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LOS RECEPTORES ADRENERGICOS a.YpB, VIA UNA ENZIMA NADPH OXIDASA PARTICIPAN
EN LA REGULACION DEL ESTADO REDOX EN EL HIGADO DE RATA
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Introduccién: La primeraenzima NADPH oxidasa (Nox) des-
crita fue la presente en la membrana plasmatica de las células
fagociticas, llamada Nox 2.! Esta enzima esta constituida por
dos subunidades transmembranales: gp91 y p22, y tres
subunidades citoplasmicas: p47, p67 y p40. En el momento en
que el neutrdfilo reconoce a un patdgeno se produce el ensam-
ble de las subunidades citoplasmicas con las transmembranales
viauna GTPasay por medio de la gp91 se traslocan los electro-
nes del NADPH al oxigeno, para formar especies reactivas de
oxigeno (ROS) y destruir al agente invasor.2 Hasta el momento
se han descrito siete proteinas homologas a la gp91 del fagocito
(gp91°) presentes en la mayoria de los érganos y sistemas de
humano y murino, en donde desempefian funciones tales como
sefializacion, crecimiento y diferenciacion celular y regulacion de
la expresion génica por medio de citocinas, factores de crecimien-
to y hormonas como activadores o inhibidores del sistema.?

Metodologia: Se utilizaron ratas 2 Wistar de 100—150gr alimen-
tadas ad libitum. Las células hepaticas fueron aisladas por el mé-
todo de Berry and Friend. Para la obtencién de los fragmentos
de membrana plasmatica, las células hepaticas fueron suspendi-
das en un amortiguador de lisis, después de una agitacion meca-
nica se centrifugaron a 1000 r.p.m. X 15 minutos a 4°C, el
sobrenadante fue centrifugado a 10 000 r.p.m. X 10 minutos a
4°C y finalmente se realizaron dos lavados. Se analizd la activi-
dad de las enzimas 5 nucleotidasa, glucosa — 6-—fosfatasa y
succinato deshidrogenasa como marcadores de membrana
plasmatica, contaminacién microsomal y mitocondrial respecti-
vamente.

Para los ensayos de la actividad de la NADPH oxidasa se
siguié un procedimiento basado en dos pasos con
amortiguadores especificos a pH de 7.5y 5.8 respectivamente: a)
activacion con epinefrina (1x10°M) mas GTPyS (1x10°M) y los
antagonistas especificos para cada tipo de receptor adrenérgico
presente en células hepaticas: prazosina (c, ), yohimbina (c,,),
rauwolscina (c,;) y propranolol (8,) (1x10"M) con el fin de
evaluar la participacion de cada uno de los receptores en la
regulacion de la NADPH oxidasa. B) Catalisis, en donde se
agregoé el sustrato de la enzima: NADPH (0.25mM). La
produccion de H,O, fue cuantificada por la técnica de Fioravanti.

Resultados: Las pruebas de pureza demostraron un enriqueci-
miento de membranas plasmaticas y sélo un 2% de actividad de
la enzima succinato deshidrogenasa. Se demostro que el sustrato
utilizado por la enzima es el NADPH (Km 44uM) y no el
NADH, no requiere de ATP, el primer producto de la enzima es
O,y esinhibida por DPI (1uM) (256.25 nmol de H,O,/mg
de proteina X min™ sin DPI y 118.75 nmol de H,O,/mg de
proteinax min™ con DPI).
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Los resultados son la media % error estdndar de 7 experimentos.
* (p<0.05) al control Ay C, ** (p<0.01) al control Ay C.

Figura 1. Valoracion de los receptores adrenérgicos presentes en células
hepaticas en la regulacion de la actividad de la enzima NADPH oxidasa.

Discusion: La subunidad o del trimero de las proteinas G, con
las cuales los receptores adrenérgicos estan asociados, tiene acti-
vidad de GTPasa. Al ser estimulados los receptores adrenérgicos
por su agonista, la subunidad o cambia su motivo de GDP a
GTPy de esta manera se desencadena la cascada de sefializacion.
El GTPYS presenta una molécula de azufre en el carbono y que
no permite que sea hidrolizado a GDP. En la figura 1 se muestra
la necesidad del GTP para que pueda ser activada la enzima Nox
por la epinefrina.

Estamos frente a una via de sefializacion de la epinefrina por

medio de ROS en células hepaticas de rata no antes descrita, que
probablemente esté involucrada en procesos tales como la
regulacion de la expresion génicay el crecimiento y diferenciacion
celular.
Conclusion: La epinefrina via el receptor «; activa unaenzima
NADPH oxidasa que produce ROS en concentraciones
(<10mM) no toxicas para la célula,* efecto que se ve inhibido
por el receptor 3.
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