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1.0 RESUMEN 

1.1 Resumen 

En hepatocitos aislades de higado de rata se estudié el efecto de la adenosina y la inosina 

a concentraciones micromolares, sobre regulacién de la ureogénesis y la gluconeogénesis. Para la 

adenosina se estudid, ademas, el posible segundo mensajero de sus acciones hepaticas (calcio y/o 

AMPc). La adenosina y algunos de sus andlogos (PIA, NECA,CCPA, CGS21680 y APNEA) 

estimulan la ureogénesis y la gluconeogénesis en hepatocitos aislados de rata. El efecto 

ureogénico de los nucledsidos, y también de las hormonas glucagon y epineftina, es modulado 

por el sustrato cnergético (glucosa, lactato + oleato, alanina) con el que se incuban los hepatocitos 

y por el contenido de proteina dietética. 

La incubacién simulténea de hepatocitos con glucagon y adenosina produce una 

inhibicién mutua de los efectos estimulantes en la ureogénesis y gluconeogénesis, observable con 

cada una de las dos moléculas. La adenosina en concentraciones de 14M, o menores, no eleva la 

poza de AMPciclico en hepatocitos aislados; en el mismo sistema y a concentraciones similares 

la adenosina bloquea la estimulacién en la sintesis de AMPciclico producida por el glucagon. 

Estos datos sugieren que el AMPc no es el segundo mensajero en cuando menos, alguna de las 

respuestas metabdlicas promovidas por la adenosina. Los datos siguientes sefialan al calcio como 

posible segundo mensajero de la adenosina sobre la sintesis de urea: la ureogénesis estimulada 

por el nucledsido no es observable en un medio de incubacién sin calcio. Concentraciones de 0.1 

a 10 pM activan la incorporacién inmediata de calcio extracelular al citosol de los hepatocitos. 

Por otro lado, cuando los hepatocitos son incubados con diferentes concentraciones de 

potasio (40 mM a 120 mM) en el medio, el potasio ejerce un efecto despolarizante en la 

 



membrana plasmatica dependiendo de la dosis, lo que ocasiona un bloqueo en el influjo de calcio 

mediado por la adenosina, ademas de bloquear el incremento en la sintesis de urea promovida por 

el nucledsido. Estos datos sugieren que la estimulacién de ia sintesis de urea promovida por la 

adenosina depende de la entrada del calcio externo y cuyo flujo se realiza a través de un canal 

dependiente de receptor. La utilizacién de agonistas y antagonistas de los receptores para 

adenosina dio un panorama mas amplio acerca de los receptores de adenosina que participan en 

la estimulacién de la ureogénesis. De aqui la propuesta de la existencia de tres tipos de receptores 

de adenosina en hepatocitos, y la importancia que tiene el calcio para modular la respuesta 

ureogénica. El andlogo de adenosina A, (CCPA) dependis parcialmente del calcio para estimular 

la sintesis de urea, el andlogo A, (CGS21680) no depende de calcio, y el andlogo A, depende 

totalmente de calcio para Ilevar a cabo la estimulacién de 1a sintesis de urea, de la misma forma 

que lo hace 1a adenosina. En el caso de la regulacién de 1a ureogénesis se puede afirmar que la 

adenosina actia a través de la activacién del receptor A. Se concluye que los efectos metabdlicos 

de la adenosina forman parte de un sistema muy fino de control metabdlico cuyo mecanismo de 

regulacién genera una respuesta a corto plazo, lo que determinaré la funcionalidad del érgano. 

Ademés el comportamiento tan variado que tiene la adenosina en higado se debe a la 

participacién de tres tipos de receptores, lo cual explica los resultados conflictivos hallados en la 

literatura acerca del papel que tienen los segundos mensajeros (AMP y/o Ca”") en la respuesta a 

adenosina, ‘Trabajo parcialmente financiado por CONACYT : 2150P-N9507.



1.2 Summary 

Effects of adenosine and inosine micromolar concentrations upon ureagenesis and 

gluconeogenesis regulation, were studied in isolated rat hepatocytes. Besides, it was also studied 

the possible second messenger for adenosine hepatic actions. 

Adenosine and some of its analogues (CCPA, CGS-21680, APNEA, PIA and NECA) stimulated 

ureagenesis and gluconeogenesis in rat hepatic cells. The ureagenic effect of nucleoside, as well 

as glucagon and epinephrine, is modulated by the energic substrate (glucose, lactate, oleate, 

alanine) in which hepatocytes are incubated and in the whole organism by the dietetic protein 

content. 

The simultaneous incubation of hepatocytes with glucagon and adenosine produced a mutual 

inhibition of the stimulant effects over ureagenesis and gluconeogenesis observable upon 

incubation with each molecule alone. Adenosine at pM or lower concentration, does not 

increase the cyclic AMP pool in isolated hepatocytes. In the same system and at similar 

concentrations adenosine blocks the stimulation of cAMP synthesis promoted by glucagon; these 

data suggest that cAMP is not the second messenger, in al least, one of the metabolic responses 

promoted by adenosine. 

The following results points to the possibility the calcium can act as a second messenger of 

adenosine action over wea synthesis, moreover, ureagenesis stimulated by the nucleoside is not 

observable in a calcium free incubation media, Adenosine concentrations ranging on 0.1 to 10 

pM activated the immediate incorporation of extracellular calcium into hepatocytes cytosol. 

On the other hand, when hepatocytes are incubated in media with different potassium 

concentrations (40 mM to 120 mM), a plasmatic membrane dose dependent depolarizative effect, 
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as well as ureagenesis increase are promoted. These data suggest that urea synthesis stimulation 

promoted by adenosine, depends upon incorporation of external calcium, flux that occurs through 

a receptor dependent channel. Utilization of adenosine receptor agonist and antagonist gave an 

amplified view over adenosine receptors which participate in ureagenesis stimulation. Hence the 

proposal of three kinds of adenosine receptor existence in hepatocytes, and the calcium relevance 

in modulating ureagenic response. A, adenosine analogs (CCPA) partially depend on calcium to 

stimulate urea synthesis, A, analogs (CGS21680) does not depend on calcium and A; analogs as 

well as adenosine totally depend on calcium to accomplish the urea synthesis. Therefore, it can 

be asserted that, in ureagenesis regulation, adenosine acts through the activation of an A; 

receptor. 

It is concluded that metabolic effects of adenosine take part of a precise metabolic control, whose 

regulation mechanism generates a short term response, which determines the organ functionality. 

Moreover, the varying behavior of adenosine in the liver, may be caused for the participation of at 

least three types of receptors; this explains the conflictive results found in literature about the role 

of second messengers (cAMP and / or Ca’*) in adenosine responses. Partially supported by Grant 

No. 2150P-N9507 from CONACYT. 
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2.0 INTRODUCCION 

2.1 Antecedentes 

En 1929 los investigadores Drury y Szent Gyorgyi (20) dan a conocer el nombre de una 

molécula obtenida de extractos de ntisculo cardiaco, cerebro, rifién y bazo, la cual ejerce efectos 

pronunciados sobre la funcién cardiovascular, dicha molécula es Ja adenosina. A partir de estas 

observaciones, diferentes grupos de investigacién se dedicaron al estudio de las acciones 

fisiolégicas de la adenosina (17,19,21,27,44). Los trabajos efectuados permitieron demostrar que 

la adenosina no sdélo participa en la regulacién metabélica del flujo coronario (5,80) sino que 

también interviene en la regulacién de la funcién biolégica de otros érganos, incluyendo el 

cerebro (6,24), el musculo esquelético (18,41) y el rifién (60). Se sabe que la adenosina, cuya 

estructura contiene adenina y ribosa, unidas por un enlace B-N glucosidico, forma parte 

estructural del ATP, asi como de los acidos nucleicos, la coenzima A y de los nucledtidos NAD y 

FAD, todas ellas moléculas fundamentales en ¢l metabolismo celular. El mecanismo de su 

sintesis y degradacién es complejo. En la mayoria de las especies y érganos estudiados, la 

enzima 5-nucleotidasa es responsable de la degradacién del ATP liberado al espacio extracetular, 

para la produccién dé adenosina (62); una fraccidn de esta enzima se encuentra también on 

citosol y lisosomas (11,47). En el plasma humano, la vida media de la adenosina a 

concentraciones fisiolégicas, de 80 nmolar a 1 micromolar, es de 0.6 a 1.5 segundos; sin 

embargo, existen diferencias considerables entre especies (56). 

Como se menciond anteriormente, los efectos de la adenosina no estén limitados al 

sistema cardiovascular, otras de las funciones de la adenosina incluyen: estimulacién de la 

secrecién gastrica, regulacién de la funcién linfocitaria, induccién de broncoespasmo, inhibicién 
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de la agregacién plaquetaria, inhibicién de la lipdlisis en tejido adiposo, inhibicién de la 

liberacién de renina y el tono vascular del rifién (70,73). Tenemos asi que la mayoria de érganos 

y sistemas corporales son parcialmente regulados por Ia liberacién local de adenosina. 

2.2 Receptores 

En 1970, Sattin y Rall reportan que la adenosina estimula la acumulacién de AMP ciclico 

(AMPc) en rebanadas de cerebro y que este efecto es bloqueado por la teofilina (71). A partir de 

estos datos y con los trabajos de Van Claker et al. (78) y Londos et al. (46), se establece que la 

mayorfa de los efectos de la adenosina extracelular son mediados por receptores localizados sobre 

la superficie externa de la membrana celular, los cuales se encuentran acoplados al sistema de la 

adenilato ciclasa, estos receptores fueron denominados A, y A, . La descripcién temprana del 

mecanismo de accién de estos receptores, menciona que el receptor A, inhibe la actividad de la 

adenilato cilcasa a través de una proteina que requiere la presencia de GTP, identificada como G, 

, Inientras que el receptor A, estimula 1a actividad de la enzima, efecto mediado por otra proteina 

de la familia G, identificada como G, (Fig.l). Ademds de los receptores de membrana para la 

adenosina, existe otro componente proteico, acoplado a Ja enzima adenilato ciclasa y sensible al 

nucledsido, llamado sitio P, localizado en el espacio interno de la membrana. E] sitio P parece ser 

un sitio de inhibicién de la subunidad catalitica de 1a propia enzima, el cual media los efectos 

inhibitorios de elevadas concentraciones de adenosina; este sitio P, puede ser el blanco fisiolégico 

para el 3’-AMP y 2’-desoxi-3-AMP (3). Algunos de los primeros reportes sobre la presencia de 

los receptores A, , A, 0 ambos, asi como sus efectos fisiolégicos, se presentan en el Cuadro 1. 

B 
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GTP ATP AMPc GDP 
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(4H 

Efectos 
fisiolégicos 

Fig. 1. Representacién esquemética de los componentes def sistema de la adenilato 

ciclasa de los receptores A, y A, de la adenosina. En la parte superior se muestran los 
agonistas de la adenosina en orden de acuerdo a su afinidad. El receptor A; se acopla a 

un nucledtido de guanina a traves de una proteina Gi la cual esta compuesta de un 

complejo de tres subunidades (a,, B y  ), este complejo inhibe la actividad de la 

enzima adenilato ciclasa. El receptor A, esté asociado con una proteina Gs compuesta 

por tres monémeros (a, B y 7), a través del cual se activa la enzima adenilato ciclasa. 

El sitio “P” es un sitio catalitico, inhibe la actividad de la enzima adenilato ciclasa. 

Abreviaciones: R-PIA, R-fenilisopropil-adenosina; S-PIA, S-fenilisopropil-adenosina y 
NECA, N-etilcarboxiamido-adenosina; GDP, guanosin difosfato, GTP, guanosin 

trifosfato; ATP, adenosin trifosfato, AMPc, adenosin monofosfato ciclico; 5° AMP, 5- 

adenosin monofosfato; PDE, fosfodiesterasa. Fuente Stiles G.L. (73). 
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Cuadro 1. Receptores de adenosina acoplados al sistema adenilato ciclasa 

en varios tejidos y células, posible funcidn fisiolégica. 

TEJIDO 

Adiposo 

Corazén 

Plaquetas 

Higado 

Glandula endécrina 

Rifion 

Tejido nervioso 

RECEPTOR 

Aa 

Ag 

Ay 

A 

EFECTO FISIOLOGICO 

Tnhibicién de 1a lipdlisis 

Depresion de la funcién 

cardiaca 

Inhibicién de la agregacién 

plaquetaria 

Estimulacion de la 

glucogenolisis 

Estimulacién de sintesis o 

liberacién de hormonas 

Vasoconstriccién 

Inhibicion de la liberacién de 

neurotransmisores 

Fuente: Daly, J, W.: Adenosine Receptors: structure, Activity Relationships. (13). 

Datos recientes en Ia literatura indican 1a posible participacién de més tipos de receptores, 

entre Jos cuales se han identificado al Az y al A, (25,57,79). De los cuatro tipos de receptores 

para la adenosina, los tipos A, y A, han sido clasificados en subtipos: Ay, , Arp » Aga, Aon 

(44,51). Este tipo de receptores de membrana pertenecen a la familia 7 TM, lo que significa que 

poseen siete dominios transmembranales (25, 59,79), Con respecto a los receptores, estos se 
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pueden clasificar de acuerdo a la topologia que presentan en la membrana y por los mecanismos 

moleculares que emplean para transducir las sefiales hormonales, con base a su mecanismo de 

accién. Son tres las categorias que se proponen: a) receptores carentes de actividad enzimatica, 

acoplados a proteinas G; b) receptores con funciones cataliticas intrinsecas, ya sea de tiroxina, 

serina o treonina cinasas, de fosfotirosina fosfatasa, o de guanilato ciclasa, que pueden estar o no 

acoplados a proteinas G; y c) receptores que operan canales iénicos, a través de la presencia o 

ausencia de proteinas G. En general los receptores de superficie celular que se conocen hasta 

ahora, se acompafian de proteinas G, las cuales constituyen una familia altamente conservada, 

compuesta de tres subunidades polipeptidicas a, 8B y y. La subunidad polipeptidica a de estas 

proteinas, ha sido usada para su clasificacién, considerando el grado de homologia de su 

secuencia primaria, se conocen en {a actualidad 23 subunidades « codificadas por 17 genes, 

situacion que origind su divisién en cuatro familias: G, , Gyo, Gy y Giz dentro de estas , la mas 

abundante es la Gy, (26,73), asi mismo se ha descrito la presencia de cinco tipos de subunidades 

B y diez subunidades y. Las proteinas G actian modulando la afinidad del agonista por su 

receptor, acoplandose a una enzima transmembranal encargada de producir segundos mensajeros, 

ejemplo de este proceso es la enzima adenilato ciclasa, de la cual, a Ja fecha se han identificado 

nueve tipos en mamiferos (I - IX ); en higado de mamifero se reportan seis tipos y en el cerebro 

los nueve fipos de adenilato ciclasa (39,75), Las subunidades a de la proteina Gi son las 

responsables de inhibir la actividad de la adenilato ciclasa en cambio las subunidades a de la 

proteina Gs producen activacién de la actividad de la adenilato ciclasa, 

A partir de Ja identificacién de los receptores para adenosina, se sabe que el receptor A, 

(328 aa), localizado en cerebro (cerebelo, télamo, hipocampo), médula espinal, adipocito, 

testiculo, corazén y rifién (58,59), inhibe ia actividad de la adenilato ciclasa a través de su 
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interaccién con la proteina Gy; en células CHO transfectadas con el receptor humano la 

activacin de este receptor induce un incrermento en la concentracién del calcio intracelular B7y 

en miocitos arteriales estimula la activacién de canales de K” (3,4). Del receptor Ay, se han 

descrito dos subtipos, el Aj, y el Agg. Del subtipo Aj, se reporta su existencia en cerebro, 

corazon, rifién, pulmén, plaquetas e higado (23,58,59) y estA relacionado con 1a estimulacién de 

la actividad de la adenilato ciclasa, por medio de la proteina G, , se menciona ademas, que este 

receptor esta relacionado con la conductancia del K* en cétulas cardiacas (4,46,78). 

Los datos reportados en la literatura parecen indicar que la adenosina utiliza un 

mecanismo de transduccién especifico de érgano, tejido o sistema y de proceso metabédlico 

estimulado, ya que este nucledsido inhibe el recambio de fosfoinositidos (44,45), ademas de 

disminuir los niveles de AMPc por un mecanismo alterno, al estimular fosfodiesterasas que se 

encuentran unidas a la membrana plasmatica (47,67,79). 

2.3 Adenosina y metabolismo hepatico 

El higado es otro de los érganos que se ve influenciado por la accién de la 

adenosina. Sin embargo, existe controversia sobre la posible participacién del AMPc como 

mediador de las acciones de la adenosina en células hepaticas. A continuacién se mencionan una 

serie de datos obtenidos en hepatocitos aislados de rata, incubados en presencia de adenosina. 

Marchand e¢ al. (52) y Bartrons ef al, (2) reportan un incremento en la concentracién de 

AMPc a concentraciones de 1 mM 6 de 25 a 250 uM de adenosina respectivamente. Por otro lado 

Fain et al. (22), reportan una disminucién en los niveles de AMPe a concentraciones de 200 1M 

de adenosina. Por su parte Lowenstein et al. (47), observan un aumento en los niveles de AMPc 

con 100 1M de adenosina y Carabaza e al. (8), reportan una disminucién de AMPc en células 
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hepaticas de rata ayunada, incubadas con 0.5 mM de adenosina y un aumento en Jos niveles de 

este nucledsido ciclico en hepatocitos de rata alimentada, incubados en presencia de 100 WM del 

nucledsido. Por otro lado, existen también discrepancias sobre los efectos metabdlicos de la 

adenosina en estas células, tal es el caso de Fain, quien no encuentra efecto de la adenosina sobre 

el metabolismo del glucégeno a concentraciones de 10 a 200 WM (22). Bartrons, reporta una 

activacién de 1a fosforilasa con 100 )sM de adenosina (2). Lund ef ai, (49), mencionan una 

inhibicién de la gluconeogénésis a partir de lactato, a la concentracién de 0.5 mM de adenosina. 

Guinzberg et al. (27), reportan un efecto ureogénico de la adenosina a concentraciones de 0.1 a 

100 4M y Zentella et al. (82), reportan un efecto gluconeogénico a concentraciones de 1 nM a 

100 uM de adenosina. Diaz ef al. (16), mencionan que la adenosina adicionada a la 

concentracién de 1 4M en hepatocitos aislados de rata no incrementa los niveles basales de 

AMPc y en ausencia de Ca”* en el medio extracelular y en presencia de EGTA, se inhibe el efecto 

ureogénico de la adenosina. Por otro lado, también se reporta que en presencia de 1.2 mM de 

Ca", la adenosina a concentraciones micromolares, incrementé los niveles de Ca* citosdlico, 

con lo que concluyé que el nucledsido de adenina promueve el flujo de Ca’* del espacio 

extracelular al citosol. De tal manera, el calcio pudiera ser el responsable del efecto ureogénico de 

la adenosina (16). Por lo relevante del dato para los objetivos de este trabajo, se hara una breve 

descripcidn de algunos mecanismos propuestos sobre el movimiento de calcio del espacio 

extracelular hacia el citosol. 

2.4 Flaje de calcio a través de las membranas 

La importancia que tiene el calcio sobre el metabolismo celular, radica en el papel que 

juega en muchos aspectos del sefialamiento celular. Dicho catién esta implicado en el proceso de 
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estimulacion y secrecién en neuronas, células endécrinas y exdcrinas y también en células del 

sistema inmune (35), en la fancién de los osteoclastos (81), en la regulacién de la actividad de la 

adenilato ciclasa (12), en el proceso de fototransduccién en fotoreceptores de Drosophila (32,72), 

en la activacién de la mitogénesis en linfocitos (7) y fibroblastos (43), etc, Estos efectos 

involucran de manera general un movimiento de calcio a través de la membrana plasmatica, y 

dicho flujo de calcio est4 controlado por uno o varios mecanismos. Uno de los modelos que trata 

de explicar el control del movimiento de este cation, es el mecanismo Capacitativo de‘entrada de 

calcio, sugerido originalmente por Jim Putney (64), cuyo principio basico es que Ia entrada de 

calcio esta regulada por el estado de llenado o vaciamiento de las pozas intracelulares de calcio. 

La entrada capacitativa de calcio puede ser estimulada por una gran variedad de agonistas o 

agentes farmacolégicos que tengan en comin la propiedad de liberar calcio de las pozas, por 

ejemplo, el inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) (34,54,63), ionomicina (4,34,55), tapsigargina 

(7,50,63,70) 0 por el simple hecho de incubar las células en un medio libre de calcio (34,63,71). 

Ei mecanismo capacitativo de entrada de calcio, supone que el paso de este catién por la 

membrana se realiza a través de un canal, para el cual Hoth y Penner (34) acufiaron el término 

CRAC (Calcium Release-Actived Calcium) con fa finalidad de distinguirlo de otros canales de 

entrada de calcio. Este canal es boqueado por cationes divalentes y trivalentes con la siguiente 

secuencia de eficacia: La* > Zn”* > Cd”* > Be” = Co”* = Mn” > Ni* > Sr" > Ba”* (7). Una de 

las propiedades mAs importantes de la entrada capacitativa de Ca” es su sensibilidad al calcio, ya 

que el calcio por s{ mismo puede activar o inhibir el flujo via el canal CRAC 

(7,33,34,35,48,54,63,66,83,84). Con relacién al mecanismo capacitativo, varios modelos han 

sido propuestos para explicar el acoplamiento entre el contenido de calcio de las pozas 

intracelulares y la regulacién del canal de calcio de la membrana plasmdtica. Uno de estos 
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modelos considera que cuando el reticulo endoplasmico es vaciado de su calcio, libera un factor, 

el cual difunde a la membrana plasmética y estimula la apertura del canal CRAC (14,61 ,66). Este 

factor ha sido denominado CIF (Calcium Influx Factor), compuesto fosforilado de bajo peso 

molecular que se almacena en el reticulo endoplasmico y que es liberado cuando hay una 

deplecién de calcio de la poza (65,66). 

Otro modelo para explicar la entrada de calcio a las células es el designado como 

Acoplamiento Conformacional, el cual involucra la participacién del receptor IPs. La propuesta es 

que las sefiales que regulan la entrada de calcio capacitativamente, son integradas por este 

receptor, y éste transmite la informacién directamente al canal CRAC a través de una interaccién 

proteina-proteina (7). Los receptores de IP; localizados en la membrana del reticulo 

endoplasmico al ser activados, pueden tener dos funciones igualmente distintas; a) liberar calcio 

det reticulo endoplasmico hacia el citosol, o b) interaccionar posiblemente con algin tipo de las 

proteinas G, para transmitir la informacién a la superficie det canal, (7,38,40). 

Rink T.J, (68), comenta que la célula ha desarrollado diversos mecanismos de 

movimiento de calcio, de los cuales hay tres clases principales; a) vaciamiento de calcio de las 

pozas internas; b) canales de calcio dependientes de voltaje y c) procesos mediados por receptor. 

Este Ultimo punto en particular, explora la entrada de calcio a partir del medio externo y Rink lo 

denomina especificamente RMCE (Receptor Mediated Calcium Entry), en donde la entrada de 

calcio es consecuente a fa activacién de un receptor y no depende del proceso de despolarizacién 

que genera biolégicamente un incremento significativo en la concentracién de Ca”* intracelular. 

La propuesta para la RMCE es que puede ocurrir a través de cualquiera de los siguientes 

mecanismos; 1° por un complejo receptor/canal; 2° por un complejo terciario receptor-canal- 

proteina G; 3° que la activacién directa del receptor podria ocurrir via la difusién de segundos 
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mensajeros intracelulares y 4° que la entrada de calcio depende det Ilenado o vaciamiento de las 

pozas intracelulares de calcio, ya que la descarga de calcio de las pozas es seguida de la 

activacién del receptor. Asimismo, menciona el autor las posibles funciones celulares en las que 

participa el proceso de entrada de calcio mediado por receptor, como son: el calcio localizado en. 

los procesos de sefialamiento, el calcio presente en el sefialamiento de las células no excitables, la 

participacién de la RMCE en el mantenimiento de las sefiales de calcio, asi como del calcio que 

participa en el proceso de Ilenado o vaciamiento de las pozas. 

Ademas de los anteriores en una revisién, sobre el movimiento de calcio en hepatocitos, 

se propone que la entrada de calcio en estas células es un proceso complejo denominado de 

manera general: Sistema de Entrada de Calcio Activado por Receptor (RACIS), y de cuyo 

mecanismo molecular se conoce poco. Acerca de este sistema Barritt y Hughes (1,36); mencionan 

que los mecanismos mas probables por los cuales el calcio se mueve hacia el hepatocito son: 1) la 

activacién de un cambio conformacional en una cadena polipeptidica, la cual constituye el sitio 

de unién del agonista, o bien, la activacién de una subunidad polipeptidica que forma parte de la 

estructura del canal de calcio (canal putativo de calcio); 2) por activacién de IP;, IP, o algun otro 

mensajero intracelular; 3) por activacion directa de una proteina G, posiblemente Gi, G;,, que son 

sensibles a toxina pertusis y que existen en hepatocitos; 4) por un proceso de activacién 

producido por el vaciamiento de las pozas intracelulares de calcio. En el mismo reporte, los 

autores sugieren que el RACIS es un canal catiénico con selectividad para el calcio y que el 

acoplamiento entre los receptores y el canal RACIS se debe a una interaccién directa entre las 

proteinas G y los polipéptidos que forman el canal o bien por interaccién del IP; y/o IP, con las 

proteinas que constituyen el canal (Fig 2). 
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Existe una gran cantidad de informacién en 1a literatura especializada que avala la 

importancia del calcio en una gran variedad de procesos enzimaticos en la célula, asi como el 

papel que juega en fa homeostasis del organismo, sin embargo, no existe la suficiente evidencia 

experimental que indique cual o cuales son fos mecanismos moleculares que participan en el 

control del movimiento de calcio intracelular y a través de la membrana plasmatica. Los 

mecanismos propuestos en la literatura: capacitativo, REMCE y RACIS, coinciden en dos puntos 

de igual importancia y dependientes uno del otro, que son: a) flujo transmembranal de calcio 

dependiente del estado de Henado o vaciamiento de las pozas y b) la participacién de un receptor 

de membrana plasmAtica que controla el flujo de calcio y cuya activacién depende de los niveles 

de calcio citosdlico (Tabla 2). Adin no se sabe, el orden secuencial de estos dos eventos. Sin 

embargo, los reportes sobre la importancia del calcio en el control de los procesos fisiolégicos va 

en aumento. La adenosina, nucledsido que podria ser considerado como un regulador universal 

fisioldgico en el organismo, parece actuar en conjunto con el calcio para regular el metabolismo. 

En este trabajo se presentan datos experimentales en los que se demuestra la interaccion 

adenosina-calcio y sus efectos reguladores del metabolismo, ademas de la posible participacién 

de receptores especificos responsables de la interaccién adenosina-calcio. 
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Fig. 2. Mecanismos propuestos de entrada de calcio. La entrada de calcio puede ocurnr a 
través de un canal operado por receptor (ROC), un canal regulado por una proteina G 
(GOC) un canal controlado por segundos mensajeros (SMOC) o un canal activado por la 

liberacién de calcio (CRAC), Esta figura muestra tres tipos de SMOC; regulados por IP,-, 
IP, y calcio. El CRAC puede ser activado por el factor de entrada de calcio (CIF) o puede 
estar directamente acoplado a un receptor de membrana (R). Fasolato, C. et al. (23). 
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Tabla 2. Caracteristicas de algunos canales que son activados por 

TIPO DE CANAL 

Canal activado por la 

liberacién de Ca** 

SELECTIVIDAD A JONES 

Ca’* > Ba", srt > Mn* 

Canal operado por segundos Ba™*, Ca’*, Mn”* > Na* 

mensajeros 

Canales operados por 

protefnas G 

Canales operados por 

receptor 

Fuente: Fasolato, et al. (23). 

Ca", KY, ‘Na* 

Ba", Ca"* 

Ba”, x 

Ba, Ca2* 

Ba”, Ca’* 

Ba”*, Ca’*, Na‘ 

+ + 
or > Na 
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receptores o vaciamiento de las pozas. 

TIPO DE CELULA 

células mastoides 

células RLB-2H3 

células T 

fibroblastos 3T3 

células HL60 

hepatocitos 

células acinares pancreaticas 

células endoteliales 

oocitos 

células endoteliales 

neutréfilos 

células T 

neuronas olfatorias 

oélulas epidermoides A431 

células epidemoides A431 

células mastoides 

muisculo liso



3.0 NOTA ACLARATORIA 

El autor de esta tesis considera pertinente indicar al lector que el articulo titulado: 

“Cart dependence of the response of three adenosine type receptors in rat hepatocytes”, sustenta 

los objetivos del presente trabajo. Sin embargo, con la finalidad de hacer una exposici6n integral 

de los efectos metabdlicos de la adenosina en células aisladas en higado de rata, se incluyeron los 

datos reportados en otros trabajos, los cuales forman parte de la misma linea de investigacién y 

grupo de trabajo al que pertenece el autor. 
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4.0 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Investigar el efecto de la adenosina sobre el metabolismo hepatico y su posible mecanismo de 

transduccién 

4.2 Objetivos especificos 

Explorar la participacién de la adenosina en la regulacién de la ureogénesis y gluconeogénesis en 
hepatocitos. 

Explorar la participacién del AMPc en Jas acciones metabdlicas de la adenosina. 

Explorar la participacién del calcio sobre el efecto ureogénico de la adenosina en hepatocitos. 

5.0 HIPOTESIS 

El efecto metabélico de la adenosina en hepatocitos aislados de rata es mediado por la presencia 

de un segundo mensajero (AMPc 6 calcio). 
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6.0 RESULTADOS 

A continuacién se hace una breve discusién de los datos reportados por nuestro grupo de 

investigacién y que forman parte de la linea de investigacién a la que pertenece el presente 

trabajo. 

6.1 Efecto ureogénico de ja adenosina . 

Effect of adenosine and inosine on ureagenesis in hepatocytes. Guinzberg, P.R., Laguna, L, 

Zentella, A., Guzman, R., and Pifia, E. (1987) : Biochem. J. 245:371-374. (Apéndice I) 

Este trabajo es el primer reporte en 1a literatura internacional sobre el efecto ureogénico de 

la adenosina a concentraciones micromolares en hepatocitos aislados de rata, asi como el efecto 

estimulatorio que tiene la inosina sobre este proceso metabdlico. 

Los resultados indican que la ureogénesis en higado es controlada por algunos metabolitos 

de purina, entre ellos la adenosina, que incrementa la velocidad de sintesis de urea de manera 

dosis dependiente (Apéndice 1, Fig. 1). Se observa también que sdlo la adenosina y la inosina 

estimuian la sintesis de urea. En el estimulo no interviene de manera significativa el amonio, 

producto de la desaminacién de la adenosina, la hipoxantina, xantina y acido urico, como sustrato 

ureogénico (Apéndice 1, Tabla 2); en las células incubadas con cada uno de estos catabolitos de 

adenosina 0 en presencia de amonio no se produjo un incremento en la velocidad de sintesis de 

urea. El amonio no participa como sustrato para la sintesis de urea y las moléculas que estimulan 

esta via metabdlica son la adenosina e inosina per se. Otros puntos de importancia que son 

observados en el presente trabajo son: 1.- la fuente de energfa y de amonio que requiere el 
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hepatocito para la formacion de urea en presencia de adenosina son glucosa y glutamina o 

carbonato de amonio, respectivamente (Apéndice 1, Tabla 3) y 2.- el mutuo antagonismo que se 

presenta especificamente entre el glucagon y la adenosina, pero no con la epinefrina, sobre la 

sintesis de urea (Apéndice 1, Tabla 4). De este Ultimo punto se originan los estudios sobre el 

mecanismo de transduccién de la adenosina y sus efectos metabdlicos en higado. 

6.2 Efecto gluconeogénico de la adenosina y Ia inosina. 

Hormone-like effect of adenosine and inosine on gluconeogenesis from lactate in isolated 

hepatocytes. Zentella, M. de Pifia, Diaz-Cruz, A., Guinzberg, P., and Pifia E. (1989) : Life. Sci. 

45:2269-2274. (Apéndice II) 

En este trabajo se exploré la posible participacién de la adenosina e inosina, a 

concentraciones micromolares, como reguladores de otro camino metabdlico; la gluconeogénesis. 

Se presenta una curva dosis respuesta de los hepatocitos a la adenosina y la inosina (Apéndice II, 

Fig. 1). Ambos nucledsidos mostraron una estimulacién de la gluconeogénesis a partir de lactato 

en hepatocitos aislados de rata. 

En otra serie de experimentos, la mezcla de glucagon o epinefrina con adenosina a 

concentraciones de 1 4M respectivamente, result6 en un antagonismo mutuo sobre la accién 

gluconeogénica, de cada uno de los compuestos ensayados individualmente (Apéndice II, Tabla 

1). Se observa también que la inosina disminuyé la estimulacién de la gluconeogénesis generada 

por el glucagon y que no se sumaron las respuestas al incubar los hepatocitos con 1a mezcla 

epineftina més inosina . 
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Por otro lado, se revisé la participacién dé algunos andlogos de los receptores para 

‘adenosina sobre la conversién de lactato a glucosa. El 5°-(N-etil)-carboxamido-adenosina 

(NECA), activa el sistema de transduccin de la adenilato ciclasa, al interactuar con el receptor 

Ap, este andtogo estimulé la gluconeogénesis atin mds que la propia adenosina. Fl N°-(L-2- 

fenilisopropil)-adenosina (PIA), un inhibidor del sistema de la adenilato ciclasa, con afinidad para 

el receptor A, y el 3-isobutil-1-metilxantina (BMX), un inhibidor de la fosfodiesterasa, no 

estimularon la sintesis de glucosa (Fig. 2). Asimismo, son de interés los datos sobre la velocidad 

de conversién de lactato en glucosa, al incubar los hepatocitos con los nucledsidos y* sus 

andlogos, en donde a concentraciones variables de adenosina (107 a 107 M) y a una 

concentracién. fija del andlogo NECA (10° M), predominé el efecto del andlogo sobre la 

velocidad de sintesis de glucosa promovida por el nucledésido natural (Apéndice Il, Fig. 3). Por su 

parte, la mezcla adenosina (107 a 10% M) y PIA qao*® M), la gluconeogénesis es inhibida al 

compararlo con los efectos individuales de la adenosina (Apéndice Il, Figs. 1 y 3) En contraste, la 

estimulacién de la gtuconeogénesis por la inosina no se alteré en presencia de NECA 0 PIA. 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que la adenosina y 

la inosina poseen un efecto gluconeogénico , ademas del efecto ureogénico reportado previamente 

(Apéndice I ).a concentraciones micromolares en el sistema de hepatocitos aislados y que en el 

mecanismo de transduccién utilizado por la adenosina est4 involucrado posiblemente un receptor 

de membrana. 

6.3 Participacién del calcio sebre el efecto ureogénico de la adenosina. 

Metabolic responses of isolated hepatocytes to adenosine; dependence on external calcium. 

Diaz, A., Guinzberg R., Uribe, S., and Pifia, E. (1991) :, Life. Sci, 49:505-510. (Apéndice IID 
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En este trabajo se investigé el papel del AMPc y de! Ca”* sobre el efecto ureogénico de la 

adenosina en hepatocitos aislados de rata. Se exploré primero el efecto de la adenosina sobre la 

produccién basal de AMPc, utilizando como indicador de la estimulacién de este nucledtido 

ciclico al glucagon. Los resultados obtenidos se muestran en el Apéndice III, Tabla 1, en donde se 

observa que la adenosina no incrementa los valores basales de AMPc en comparacién con el 

glucagon y que ademas la adenosina bloquea el efecto del glucagon sobre la poza del AMPc. Al 

no encontrar variaciones en al AMPc en respuesta a la adenosina, se investigé la posible 

participacién del calcio en la respuesta a la adenosina. Se observé en células hepaticas aisladas ¢ 

incubadas en ausencia de calcio externo y en presencia de EGTA, la adenosina a concentraciones 

de 1 M, no fue capaz de activar la sintesis de urea (Apéndice III, Tabla II). Este resultado nos 

indica la necesidad de la presencia de calcio para observar el efecto ureogénico de la adenosina. 

La relacién que se manifesté entre el calcio y la adenosina (Apéndice Ul, Tabla ID) fue 

examinada mas ampliamente: Los hepatocitos cargados con Quin-2, un indicador fluorescente de 

calcio intracelular e incubados con 1.2 mM de calcio en el medio, mostraron un incremento en la 

fluorescencia al interactuar con adenosina. La adenosina promueve un aumento sobre del calcio 

citosélico libre (Apéndice III, Fig.1, trazo b). Trazos similares fueron obtenidos cuando los 

hepatocitos fueron expuestos bajo las mismas condiciones a ionomicina (ionéforo de calcio) o 

bien con epinefrina. En ausencia de calcio externo en el medio, no se modificé el movimiento de 

calcio en respuesta a la epinefrina (Apéndice IU, Fig.1, trazo d) y solo hubo una respuesta 

pequefia y de corta duracién a ia adenosina (Apéndice Hl, Fig.1, trazo e), sin embargo, la adicién 

de epinefrina después de esta respuesta promovida por la adenosina, produjo un efecto semejante 

al que registré en presencia de calcio externo (Apéndice II, Fig. 1, trazo f). Esto sugiere que la 
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adenosina depende de calcio externo mientras que la epinefrina puede usar pozas internas. Por 

Ultimo se explord, la capacidad de la adenosina para promover la salida de calcio de las células 

hepaticas (Apéndice Il, Fig.2). El contenido total de calcio en los hepatocitos se determind por la 

adicién consecutiva de un desacoplador de 1a fosforilacién oxidativa, el FCCP, y un iondforo de 

calcio, el A23187. La adenosina afiadida antes de agregar el FCCP produjo una pequefia salida de 

calcio, aparentemente de las pozas sensibles al FCCP. 

Las conclusiones que surgen de los datos presentados en este trabajo son; a) la adenosina 

no modifica los niveles basales de AMPc; b) el calcio participa en el efecto ureogénico de la 

adenosina; c) la adenosina promueve un flujo de calcio a través de la membrana plasmatica del 

espacio extracelular hacia el citosol d) las pozas intracelulares de calcio no parecen participar en 

la respuesta a adenosina y e) se sugiere que es el calcio y no el AMPc el segundo mensajero en la 

respuesta ureogénica de Ja adenosina en hepatocitos aislados. 

6.4 E} calcio como segundo mensajero en la regulacién de la ureogénesis promovida por la 

adenosina. 

Inhibition of adenosine mediated responses in isolated hepatocytes by depolarizing 

concentrations of K*. Guinzberg, R., Diaz-Cruz, A., Uribe, S., and Pifia, E. (1993) : Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 197:229-234, (Apéndice IV) 

Se decidiéd explorar en este trabajo, los eventos que podrian estar involucrados en la 

regulaci6n de la incorporacién de calcio por las células hepaticas. Se inicid este estudio, 

investigando el efecto de la concentracién de K* sobre el flujo de calcio estimulado por la 
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adenosina. Los resultados obtenidos son los siguientes: En presencia de una alta concentracién de 

K* (114 mM KCD en el medio de incubacién, no se modificaron los niveles basales de calcio 

citosdlico, en presencia de diferentes concentraciones de adenosina (10° a 10° M) (Fig. 1). En 

presencia de diferentes concentraciones de K* (20 a 100 mM), se observé una disminucién 

gradual en la incorporacién de calcio generado por una concentracién de 10° M de adenosina. El 

maximo y minimo flujo de calcio ocurrieron a las concentraciones de 20 mM y 100 mM, 

respectivamente (Apéndice IV, Fig. 2). En lo que se refiere al efecto ureogénico de 1a adenosina, 

se observa que un aumento en Ja concentracién de K * (114 mM de KCI) disminuyé6 Ia sintesis de 

urea, estimulada por adenosina a concentraciones de 10° a 10° M (Apéndice IV, Fig, 3). 

También se observé una disminucién del efecto ureogénico de la adenosina proporcional a las 

diferentes concentraciones de K* (20 a 100 mM) utilizadas, {Apéndice IV, Fig. 4). 

La incorporacién de calcio externo en hepatocitos incubados en presencia de adenosina, se 

ve bloqueada cuando se incrementa la concentracién externa de K*, En este proceso interviene la 

despolatizacién de la membrana plasmética ocasionada por un aumento en la concentracién de 

potasio extracelular. Los datos indican Ja posible participacién de un canal de calcio responsable 

del efecto que tiene Ja adenosina sobre este catién, y que dicho canal, aparentemente es sensible a 

la magnitud del potencial de membrana, por lo que se concluye que en la activacién de este tipo 

de canal esté involucrado un receptor. Hay una correlacién directa entre 1a magnitud del cambio 

de potencial y la estimulacién de Ja ureogénesis por adenosina, lo que indica que el calcio es el 

segundo mensajero. 

6.5 Presencia de tres receptores de adenosina en higado. 

Ca" dependence of the response of three adenosine type receptors in rat hepatocytes. Guinzberg, 

R., Diaz-Cruz, A., Uribe, § and Pifia, E. (1997): Eur. J. Pharmacol, 348:243-247 (Apéndice V) 
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En este trabajo se investigé la posible participacién de un receptor que medie los efectos 

de la adenosina sobre el movimiento de calcio y su relacién con la sintesis de urea. Para tal fin, se 

utilizaron agonistas especificos para cada uno de los tres receptores propuestos para adenosina en 

el higado; A,, A, y As. Para el receptor A, el agonista 2-cloro-N*-ciclopentiladenosina (CCPA), 

para el receptor A, el agonista 2-p-(carboxietil)feniletilamino-5’-N-etilcarboxamidoadenosina 

(CGS21680) y para el receptor A; el agonista N¢°-2-4-aminofeni-etiladenosina (APNEA). Todos 

los agonistas en presencia de calcio (1.2 mM), promovieron una estimulacién dosis dependiente 

sobre la sintesis de urea (Apéndice V, Figs. 1,2,3), efecto muy similar al presentado por la 

adenosina (Apéndice I, Fig. 1). 

Con la finalidad de investigar la participacién del calcio en la ureogénesis estimulada por 

cada uno de los receptores para adenosina, los hepatocitos fueron incubados en presencia del 

agonista para cada lipo de receptor y en presencia de calcio externo a una concentracién de 1.2 

mM CaCl. La respuesta ureogénica fue diferente para cada uno de los agonistas; el agonista A, 

en ausencia de calcio disminuyé fa sintesis de urea conforme aumentdé la concentracién del 

agonista, (Apéndice V, Fig. 1). Por el contrario, la ausencia de calcio para el agonista A, no 

modificé la ureogénesis, es decir atin sin el calcio estimuld la ureogénesis (Apéndice V, Fig. 2). 

Por otro lado, Ia ausencia de calcio externo inhibié el efecto ureogénico del agonista A; 

(Apéndice V, Fig. 3). Esta respuesta es similar a la que se presenta cuando los hepatocitos son 

incubados en presencia de adenosina y en ausencia de calcio (Apéndice HE, Tabla 2). Con la 

finalidad de definir claramente la participacién de estos tres tipos de receptor para adenosina 

sobre 1a regulacién del metabolismo hepatico, se utilizaron antagonistas de los receptores A, y Ap 

. Cuando se utilizé el antagonista A, 1-alil-3,7-dimetil-8-fenilxantina (ADMPX) en presencia de 
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cada uno de los agonistas (Apéndice V, Fig. 4 - A), tinicamente el efecto del agonista A, fue 

bloqueado pero no los efectos de los agonistas A, 6 A. El antagonista del receptor A, 3,7- 

dimetil-1-propargilxantina (OMPX) bloques el efecto ureogénico del agonista A, , pero no los 

efectos de los agonistas A, 6 A;. (Apéndice V, Fig. 4 - B), Estos antagonistas no modificaron el 

efecto ureogénico del agonista A; (Apéndice V, Fig. 4, A y B). Estos datos nos sugieren la 

existencia de tres tipos de receptores para adenosina en los hepatocitos cuya activacién individual 

promueve la sintesis de urea. 

La necesidad del calcio externo para activar la ureogénesis con los agonistas de adenosina 

esté en relacién al tipo de receptor que sea activado (Apéndice V, Figs. 1, 2, 3). Sin embargo, los 

tres tipos de agonistas incrementan los niveles de calcio citosdlico en presencia de calcio externo 

(Apéndice V, Tabla 1). Et agonista A; incrementé la concentracién de calcio citoplasmatico al 

igual que la adenosina. Al revisar la participacién de los antagonistas de los receptores A, y A) 

sobre la concentracién de calcio libre intracelular se observé que el ADMPX bloqued el 

incremento de este cation estimulado por el agonista A, y el DMPX inhibié el incremento del 

calcio libre citosélico promovido por el agonista A,, sin embargo, la combinacién de cada uno de 

estos antagonistas con el agonista del receptor A; (APNEA), no modifico los niveles de calcio 

citosdlico. 

De Jo anterior, llama 1a atencién lo registrado para el agonista del receptor A, (APNEA), 

el cual muestra efectos similares a los reportados para la adenosina (Apéndice III), lo que nos 

indica la posible participacién de un receptor para adenosina, con caracteristicas muy similares al 

del tipo A; , responsable del efecto ureogénico y sobre el flujo de calcio, ambas acciones 

reportadas para la adenosina. 

34



7.0 DISCUSION 

Los efectos de la adenosina en el metabolismo de los hepatocitos son opuestos dependiendo de 

varios factores, Existe una gran paradoja en varias de las acciones de la adenosina. 

Concentraciones elevadas de adenosina (0.1 mM o mayores) producen, en hepatocitos aislados, 

una inhibicion de la ureogénesis (49) y la gluconeogénesis (2,42,49,52,) y una elevacién en los 

niveles de AMP ciclico (2,52). En contraste , concentraciones de adenosina de 1 wM yo 

menores estimulan, tambien en hepatocitos aislados, la ureogénesis (Apéndice I, Fig. 1), la 

gluconeogénesis (Apéndice II, Fig. 1) y la glucogenolisis (33) y no modifican los niveles de AMP 

ciclico (Apéndice II, tabla 1 y 28). 

Estas observaciones permiten clasificar las acciones de la adenosina en dos contextos: 

aquellos efectos en que hay una participacién directa del nucledsido en el metabolismo (10,42,53) 

y aquellas en la que la adenosina presenta una accién tipo hormona (27,33,82). Las 

concentraciones de adenosina en el higado son cercanas a 10 uM (77) y en sangre las 

concentraciones, tanto de adenosina como de inosina, son alrededor de 1 uM (9), por lo que se 

agrupan los efectos de la adenosina como farmacoldégicos, los observados a concentraciones 

mayores a 10 1M, y los fisiolégicos, detectados a concentraciones menores de 10 uM. 

Los resultados de los trabajos aqui descritos pertenecen al grupo “efectos fisiolégicos de 

la adenosina”, en que funciona como una hormona . Es importante, entonces determinar el 

mecanismo de transduccién de la sefial generada por la adenosina en et higado. 

El metabolismo celular es regulado por una gran variedad de estimulos, los que al 

interaccionar con los receptores de superficie generan cambios intracelulares de un grupo de 

moléculas conocidas como segundos mensajeros. Entre los segundos mensajeros destacan el 

AMPs, ef IP; y el Ca’* . La adenosina regula varios procesos metabélicos en los cuales se 
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identifica al AMPc como segundo mensajero en cerebro (47,69,71,78), corazén (59,75,80), rifién 

(60), y en tejido adiposo (15,21) . Sin embargo, no existe un consenso con respecto al segundo 

mensajero para la adenosina en higado. 

En las células aisladas de higado de rata, el efecto ureogénico de la adenosina se 

manifiesta inicamente en presencia de catcio en el medio de incubacién. El proponer al calcio 

como segundo mensajero de la adenosina, y no al AMPc, obedece a que el nucledsido no 

incrementa la concentracién basal del AMPe, pero si incrementa la concentracion de calcio libre 

citosdlico, efecto comprobado también por Tinton et al. 1996 (76). 

La propuesta antes mencionada ha Hevado a explorar el mecanismo molecular involucrado 

en el proceso de activacién del flujo de calcio a través de 1a membrana plasmatica. 

Al comparar los modelos relacionados con la captacién de calcio por la célula, con 

algunos de los datos aqui reportados resulta que: 

En primer lugar, en hepatocitos incubados en ausencia de calcio extracelular, la adenosina 

promueve un incremento pequefio y transitorio de calcio libre en el citoplasma (Apéndice III, 

Fig. 1, trazo e) (16). 

Esta observacién coincide con la propuesta del modelo capacitativo, en donde se involucra 

el estado de lienado y vaciamiento de las pozas intracelulares. Este calcio libre citosdlico podria 

ser el responsable de activar la apertura de un canal a través de proteinas Go la activacién directa 

de una proteina constituyente del canal. 

Otro dato que apoya este modelo es a salida de calcio (fig. 2) hacia el espacio 

extracelular en presencia de la adenosina, ya que ain cuando su concentracién pueda ser minima, 

no tenemos evidencia alguna de que este movimiento carezca de un significado fisioldgico. 
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Por otro lado Tinton et al. en 1996 (76) reportaron que no son modificados los niveles 

basales de IP,, IP,, IP, ¢ IP, en presencia de adenosina en hepatocitos aislados de rata, por lo que 

no parece haber la participacién de un segundo mensajero del grupo de los fosfoinositidos en el 

proceso de activacién del flujo de calcio, por la adenosina. 

Todos los modelos propuestos: capacitativo, RMCE, RACIS, etc., implican intervencién 

de un receptor que activa el flujo de calcio a través de la membrana plasmatica, as{ como en el 

taovimiento de calcio almacenado en las pozas intracelulares. Por esto el efecto de la adenosina 

sobre los movimientos de calcio probablemente ocurra a través de un receptor. De los receptores 

propuestos para adenosina en el higado, el que parece tener un comportamiento compatible con lo 

observado para la adenosina en la ureogénesis es el receptor A; (31). 
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8.0 RESULTADOS COLATERALES 

Otros trabajos publicados y relacionados al efecto metabdlico de la adenosina son: 

8.1 Efecto de la dieta sobre la accién ureogénica y gluconcogénica de Ia adenosina, 

In vivo activation by diets and vitro activation by hormones are additive for urea synthesis in the 

rat liver. Guinzberg, R., Diaz-Cruz, A., and Pifia, HE. (1996) :. Comp. Biochem. Physiol. 

115B:369-373. (Apéndice VI) 

Desde hace 20 afios se sabe que el contenido y calidad de la proteina dietética induce la 

cantidad de las enzimas responsables de la sintesis de urea. En los experimentos aqui descritos 

cada dieta resulté en una cantidad de enzimas hepaticas responsables de la sintesis basal de urea. 

La estimulacién de la ureogénesis ocasionada por las hormonas o los nucledsidos adenosina ¢ 

inosina y la magnitud de la respuesta fue diferente en cada dicta (Apéndice VI, Tabla 2). Estas 

diferencias fueron minimas en la gluconeogénesis (Apéndice VI, Tabla 3). Con una dieta 

hipoproteica, se registré una mayor estimulacién de Ia ureogénesis por las hormonas glucagon, 

epineftina y la adenosina, en comparacién con la estimulacién obtenida con las dietas 

hiperproteicas de ladrina o huevo cocido (Apéndice Vi, Tabla 2). Los valores basales de 

giuconeogénesis fueron similares para las dietas hiperproteicas e hipoproteicas y el grado de 

estimulacién producido por hormonas o nucledsidos mosiré minimas diferencias (Apéndice VI, 

Tabla 3). A pesar de lo anterior, los datos (Apéndice VI, Fig. 1) sefialan una correlacién entre la 

estimulacién ureogénica y la gluconeogénica para cada una de las 4 dietas. La correlacién mas 

alta (r = 0.9638) se obtuvo con la dieta de huevo cocido, pero en general, cada una de las dietas 

las correlaciones fueron cercanas a 0.9. En suma, la dieta también es capaz de modular y 
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determinar Ja magnitud de la respuesta ureogénica y gluconeogénica a las hormonas y a los 

nucledsidos. 

8.2 La importancia de la fuente de energia en la ureogénesis, 

Influencia de la fuente de energia sobre el efecto ureogénico de nucledsidos y hormonas en 

hepatocitos aislados de rata. Guinzberg, P. R., y Diaz-Cruz, A. (1994): Rev. Vet. Méx. 25:251- 

254. (Apéndice VII) 

Los tres sustratos oxidables empleados, glucosa, la mezcla de lactato y oleato y la alanina , 

modifican los niveles basales de urea formada por los hepatocitos (Apéndice VII, cuadro 2) y 

modulan la estimulacién producida por el glucagon, la epinefrina, la adenosina y la inosina. La 

disponibilidad de los sustratos ureogénicos: glutamina , ornitina y amonio, se encuentran en 

exceso por lo que no podrian limitar la velocidad en la sintesis de urea (Apéndice VII, cuadro 1). 

Tambien es de interés que los cuatro efectores empleados modulan similarmente 1a respuesta 

promovida por cada uno de los tres sustratos oxidables; asi por ejemplo, la accién del glucagon es 

cuantitativamente mayor que la de la epinefrina, y esta a su vez es mayor que la adenosina. Sobre 

este punto vale la pena preguntar : en condiciones fisioldgicas, la disponibilidad del sustrato 

oxidable en el higado zmodula la respuesta a Jas hormonas y/o a los nucledsidos ?,como lo hace? 

Los que de manera general indican el efecto de la dicta sobre la accién ureogénica y 

gluconeogénica de la adenosina, as{ como 1a disponibilidad y tipo de sustrato requeridos para que 

se manifiesten dichos indicadores metabdlicos regulados por este nucledsido. 
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9.0 CONCLUSIONES 

En hepatocitos aislados de rata: 

La adenosina y Ja inosina estimulan la ureogénesis, 

La adenosina y la inosina estimulan la gluconeogénesis. 

La adenosina antagoniza el efecto ureogénico y gluconeogénico del glucagon. 

La adenosina estimula la entrada de calcio extracelular a través de la membrana plasmatica hacia 

el citosol. 

Se propone la existencia de tres tipos de receptores para la adenosina en hepatocitos. 
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10.0 PERSPECTIVAS 

Existen dos vertientes en las perspectivas del trabajo, por un lado, Ja clasificacién de los 

diferentes tipos de receptores para la adenosina, basado en la afinidad de una gran variedad de 

ligandos (25), de aqui la importancia del papel que juegan en la modulacién de la actividad 

metabdlica y en la funcionalidad de muchos érganos y tipos de células. Resulta de gran interés, la 

informacién que nos podria proporcionar la biologia molecular para la identificacion de la 

distribucién anatémica de los receptores de adenosina en hepatocitos como una de las principales 

perspectivas para la continuidad de este trabajo, ya que los receptores clonados para la adenosina 

es pobre, en la actualidad, en higado de rata se ha clonado tnicamente el receptor A). 

En segundo lugar, en uno de los trabajos incluidos en esta tesis, se demuestra la importancia de la 

inosina como regulador del metabolismo hepdtico. Por considerarlo de enorme importancia se 

sugiere investigar cual es su mecanismo de transduccién responsable de la modulacién del 

metabolismo hepatico. 
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Effect of adenosine and inosine on ureagenesis in hepatocytes 

Raquel GUINZBERG P., Irma LAGUNA, Alejandro ZENTELLA,* Ricardo GUZMAN and Enrique PINA 
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, A. Postal 70159, Mexico, 
DF 04510, Mexico 

  

Adenosine and inosine produced a dose-dependent stimulation of ureagenesis in isolated rat hepatocytes. 
Hypoxanthine, xanthine and uric acid were without effect. Half-maximally effective concentrations were 
0.08 zm for adenosine and 5S ym for mnosine Activation of ureagenesis by both nucleosides had the following 
characteristics: (a) it was observed with either glutamine or (NH,),CO,, provided that glucose was present; 
() it was not detected when glucose was replaced by lactate plus oleate; (c) it was mutually antagonized 
by glucagon, but not by adrenaline; and (¢) it was dependent on Ca®*, We suggest that the action of 
adenosine and inosine on ureagenesis might be of physiological significance. 

  

INTRODUCTION 

Our knowledge of the physiological and patho- 
physiological functions of the nucleoside adenosine has 
grown considerably. Among the described actions of the 
nucleoside on hepatic metabolism, it has been reported 
that adenosine increases ATP concentrations and the 
energy charge of the liver (Chagoya et al., 1972). This is 
of interest, owing to the role of these metabolic 
indicators in the regulation of cell metabolism (Atkinson, 

1977), Of even greater interest are the well-documented 
actions of adenosine as a hormone and as a neuro- 
modulator (Burnstock, 1981; for a more recent review, 
see Siefanovich et al., 1985), Considerable effort has been 
made to characterize adenosine receptors (Burnstock, 
1981; Londos et al., 1983), and to design more potent 
adenosine-receptor antagonists (Bruns et al,, 1983). Liver 
cells are in the growing list of cells containing adenosine 
receptors; isolated hepatocytes, on stimulation with 
adenosine, and at least two of its analogues, produce a 
response in the adenylate cyclase activity (Londos et al., 
1980). Furthermore, adenosine and adenine nucleotides 
cause dose-dependent activation of glycogen phospho- 
tylase in isolated hepatocytes (Keppens & De Wulf, 
1985). To increase our knowledge of adenosine actions, 
its role on urea biosynthesis was explored. Ureagenesis 
is one of the metabolic routes affected by numerous 
hormones, either dependent or not on modifications in 
the activity of adenylate cyclase (Corvera & Garcfa-Sdinz, 
1982). Thus a response of ureagenesis to adenosine will 
give a mote integrated picture of the actions of the 
nucleoside on the regulation of liver metabolism. Lund 
et al, (1975) found that adenosine added to isolated 
hepatocytes inhibits urea. biosynthesis; a 0.5 mm dose of 
the nucleoside was required to produce maximal 
inhibition, this concentration being several orders of 
magnitude higher than the concentration of adenosine 
used as 2 hormone (Londos et al, 1980). The present 
paper describes the response in urea biosynthesis by liver 
cells, incubated with low doses of adenosine or inosine 
within the range used to exert their role as hormones. 
Both nucleosides were tested alone or in combination 
with one of two well-known ureagenic hormones, 
glucagon and adrenaline (Titheradge & Haynes, 1980; 
Corvera & Garefa-Sdinz, 1982). 

MATERIALS AND METHODS 

Male Wistar rats (150-200 g) starved 24 h before the 
beginning of the experiment were used, unless stated 
otherwise. Three different commercial diets were used 
(able 1): initially, Purina rat chow imported from the 
United States (experiments reported in Fig. 1, Tables 2 
and 4, and the ATP-pool assays); when the Mexican 
government forbade the importation of rat chow, the 
experiment was continued by feeding the rats with 
‘Nutzicubos’, made in Mexico (experiments reported in 
Table 3, and those with hepatocytes depleted of Ca**), 
Since the rate of urea biosynthesis was low with this diet, 
some control experiments were performed with a third 
diet, combining equal parts of ‘Nutricubos’ with 
“Ladrina’ ; this combination produced (a) a better growth 
rate than with ‘Nutricubos’ alone, and (6) a growth rate 
identical with the optimal one reported by Lane (1971). 

Hepatocytes were isolated by the method of Berry & 
Friend (1969), but the recommended Ca?*+-free Hanks 

  

Table 1. Composition of commercial diets used 

Values (%) are from the manufacturers’ fabels 
    

  

Nutricubos 
Rodent 

Purina chow* Laboratory 
5001 Chow diet? Ladmnat 

  

Crude protem not 230 23.0 27.0 
less than . 

Crude fat not less 45 25 9.0 
than 

Crude fibre not more 6.0 6.0 45 
than 

Ash not more than. 8.0 8.0 10.0 
Added minerals not 25 6 - 
more than 

Nitrogen-free extract - 485 39.5 

* Ralston Purina Co., St. Louis, MO, USA 
T Purina, S.A.deC.V. Km. 4.5 Carr. Constitucién Queretaro, 

Quo. CP. 76180 México. 
  

* Present address: The Rockefelior University, 1230 York Avenue, New York, NY 10021-6399, U S.A. 
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Table 2, Effect of adenosine catabolites on urea biosynthesis 

373 

Isolated hepatocytes were incubated as described in the Materials and methods section and supplemented with the concentrations 
of compounds mdicated. Results are expressed as the means of (nmol of urea formed /60 min per mg wet wt of cells)-+s.2.M. 
of duplicate samples from the numbers of preparations in parentheses, Statistical significance versus control is indicated 
  

  

No purine With 10 pm With 10 pm- With 10 gare ‘With 10 yam With 10 ym 
derivative adenosine inosine and hypoxanthine and xanthine and uric acid and 
No NH,Cl No NH,Cl 10 2M-NH,Cl 10 jas-NH,Cl 10 pxs-NH,C1 10 yM-NH,Ci 

14.48-4:3.12 (59) 25.16-+ 3.76 (3) 24 1642.76 (3) 15.00 1.72 @) 16.16 £2 74 (3) 16.04 4:0.38 (3) 
P<0.001 P< 0.05 P<09 P<09 P<09 

  

Table 3, Comparison of the ureagenic action of adenosine in cells incubated with different sources of oxidizable substrate and with 
different sources of ammonia 

Hepatocytes were incubated in Krebs-Ringer bicarbonate, pH 7.4, supplemented with 3 mm-ornithine, 10 mm-glucose, or 
10 mm-lactate plus | ma-oleate, 10 mm-glutamine, or 10 mm (NH,),CO,. Other conditions were as in Table 2. 

  

Utea formed (nmol/60 min per mg 

  

Source of wet wt of cells) 
oxidizable Source of Sa 
substrate ammonia No adenosine +10 zrs-adenosine 

Glucose Glutamine 7,60 £0.50 (5) 19.36 + 2.64 (3) 
P<00L 

Gtucose (NH,),CO, 7,420.90 (15) 21,36 40.20 (6) 
P<0.001 

Lactate + oleate Glutamine 7.74£1.00 (4) 6,50-40,74 (4) 
P<0,05 

Lactate-+oleate (NH,),CO, 7.644 1.46 (4) 6.28 42.2 (3) 
P<09 

  

Table 4, Effects of adenosine ox inosine on urea biosynthesis stimulated by ghicagon and adrenaline 

Isolated hepatocytes were incubated as described in the Materials and methods section with the indicated additions Other 
conditions were as in Table 2. 
  

Urea formed (nmot/60 min per mg wet wt. of ceils) 
  

    

Additions No nucleoside +100 at-Adenosine +10 gtInosine 

No hormone 14.48 £3.12 (19) 25.38 4.2.4 (10) 24,16 2.76 3) 
P<0.001* P= 0,03" 

Glucagon (1 a) 43.46-44.00 (7) 7744142 4) 12.1841.40 @) 
P<0,001* P<000l* P<oool* 

P< 0.001} P<008f 
Adrenaline (0.1 2M) 32 0442.20 (7) 37,722.00 (6) 24.12+3.48 3) 

P<0.00!f P<001 P<09* 
P<0lt P<Olt 

* Statistical significance versus control with nucleoside, but without hormone. 
{ Statistical significance versus control with hormone, but without nucleoside. 

  

and 29.8+1.0 (7 = 8) in rats fed with the third diet 
(Table 1), a value similar to that found by Lund ef al. 
(1975). In the last group of rats, adenosine produced a 
statistically significant dose-related stimulation, ranging 
from 14% at Ol ym to 25% at 10yM, at which 
concentrations no increase in the ATP pool of isolated 
hepatocytes is observed. Thus the ability of adenosine to 
stimulate ureagenesis was observed with three different 
commercial diets 

Vol. 245 

To gain information on the mechanism involved in the 
ability of adenosine and inosine to stimulate ureagenesis, 
their responses were compared with those of glucagon 
and adrenaline; the possibility of additive effects was also 
explored (Table 4). A mixture of high doses of adenosine 
or inosine with glucagon mutually antagonized the effect 
of the nucleosides and that of the peptide hormone; 
however, the ureagenesis response to adrenaline was not 
modified by either adenosine nor inosine (Table 4).
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"HORMONE-LIXE" EFFECT OF ADENOSINE AND INOSINE ON GLUCONEOGENESTS FROM LACTATE IN ISOLATED HEPATOCYTES 
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Sunmar ¥ 

In isolated rat hepatocytes adenosine and inosine 
showed a dose-dependent increase in the vate of glugose synthesig from lactate with a Ko of 7,5 x 
10" and 9x 10" M, respectively, Absence of this action was recorded with: IMP, xanthosine, 
adenine, hypoxanthine, and uric acid. A 
reciprocal inhibition of individual gluconeogenic stimulation was found in cells incubated with glucagon or epinephrine and adenosine, but not with inosine. 5'-(N-ethyl) carboxamido adenosine was more potent than adenosine, whereas N ~(L-2— phenylisopropyl)-adenosine antagonized the 
stimulation of gluconeogenesis by adenosine, 
Neither of the analogs used modified the 
stimulatory rele of inosine on the studied 
pathway. Adenosine and inosine may be involved 
in the short term regulation of gluconeogenesis, 

The metabolic responses to adenosine range from “hormone~like" -effects seen at low concentrations, to direct participation in adenine nucleotide metabolism, observed at concentrations around 1 mM (see 1 for review). Gluconeogenesis is one of the pathways altered by millimolar concentrations of the nucleoside. Lund gt al. (2) reported that adenosine decreases hepatic gluconeogenasis from lactate; this finding was confirmed by two other groups (3-5). Lavoinne get al. (5) suggested that the mechanism by which nillimolar concentrations of adenosine inhibit hepatic gluconeogenesis from lactate, probably results from its conversion into adenine nucleotides. 

On the other side are the "hormone like! effects of the nucleoside on the liver. Hoffer and Lowenstein (6) reported stimulation of glucose release, glycogen loss and the conversion of glycogen phosphorylase b to a by micromolar concentrations of adenosine and 5'-deoxy-5'~chloroadenosine. Guinzberg et al. (7) found that micromolar concentrations of adenosine or inosine increased the rate of urea synthesis in isolated hepatocytes, This paper deals with the “hormone-like" action of adenosine, and some of its catabolites and analogs, on the hepatic gluconeogenesis from lactate, 

Gluconeogenesis and ureogenesis are related metabolic pathways, they share enzymes, transport systems, and metabolic signal molecules in the mammalian liver (8). Several hormones stimulate both pathways (9,10), and important steps in urea synthesis and gluconeogenesis have been found to vary in parallel (11). Since adenosine and inosine, used at near physiological 
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in Fig. 1; K, values of 7.5 x 1078 and 9 x 107° » were recorded, respectively. In the incubation system described in the degend of Fig. 1, none of the following compounds stimulated gluconeogenesis when tested at concentrations up 
main 
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Fig, 1 

Stimulation of glucose synthesis from lactate by adenosine or inosine, In a final volume of 1 ml, 35 mg of hepatocytes (wet weight) were incubated for 60 min in Krebs-Ringer 
bicarbonate, pH 7.4, with 3 mM ornithine, 10 mM lactate, 5 mM (NE) 960, supplemented with different concentrations of adenoSiné (0 ) and inosine ( @ ); (®) control. Results are given as the means and vertical lines represent the S.E.M, of duplicated incubations from 4-6 cell preparations, Statistical significance versus Control is indicated: *p < 0.001. 

to 10 micromolar: IMP, xanthosine, adenine, hypoxanthine, xanthine, and uric acid (data not shown). 

The mixture of glucagon or epinephrine with adenosine resulted in mutual antagonism of the gluconeogenic action promoted by each compound assayed alone (Table 1). Otherwise, the action of glucagon stimulating glucose synthesis 

Among the adenosine analogs tested, NECA, which activates the adenylate cyclase system (16), increased the rate of glucose production from lactate more efficiently than the natural nucleoside (Fig. 2). Moreover PIA and IBMX, inhibitors of the adenylate cyclase system (16), did not change the basal rate of glucose formation (Fig. 2). The rate of glucose synthesis from lactate was influenced distinctively when adenosine or inosine were incubated with the hepatocytes in the presence of a single dose from two adenosine analogs, NECA and PIA (Fig. 3). At Lower doses of adenosine the action of NECA predominated over the effect of the natural nucleoside. The mixture of adenosine and PIA resulted in an inhibition in the rate of glucose synthesis, this result is rather surprising when the individual effects of adenosine and PIA are considered independently (Figs. 1 and 2). The ability of inosine to stimulate gluconeogenesis was not modified by the addition of NECA or PIA (Fig. 3}.
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FIG. 3 

Comparison of gluconeogenic action of adenosine and inosine in cells incubated with adenosine analogs. Hepatocytes were incubated ag described in Fig. lo din, Presence of NECA 10° plus adenosine (ads PIA 10° Mw plus adenosine (4 2 ECA lo M plus inosine (@) and PIA 10 M pilus inosine ( a ); control ( @ ), Results are given as the means and vertical lines represent the S.E.M. of duplicated incubations from 3 cell 
preparations, 
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Several intriguing differences in the Sluconeogenic response to adenosine or inosine were observed when the hepatocytes were challenged with either one of these nucleosides, supplemented with a hormone or an adenosine analog. The Tecognized gluconeogenic effect of glucagon (9) or epinephrine (10) was dmpadred with adenosine, but was almost unmodified with inosine (Table 1). a less likely alternative is that Stimulation of gluconeogenesis might be due to 
inosine formed from adenosine (Table 1), while inhibition of glucagon and epinephrine action is direct due to adenosine effects. Moreover, PIA blocked the gluconeogenic effect of adenosine, not that of inosine (Fig. 3). These differences point toward independent routes Promoting hepatic gluconeogenesis for either, adenosine dtself, or inosine. Inhibition of metabolic responses to glucagon or epinephrine by adenosine were described previously by Fain and Shepherd (18): the nucleoside (200 uM) reduced the stimulation of glycogenolysis by glucagon or epinephrine in isolated rat liver cells. In contrast, in this system, 2',5'~dideoxyadenosine was an ineffective inhibitor of glycogenolysis while it was much more potent than adenosine as an inhibitor 

of cyclic AMP accumulation (18), These results suggest that glucose release by rat liver cells can be dissociated from alterations in cyclic AMP (18), 

necessary to define the physiological significance and the in vivo relationships of these facts,
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Summary 

The role of cyclic-adenosine monophosphate (cAMP) and 
calcium (Ca°*) in the metabolic responses to adenosine was 
studied in isolated hepatocytes from fed rats. In the © 
presence of 1.2 mM Ca but not in the absence of Ca?*, 
adenosine stimulated ureagenesis without increasing cAMP. 

Adenosine inhibited the glucagon mediated increase in cAMP. 
Adenosine increased free cytoplasmic Caz provided that 

cells were incubated in the presence of external Ca’ » In 
the absence of added Ca2+ adenosine did not stimulate 
ureagenesis or the movements of Ca2+. It is suggested that, 

in the liver cell, Ca** may be a second messenger for 
adenosine. 

Cyclic AMP and Ca2* have been proposed as the second messengers mediating 

the responses of hepatocytes to adenosine, However, the available information 
on changes in cAMP in hepatocytes incubated with adenosine is contradictory: | 

Fain and Shepherd (1) reported that adenosine and 2'S'dideoxyadenosine did 
not increase the basal value of cAMP. In contrast, Marchand et al. (2) 

and Bartons et al. (3) found that the synthesis of cAMP was stimulated by 
adenosine or 2-chloroadenosine. In addition, in hepatocytes treated with 
increased concentrations of adenosine, a dose dependent rise in cAMP has been 

reported (4). Carabaza et al. (5) observed that cAMP is increased by 
adenosine only in hepatocytes from fed rats but is not affected in starved 
animals, However, recent reports show that even in hepatocytes from starved 

vats, adenosine increased the rate of urea synthesis (Ka*7.5 x 108M) (6) and 
the rate of glucose synthesis from lactate (Ka=8xl08™) (7). All these results 
have led to controversy on whether cAMP participates in the response of 
hepatocytes to adenosine. 

In contrast with the cAMP data, there is indirect evidence involving Ca?* 
as a possible mediator of the response of the hepatocyte to adenosine e. g. 
the increased rate of urea synthesis with adenosine was absent in previous 
experiments using a Ca** free medium (6). Likewise, the adenosine mediated 
production of glucose decreased sharply in low Ca2* (7uM) perfusates (8). 
Carabaza et al. (5) proposed that Ca?* mediates the activation of 
phosphorylase by adenosine because EGTA blocked the effect, 

The effects of adenosine on hepatocytes seem to be specific for this 
compound and not for other related molecules. Inosine can mimick the 
responses of hepatocytes to adenosine but ATP, uric acid or hypoxanthine do 
not have any effects (6). In this work, the putative role of cAMP or Ca?* in 
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substantialy. The only difference between their system and ours is that they 
added 20 mM glucose to their incubation wixture (4). Thus, it seems that in 
hepatocytes isolated from fed rats or in the presence of high glucose it is 

possible to increase the Levels of cAMP if the concentration of adenosine is 
10 uM or higher (2-5). With 10 uM adenosine or less no increase in the cAMP 
levels were observed when adding 1 to 100 uM adenosine (Table I, results not 

shown and references 2-5). This is in contrast with the stimulation’ of 
glycogenolysis (4), ureagenesis (6) and gluconeogenesis (7) observed even at 

a concentration of adenosine as low as 1 uM. In addition, 2°,5'= 

dideoxyadenosine inhibited the rise in cAMP due to glucagon but did not 
inhibit the increase in glucose release promoted by the same hormone (1). All 
these data are strongly suggestive that cAMP may not be a mediator of the 
metabolic response to adenosine in isolated rat hepatocytes. 

TABLE I 

Effects of Adenosine and Glucagon on cyclic AMP Accumulatio: 
by Rat Liver Celis. - 
  

ADDITIONS pmol cAMP/mg ww hepatocytes 

None 1,26 + 0,10 (6) 
1 uM Glucagon 2.30 + 0.30 (4) 
1 uM Adenosine 1,33 + 0.18 (4) 
1 uM Glucagon + 1 uM Adenosine 1.33 40.14 (3) 
  

Hepatocytes were incubated at 37°C for 2 min in Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer with 1.2 mM CaCl, without glucose and 
without an inhibitor of phosphodiesterase. Results are 
expressed as the means + S. £. M. of duplicated samples. The 
numbers between brackets are the experiments performed. * 
indicates a statistical significance of p*<0.05 against 

the control {no additions). 

Adenosine (0.1-10 uM) only stimulated ureagenesis if the cells were 
incubated in the presence of Ca 2*| The effects of 1 uM adenosine are shown in 
Table IL (see also 6). This result and earlier evidence suggested that Ca2* 

Mo 
TABLE IT 

Comparison of the Ureagenic Action of Adenosine in 
Hepatocytes Ineubated with or without Calcium. 
  

Urea (nmols/mg ww ceils/hour) 

ADDITIONS 1 mM EGTA 1,2 mM CaCl, 

None 8.64 0.18 9.2 + 0.30 
1 uM Adenosine 10.2 + 1.20% 17.2 + 0.708% 
  

Hepatocytes were incubated for one hour in Krebs-Ringer 
Bicarbonate pH 7.4, without calcium except where indicated. 
The medium was supplemented with 3 mM ornithine, 10 wM 
glucose and 5 wit (NH) .60.4- n= 5, *pw0.05, 

**pag 001. 

  

| 
| 

|
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The effects of adenosine on free cytoplasmic calcium (Cag ) were 

explored measuring Ca + in quin2 loaded hepatocytes (Fig. 1). In this figure, 

4 uM adenosine was used, although we obtained essentially the same results at 

concentrations of adenosine from 0.1 to 10 uM (results not shown). Basal Ca, 

was from 160 to 200 uM. The addition of ionomycin led to the highest Ca¢ 

concentration and was taken as FMAX (12). This increase was obtained 

regardless of whether the external medium was supplemented with 1.2 mM calcium 

chloride (Fig. 1, a) or not {results not shown). In the presence of ca , 

cells responded to epinephrine (Fig. 1, b) and to adenosine (Fig. 1, ce) in a 

similar manner. i.e. Cag increased to 0.8 to 1.2 uM, In the absence of Ca?* 

(Fig. 1, d to £) the response to epinephrine was not modified (Fig. 1, 4). In 

contrast, when adenosine was added in the absence of Ca?* only a smail and - 

transient increase in Cag was observed; to a concentration of 240 nM cr 

less (Fig. 1, ¢). The last tracing shows that in the same celis where 

adenosine could elicit only a email and transient Cag increase, epinephrine 

generated a response similar to that seen in the presence of Cat* (Fig. 1, £). 

The results with quin-2 suggested that adenosine could mediate an 

increase in free cytoplasmic ca2* only if external Ca“ was available. This 
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PIG. 2. 

Effects of Adenosine and Epinephrine on the Endogenous 

Calcium Pools of Isolated Hepatocytes. 

Hepatocytes (8 to 10 mg ww/ml) were incubated at 37°C in 3 mi 

of chelex treated Krebs-Ringer bicarbonate medium in the 

presence of 50 uM arsenazo III under continuous aeration with 

95% oxygen/5% carbon dioxide and constant agitation for four 

minutes. Then the sample was transfered to a DW-2 Aminco 

spectrophotometer equipped with a magnetic stirrer and a 

thermostated water bath (37°C). Absorbance was read in the 

dual mode at 675-685 nm. Additions were: Ado: 4 wit 

adenosine, Epi: 4 uit epinephrine, FCCP: 6 uM carbonyl cyanide 

prtrifluoromethoxy—phenyinydraz
one, A23187: 1 uM A23187. 
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Summary: Isolated rat hepatocytes, incubated in a high K* medium which depolarizes their 
plasma membrane, were used to investigate the response to adenosine, High K* concentration 
blocked both the adenosine mediated increase of calcium influx and the increase in the rate of 
urea synthesis. It is concluded that a) adenosine stimulates calcium influx in hepatocytes 
probably through receptor-operated Ca** channels which are closed by depolarization of the 
plasma membrane, b) the higher cytosolic calcium concentration triggers a regulatory step that 
fully stimulates the rate in urea synthesis, © 1993 readentc Press, te. 

Incubation of isolated rat hepatocytes with micromolar concentrations of adenosine stimulates 

slycogenolysis (1) ureagenesis (2) and gluconeogenesis (3). Since an increase in the cytosolic 

free calcium concentration (Ca** cyt) has been observed in hepatic cells after addition of 

adenosine and since the absence of calcium in the incubation mixture suppressed the adenosine- 

stimulated ureagenesis, calcium has been proposed as the transducing signal for adenosine in the 

hepatic cell (4). The elevation of Ca** cyt produced by adenosine seems to be predominantly 

due to a stimulation of the influx of Ca’* across the plasma membrane (4). 

‘The Ca?* inflow systems involved in the hormonal stimulation of Ca** uptake in the liver are 

not well characterized, but it has been shown that they are distinct from the voltage ~ gated 

channels responsible for Ca’* influx in excitable cells (5, 6). In rat liver, hormone dependent 

Ca?* influx has been suggested to occur through receptor operated Ca’* channels (7-8). 

Incubation of isolated hepatocytes with high external K*, enough to produce depolarization of 

their liver plasma membranes (7, 9), abolished the stimulated Ca’* influx induced by co- 

0006-291X/93 $4.00 
Copyright © 1993 by Academic Press, Inc. 
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Fig. |. Effect of different concentrations of adenosine on the Ca’* cyt of isolated rat hepatocytes 
at two different KCl concentrations. Quin-2 loaded liver cells (25 to 30 mg wet weight) were 
incubated in 2.5 ml of Krebs - Ringer bicarbonate containing normal K* concentration ( m 5.7 
mM KCl and 120 mM NaCl, reference 12) or high K* concentration (6 114 mM KCI and 
379M NaCl), Each value represents the average +t standard error, n=3. 

Fig. 2. Effect of varying the external K* concentrations on the adenosine - mediated increase 
in Ca?* cyt. The original concentrations of NaCl and KCI in Krebs-Ringer solution (12) were 
modified in order to reach the KCi concentration indicated in the figure, at the expense of 
decreasing NaCl concentration; in the absence of adenosine (#), and with 10° M adenosine (0). 
Other indications as in Fig, |. 

progressively inhibited by increasing the KCI concentration, at the expense of NaCl, in the 

incubation mixture of isolated liver cells (Fig. 2). In contrast, the basal levels of Ca’* cyt were 

not modified by K* changes in the incubation mixture. There is an excellent correlation between 

the progressive diminution in plasma membrane potential (7) and the diminution in the 

adenosine - mediated increase in Ca’* cyt (Fig. 2). Both actions were equally impaired as a 

fonction of the K* concentration in the Krebs-Ringer medium in which liver celis were 

incubated. 

‘The increase in the rate of urea synthesis was affected in a complex way by the depolarization 

of the hepatocyte plasma membrane produced by incubating cells in increasing K* concentra- 

tions. A dose-dependent stimulation in the rate of urea synthesis was produced by adenosine 

using unmodified Krebs-Ringer solution (Fig. 3). The increase has statistical significance 

(p<.001) beginning at a nucleoside concentration of 10*M. Additionally, the incubation of 
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channels and a process of facilitated diffusion (5). Voltage-operated channels are only present 

in excitable cells (15,16), aad, specifically, no voltage-dependent inward Ca?* currents were 

identified in avian hepatocytes (17). Ca’* facilitated diffusion is not modified by depolarization 

of the membrane or by the binding of an agonist to its receptor (18). The data obtained here with 

isolated hepatocytes: adenosine mediated Ca?* influx and its biockage at elevated K* external 

concentrations (Figs. 1 and 2), which produced depolarization of liver plasma membrane 7,9, 

suggest the presence of receptor-operated Ca?+ channels opened by adenosine, and are thus 

responsible for the nucleoside stimulated Ca’* influx. A direct action of high K* incubation 

medium on the Ca?* channel can be discarded since the basal uptake of Ca’* was not modified 

(Figs. 1 and 2). 

It is interesting to compare the opposite responses of adenosine-receptors upon agonist 

stimulation, either in the nervous system and in the hepatocyte; in the former adenosine closes 

C2?* channels and opens K* channels (19), in the latter the nucleoside opens Ca’* channels 

(Figs, 1 and 2). In addition, the depolarization of plasma cell membranes from nerve or hepatic 

cells is accompanied by opposite responses in their respective Ca?* channels: in nerve cells they 

are opened (19) but in hepatic cells they are closed (7,9). 

A small increase in the rate of urea synthesis was present even in the absence of a net Ca’* 

influx from the extracellular medium, but a full increase in the rate of urea synthesis required 

a met Ca’* influx and was adenosine dose-dependent (Figs. 3 and 4). Consequently, an 

adenosine-mediated rise in the concentration. of cytosolic calcium likely impinges a regulatory 

step in the extramitochondrial route of urea biosynthesis. Increases in the uptake of ornithine and 

in the synthesis of citrulline due to the presence of Ca’* ions have been documented (20, 21). 

‘Therefore, it is proposed that the complete stimulation in the rate of urea synthesis by adenosine 

depends on the uptake of external calcium through a receptor-operated channel. 
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‘Abstract 

The effect of three different recoptor-specific adenosine agonists on the rate of ureagenesis by isolated rat hepatocytes and the 
dependence on the externat free Ca?* concentration ([Ca?*],) were investigated. In the presence of high [Ca’*], all adenosme receptor 
agonists increased ureagenesis to similar levels. However, with low [Ca '], the effects of each agousst vaned as follows: () the adenosine 
A, receptoi agonist, 2-chlo1o-N'®-cyclopentyl-adenosine, increased ueagenesis depending partially on {Ca** ],, (u) the adenosine receptor 
Ag agonist, 2-p-(-2-carboxy-ethyl) phenetbylamino-s'-N-ethylcarboxyamido adenosine hydrochloride, mereased ureagenesis. ndepen- 
dently of [Ca?' ], and (ii) in contrast, the adenosine receptor A agonist W°-2-(-4-aminophenyl) cthyladenostne, increased ureagenesis 
only im the presence of high [Ca**], ‘Ihe adenosine receptor A, antagonist, I-allyl-3,7-dmethyl-8-phenyt xanttune, inhibited the effect of 
the adenosine receptor A, agonist on ureagenesis, but not the effect of the adenosine A, or A, receptor agonists. The adenosine A 

recepto antagomist, 3,7-dimethyl-1-propargy!xanthine, inhibited only the effect of the adenosine A. receptor agonist. ‘Thus, in addition to 
A, and A, type adenosine receptors, 1at hepatocytes possess an A,-like adenosine receptor which responds to the addition of an 

adenosine A; agonist by accelerating ureagenesis a [Ca**}, dependent manner. Moreover, it was observed that in the presence of 
extracellular Ca?* each agonist increased {Ca?! ], and this effect was inhibited by the appropriate specific antagonist. © 1997 Elsevier 
Science B.V. 
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1, Introduction sine :eceptor type. Thus, in this paper, the effects of three 

adenosine steceptor-specific agonists and two adenosine 
In mammals, the interaction of adcnosine with the teceptor-specific antagonists on the rate of urea synthesis 

different adenosine receptors found in the plasma mem- in isolated rat hepatocytes are reported. The dependence of 

brane of each type of cell results in a large number of the ureagenic response on [Ca’*], was investigated in 
physiological effects. There are at least five subtypes of order to gain insight into the transduction signal{s) in- 
adenosine receptors. These have been classified as. Ay, volved for each of these receptors within the liver. 
Arg, Aap, Ay and A,. This classification is supported by 

biochomical, pharmacological and molecular cloning evi- 
dence (Dalziel and Westfall, 1994; Paimer et al., 1995). 2. Materials and methods 

Tn some organs and species, such as mouse and humans, 
adenosine A, receptors have been cloned. However, no 
reports aie available on the physiological response of the 

adenosine A. receptor in the liver The synthesis of adeno- 

sine receptor-specific agonists allows the analysis of the 
cellular response to the stimuiatron of each specific adeno- 

All reagents were of the highest purity available com- 

mercially. Adenosine, quin-2, A23187, bovine serum albu- 
mun type V and dimethylsulfoxide were from Sigma Co., 

St Louis, MO, Adenosine agonists were chosen according 

to their affinity for cach kind of receptor (RBI catalog, 
RBI Co, Natick, MA). These were as follows: the adeno- 

“Corresponding author ‘Tel: +52-5-623240%; fax: +52-5.6225630;  Sthe A, teceptor agonist was 2-chloro-N“cyclopentyl 
e-mail: susbe@sfesun 1 ifisol anamanx adenosine (CCPA) (K, =02-0.4 nM); the adenosine A, 

0014-2999 /97/$17.00 © 1997 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 
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Fig. 3, Bffects of different concentrations of the adenosine Ay receptor 
agonist, N°-2-(-4-amnmnopheny!) ethyladenosine (APNEA), on the rate of 
urea synthesis Experimental conditions asm bug. 1. (@) 12 mM Ca?*, 
(©) 12 mM EGTA. Control urea synthesis was measured sn the absence 
of agonist with (a) or without (4) Ca?*. Results ae expressed as. 
means+:5.E.M (bars) of duplicate incubations from four cell prepara- 
tions, Ja the presence of 12 mM [Ca?* },, the response to 10!" and 
10-'° M APNEA was significant at P <005 sn Student's test, From 
107? at 10-6 M APNEA, P <0,01. 

was similar to the rate observed previously in the presence 

of adenosine (Guinzberg et al,, 1993). In the presence of 
the adenosine A, and A, receptor agonists, a significant 

stimulation was detected at adenosine agonist concentra- 
tions of 107° M (P < 0.05) and increased with concentra- 
tions up to 107¢ M (P < 0.01). The adenosine A, teceptor 

agonist APNEA, stimulated ureagenesis at 107!) M (P < 
0.05) and this stimulation increased with agonist concen- 

trations up to 10° M APNBA (P < 0.01). APNEA stimu- 
lated ureagenesis m spite of reports indicating that rat 

hepatocytes do not contain adenosine A, receptors (Lin- 
den, 1994), 

In order to assess the dependence on [Ca?!'], of the 

response elicited by each adenosine receptor agonist, the 

same experiments were conducted in the absence of 

[Ca?*],. All adenosine receptor agonists were used at a 
final concentration of 1 4M. It was observed that the 

wieagenic response to each adenosine receptor agonist was 
different when Ca’* was not added to the incubation 

medium In the absence of [Ca?*],, the response to the 
adenosine receptor agonist A, was smaller (Fig, 1) and the 
tesponse to agonist A, was the same that in the presence 

of [Ca?*], (Fig. 2), whereas the ureagenic response to the 
adenosine A, receptor agonist was totally absent if [Ca’*], 
was low (Fig. 3). 

To further define the involvement of each adenosine 
receptor on the ureagenic response, two adenosine recep- 
tor-specific antagonists were used to titrate the effects of 

each adenosine receptor agonist (Fig. 4A) Increasing con- 

centrations of the adenosine A, receptor antagonist inhib- 

ited the response to the adenosine A, receptor agorust 
while the sesponses to the adenosine A, and A, receptor 
agonists were not affected (Fig. 4A). The adenosine A, 
receptor antagonist inhibited the response to the adenosine 
Az receplor agonist, but did not inhibit the adenosine A, 

or A, receptor agonist-mediated stimulation of ureagenesis 
(Fig. 4B). 

Since the [Ca?* ], dependence of the ureagenic response 

to each adenosine receptor agonist was different, it was 

decided to test the effects of each of the adenosine teceptor 

agonists on [Ca”*], (Table 1). In contrast to the effects on 
urcagenesis, the effects on [Ca**], of the adenosine recep- 
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Fig. 4 Effects of two receptor-specific adenosine antagonists on the 
increased rate of ureagenesis produced by three specific receptor agonists. 
Expeumental conditions as in Fig 1, except each agonist was used at 

10° M (A) Increasing concentrations of the A, antagonist 1-Allyl 3-7 
chmetiyl-8 phenyl xanthine (ADMPX) or (B) increasing concentrations 
of the A antagonist 3,7-dimethyi-I-propargylxanthine (DMPX). The 
agonists used were (O) the Al agonist, CCPA, (@) the A, agonist, 
CGS-21680, (4) the A; agonist, APNEA Bars are SEM.
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Influencia de la fuente de energia sobre el efecto 
ureogénico de nucleésidos y hormonas en hepatocitos 

aislados de rata 

Resumen 

La adenosina y la inosma son nucleésidos formados 
durante Ja degradacién de} ATP, los cuales juegan un 
papel importante en Ja regulacién del metabolismo 
hepatico. En céhulas aistadas de higado de rata e incu- 
badas bajo diferentes condiciones experimentales, am- 
bos nucleésidos presentan un cfecto ureogénico, el 
cual presenta las siguientes caracteristicas: a) Se mani- 
fiesta cuando los hepatocitos son incubados con 
glutamina, alanina o carbonato de amonio; b) este 
proceso metabélico regulado por adenosina ¢ inosina 
€s dependiente del sustrato oxidable; c) un efecto 
inhibitorio de la ureogénesis es observado cuando las 
células son incubadas en ausencia de calcio; a) este 
efecto es antagonizado por glucagon, pero no por 
epinefrina. Los efectos metabdlicos de la adenosina e 
inosina aqui descritos, forman parte de un sistema muy 
fino de control metabédlico, cuyo mecanismo de regula- 
cién genera una respuesta a corto plazo, lo que deter- 
minaré la funcionahdad del érgano Por lo tanto, se 
considera que los datos presentados en este trabajo son 
de gran importancia fisiolégica. 

introduccién 

Una de las caracteristicas sobresalientes de los orga- 
nusmos multicelulares es la notable capacidad de comu- 
nicacién entre sus células. En los mamiferos, existe 
abundante informacién sobre el mecanismo de comu- 
nicacién intercelular entre sus células nerviosas ycon 
células de diferente estirpe, asi como la comunicacién 
establecida por las hormonas o la llamada comunica- 
cién pardcrina, en la cual la célula libera al espacio 
extracelular su mensaje, mismo que acttia sobre las 
células vecinas regulando sus funciones, estos tipos de 
comunicacién constituyen un area de gran interés para 
el estudio de Ia fisiologia celular. En este trabajo, los 
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mensajeros aqui seleccionados son Ia adenosina, un 
nucledsido que ha mostrado ser un poterite regulador 
de la funcién fisiolégica del sistema nervioso central? y 
del sistema cardiovascular, as{ como el! nucleésido 
inosina, cuya participacién no es muy clara en el 
metabolismo celular. FE] indicador de los efectos 
metabélicos de estos nucledsidos, fuc la sintesis de urea 
en hepatocitos aislados de rata, asi como las condicio- 
nes que favorecen sti efecto fisiolégico. Se revis6 tam- 
bién la interaccién de estos nucledsidos con las hormo- 
nas glucagon y epinefrina, de los que es bien conacido 
su efecto ureogénico. El presente estudio se realizé 
para establecer el papel que juega el tipo de sustrato 
oxidable sobre la sintesis de urea regulada por los 
nucleésidos, adenosina ¢ inosina, asf como las hormonas 
glucagon y epinefrina cn hepatocitos aislados de rata. 

Material y métodoes 

Se emplearon ratas Wistar, machos de 150-200 g de 
peso, los animales se alimentaron con una dieta comer- 
cialy agua ad libitum, y fueron mantenidosen ayuno por 
24 horas antes de ser anestesiados con éter para aislar 
los hepatocitos. Los reactivos utilizados en este trabajo, 
se obtuvieron de diferentes fuentes comerciales de la 
mayor pureza posible. Anestesiada la rata, se procedié 
a Ja perfusion del higado, con una solucidn de glucosa 
10 mM en Krebs Ringer-bicarbonato, a pH 7.4, una vez 
perfundida la glandula hepatica, se sometié a una 
digestion con colagenasa 1 mg/ml, durante 20 minu- 
tos, wanscurrido este tiempo, se obtuvieron Jas células 

cuya viabihdad fue cuantificada por Ja técnica de exclu- 
sidn de azul de tripan al 0.2%. Para més detalles revisar 
Berry y Friend* y Guinzberg et al.4 

Sistema de incubacién. Las células se incubaron en una 
solucién de Krebs Ringer-bicarbonato pH 7.4, el cual 
contenia albiimina sérica bovina al 1%, ornitina 3 mM 
ycalcio 1.2 mM, bajo una atmésfera saturada de O,/CO, 
(95/5%), en agitacién continua, durante 60 minutos, 
ya una temperatura de 37°C. Para Ja realizacion de los 
experimentos, el medio de incubacién fue enriquecido 
con los siguientes sustratos: glucosa 10 mM, glutamina 
1@ mM, carbonato de amonio 5 mM, lactato 10 mM, 
oleato 1 mM y alanina 10 mM, segtin el protocolo de 
cada experimento. En los ensayos, donde se determiné 
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Cuadro 2 
INFLUENCIA DE DIFERENTES SUSTRATOS SOBRE LA ACCION 

ESTIMULADORA DE LA UREOGENESIS, PROMOVIDA 
POR HORMONAS Y NUCLEOSIDOS? 
  
  

  

Lactate 
+ 

Adictones Glucosa Oleato Alanna 

Testigo TA +090 6.8 £0.32 138% 1.56 
&) (5) &) 

Glucagon 141M. 3604490" 942108** 60.8 2 5.60" 
(@) (6) (5) 

Epmefrina 1 pM 2724237 962140"* 54.8 27.00" 
(6) (5) (5) 

Adenosina 1 uM 2132020 6620.76 36.0 48.20 

@ (5) (6) 
Inosina 1 pM 8020 74%" 84.6 24 20* 

(8) (3) 
“Los datos s¢ refieren alas nmolasde urea formada en 60 min por mg 
de células de peso hiimedo 
Los valores de P se reficren al significado estadistico con su testigo 
Tespectivo" * P < 0.001, ** P< 0.05, *** P< 09 

Cabe mencionar que se presenta una paradoja en varias 
acciones de la acenosina en hepatocitos aislados de 
Tata, pucs a concentraciones elevadas del nucledsido, 
0,1 mMo mayores, se produce un efecto inhibitorio de 
fa ureogénesis‘ y de la gluconeogénesis;’ por el contra- 
rio, a concentraciones fisiolégicas de 1 uMy aun meno- 
res, estimula la siniesis de urca (Figura 1) y ja sintesis de 
glucosa,’ Estos datos parecen indicar un efecto bifasico 
de la adenosina, observables a altas concentraciones y 
clasificados como farmacolégicos y los efectos fisiolégi- 
cos, los encontrados a bajas concentraciones. Una in- 
cégnita que se plantea es: ¢Cudl es la funcién de la 
adenosina ¢ inosina en la fisiologia hepatica? También 
esimportante cuestionar la participacion de lossustratos 
oxidablesempileados, ya que la glucosa, la mezcla lactato- 
oleatoy laalanina, modifican los niveles basales de urea 

Cuadro 3 
ACCION DE LA ADENOSINA YLA INOSINA SOBRE LA 

ESTIMULACION DE LA SINTESIS DE UREA 
PROMOVIDA POR GLUCAGON Y 

  

  

EPINEFRINA® 

Adenosina tnosna 
Adicrones Sm nucledside 100 uM 100 uM ES 

Testigo i44 23.12 2532240 24142.76 

(19) (10) 3) 
P<0.001* P< 0.05* 

Glucagon 1 uM 13.4 + 4,00 272142 1212140 
(7 (4) (8) 

P<000)* P< 0,001 P<6.001* 
Epinefrna 1 uM. 92.0 2220 37.74200 4.14348 

(7) 6) (8) 
P< 000)"* P<001* P<0.9* 

P<o1* P< Ole 
ce ree 

‘Los datosse refieren a lasmmolas de urea formadasen 60 min por mg 
de peso himedo de células 
*Significado estadisuco us el tesugo con nuctedside, perosin horme- 
na. 
**Significado estadisuco us el tesugo con nucledside, pero sin 
nucledsido. 

  

Cuadro 4 

EFECTO UREOGENICO DE LA ADENOSINA EN 
PRESENCIA © AUSENCIA DE CALCIO? 
  

  

  

    

Adiciones Calcio 1 2M Sin calcio 

Testigo 920,30 8.6 £0.18 
4) (4) 

Adenosina | 4M. 172 £0 70* 10.2% 1 20% 
w @)   

*Losdatos se refieren alas nmolasde urea formada en 60 min por mg 
de peso hiimedo de células 
*P<0.001,**P<0.9 

    

formados por fos hepatocitos (Cuadro 1) y modulan la 
estimulacién por glucagon, epinefrina, adenosina e 
inosina (Cuadro 2). En estos experimentos, la disponi- 
bilidad de sustratos ureogénicos, ornitina y carbonato 
de amonio se encuentran en exceso, por lo que no 
podria jimitar la velocidad en la sintesis de urea. Sobre 
este punto, es valido preguntar zen qué condiciones 
fisiolégicas, la disponibilidad del sustrato oxidable en 
el higado moduia Ia respuesta a las hormonas, o en su 
caso, la de los nucledsidos? 
No obstante, falta la p: ueba contundenteydefinitona 

de la participacién de ambos nucleésidosen la fisiologia 
del higado. 

Abstract 

Adenosine and inosine are nucleosides formed du- 
ring ATP degradation and play an important role on 
hepatic metabolism regulation. In cells isolated from 
rat liver, incubated under different experimental 
conditions, both nucleosides presentan ureogenic effect 
and have the following characteristics:a) Thisureogenic 
effect is present when hepatocytes are incubated with 
glutamine, alanine or ammonium carbonate, b) The 
adenosme and inosine regulated metabolic process is 
dependent upon oxidable substrate, c) When cells are 
incubated without calcium, an inhibitory effect is 
observedandd) Adenosine andinosine effectisreveited 
by glucagon, but not by epinephrine. These described 
metabolic effects of adenosine and inosine are part of 
very fine metabolic control system. Its regulation 
generates the short term response that determines 
organ functionality. Therefore, it is considered that 
data presented hereis of great physiological importance. 
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ABSTRACT. The basal rate of utca or glucose synthesis, set m vo by different diets, was challenged by addition 
of hormones to isclated hepatocytes Basal rate of urea synthesis ranged from 7.1 to 23.5 and 27.8 nmol/mg wet 
weight cells/hr in hepatocytes prepared from rats with a protein fice diet or with two distinct but complete 
protem diets Maximum difference in the basal rare of glucose synthesis from lactate was only 26 7% for the 
same diets. Depending on the hasat rate of urea synthesis fixed in vivo by the diets, significant im vitro activations 
superimposed on these, esther lew or high, basal rates with a remarkable constancy 2.4-fold with glucagon, 1.9- 
fold with epinepheme and 1.4- to 1.8-fold with adenosine Likewise, the basal rate of glucose synthesis from 
lactate, established by these ctets, superimposed 3.7-fold with glucagon, 2.4-fold with epmmephrinc, 2.1- to 2.4- 
fold with adenosme and 2.0- to 2.5-fold with mosine. The stimulation of hepatocytes in witro showed a direct 
selationship m the increased rates of urea and glucose synthesis. The short-reim activation in urea and glucose 
synthesis superimposed in proportion to the long-term status of urea or glucose formation set in the lever by the 
diet Copyright © 1996 Elseaier Science Inc. COMP BIOCHEM PHYSIOL. 115B;3:369-373, 1996, 
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INTRODUCTION 

Control of metabolic pathways can be either long term, in- 
volving the synthesis and degradation of enzyme molecules 
(time tange of hours or days), or short term, via activation 
or inhibition of existing enzyme molecules (time range of 
seconds or minutes). Gluconeogenesis and ureagenesis 
the rat liver are among the metabolic pathways thus regu- 
lated, and abundant literature on these topics 1 already 
available (for reviews see 18,20,21). Activities of the urea 
cycle enzymes, for example, are highest in response to high- 

protein diets and are reduced in response to low-protem or 
protein-free diets (22,23). These diet-dependent changes in 
urea cycle enzyme activity are primarily the consequence of 
changes in enzyme mass (19,22,23), which im turn largely 
teflect altered enzyme synthesis rates (28). It is likely that 
dietary responses are mediated primarily by hormones (25). 
On. the other hand, it 1s well known that hormones, and 
some hormone-like substances such as adenosine, can stim- 
ulate m vitro the synthesis of urea and/or glucose. In isolated 
rat hepatocytes, the rate of urea synthesis and the rate of 
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eine, National University of Mexico, A, Postal 70159, México 04510 D.E. 
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glucose synthests from lactate are sncteased in the pres- 
ence of glucagon (24,27), epinephrine (4,9) ot adenosine 
(41,29). 

The aim of this work was to explore in isolated hepato- 
cytes if the short-term activation in the rate of urea syn- 
thesis from (NH,4)2 CO; or glucose synthesis from lactate, 
both stimulated independently by glucagon, epinephtme or 
adenosine, could be quantitatively superrmposed on the 
rates of urea or glucose synthesis, previously set in the liver 
by the different content or quality of protein in four diets. 
An addition of the short-term activation on the long-term 
activation might be expected, but information on the quan- 
titateve changes might contribute to better understanding 
the overall metabolic regulation 

MATERIAL AND METHODS 

In the prelimmary experiments, recently weaned male 
Wistar rats were used and were chronically fed ad libitum 
with two different commercial diets: Ladrina or Nutricubos. 
The content of both diets, according to the producer-label 
and to the assays performed m_ out laboratory, are cluded 
in Table 1. Ladrina is a canine chow presented in a pellet 
form that maintams an optimum rat growth rate. Nutu- 
cubos is a rodent chow presented in a pellet form that pro-
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HG. 1. Relationship between ureagenesis and gluconeogen- 
esis stimulated by effectors in isolated hepatocytes prepared 
from rats subjected to the following diets: C1, sucrose; ll, Nu- 
tricubos; @, Ladrina; O, boiled egg white. Data are from val- 
ues recorded in Tables 2 and 3, The correlation coefficient 
(2) calculated for the diets was as follows: sucrose 0.906, Ne- 
tricubos 0.87, Ladrina 0.907 and boiled egg white 0.964. 

were effective in the four selected diets and the supexim- 
posed short-time activation was higher for gluconeogenesis 
than for ureagenesis: glucagon averaged a quantitative and 
relatively constant 3.7-fold stimulation over the long-term 
regulation (except for the Nutricubos diet), epinephrine 
promoted a 2.4-fold activation (except of the Nutricubos 
diet) and adenosine and inosine also gave a higher stimula- 
tion on in vitro glucose synthesis from lactate than. the re- 

spective stimulation of urea synthesis from NH,*. 
‘The relationship between the rate of urea synthesis and 

the rate of glucose synthesis for the experimental groups 
included in this work 1s shown in Fig. 1. The values recorded 
in Tables 2 and 3 represent an average of six individual 
assays, each value was used to construct Fig. 1. Points repre- 
sent the mtersection of the urea value with that of glucose 
value, fora particular deet, with or without an effector added 
in «tro. Analysis for a lnnear correlation (r) was calculated 
for each diet. 

DISCUSSION 

The matn question in this article is answered affirmatively: 
the short-term activation, promoted by hormones or nucle- 
osides, add in proportion over the long-term status defined 
by the diets. These short-term activations were system- 
atically higher for ghiconeogenesis (Table 3) than for urea- 
genesis (Table 2). However, the overall stimulation, long- 
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term plus short term, was 9.2-fold for ureagenesis, compar- 
ing the basal rate in cells from a protein-free diet and incu- 
bated without hormones, with the value obtained in hepa- 
tocytes incubated with glucagon and obtained from animals 
fed with Ladrina (Table 2). For gluconeogenesis, the great- 
est long-term stimulation plus short-term stimulation was a 
4.1-fold increase (Table 3). 

On the other hand, as can be concluded from the 7 values 
included in. the legend of Fig. 1, there is a similar stimula- 
tion between the rate of urea synthesis from (NH,), CO; 
and the rate of glucose synthesis from lactate, in isolated 
hepatocytes prepared from each one of the selected diets 
when they are stimulated with glucagon, epmephrine or 
adenosine. These results agree with previous reports show- 
ing a direct relationship between the inctease in ureagenesis 
and that of gluconeogenesis in isolated hepatocytes (17). 
However, a reciprocal change in gluconeogenesis and uea- 

genesis was induced by fatty acid oxidation or using proline 
as ammonium source (3,15). 

Results recorded with Nutricubos are conflicting: (1) 

chronic feeding with this diet, containing 27% protein 
{Table 1), promotes a growth rate 20% below the optimum, 
(2) basal rate of urea synthesis 1s comparable with a protein 
free diet (Table 2), (3) on a percent basis, the greatest in 
vitro increase over the basal rate of urea synthesis was ob- 

served in rats fed with Nutricubos (Table 2) and (4) in cells 
prepared from these rats the stimulated values for ureagen- 
esis or gluconeogenesis did not match quantitatively with. 
the values obtained for the three other diets. These data 
suggest that Nutricubos diet is qualitattvely incomplete, in- 
completely digested or does not meet the energy require- 

ments of rats, Supplemental experiments with synthetic 
diets might be adequate for solving these new inquiries, but 
the results with Nutricubos sted below cannot invalidate 
the leading conclusion: the in vitro activation m urea and 

glucose synthesis is added to the im vivo status of urea or 
glucose formation established by the diet. Furthermore, the 
direct relationship between the rate of ureagenesis and glu- 
coneogenesis in hepatocytes prepared from the selected 
diets was observed for all diets, including the Nutricubos 
one (Fig. 1). 

Data recorded with Ladrina, botled egg white and sucrose 
allow some additional comments. The diet-dependent ad- 
justment in urea synthesis in vivo, reported more than 30 
years ago (22,23), was reproduced by the incubation of iso- 
lated liver cells prepared from animals maintained with the 
described diets. Additionally, when comparing the data ob- 
tained with the control protein diet with those of a protein- 
free diet, there is a decrease of 75% in the in vivo rate of 
urea excretion (23), the hepatic levels of urea cycle enzymes 
{23) and the basal rate of urea synthesis in isolated hepato- 
cytes (Table 2), The latter model seems to be simpler to 
perform and to study. 

High-protein (around 50%) carbohydrate-free diets 
(HPCE diets) have been used to obtain substantial differ-
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