.

El proceso de desensibilizacion de receptores o4-adrenérgicos es de particular
interés, debido a su importancia en el control de varios procesos fisioldgicos como la

presion arterial y la regulacion del tono de los vasos sanguineos.
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HIPOTESIS

La exposicion continua de la aorta a noradrenalina, debe provocar
desensibilizacion de los receptores a4 adrenérgicos, por lo tanto la
respuesta contractii mediada por el receptor o4p adrenérgico se ve

modificada.



MATERIAL Y METODOS

1. EXTRACCION DE ANILLOS DE AORTA

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, macho, normotensas de tres meses de edad
(BIOTERIO, CINVESTAV SUR), las ratas se sacrificaron en atmosfera de éter y se
diseco la arteria aorta toracica la cual se colocd en cajas de petri con soluciéon Krebs
para remover los tejidos conectivo y adiposo. Posteriormente las arterias se cortaron en
segmentos de 3-4 mm y se les removidé el endotelio por frotacién con un estilete

esmerilado (ver figuras 8,9 y 10).




2. INCUBACION CON MEDIO D-MEM

Utilizando campana de flujo laminar para evitar la contaminacion, los anillos se
colocaron en una caja multipozos con 2.7ml de medio D-MEM vy se les agregaron
diferentes concentraciones de norepinefrina (NE), 1X10%° a 1X10%° M; cabe sefalar
que se tomé como control a los anillos a los cuales no se les adicion6 NE. El tejido fue

incubado a diferentes tiempos (2 y 24 horas) a 37° C y 5% de CO,.(ver fig 11)

Figura 11. CAJA MULTI

3. DETERMINACION DE LOS CAMBIOS EN LA TENSION ISOMETRICA

Una vez transcurrido el tiempo establecido de la incubacion, los anillos arteriales se
montaron en dos ganchos de nikrom y se colocaron en camaras para 6rgano aislado
con una solucion Krebs cuya composicion (mM) es la siguiente: NaCl, 118; KCI, 4.7;,
2.5, MgSO0y4, 1.2; KHPO4, 1.2; NaHCO3, 25; EDTA, 0.026 y glucosa, 11.1. La solucién
Krebs se burbujeé constantemente con una mezcla gaseosa que contiene 5% CO,:

95%0;, la solucién se mantuvo a una temperatura de 37°C y a un pH de 7.4.
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Uno de los ganchos se fijo a la parte inferior de la camara y el otro se até a un
transductor de tension isométrica modelo Grass TSD105 (Astro-Med, RI, USA), acoplado
a un sistema de adquisicion de datos modelo MP100 (Biopac Systems Inc., CA, USA) y a

una computadora para registrar los cambios de tension provenientes de la arteria.

ARTERIA
AORTA

GANCHO
DE NIKROM

Ly
¥ £y
..:{. A

Fig. 172 CAMARA PARA ORGANO AISLADO

4. SENSIBILIZACION DEL RECEPTOR

Los anillos de la arteria aorta se sometieron a una tension inicial 6ptima de 3g vy
después de un periodo de reposo de 30 min., los anillos se estimularon con una
concentracion de 1x107 M de NE vy al llegar al efecto maximo las arterias se lavaron.

Este procedimiento se repitié 3 veces, cada 30min.



5. INTEGRIDAD DEL ENDOTELIO

La integridad funcional del endotelio en las preparaciones se determiné
farmacolégicamente por la respuesta relajante a carbacol. Después de un periodo de
reposo las preparaciones se contrajeron con NE (1x107 M) y una vez que alcanzaron la
meseta se les agregd carbacol a una concentracién 1x10° M. Los anillos que no

presentaron relajacion o pérdida en la respuesta fueron considerados sin endotelio.

6. RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA DE RATA A KCI 80 Mm
Después de un periodo de reposo de 30 min, se sustituye el Krebs normal de la
camara y se agrega el Krebs con KCI 80 mM, para ver la maquinaria contractil del tejido

por despolarizacion de la membrana celular.

7. EFECTO CONTRACTIL DEL AGONISTA (NE) a;-ADRENERGICO (CURVA1)

Las arterias se mantuvieron por 30 min en una solucidon Krebs con rauwolscina
(100 nM) y propranolol (100 nM) con el propoésito de bloquear los receptores a, y B,
respectivamente. Se realizaron curvas crecientes de concentracion-respuesta a NE

(1 nM a 100 uM), hasta que se observo el efecto maximo, después se lavé el tejido con

solucion Krebs.

8. EFECTO DEL BMY 7378 SOBRE LOS ADRENORECEPTORES aip

Después de la primera curva concentracién-respuesta a la noradrenalina las arterias
se mantuvieron por 30 min en una solucién con BMY 7378 (1x10° M), rauwolscina y
propranolol, una vez transcurrido el tiempo se realizé una curva concentracion-respuesta
a NE (1 nM a 100 pM). Después se dejoé reposar la arteria en solucion Krebs durante
1 hora y se realizd el mismo procedimiento, pero ahora con BMY 7378 (1x10%° M) y

después con BMY 7378 (1x10° M).
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9. EFECTO DEL 5-METILURAPIDIL SOBRE LOS ADRENOCEPTORES aja
Se realizé el mismo procedimiento que con el BMY 7378, pero ahora con 5-metil

urapidil adicionandole las siguientes concentraciones: 1x10®, 1x107° y 1x107 M.

PROTECCION DEL ADRENORECEPTOR aip- CON BMY 7378 (1x107 M)
Se incubaron las arterias con 2.7 ml de medio D-MEM y BMY 7378 (1x107 M)

durante 24 horas y después se realizdé una curva concentracion- respuesta a NE (1 nM

a 100 uM).

10. CUANTIFICACION DE PROTEINA POR WESTERN BLOT

e Extraccion de la muestra

Se sacrificaron 8 ratas en una atmosfera de éter y se les disecod la aorta,
posteriormente se limpio del tejido adiposo y conectivo circundante. Se coloco el tejido
en 0.5ml de Tris-HCI (pH 7.4; 0.1M) mas una mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF,
TLC e IAA) y se hombgenizé con un Politron (Tissue Tearor, Biospec Products, Inc.).
Obtenidos, los homogenizados se centrifugaron a 10,000 rpm/5 minutos/4° C y se separo
el sobrenadante en alicuotas de 200 microlitros. Se determiné la concentracion de
proteinas por el método de Bradford. A cada pozo se le agregaron una alicuota, el 10%
de su volumen de buffer de SDS, que a ;u vez tiene el 10% de B-mercaptoetanol, se

hirvieron las muestras en bafio maria por 10 minutos. Las muestras se mantuvieron en

congelacion a -70° C.
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o Electroforesis en geles de poliacrilamida:

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10%. Una vez polimerizado el gel se
deposité en cada pozo 20 microgramos_!ul y en un pozo predeterminado se deposité un
marcador de peso molecular (Rainbow, Amersham), mas tarde se agregé en la camara
un buffer de corrida (Tris-Acetato 400 mM, EDTA 20 mM), y se inici¢ la electroforesis a 88

voltios durante 3 horas.
e Transferencia de proteinas

Las proteinas separadas se transfirieron desde los geles hacia membranas de
fluoruro de polivinildieno (PVDF, Transfer Membrane; Hybond-P, Amersham Pharmacia

Biotech) por medio de un sistema de transferencia (Trans-Blot SD Semi-dry Transfer

Cell, Bio-Rad) a 15 voltios durante 45 minutos.

¢ |Inmunodeteccién

Se realizé un bloqueo de unién inespecifica con leche Svelty, baja en grasas, al
5% en buffer TBS-Tween, durante 3 horas con agitaciéon constante. Las membranas se
incubaron con anticuerpos primarios (anticuerpos de cabra; 1:200 en leche-TBS-Tween
al 5%) especificos contra cada uno de los adrenoreceptores o;- y B-actina (Santa Cruz,
Biotechnology) por toda la noche a 20° C, con agitacién constante. Posteriormente se
realizaron tres lavados a intervalos de 1b minutos con TBS-Tween abundante. Se

incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (obtenida
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de burro inmunizada con anticuerpo anti-cabra; 1:1000 en leche-TBS-Tween al 5%)
contra el anticuerpo primario. Finalmente las membranas se expusieron y se revelaron
en placas fotograficas (Hyperfim-ECL, Amersham) utilizando como agente
quimioluminiscente, luminol (Western Blotting Lﬁminol Reagent, Santa Cruz
Biotechnology). La fluorescencia se detect6 como una banda oscura en la placa
fotografica, correspondiendo al peso moleéular de la proteina de interés recomendado
por el fabricante de los anticuerpos primarios. Las placas fotograficas se digitalizaron y

analizaron por densitometria mediante un programa computarizado (Quantity One, Bio-

Rad).

Los datos se graficaron como la relacion entre la densidad de la banda de la
proteina problema, entre la densidad de la banda de la proteina de referencia

(beta-actina) expresada en unidades arbitrarias.
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RESULTADOS

1) RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA ADICIONANDO KCI 80 mM

Para investigar si las condiciones de incubacion modifican la respuesta contractil en

aorta de rata Wistar se agregé una solucion de KCI 80 mM

CONTRACCION (g)

Grafica 1.

D.MEM 24H 37°C
D-MEM 24H FRIO
D-MEM 2H 37°C
KREBS 2H 37°C

4400

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO (minutos)
Curso temporal de la contraccién a KCl 80 mM en arteria aorta

de rata incubada a diferentes tiempos y condiciones.

En las diferentes condiciones de incubacion de la arteria aorta en rata Wistar, (ver

grafica 1). EI KCI 80 mM provocé una respuesta contractil cuya contraccion maxima se

alcanzo después de los 5 minutos y no fue modificada por las condiciones ya descritas.
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2) CONTRACCION DE LA ARTERIA POR EL AGONISTA «;-ADRENERGICO EN
AORTA DE RATA INCUBADA CON D-MEM A 37°C

Para investigar el proceso de desensibilizacion del receptor a.1-adrenérgico se incubo

la arteria aorta con D-MEM a 2 y 24 horas y con NE (1x10%° a 1x10%5 M), se tomé

como control a los anillos arteriales que no se les adicioné6 NE. Después de la

incubacién se realizd una curva concentracion-respuesta a NE.

CONTROL
NE-8.5
NE -8
NE-7.5
NE -7

(28]
i

=
Om<]4C®@

CONTRACCION (g)

0lg
I

A1 -0 9 8 7 g 510 9 8 7 6 5

log [M] NE

Grafica 2. Respuesta contractil de aorta de rata incubada a diferentes tiempos
y a diferentes concentraciones de Norepinefrina (NE).

39



La NE provoca contraccion dependiente de la concentracion en arteria aorta
(ver grafica 2). Sin embargo, en los anillos incubados a las 2 horas con NE se observé
desensibilizacién del adrenoreceptor aq porque disminuy6 la contracciéon maxima de los
incubados con NE con respecto a el control aunque los valores de afinidad por el

agonista (pD;) son similares (ver tabla 1).

Tabla 1. Valores de pD, para Noradrenalina en aorta de rata Wistar normotensa
en condiciones de cultivo a diferentes tiempos. E.E. = Error Estandar

Tiempo 2 horas 24 horas
pD, Media E.E. Media k.
Control 873 | 0.11 6.74 0.13
NA -8.5 8.63 0.5 6.36 0.09
NA -8 8.78 0.33 6.53 0.06
NA-75 | 880 | 047 | 6.67 0.1
NA -7 8.68 0.29 6.65 0.1
NA -6.5 8.14 0.61 6.91 0.12
Media 8.62 0.38 6.64 0.11

A las 24 horas de incubacion se observoé un desplazamiento a la derecha, con
cambios importantes en la respuesta maxima de la curva concentracion-respuesta a NE

(ver grafica 2). Los valores de pD, a las 24 horas de incubacién es, aproximadamente,

de 6.64 (ver.tabla 1).
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3) EFECTO CONTRACTIL DEL AGONISTA o; ADRENERGICO EN AORTA DE
RATA INCUBADA CON KREBS 24 HORAS

Se incubd la arteria aorta 24 horas con Krebs a 4°C, conteniendo NE (1 x 10,
1x 107, 1 x 10® M) y un control unicamente con Krebs. Después de la incubacion se

realizé una curva concentracion-respuesta a NE.
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Grafica 3. Respuesta contractil de aorta de rata incubada en Krebs
24 horas a 4°C y a diferentes concentraciones de NE.

La NE provocé contraccion, dependiente de la concentracion, en aorta de la rata
(ver Grafica 3); cabe sefialar que a las 24 horas incubadas con Krebs no ocurre un
desplazamiento a la derecha, como cuando son incubadas con el medio D-MEM. El

valor del pD, fue de 8.4 indicando que esa es la afinidad de la NE por el receptor ap

adrenergico (Villalobos-Molina y col. 1996; Vagna P. R. Y col. 2001;

Fagura y col. 1997).
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4) CONTRACCION DE LA AORTA EN PRESENCIA DE ANTAGONISTAS o4
ADRENERGICOS

Se agregaron antagonistas para caracterizar los subtipos de receptores a

adrenérgicos que participan en el fenédmeno de desensibilizacion.

» 2 HORAS DE INCUBACION

Después de las 2 horas de incubacion con NE, se le agregdé a la aorta un
antagonista selectivo para el receptor asp adrenérgico (BMY 7378) a
concentraciones de 1 x 10%° 1 x10®%y 1 x 107° M. También se le agrego, a otra
arteria, un antagonista para el subtipo a4 (5-metilurapidil, 5Mu) en concentraciones

de 1x10% 1x107°y1x107 M

% RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA ADICIONANDO EL ANTAGONISTA 5-
Mu DESPUES DE LAS 2 HORAS DE INCUBACION CON D-MEM

El antagonista 5-Mu no desplaz¢ la curva a la derecha de la curva concentracion-
respuesta a NE en 2 horas de incubacion (ver Grafica 4); el valor de afinidad del
antagonista (pkB) fue de 7.46, indicando que el receptor adrenérgico o4a No esta
ejerciendo la respuesta contractil en la arteria, a las 2 horas de incubacioén, ya que el
valor de afinidad del 5-Mu por el adrenoreceptor o1a que se ha reportado es 8.9

(Rafael Villalobos-Molina y col. 1996; M.S. Fagura, y col 1997).
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Grafica 4. Curva concentracion-respuesta de 5-MU a diferentes
concentraciones y con 2 horas de incubacién con D-MEM.

*

# RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA AGREGANDO EL ANTAGONISTA
BMY 7378 DESPUES DE 2 HORAS DE INCUBACION CON D-MEM
El antagonista BMY 7378 desplazé a la derecha la curva concentracién-respuesta
a NE en 2 horas de incubacion (ver Grafica 5). El valor de pA; fue de 8.9 y mostré que

el BMY7378 es un antagonista con alta afinidad en la arteria aorta.
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Grafica 5. Curva concentracion-respuesta de BMY 7378 a diferentes
Concentraciones y con 2 horas de incubacion con D-MEM.

Los valor de pD; a NE que fue de 8.7 y el valor de pA; qué fue de 8.9 indican que
el receptor aqp adrenérgico de aorta de rata Wistar participa en la contraccion a las 2
horas de incubacion con NE ya que el valor de afinidad del BMY 7378 por el
adrenoreceptor ap que se ha reportado es 8.9 (Rafael Villalobos-Molina y col. 1996;

M.S. Fagura, y col 1997).
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» 24 HORAS DE INCUBACION

Con base en los resultados anteriores el receptor a.ip-adrenérgico esta ejerciendo
la respuesta contractil a las 2 horas de incubacion, pero a las 24 horas se desplaz6
la curva a la derecha ~100 veces, por- lo tanto se agregaron antagonistas para los
receptores wip Y a1a adrenérgicos, con el proposito de conocer la participacion de

estos receptores cuando ocurre el proceso de desensibilizacion.

e

> RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA ADICIONANDO EL ANTAGONISTA 5-
Mu DESPUES DE LAS 24 HORAS DE INCUBACION CON D-MEM

El antagonista 5-Mu no desplaz6 la curva a la derecha de la curva concentracion-
respuesta a NE en 24 horas de incubacion (ver Grafica 6); mientras que el valor de
afinidad del antagonista fue de 7.90, indicando que el receptor adrenérgico a1a no esta
ejerciendo la respuesta contractil a las 24 horas de incubacién, ya que el valor de

afinidad del 5-Mu por el adrenoreceptor o1a que se ha reportado es 8.9 (Gross y

col.1988; Minneman vy col., 1988; Michel y col 1989; Fagura y col. 1997).

< RESPUESTA CONTRACTIL DE AORTA AGREGANDO EL ANTAGONISTA
BMY 7378 DESPUES DE LAS 24 HORAS DE INCUBACION CON D-MEM

El antagonista BMY 7378 tampoco desplazd a la derecha la curva concentracion-
respuesta a NE en 24 horas de incubacion con D-MEM (ver Grafica 7). El valor de pA;
fue de 6.11, esto quiere decir que tiene baja afinidad por el receptor ap-adrenérgico y el
reportado es de 8.9 (Villalobos-Molina y col. 1996; Fagura, y col 1998). Lo que indica

que éste no participa en la respuesta contractil a las 24 horas de incubacién con D-MEM.
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Grafica 6. Curva concentracion-respuesta de 5-MU a diferentes
concentraciones y con 2 horas de incubaciéon con D-MEM.
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Grafica 7. Curva concentracion-respuesta de BMY 7378 a diferentes
Concentraciones y con 24 horas de incubacion con D-MEM .
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5) PROTECCION DEL RECEPTOR as;p ADRENERGICO INCUBANDO LA
AORTA CON D-MEM Y EL ANTAGONISTA BMY 7378 (1x107 M) POR 24
HORAS

Como el receptor ap-adrenérgico, a las 2 horas de incubacion, esta participando en

la respuesta contractil y a las 24 horas no lo hace, se propuso incubar la aorta 24 horas

con D-MEM vy se le adicion6 BMY 7378 a la concentracién de 1x10” M con el propésito

de ocupar y proteger al receptor de la desensibilizacidon, como se habia observado.
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Grafica 8. Proteccion del receptor wp-adrenérgico incubando la aorta
con D-MEM y el antagonista BMY 7378 (1x10” m) por 24 horas.
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EI BMY 7378 protegio al receptor o,p-adrenérgico cuando la arteria fue incubada las
24 horas y se observa un comportamiento como el de las 2 horas de incubacion y el de
tiempo cero, es importante sefialar que el tiempo cero fue cuando se extrajo la aorta y
enseguida se mont6 en el equipo para 6rgano aislado ( ver Grafica 8). El valor de pA;
fue de 8.7 indicando que el receptor @ip-adrenérgico no se desensibilizé y esta
participando en la contraccion. También se observé el desplazamiento a la derecha de

la curva a NE cuando es incubada con D-MEM.

6) CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL METODO DE WESTERN BLOT

Los resultados obtenidos por el método de Western Blot indican que la cantidad de
proteina para el receptor o,y-adrenérgico disminuy6, a las 24 horas de incubacion,
significativamente y para el caso de los otros 2 receptores su proteina aumenté, pero el
subtipo @ig-adrenérgico fue estadisticamente significativo mientras que el subiipo Oqa

adrenérgico aumento su proteina, pero no es significativa (ver grafica 9).
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Grafica 9. Cuantificacion de proteina para los receptores a4 adrenérgicos por el
Método de Western Blot a tiempo 0 y 24 horas de incubacion con D-MEM.
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DISCUSION

Los adrenoreceptores o4 constituyen una familia heterogénea de receptores
acoplados a proteinas G. La activacion simpatica tdénica de estos receptores produce
contracp+10Xlos vasos sanguineos, contribuyendo de esta manera a la regulacion
de la resistencia vascular periférica y de la presion arterial (Ibarra B.

Tesis Doctoral 2000).

Estudios funcionales de union con radioligando y de biologia molecular han
demostrado la existencia de multiples subtipos de adrenoreceptores «; en musculo

liso vascular de aorta de rata.

En los ultimos afios se ha investigado y se ha tratado de comprender en términos
moleculares y farmacol6égicos como los receptores o4 adrenérgicos se desensibilizan
funcionalmente. Esta labor no ha sido facil ya que se ha estado estudiando cual es la
participacion  cuando son sobreexpresédos algun subtipo  especifico de los
receptores a4 adrenérgicos en las células, por ejemplo Myrron y col. 2003, han
investigado la localizacién, regulacion, funcién vy estabilidad del receptor a1g
adrenérgico utilizando células DDy MF-2 de hamster, otro trabajo interesante es el
de Garcia Sainz y col. 2004 donde investigaron la fosforilacién y desensibilizacién en
una linea celular de fibroblastos rat 1 que son transfectados con un plasmido

conteniendo un cDNA del adrenoreceptor oip de humano.
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En la rata de la cepa Wistar estudios funcionales, utilizando arterias como la
carétida y la aorta toracica han demostrado que el subtipo de receptor asp adrenérgico
tiene una participacion importante en la respuesta contractil (Villalobos Molina e Ibarra
Barajas, 1996). En esta investigacion se comprob6 que el receptor oip adrenérgico
participa en la contraccion (pD, 8.7) (Villalobos-Molina y col. 1996; Fagura M.S., y
col 1998). Los resultados de los estudios funcionales in vitro demuestran que en el
control cuando fue incubado a las 2 horas, el valor de afinidad a noradrenalina fue (pD;
8.73 + 0.11) y cuando el tejido fue incubado a diferentes concentraciones de
noradrenalina se observd desensibilizacion por que disminuyd el efecto maximo con
respecto al control (ver grafica 2) pero el valor de pD, promedio de las incubadas con
noradrenalina fue de 8.62 + 0.38. Ambos valores de afinidad no son diferentes y son

similares a la afinidad de la noradrenalina por el subtipo de receptor osp adrenérgico.

Con el proposito de identificar el subtipo de receptor que media la respuesta
contractil en los diferentes tiempos de incubacion (2 y 24 horas) se utilizaron
antagonistas selectivos para los subtipos w4a y oip adrenérgicos (5-Muy BMY 7378
respectivamente). A las 2 horas de incubacion y adicionando 5 Mu el valor de afinidad
fue de 7.4 indicando que el receptor adrenérgico a4a no media la respuesta contractil,
pero con la presencia de BMY 7378 desplaza la curva hacia la derecha, con un valor
de afinidad de 8.9 corroborando la participacion del adrenoreceptor oyp en la respuesta

contractil en la aorta de rata en un periodo de incubacion de 2 horas.
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Cuando se incubd la arteria 24 horas con y sin noradrenalina se observd un
resultado bastante interesante porque ocurre desensibilizacién donde probablemente
exista “downregulation” de los adrenoreceptores 4. En estas condiciones se observa
un desplazamiento a la derecha de la curva con 2 ordenes de magnitud, en oftras
palabras se requiere 100 veces mas la concentracion de noradrenalina para provocar el
mismo efecto que a las 2 horas de incubacion (ver grafica 2). Esta deduccion es a
partir del analisis de los valores de pD, ya que el valor péra noradrenalina a las 24
horas de incubacién fue de 6.6 £ 0.11 mientras que a las 2 horas fuede 8.73 £0.11.
Con estos valores se infiere que el subtipo de adrenoreceptor a4p que participaba en
la contraccién a las 2 horas ya no esté médiando la respuesta contractil a las 24 horas
de incubacion.

Un resultado inesperado pero interesante fue que el control se comportdé de
manera similar a los incubados con noradrenalina a las 24 horas, con respecto a este
fendbmeno se propone la posibilidad de que exista noradrenalina residual en las
terminales nerviosas de la aorta de rata y que esta noradrenalina este interactuando
constantemente con los receptores «4p adrenérgicos y con ello desencadene el
proceso de desensibilizacion, es decir la _presencia del agonista por 24 horas podria
desensibilizar al tejido. También se evaludé farmacolégicamente la respuesta contractil
a KCI 80 mM en aorta de rata en diferentes condiciones y tiempos de cultivo (ver grafica
1) y se observa que no existe diferencia entre la respuesta contractil por efecto de la
despolarizacion de la membrana en las diferentes condiciones de cultivo esto nos quiere
decir que la maquinaria contractil no fue modificada por la incubacién.

A las 24 horas de incubacion no se observd un desplazamiento hacia la derecha de

las curvas en presencia de los antagonistas 5-Mu y BMY 7378, para el caso de | BMY
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7378 el resultado era de esperarse no asi con el 5-Mu cuyo valor de afinidad en estas
condiciones fue pKb 7.90 + 0.15 con lo cual se descartd la posibilidad de la

participacion del subtipo «1a  en las respuesta contractil por que la afinidad del

5-Mu por el subtipo aia es de 8.9 (Gross y col.1988; Minneman y col., 1988;

Michel y col 1989; Fagura M.S., y col 1998) ),

Otro resultado que vale la pena mencionar fue que el adrenoreceptor aip se
protegi® de la desensibilizacion cuando el tejido fue incubado con BMY 7378
(1 x 10 7 M), esto quiere decir que se bloqued la disponibilidad del receptor con la
noradrenalina residual de las terminales nerviosas, o sea que el BMY 7378 evita que la
noradrenalina este sobreestimulando continuamente el receptor adrenérgico aip Yy
por lo tanto no desencadene los pasos de la desensibilizacion que serian la

fosforilacion, internalizacion y degradacion o reciclamiento del receptor.

Otro aspecto importante a destacar sobre los resultados obtenidos fue que no
se pudo caracterizar el subtipo de adrenoreceptor «4 que participa en respuesta
funcional en la aorta de rata cuando fue incubada a las 24 horas, porque los resultados
obtenidos de los antagonistas 5-Mu y BMY 7378 no desplazaron las curvas a la
derecha, lo que sugiere la participacion del receptor adrenérgico a4g en la modulacién
de la respuesta contractil a las 24 horas apoyandose en las siguientes bases, los
resultados de CEC en este trabajo cuando se incub6 con 1 x 10 ® M por 24 horas fue
que se abolid la respuesta contractii como ya sabemos el efecto de CEC sobre la
funcién de los receptores o adrenérgicés ha sido principalmente interpretado por la

capacidad de alquilar e inactivar los subtipos de adrenoreceptores a Yy  oip.
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También se obtuvieron datos en los que la cuantificacion de proteina para los subtipos

aia Y o aumentd a las 24 horas de incubacion.

Otro dato por el que reafirmamos la desensibilizacion del adrenoreceptor aip fue
por la cuantificacion de proteina para este receptor y a que disminuyé mas de la mitad a

las 24 horas de incubacion con respecto al tiempo cero y esta diferencia es

estadisticamente significativa (p< 0.005).

Un experimento que se propone realizar es el incubar la arteria nada mas con la
parte de muscular y se incubaria a las 24 horas de tal manera que en la parte de la
adventicia estamos removiendo las terminales nerviosas de las cuales se esta liberando

noradrenalina y asi no tendriamos la desensibilizacion del control.

Otro experimento seria el de adicionar el antagonista selectivo para el receptor
adrenergico a4p Yy Se esperaria que existiera desplazamiento de la curva al adicionarle
el antagonista. Con esto se podria corroborar las sugerencia que se plantea de que

este receptor o4 esta involucrado en la contraccion a las 24 horas de incubacion.

Los resultados de esta investigacion muestran que el modelo expeimental in vitro,

puede ser de gran utilidad para estudiar la desensibilizacion ya que ya que no se

cuenta con suficiente informacién en este tipo de modelos.
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CONCLUSION

Se encontré que cuando la arteria es incubada a las 2 horas con noradrenalina, el

receptor que participa en la modulacion de la respuesta funcional es el ap.

Cuando se incub6 la arteria por un tiempo de 24 horas con noradrenalina se observa
desplazamiento a la curva de noradrenalina con dos ordenes de magnitud con

respecto a las 2 horas de incubacién.

Los datos sugieren que a las 24 horas de incubacion el receptor que participa en la

modulacion de la respuesta contractil en la aorta es el subtipo «4s. Ya que la

cuantificacion de proteina para este subtipo aumenta significativamente a las 24

horas de incubacion.

Las diferentes condiciones de incubacion no modifican la respuesta contractil al

agregar 80 mM de KCI enla aorta de rata indicando que la maquinaria contractil

no esta modificada.

Se identifico el proceso de desensibilizacion de los adrenoreceptores a, en musculo

liso vascular cuando la arteria aorta fue cultivada a las 2 y 24 horas.
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