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MODULACION DE LAS ACCIONES DEL GLUCAGON POR LOS ESTHRES DE

FORBOL.
(RESUMEN)

La activacién de la adenilato ciclasa (incremento de -
AMP ciclico), el aumento de la concentracidén del calcio citg
86lico y la estimulacidén del metabolismo hepdtico (ureogéne-
sis, glucogendélisis y sintesis de citrulina) son algunas de
las acciones que el glucagon ejerce en el higado. Estas accio
nes que tisne la hormona son disminuidas por activadores de la
proteina cinasa ¢, tales como vasopresina y los ésteres de ——
forbol.

El H-7 un potente inhibidor de la proteina cinasa C dig
minuye marcadamente los efectos que los activadores de la pro
teina cinasa ¢, vasopresina y el forbol miristato acetato, —-
tienen sobre las acciones del glucagon, estableciendo claramen
te la participacidn de la proteina cinasa C en la regulacién
de la transduccidn de la seifisl hormonal.

Los activadores de la proteina cinasa ¢ tienen un mismo
efecto sobre algunas de lus acciones que ejerce el glucagon en
el metabolismo hepdtico de ratas hipotiroideas y en el de las
ratas normeles, como son la estimulacién de la acumulacidén de
AMPc y de la produccién de glucosa. Sin embargo se observé que
la estimulacidn por el glucagon del incremento en la concentra
cidn de calcio citosdlica y del metabolismo mitocondrial (eva
luado tomando como pardmetros la sintesis de urea y de citru-
lina), son disminuidos por los ésteres de forbol en una mayor
proporcién en las ratas hipotiroideas con respecto a las nor-
males.

Los resultados obtenidos sugieren que la activacidén fisio
1ldgica de la proteina cinasa C por vasopresina o su activacidn
farmacoldgica por el forbol miristato acetato altera las accio
nes del glucagon por lo menos & dos niveles: (i) la produccid
de AMP ofclico y (ii) la elevacidn de la concentracidn de ocal-
cio citosdlico. Ademds se observa gque las células de las ratas



hipotiroideus son mds sensibles a las acciones de los ésteres
de forbol.

Con respecto a la modulacidén del sistema de transducoidn
de la adenilato cilasa, la activacidn de la proteina cinasa C
induce una alteracidn en la activacidn de la subunidad cabali
tica de la adenilato ciclasa. Los resultados obtenidos parecen
indicar que se induce una alteracidn en el estado funcional de
la protefna fijadora de nucledtidos de guanina (Gs) sin obser
varse cambios en la cantidad de este componente. Ademds dicha
alteracidén no parece ser causada por una fosforilacién de GB.

En cuanto a la alteracidn que induce la proteina cinasa ¢
sobre la acumulacidén de calcio citosdélico, aun no hemos explo

" rado el mecanismo a través del ocual se produce este efecto.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la comunicacién celular es una de las
4reas mas interesantes dentro del estudio de la fisiologia de
los seres vivos. En los organismos superiores existen dos
principales sistemas de comunicacién entre las células, estos
son: el sistema nervioso y el sistema endocrino. Parte de
estos sistemas funcionan de manera coordinada e integrada en

el llamado sistema neuroendécrino.

La comunicacién endécrina entre las células consiste
basicamente en la liberacién de un mensajero quimico por un
grupo de células y en la recepcidén de ese mensajeroc por las
células que constituyen los tejidos blanco. Estas ultimas
células deberan tener la capacidad de recibir el mensaije, de
interpretarlo y de responder a él; esta respuesta se Ve
reflejada normalmente en un cambio en el estado fisioldégico de

la célula.

La captacién del mensaje depende de gue las células posean
receptores capaces de reconocer Yy unir al mensajero quimico.
Estos receptores son proteinas que pueden encontrarse en 1la
membrana plasmatica o en el interior de 1la célula y la
estructura quimica que poseen les permitira unir

selectivamente a los mensajeros quimicos.



Los mensajeros quimicos pueden ser péptidos, como
el glucagon, la vasopresina y la angiotensina: 1lipidos, come
los glucocorticoides y otros esteroides; aminas, come

adrenalina, noradrenalina y dopamina; o bien aminocacidos ¢
alguno de sus derivados com$ la glicina, el &cido gama-amino

butirico (GABA) y las hormonas tiroideas, entre otros.

Estos mensajeros pueden ser divididos con base en su
naturaleza quimica en hidrofilicos e hidrofdbicos. Los
mensajeros hidrofilicos como las catecolaminas, los
aminodcidos y los péptidos son los que se unen a los
receptores gque se encuentran en Jla membrana plasmatica;
mientras que los mensajeros hidrofdébicos, como los esteroides,
tienen 1la facultad de atravesar la membrana celular y de
poder unirse a los receptores que se encuentran en el
citoplasma. Esta unién que se establece entre el receptor y el
mensajero es la responsable de la activacién de un sistema de
transduccién que permite la transmision de sehales externas al

interior celular.

Son varios los sistemas de transduccidén de las sefales
hormonales, gque se han descrito a la fecha. En general estos
sistemas se localizan en la membrana plasmdtica y constan de
tres componentes principéles: un receptor, una proteina

acopladora fijadora de nucleétidos de guanina y un efector.



En el siguiente cuadro se presenta un esquema general del
flujo de informacién que se establece a través de los sistemas
de transduccién dependientes de proteinas fijadoras de

nucledtidos de guanina (proteinas G).

Entrada Transduccién Salida
Medio Membrana plasmatica Medio intracelular
extracelular o membrana plasmatica
Mensajero Segundo
Primario Receptor proteina G Efector Mensajero;
(Hormonas) Potencial
de Membrana
Ejemplos:
Histamina H1 Gs AC AMPC
Epinefrina al Gp PLC 1P3, DAG
Vasopresina Vi Gp PLC IP3, DAG
Epinefrina a2 Gi AC AMPc



A principios de siglo fué introducido el concepto de
receptor. Langley, al estudiar 1la unién mioneural como el
sitio de accidén de la nicotina y del curare, interpretd el
antagonismo entre estos agentes como el resultado de un mutuo
desplazamiento por el mismo sitio de accidn (1).

Los receptores son proteinas de alto peso molecular y como
se menciond anteriormente pueden localizarse en la membrana
plasmdtica o en el interior celular. Entre sus funciones
principales se encuentran: uno, la de reconocer al mensajero
quimico con alta selectividad y afinidad:; y dos, ser capaces
de activar un sistema de transduccidén encargado de la
propagacion intracelular de la senal hormonal.

Los receptores, ademds de unir al mensajero natural,
pueden unir agentes farmacoldgicos capaces de bloquear al
receptor (antagonistas) o bien de activarlo (agonistas). Estos
agentes pueden diferir del mensajero natural, tanto en
afinidad como en actividad intrinseca, y con base en el orden
de afinidad que tienen los diferentes receptores por los
agonistas o antagonistas es que se puede realizar su

clasificacidén, (1,57).

Una vez que el receptor recibe la sefal del mensajero
natural, sufre un cambio de conformacién que le permitira
activar al efector capaz de generar un segundo mensajero
quimico. Este nuevo mensajero serd el encargado de propagar la
senal en el interior celular (58). Este acoplamiento entre el
receptor y el mensajero natural esta mediado en la mayoria de

los casos por una proteina acopladora G.



Se han realizado importantes esfuerzos por decifrar 1la
estructura de los receptores y con base en analogias con 1la
bacteriorodopsina y en el analisis de modelos por compuﬁadora,
se ha visto que 1los receptores acoplados a proteinas G
pertenecen a una superfamilia de proteinas que atraviesan 1la
membrana plasmiatica siete veces y que tienen un extremo amino
extracelular Yy un extremo carboxilo intracelular. Es
importante mencionar que la longitud y la composicidén de los
extremos amino y carboxilo, y de las asas intra- y
extracelulares gue conectan a los dominlos transmembranales,
son las que determinan la especificidad de unién de 1los
receptores a un ligando y la interaccidn con las proteinas G,
(2,73,79).

En contraste con los receptores acoplados a las proteinas
G, existen receptores para una variedad de factores de
crecimiento que incluyen al factor de crecimiento epidérmico
(EGF), al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
a la insulina y al factor de crecimiento-I parecido a 1la
insulina (IGF-I)}, cuyas acciones parecen estar reguladas por
la autofosforilacion y por la fosforilacidn de otras
proteinas, debido a su actividad de tirosinas cinasas, y no

por su acoplamiento a proteinas G (3).

La participacién de las proteinas G en la transduccidén de
las sedales hormonales fue propuesta por Martin Rodbell y su

grupe, quienes descubrieron gque en membranas plasmaticas
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purificadas la activacidén de la adenilato ciclasa por hormonas
requeria de GTP, asi se propuso la existencia de proteinas
fijadoras de nucledtidos de guanina (proteinas G) capaces de
acoplar a los receptores con la adenilato ciclasa (4).

Las proteinas G son heterotrimeros formados de las
subunidades «,f Y v , que durante su activacién intercambian
GDP por GTP, lo cual provoca la disociacidén de sus componentes
en o ~GTP mds el dimero gy .

Las subunidades alfa presentan pesos moleculares diversos
entre 39 y 50 kDa, tienen como funciones unir e hidrolizar
GTP; ademds definen la especificidad de una proteina G por el
receptor y el efector, y son distintas entre diferentes
proteinas G. Las subunidades alfa pueden ser activadas por GTP
© por sus andlogos no hidrolizables (Gpp[NH]p, GTP YS, etc),
asi como por el fluoruro de sodio (2).

Las subunidades alfa de algunas proteinas G son substrato
de ADP-ribosiltransferasas bacterianas (72), tales como la
toxina de Vibrio cholera (toxina del cdlera) gque requiere un
cofactor proteico para su accidén y depende de GTP para su
actividad, y 1la toxina de Bordetella pertussis (toxina
pertussis) que depende de ATP para su accién (2). Ambas
toxinas utilizan al NAD como sustrato y actuan transfiriendo
la parte de ADP-ribosa del NAD a las subunidades alfa .de las
proteinas G. Esta accidén bloquea la actividad de: GTPasa

(hidrélisis del GTP) de las subunidades alfa (78).
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Por estudios de purificacién y clonacién molecular se han
logrado identificar hasta ahora a 12 subunidades alfa, y entre
las que se han descrito se encuentran os, ai, no, ot, aolf y
g, entre otras (2,76).

Con respecto a las subunidades f y 71 solo se han
identificado dos tipos de subunidades beta con pesos
moleculares entre 35-36 kDa y sdlo dos subunidades gama con
pesos moleculares entre 6 y 10 kDa (2).

En cuanto a la participacién de py en la transduccidén, es
poce lo que se sabe. Su asociacién con la subunidad ¢ -GDP
constituye la forma inactiva de las proteinas G ( 8ya -GDP). Se
sabe que el complejo gy constituye una poza heterdgenea, cuyos
componentes son compartidos por todas las proteinas G y la
formacién del complejo nfy €s lo que promueve la interaccidén
de las subunidades a con los receptores (R). Este nuevo
complejo R~-pya-GDP, coloca a los receptores en un estado de
alta afinidad por las hormonas y a las subunidades « en un
estado que permita su activacion y asociacién con el GTP,
(5,77). (ESQUEMA 1).

Dentro de 1las funciones que se han sugerido para el
complejo 8y , esta su participacién en la inhibicidén de 1la
adenilato c¢iclasa por su asociacién con G as=-GTP (6,71).
Incluso, algunos grupos han propuesto la participacidén del
complejo By en la activacién de la PLA2, (7,71) y otros han
observado dque las subunidades gy son capaces de interactuar

con algunos tipos de canales idnicos (74,75).
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Las proteinas G funcionan principalmente acoplando a los
receptores con los efectores.

En cuanto a los efectores son pocos los que se han
descrito; entre ellos se encuentran la adenilato ciclasa, 1la
fosfolipasa C, la fosfodiesterasa del GMPc, la fosfolipasa A2
Y los canales idnicos. Estos componentes son de naturaleza
proteica y la mayoria de ellos tienen como funcién 1la
generacién de segundos mensajeros que participan en la
amplificacién y propagacién de la sefial hormonal en el

interior de la célula.

La adenilato ciclasa genera al segundo mensajero AMP
ciclico a partir de la hidrélisis del ATP; la fosfolipasa C
hidroliza a un fosfolipido de membrana generando al
diacilglicerol y al inositol trifosfato; la guanilato ciclasa
genera GMP ciclico a partir del GTP:; la fosfolipasa A2
hidroliza fosfolipidos de membrana generando asi al 4cido
araquidénico que es un presursor de compuestos biologicamente
activos como 1los eicosanoides; y finalmente 1los canales
iénicos que pueden ser activados por diversos mecanismos y
funcionan permitiendo el flujo de iones através de la membrana
plasmatica.

Después de la activacion de los efectores, corresponde a
los segundos mensajeros la propagacién de la seflales

hormonales.
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Hasta el momento los sistemas de transduccidn que se han
descrito mejor son: el sistema de la adenilato ciclasa y el

sistema fosfoinositidos-calcio.
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SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA.

Los primeros estudios que arrojaron una 1luz importante
sobre el sistema de la adenilato ciclasa, fueron realizados
por Sutherland y su grupo, gquienes fueron 1los primeros en
observar que las hormonas podian modular los niveles de AMPc.

Existen muchas hormonas que modulan los niveles de AMP
ciclico en 1las células; algunas los incrementan como el
glucagon, la vasopresina (V1), y la hormona luteinizante (LH),
y otras los inhiben como la acetilcolina y la somatostatina.
Ademds algunas de ellas como por ejemple la epinefrina &
través de receptores diferentes son capaces de inducir ambar
acciones.

Este sistema de transduccidén consta principalmente de
cinco componentes: Receptores estimuladores (Rs), Receptores
inhibidores (Ri), proteina G estimuladora (Gs), proteina G
inhibidora (Gi) y la subunidad catalitica de 1la adenilato
ciclasa. (ESQUEMA 2).

La proteina Gs, como se menciono en la seccién
precedente, se encuentra formada por tres subunidades, «, £ Y

y» Para la proteina Gs la subunidad « se denomina u« s.

La subunidad as de la proteina Gs tiene como funcién
activar a la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa y
entre sus propiedades esta la de ser uno de los substratos de
la toxina del cdélera. La reaccion de ADP-ribosilacién en un

residuo de arginina, catalizada por la toxina del célera,
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ESQUEMA ‘2., STSTEMA DE_TRANSDUCCLON DE-LA ADENLLATO- CICLASA.
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“opladoraiGi, o



bloguea la actividad de GTPasa de as, de tal manera gque el
complejo  «S—-GTP ADPribosilado provoca una activacion
permanente de la adenilato ciclasa. (8,10,11). (ESQUEMA 3).

Estudios de clonacidén molecular han revelado la existencia
de 4 formas de s, dos formas cortas con 380 y 381 amincacidos
Yy dos largas con 394 y 395 aminoacidos. La subunidades as son
muy heterogéneas y en una electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS presentan pesos moleculares entre 42 y 62
kDa. (2,76).

La proteina Gi es parte de una familia de proteinas
conocida como "Gi-like". La proteina Gi también se encuentra
formada por tres subunidades i, ¢ y y, Yy participa en 1la
inhibicién de la adenilato ciclasa. Gracias a los estudios de
clonacidn molecular se ha logrado identificar a tres
subunidades «i y se les ha denominado ¢i-1, 4 i-2 y «i-3, estas
proteinas poseen una longitud de 354, 355 y 354 aminoicidos
respectivamente (2). Las subunidades n i son substrato de la
toxina pertussis (9), siendo la forma heterotrimérica de 1la
proteina G, el sustrato preferido de 1la toxina. La ADP-
ribosilacién de 1la subunidad «i en un residuo de cisteina
bloguea su actividad de GTPasa y por lo tanto también bloguea
la actividad inhibidora que ejerce la proteina Gi sobre la
adenilato ciclasa.

En cuanto al elemento efector del sistema, se ha observado
que la adenilato ciclasa existe como multiples especies

moleculares. Al menos una forma de la enzima en cerebro es
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activada por calmodulina, probablemente de manera directa,
mientras que otras formas de la enzima son activadas
directamente por el diterpeno, forskolina, aislade de las
raices de la hierba Coleus forskohlii, (14). Esta enzima ha
sido purificada de corazén (12) y de cerebro (13). Estos
estudios han mostrado que la enzima posee una sola cadena
polipéptidica con un peso molecular de aproximadamente
150,000; y ademas parece ser una glucoproteina. (12-14,80).
Estos datos han sido confirmados recientemente por estudios de
bioclogia molecular, ya que el grupo de Gilman ha logrado la

clonacién de esta proteina (31).

La subunidad catalitica de la adenilato ciclasa cuando se
activa hidroliza el ATP a AMPc mas PPi. E1 AMP ciclice
asi generado, funciona como un segundo mensajero capaz de
activar a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA). En
ausencia de AMPc la PKA esta inactiva y constituida por 2
subunidades reguladoras y 2 cataliticas. La union del AMPc a
la subunidad reguladora altera su afinidad por la subunidacd
catalitica; esto es suficiente para provocar su disociacidén en
un dimero de subunidades reguladoras y dos subunidades
cataliticas libres (15).

La PKA es capaz de fosforilar a otras proteinas en
residuos de serina o treonina, y la cascada de fosforilaciones
que inicia es parte de la amplificacién y propagacion de 1la

sefial hormonal.
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En el estudio del sistema de la adenilato ciclasa ha sido
importante el uso de mutantes de la linea celular 849 de
linfoma de ratén, como modelos con caracteristicas que
han permitido estudiar las funciones de los componentes de
este sistema. XLa 1linea silvestre S49 posee receptores { -
adrenérgicos Yy receptores para prostaglandinas, y responde a
los analogos estables del GTP, al fluoruro de sodio y a 1la
forskolina. (16).

Entre 1las formas mutantes de esta 1linea celular se
encuentran las c¢élulas S49 cyc- que carecen de la proteina
acopladora Gs (17), las S49 kin- que carecen de 1la PKA
(18,19), las S49 unc- donde no existe un acoplamiento entre
los receptores y la proteina Gs (20) y la variante AC- que

carece de la actividad de la adenilato ciclasa (20).

18



SISTEMA FOSFOINOSITIDOS CALCIO.

Ciertas hormonas activan receptores capaces de inducir la
hidrélisis de fosfolipidos y el aumento del calcio
intracelular, como un mecanismo para transducir senales
extracelulares hacia la célula. Algunas de estas hormonas son
epinefrina, angiotensina II y vasopresina (81).

Lowell y Mabel Hokin fueron los primeros en observar que
mensajeros quimicos como la acetilcolina, inducian la
incorporacién de fésforo 32 al fosfatidil inesitol y al 4&cido
fosfatidico. R. Michell en 1975 sugirié que el recambio de
fosfoinositidos estaba asociado con el incremento de 1la
concentracién de calcio citosdélica intracelular estimulado por
un receptor (27), y mas tarde Berridge propusé gque un
fosfolipido de membrana era hidrolizado por la fosfolipasa C
en respuesta a la activacioén de un receptor (28).

Este sistema de transduccidn esta constituido por tre:
componentes: un receptor, una proteina G (llamada Gq) Yy por
una fosfodiesterasa, la fosfolipasa C (PLC). (ESQUEMA 4).

La proteina G gue participa en este sistema no ha sido
claramente identificada; sin embargo hay wuna serie de
evidencias que apoyan su existencia, y se le ha llamado Gp o
Gx (14), y mas recientemente fué denominada Gg.

lLos primeros datos sobre la participacién de una proteina

G en este sistema, surgicron en la década de los B80's con los
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trabajos del grupo de Cockroft y Gomperts (22), y del grupo de
Fain (23), quienes demostraron que los andlogos estables del
GTP estimulan la actividad de la PLC en membranas aisladas, y
que los nucledtidos de guanina son requeridos para ila
activacién de la enzima mediada por un receptor, sugiriendo
asi la existencia de una proteina G. Los eritrocitos de pavo,
son uno de los sistemas donde se observa mas claramente como
la actividad de 1la PLC regulada por los receptores
purinérgicos P2y es dependiente de GTP (24).

Aungue la identidad de la proteina Gp © Gqg no se conoce,
se ha sugerido la existencia de al menos dos: una sensible y
una insensible a la toxina pertussis. (21). Por otro lado la
inhibicién hormonal de la PLC ha sido reportada, pero no es
clara la existencia de una proteina Gq inhibitoria. (25).

La fosfolipasa C (PLC) es una fosfodiesterasa gue utiliza
como substrato un fosfolipido de membrana, el fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato (PIP2) y lo hidroliza para formar dos
segundos mensajeros: el 1,2-diacilglicerol (DAG) Yy el
mioinositol-1,4,5-trifosfato (IP3), (21,82,83).

Se han identificado al menos cinco diferentes isoenzimas
de la PLC, «, £, , ¢ ¥+ , difieren una de otra con respecto
a su peso molecular, carga, requerimientos de cationes
divalentes, especificidad de substrato y la forma de 1los
productos liberados (fosfatos ciclicos o no ciclicos) (26) vy
ademads se ha visto que hay especies de PLCs solubles y otras

asociadas a membrana.
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En el estudio de la PLC, han habido avances como: el
aislamiento de dos isozimas de la PLC de vesiculas seminales
de oveja, gque son distintas inmunologicamente; la purificacién
de tres isoenzimas de cerebro de bovino y la preparacién de
anticuerpos especificos dirigidos contra estas enzimas (lo que
ha permitido intentar la clasificacién de las PLCs en base a
sus caracteristicas inmunologicas): y el avance mas importante
que se a alcanzado es la clonacion de 4 genes que codifican
para 4 distintas formas de PLC con pesos moleculares de 56

kDa, 86 kDa, 138-139 kDa y 148 kDa. (21).

Los segundos mensajeros generados por activacién de 1la
fosfolipasa C, el DAG y el IP3, juegan un papel muy importante
en la amplificacion de la sefal hormonal.

El IP3 participa en la movilizacién de calcio de pozas
intracelulares, principalmente de reticulo endoplasmico. Se ha
propuesto la existencia de receptores para el IP3 en el
reticulo, gue provocan la apertura de canales de calcio (84),
ocasionando asi un aumento en la concentracién de calcie
citosdlico e induciendo una serie de cambios en el metabolismo

celular. (29,32).

La concentracidn de calcio libre citosdlica funciona como
un importante mecanismo por el cual las hormonas y los
factores de crecimiento requlan muchos procesos celulares
tales como 1la secrecidén, el metabolismo, 1la 1liberacién de

neurotransmisores, el crecimiento celular y la diferenciacién.
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Se ha llegado a la conclusidén de que la mayor parte del
calcio secuestrado estd en el reticulo endopldsmico y que
estas pozas representan la fuente del calcio 1liberado por
agentes movilizadores de calcio. E1 aumento del calcio
intracelular es rapidamente disminuido por su captura a través
de la mitocondria y por su expulsién fuera de la célula por la

ATPasa de calcio (85).

La mitocondria no esta implicada en la liberacién de Ca++
mediada por IP3, pero responde al incremento de calcio 1libre
citosdlico, al capturarlo e incrementar la concentracién de
calcio 1libre en la matriz mitocondrial con 1la consecuente
activacioén de la respiracién y de las deshidrogenasas
mitocondriales. (30).

Hay tres deshidrogenasas intramitocondriales cuya
actividad puede ser estimulada por un aumento en la
concentracién de calcio citosélico y son la piruvato
deshidrogenasa (PDH), la NAD+-isocitrato deshidrogenasa (NAD-
ICDH) vy la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH), todas ellas
consideradas importantes en el metabolismo oxidativo. (30).

El inositol trifosfato es rapidamente recambiado, puede
ser fosforilado por una cinasa formando inositol-1,3,4,5-
tetrafosfato (IP4), el cual parece tener un papel en la
regulacién de la entrada de calcio extracelular, de tal manera
que se regulen los niveles de calcio modificados por la accién

del IP3 (86). El1 IP3 también puede ser degradado por
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fosfatasas a mioinositol-1,4-bifosfato (IP2), mioinositol-i-
fosfato (IPl) y mioinositol.

El otro segundo mensajero generado por la PLC es el
diacilglicerol (DAG). Bajo condiciones fisioldgicas. 1la
estimulacidn hormonal de la hidrolisis de fosfolipidos induce
la formacién del DAG el cual activa a la proteina cinasa ¢
{PKC) ademas de incrementar su afinidad por calcio y
fosfolipidos (33).

La proteina cinasa C fue descubierta por Y. Nishizuka vy
colaboradores en 1977. Esta enzima fosforila a otras
proteinas en residuos de serina o treonina y tiene un papel
muy importante en la transduccidn de las sefRales hormonales.
Se ha observado que esta enzima requiere de calcio y d¢
fosfolipidos en especial de fosfatidilserina para su
activacién.

La proteina cinasa C constituye una familia de subespecies
muy relacionadas estructuralmente. Los estudios bioguimicos y
de clonacién molecular han permitido identificar a 7
isoenzimas denominadas «, BRI, RII, v , 6, € Y £ (31). Las
ultimas tres subespecies difieren principalmente de las otras
en gque carecen de la regién conservada C2 y ademas en sus
requerimientos de calcioc y fosfolipidos para su activacidn
(34,87).

Existen varias rutas alternativas para la generacién del
DAG necesario para la activacién de la PKC. La apertura de
canales de Cat++ puede ocasionar la degradacion de

fosfolipidos, que probablemente se inicio por activacién de la

23



PLC y también de las PLD y PLA2. Los fosfolipidos generados
como el DAG y el acido araquiddnico son capaces de activar a
la PKC (31).

Inicialmente se detectéd que la PKC era activada por
protedlisis con calpaina. Esta reaccidén genera un fragmento
totalmente activo denominado proteina cinasa M (33,35). Se
desconoce el significade fisiolégico de esta protedlisis, sin
embargo se ha sugerido gue sea un proceso que inicie la
degradacién, llamada "down regulation™, de la PKC.

La PKC también puede ser activada farmacologicamente co=
agentes como los ésteres de forbol. Estos compuestos
diterpénicos son potentes agentes tumorigénicos que son
obtenidos del aceite de las semillas del 4&rbol Croton
tiglium, y por tener una estructura similar a la del DAG
pueden activar a la PKC (36). Entre los mas potentes se
encuentra; el forbol miristato acetato (PMA) y el forbol
dibutirato (PDBu). (ESQUEMA 5).

Entre los sustratos de la PKC estan los receptores  l- y g~
adrenérgicos, el receptor de la insulina, el receptor del
factor de crecimiento epidérmico, la proteina Gi, la adenilato
ciclasa, la guanilato ciclasa, proteinas membranales como las
ATPasas de Ca++, de Na+/Kt+, el tranportador de glucosa,
proteinas de citoesqueleto come la vinculina, entre otras.

La proteina cinasa C puede ser inhibida por compuestos que
compiten con el ATP como la estaurcesporina, la sangivamicina

y los derivados isoquinolina-sulfonamida como el H-7. Otro
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tipo de inhibidores son la esfingosina, los lisofosfolipidos,
el verapamil, la amilorida y los derivados de acridina; cuyo

mecanismo de accidén se desconoce. (41-43).

La comunicacién entre los sistemas de transduccién es uno
de los mecanismos mads importantes de regulacidén de la
transduccion de las sefiales hormonales. Han side muchos 1los
estudios que se han realizado en este campo, tratando de
dilucidar los mecanismos y las consecuencias de esta

interrelacidn.

La proteina cinasa C es uno de los elementos que tiene un
papel muy importante en la regulacidén de los componentes de
los sistemas de transduccion. Su activacién induce una cascada
de fosforilaciones de diversas proteinas que modifican su
actividad basal. Esta acciodn que tiene la PKC sobre 1los
componentes de la transduccién puede ser una regulacién
positiva o negativa. Es decir puede ocasionar una potenciaciocn
o sinergismo de la sehal hormonal o bien una desensibilizacioén
o bloqueo del sistema. Estas acciones de la PKC han sido

ampliamente documentadas. (ESQUEMA 6).
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GLUCAGON

El glucagon es una de las principales hormonas
pancreaticas, secretada por las células a de los islotes de
Langerhans. Esta hormona esta compuesta por una sola cadena de
aminoacidos con 29 residuos y con un peso molecular de 3450.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14
MH2~-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu~
18 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
—-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu~-Met~-Asn-

Thr Ser

29
=Thr~COOH

Sccuencia primaria del GLUCAGON

E!L glucagon fue descubierto por Murlin y colaboradores.
Se sabe que esta hormona es biosintetizada como un precursor
de alto peso molecular; se han encontrado especies entre 9000-
12000 daltones en tejidos de mamiferos, aves y peces; y se ha
concluido gue los 29 residuos del extremo amino corresponden a
la secuencia del glucagon. (37).

La secrecidn del glucagon es estimulada por una caida en
los niveles de glucosa en sangre o por un aumento en los
niveles de a&cidos grasos libres o de ciertos aminoacidos.

El glucagon es homdlogo estructuralmente con una familia
de hormonas peptidicas del tracto gastrointestinal, entre

ellas la secretina, el polipeptidoc intestinal vasoactivo
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(VIP), el peptido inhipitorio gastrico (GIP) y la glicentina.

Se considera al glucagon, como uno de los mds potentes
agentes reguladores del metabolismo hepdatico, capaz de
estimular vias metabdlicas como la glucogendlisis, la
gluconeogénesis y la ureogénesis principalmente (88).

Las acciones del glucagon estan mediadas por un receptor
de membrana, gue aun no ha sido totalmente caracterizado; sin
embargo se ha logrado identificar a un componente de 1la
membrana de 62 KDa, usando anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el receptor de glucagon. (89). Este receptor es capaz
de activar al sistema de la adenilato ciclasa y se ha
considerado al segundo mensajero AMP ciclico como el mediador
intracelular de las acciones del glucagon.

Sin embargo, ha surgido cierta controversia en este tema.
En 1984, Corvera y colaboradores propusieron que existia
otros factores implicados en las acciones de glucagon, adema
del AMP ciclico. Sus estudios se basan en el uso de un analogo
del glucagon hecho por una trinitrofenilacién del grupo ., -NH2
del 12-homeoarginina glucagon (THG). Ellos encontraron gue el
THG es un agonista total para la estimulacion de la
glucogendlisis, gluconeogénesis y sintesis de urea, pero es un
agonista parcial muy débil para la acumulacion de AMP ciclico
(39). Con base en estos estudios, mas tarde en 1986, Wakelam y
colaboradores (38), propusieron que la§ células del higado
poseen dos receptores para glucagon, uno acoplado a la

adenilato ciclasa y otro a la PILC. (ESQUEMA 7).
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El grupo de Wakelam muestra que tanto el glucagon como su
andlogo el THG son capaces de estimular la formacidén de IP3 Yy
de incrementar 1la [Ca++] citosélica. (38). Otros grupos
también apoyan la idea de que la movilizacién de calcio
estimulada por glucagon es independiente del AMPc (90).

Existen otros grupos que consideran que todas las acciones
del glucagon estan mediadas exclusivamente por el AMP ciclico:
por ejemplo Staddon y Hansford (40) muestran datos gue indican
que un aumento en el AMPc asociado con una activacion de la
PKA son suficientes para explicar el aumento en la
concentracién de calcio que ocurre después de adicionar
glucagon a los hepatocitos, pero sin embargo no descartan una
activacién del sistema fosfoinositidos-Ca++.

En hepatocitos de perro, se observa una heterogeneidad en
la poblacién de receptores para glucagon. El grupo de Hruby,
utilizando al glucagon y a alqunos de sus analogos, detecta
dos sitios de union para glucagon, uno en alta y otro en baja
afinidad, (93,94). Estos estudios también apoyan la existencia

de dos receptores para el glucagon.

El glucagon se encuentra dentro del grupo de hormonas que
regulan tanto el metabolismo citdsolico como el mitocondrial.
No es claro, cual es el mecanismo por el cual estimulan el
metabolismo mitocondrial, pero se ha sugerido que sus acciones
estan relacionadas mas con la movilizacién de calcio que con

un aumento de AMP ciclico, (51,53,91).
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otra de las acciones interesantes que ejerce el glucagon,
es la de inhibir la bomba de calcio independientemente de la
activacién de la adenilato ciclasa. Los resultados mostrados
por el grupoc de F. Pecker (92), sugieren gque el glucagon puede
sef un precursor de un péptido biologicamente activo que se
genera por proteclisis Yy que corresponde al extremo carboxilo

terminal del glucagon (residuos 19-29).

A partir de estos datos parece ser gue el glucagon ya no
es un ejemplo de las hormonas que actuan solamente via el
AMPc, sino que existen otros factores implicados en sus
acciones.

Ha sldo ampliamentc documentada la inhibicidn, por la
proteina cinasa cC, de las acciones de hormonas cuyos
receptores estan acoplados a la adenilato ciclasa, entre ellas
el glucagon ; sin embargo los mecanismos implicadocs en esta
regulacién no han sido del todo aclarados, y de ahi nuestro
intéres en tratar de dilucidar estos mecanismos y establecer
la forma en gque la proteina cinasa € participa en 1la

regulacion de las senales hormonales.
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QBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general, evaluar
la participacién de la proteina cinasa C en la modulacidn de
las acciones del glucagon sobre el metabolismo hepatico de
rata, asi como estudlar la influencia del estado tiroideo de

los animales sobre dichas acciones.
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MATERIALES Y METODOS

Estos se describen en los articulos anexados en la  seccidn

de resultados.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacidén de esta

tesis fueron publicados en los siguientes trabajos:
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activators of protein kinase C. Biochem. Intern. 18(1):

243-249.

Garcia-Sainz, J.A., M. Macias-Silva, S.M.T. Herndndez-
Sotomayor, M.E. Torres-Marquez, V. Hruby and D. Trivedi.
(1990). Modulation of glucagon actions by phorbel
myristate acetate in isolated hepatocytes. Effect of

hypothyroidism. Cell. Signall. 2(3):235-243.

Hernandez-Sotomayor, 5.M.T., M. Macias-Silva, C.C. Malbon
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- Summary:

The stimulations of ureagenesis and cyclic AMP accumulation induced by
glucagon were inhibited by 10 nM vasopressin or 100 nM phorbol [2-myristate
13-acetate (PMA). The maximal accumulation of cyclic AMP induced by glucagon
was clearly diminished by these agents without change in the EC, for the
peptide hormene suggesting a non-competitive type of inhibition.”” H-7 blocked
the inhibition of glucagon-stimulated ureagenesis induced by PMA  and
vasopressin  and diminished their effect on the accumulation of cyclic = AMP
induced by glucagon, L is concluded that activation of protein kinase €
inhibits the stimulation of ureagenesis and the accumulation of cyclic AMP
induced by glucagon in liver cells from hypothyroid rats; W=7 inhibits the
effects of protein kinase C activation.

INTRODUCTION
Glucagon is one of the main modulators of hepatic metabolism, It exerts
its actions through activation of receptors coupled in an activatory .-fashion "+
to adenylate cyctase (1), lleterogeneity of glucagen -receptors has been

obsevved (2,3) and it has been suggested that factors, In addition

AMP, may participate. in mediating glucagon actions (4,5).

Activation of: protein kinuse C by phorbol esters lahibits:-gl apon=

stimulated. adenylate cyclnse activity in membranes (6) and the accumulation of

cyclic "AMP - induced by this peptide hormone in - whole - c'cllsf”—;((:-s).——b
,,lnterestingly,'sucﬁ diminution of the accumulation of cyclic AMP i§'associated
with: a very" slight shift in the dose-response curve to glucag;n for: some
metabolic actions (phosphorylase activation (7) or urecagenesis: (8)) In no‘r;na];
rat 'Vllepatucytes. Using hepatocytes isolated from hypothyroid rats wc.,ishow
here that’ actlvation  of protein kinase C by vasopressin. ' or: by : :mwncti‘vc .
phurbpl,esgcf‘réduces bath the cyclic AMPaccumulatvion and ‘the Stimulﬁtlén’pr
ureagenesis induced hy ;;Iuc‘up,un: the prnLQiu kinase inhiibitor lI-.? vux;lr:ko‘liy

diminishes such reductions,

L 0158-5231/89/010243 0750100/
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MATERJALS AND METHODS

Phorbol 12-myristate l3-acetate (PMA), G-N-prupyl—l—thiouracll, methyl-
isobutyl-xantine, urease, l-glutamine, arginine-vasopressin, l-~ornithine and
H-7 (1-(5-isoquinolyn sulfonyl)~ “—mcLhylpxpcruzxnu)) were thaxned from Sigma
Chemical Co. Glucagon was generously wiven by Eli Lilly, [ 3] cyelic AMP (32
Ci/mmol) was From New England Nuclear,

Female Wistar rats (approx. 200-250 g) fed ad libitum were used,
Hypothyroidism was induced by giving the animals water containing 0,037 O-N-
propyl-2-thiouraci! for 40-50 days and it was assessed by decreased weight
gain, dryness of the fur and decreased levels of tritodothyronine (9).

Hepatocytes were isolated by the method of Berry and Friend (10). The
cells were incubated in ! ml of Krebs- ngor bicarbonate buffer under an
atmosphere of 95% 0, - 5% €0,, pH 7.4, at 37°C in a water bath shaker. !n the
studies on ureagenesis, the r‘nmlium was supplemented wich 2 mM ornithine and 10
mM  glutamine; after 60 min of incubation urea was quantified in' - the
supernatant by the method of Gutman and  Bergmeyer (11). Cyelic AMP
accumulation was determined in cells plus medium by the method of Brown et al.
(12), ‘The cyclic AMP determinations were performed in cells stimufated  with
glucagon for 2 min and incubated during this period with 0.1 mM methyl-
iscbutyl-xanthine to inhlbiL phosphodiesterase activity.

RESULTS
Activation wf  hepatoeytes with  glucagon  produced o * dose-dependent
stimulation of ureagenesis (Fig 1, panel A) and accumulation of cyclic- “AMP )
(Fig 1, ponel B). We have previously shown (9) that in liver cells obtalned -

from hypoLhyrold rats vasopressin is unable to produce a sestailned stimelhtion

of urcagenesis. As expectad, fu L experiments (using hepatocyles obitiined
from hy[mLIly'ruid animals) 10 oM vasopressin did not stimelate:ureagenesis: hut
surprisingly  mirkodly detreascd (= 60-70%) the effect of  glueagon - on- Lhis

paramerer {(Fig, 1, punel A). Anenrly identical effccr was wbserved using the

active .phorbol ester PMA (Fig 1,  panel 4), PMA by itsell did not alrer Lhc'

production “of urea (rfesults not shown, - please see 13). Vasopressin: nnd PMA‘
dccrcaqed the accumulatfon. of cyclic-AMP: induced- by Llucugun uppruxsmaLe]y bO-'

50Z (Fig.. 1, panel B). The effects of vasopressin and I‘MA were on the maxima]

accumelation of ° cyclic AMP without altering Lhe l:(,so (=107 N) for glucngon e !

clearly suggesting a non- cumpL'Lllee type of inhibiticn.

-/ is an isuquhmllne sulfonyl derivative. that anunLJy lnhlbh.
kindase C (14). We have previously shown that hormonial. LL 0
pharmacological  (by PMA) “activation” of protein” kumse

Lhul:

adrenergic responsivcneés in liver cells. (13;15,16) nnd _L'ilis 1‘protein g

klnaae C antagonist, avoids wuch hluckudL (l:).
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Hepatocytes -were  incubated in the absence (0) ot presence of (10U aM~ PMA
(®) or 10 nM vasopressin ( ®) for 60 minutes; in the studies on  ureagenesis
(panel  A) glucagon was present during the 00 minutes and  the  results are
expressed as percentage of basal urea production which was 40 .+ ) nmol/mg
cells wel weight.  In the studies on cyclic AMP accumulation Llu(..lb()ll and 0.1
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Fig. 2, INHIBITION BY H-7 OF THE EFFECTS OF PMA AND VASOPRESSIN .ON THE
ACTIONS OF GLUCAGON. - E

Hepatocytes were incubated as indicated in figure 1, but in the presence
of 0.! mM H-7. Basal urea production was 45 + 2 nmol/mg cells wet weight.
Other indications as in figure 1.

metaboulic responses. Other authors have observed that some actions: .ol
glucagen, such as stimulution of heputic ketogenesis (17) or activation of
pyruvate dehydrogennse are markedly diminished by PMA  (18), Interestingly,
Staddon and Hansford (18) observed that PMA does not diminish the insctivation
uf pyruvate kinase induced by glucagon in conditions under which it :blocks

the activation of pyruvate dehydrogenase lnduced by this hormone.

We are surprised by the inhibition of the glucagon-induced. stimulation:of - e

ureagenesis hy PMA and vasopressin (via protein kinase C activation) in cells
ohtained from hypothyrotd rats. The data are particularly astonishing if ~we
consider thut the diminution of glucagon-mediated accumulation of cyelic AMP
induced by PMA is very similar to that.observed previously ie liver cells from
euthyroid rats (17). It is clear that in the action of plucagon, factors in
addicion te cyclic AMP play a role (4,5). However, -it'is yét far.from clear
what  signal(s) or amplifying factor(s) is (are) Jnck‘ing in. liver cells. from
hypothyroid rats that makes their -metabolism more ~susceptible to - the
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inhibitory action of PMA, In this regard it is worth mentioning that the
mitochondrial actions of glucagon seem to be more susceptible o the
inhibitory action of phorbol esters than those involving exclusively the
cytosol (18). Ureagenesis is a bicompartamentalized pathway involving both
cytosolic and mitochondrial enzymes; glucagon modulates glutaminase activity
(19,20) and citrulline synthesis (21,23) both taking place in the
mitochondria.

The ability of hormones that activate phosphoinositide turnover to
diminish the accumulation uf cyclic AMP induced by glucagon is well documented
(24). However, the precise mechanism of this action is not completely known; a
role of calcium redistribution has been proposed (24). Our results suggest
that at least part of this effect may be mediated via protein kinase C
activation. Consistent with this idea is the fact that inhibitions of cyclic
AMP  accumulation are usually observed even after a short preincubation with
these hormones; at these times the inesitol trisphosphate and calcium peaks
are over (25) but not the accumulation of diacylglycerol (25,26) the
physielogical activator of protein kinase C.

H-7 is an inhibitor of protein kinase C which competes with ATP (14);
therefore it has also the ability to inhibit other protein kinases such as
protein kinase A (14,27). Ve observed little effect of H-7 on glucagon-
stimulation of ureogenesis (mediated at least parcially via activation of
protein kinase A) wunder conditions in which it inhibits the actions of
vasopressin and PdA,  Fowever, due to the type of experiments performed-we can
not rule out th: nossivility that the action of H-7 may involve inhibition of

other proLein kinase(s) in addivion to protein kinase C,
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Abstract-—Phorbo! myristate acetate (PMA) inhibits glucagon-stimulated cyclic AMP accumulation and shifts
to the right the dose-response curve to glucagon for ureagenesis. In cells from hypothyroid rats the effect of
PMA on glucagon-stimulated ureagenesis wis much more pronounced. hul its cffect on L)LlIL AMP accumu-
lation was similar to that observed in the control cells. The stimuly s of ur by the glucug

analogue THG and dibutyry] cyclic AMP (Buty-cAMP) were ulso diminished by PMA, (0 a greater exkent in
cells from hypothyroid rats than in those {rom ewthyroid rats. PMA inhibited the increases in eytoplasmic
[Ca? - induced by glucagon. THG or But-cAMP; the effect of PMA was much more marked in cells from
hypothyroid rats than in the controls. Treatment of the cells with glucagon or THG increased the production

of citrulline by subsequently
that PMA alie
calcium, The
the lutter action.

ed mitochondria, whereas PMA diminished their eflects. The results suggest
SUal two levels; (i) eyclic AMP production and (ii) elevation of eylosol
creased sensitivity (0 PMA of some glucagon effects in hypothyroid rats seems to be relited to

Key werds: Glucagon, protein kinase C, phorbol esters, ureagenesis, cyclic AMP, calcium.

INTRODUCTION

PHORBOL  12-myristate  13-acetate  (PMA), &
potent activator of protein kinase C, inhibits
glucagon-stimulated adenylate cyclase activity
in liver membranes and the accumulation of
ic AMP in hepatocytes {1 5). Such dimin-
ution of glucagon-stimulated cyclic AMP
accumulation is accompanied by u slight shift
to the right in the dose-response curve to gluca-
gon for some metabolic actions, such as phos-
pharylase activation [3} or urcagenesis [2] in rat

tAuthor to whom correspondence should be addressed
an Institnto de Fistologia Celular, UNAM. Ap. Posal 70
504510 Mévico 1LE. Mesico
breviatunn But-cAME dibatyey] eyebie adenosine
X8 monophosphate: MIX methyl nobuthyl vanthine:
PMA - phorhol  12mynstate Placetate: THG ([-Nae
tomtropheny histicdine, b 2-homoargnime b glucagon:
KR Krebs Ringer hicarbonae buffer

hepatocytes from cuthyroid animals. Interest-
ingly, using hepatocytes from hypothyroid ani-
mals, we observed that PMA markedly inhibits
the stimulation of ureagenesis by glucagon (4,
5). These data prompled us Lo invesligate (com-
paratively) the effect of this tumour promoter
on glucagon actions, using hepatocytes from
cuthyroid and hypothyroid rats, in order to
gain an insight into the reason(s) for such dif
ference in sensitivily to PMA.

MATERIALS AND METHODS

Phorbo!l 12-myristate  13-acetate,  6-N-propyl-2-
thiouracil,  rotenone.  methyl-isobutyl-xanthine
{MIX). t-glutamine, v-ornithine, urease, glucose oxi-
dase, peroridise, dibatyryl eyelic AMP (But-cAMP)
and Quin 2/AM  were obudined from the Sigma
Chemical Co. THG., ([}-Na-trinitrophenyl-histidine,
1 2-homoarginine]-glucagon), an andogue of gluca-
gon. was synthesized and puritied s described (6]
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['HJcAMP (32 Ciimmol) was obtained from New
England Nuclear, collagenase was from Worthington
and DTPA (diethylenetriamine pentaacetic acid) was
from Aldrich Chemical Co. Glucagon was a gener-
ous gift from Eli Lilly.

Eaperiments were performed with euthyroid and
hypothyroid female Wistar rats (200-250 ) (ed ad
tibirm, Hypothyroidism was induced by giving the
animals water containing 0.03% propyl thiouracit
for 40 50 days. Hypothyroidism was by
decteased  weight pain, dryness of the fur and
decreased levels of triiodothyronine (7).

Hepatoes tes were molated by the method of Berry
and Friend [8]. The cells (30 40 mg wet weight) were
incubated in Tl o Krebs Ringer  bicarbonate
buller (KRB ander an atmosphere of 93%. 0,5
COLpHET e 37 C e waner bald shaher.

To stady wrea production the cells were incubarted
i buller supplemented with 2mM ormithine and
HOmM glutaniine for 60 min. Urea was quantitied in
the supernations by the method of Gutman and
Bergmeyer [9]. For the studies on glycogenolysis the
cells were ieabited for 60min m I ml off KRB and
glucase production was determined i the superna-
tants by method of Fales [10].

Citralline synthesis wars assayed o erude mito-
chendeial preparitions obtained from hepatoeytes
previowly incubated for min with or without the
agents, The mmitachondrial - preparations were
obtained as described by Hensgens ¢ of. (1] Citrul-
line synthesis from  glutamine  was  studied as
deseribed [12] and was determined by the method off
Ceriotn .lml (l.l/.llllpl {E3). as modified by Prescott
and Jones |14

Cyche S ll’ wints determtined momedinm plos cells
by the method of Brown ez af [TS] i these expen-
ments the cells were meabaied Tor 2o withy ihe
apends and 0 F N NN o inbdat phosphodhester-
ase actiuny The voncentition of eytophsme lee
Cam feca D owas stodwd using Qum 2 Nusiescenee
oo 120 e biaels e cells wete incabated i KRB
withont Cat L contamng 1N Qi AN The
cells were meubatesd with the dye o 2k, washed
with the sane budler and resaspended in KRB with-
out Cat’h contummg 10N gluvose and 20andd
TEEPES, pHE 748 this ccl! saspension sas maintoned
anive. Anatlispoor of the cell suspesion was centini-
fuged, the supermatant discarded amd the cells resuss
pended in KRB containing 10 mM glucose, 20mM
HEPES and 1.3mM CaClat 37 C, pH 7.4, The cells
were preincubated for 3 Smn in the cuvette with
coptinuous stirring, and  fuorescence wis then
recorded  (encitation 333 nM. emisston S10nM).
TUHG reduced Nuorescence, and this wiss taiken into
uecount in the caleulations. Caleuknions of [Ca’:
were performed as deseribed by Staddon and Tinse
fored J17] for Quin 2-loaded hepatocytes.

RESULTS

In cells from euthyroid rats glucugon induced
a dose-dependent increase in ureagenesis. The
dose -response to glucagon was shifted 1o the
right by 0.1 sM PMA (Fig. 1A).* In cells from
hypothyroid rats the effect of glucagon was
much more markedly affected by PMA
(Fig. 1B): the dose-response curve to glucagon
wis Hattened and the response to the maximal
coneentration of glucagon used was greatly
diminished. PMA, per se. was without effect o
ureagenesis (data not shown, [18]).

Glueapon induced dose-dependent wceums:
lations ol ¢yclic AMP in cells from euthyroia
and hypothyroid rats (Fig. 1C). The maximum
accumulation was greater in cells from hypo-
thyroid rats as compared to the controls, in
agreement with previous findings [7). PMA
(0.1 M) reduced  the  glucagon-induced
accumuldation of cyclic AMP similarly ( = 50%)
in hepatocytes from hypothyroid and euthyroid
animals (Fig. [C and D) and it was without any
effect on basal cyclic AMP levels (data not
shown).

In order to further characterize this differ-
ence we studied the eflect of different concen-
rations af PMA on the stimulations ol urea-
genesis (Fig, 2A) and cyclic AMP accumulation
(Fig. 2B8) induced by o lined concentration of
plucagon. The data were normalized 1o the
ellevt of gucagon alone (100%4) in order o
Frathtate the comparison. Tewas ahserved that
I'MA inhibited glucagon-stimutated ureagene-
sis in cells from eathyroid vars only ai relatively
high concentrations (0.0 1 M) but, in contrast,
inhibition in hypothyroid rat cells occurred at
coneettrations as low cas . 00 pM. A dosee
dependent inhibition  wais “obsérved “imd Tihe’
effect of 1M PMA  was Ssimilar” to that
observed in cells from euthyroid rats (Fig. 2A).
The inhibition by:PMA of glicagonsinduced
cyelic AMP accumulation wits also dose-depen-.

*The shitt was shightly . bigger than - that - previously
reporied {2, probi se i higher amount of DMSO
(S0} was uised in Cthe serad difutions” of PAMAG Whicl
prevents the. phorhol ester from - precipitating” vut ol -
sbution. : L
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dent, and the apparent sensitivity was similar in
cells from cuthyroid rats as compared to those
from hypothyroid rats (Fig. 2B).

It has been observed that the glucagon
analogue  (1-Ne-trinitrophenyi-histidine,  12-
homoarginine)- g.luc.u.on {THG) is capable of
stimulating urcagenesis under conditions where
no, or only a very small, accumulation of cyclic
AMP is induced [19. 20). We tested the effect of
PMA on the action of this glucagon analogue.
THG induced  dose-dependent increases in
ureagenesis both in cells from euthyroid and
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Fii. 1. Effect of PMA on glocagon-stimulated urea-
genesis and cyclic-AMP accumulation in hepatocytes
from euthyroid and hypothyroid rats. (A) and (8)
Cells were incubated in the absence (open cir

ent concentrations of glucagon. Results
as percentages of busal ureat production which we
Jo+3 and 454 2nmol mg of cells wet weight for
cells from cuthyroid sand hypothyronl rals, respect-
vely. Plotted are the means, with the vertwal lines
representing the S.EM of 1012 determimations
asing dilferent cell preparations. (C) and (D) Cells
were incubated in the ghsence (open cireles) or pre-
sence of 0.1 M PMA (closed cirdes) for 60 min and
then challenged for 2min with 0.1 mM MIX and
different concentrations of glucagon. Basal cyclic
AMP  aceumulations were 1.2+04 and
1.4+ 0.3 pmolmg of cells wet weight. Plotted are the
micans, with the vertical lines representing the S.E.M.
of  9-10  determinations  using  different  cell
preparations.

aus 1d-s

hypothyroid animals (Fig. 1), but the stimula-
tion of urcagenesis in cells from hypothyroid
rats wus less marked  (Fig. 3). Interestingly,
PMA flattened the dose-response curve (o
THG in cells from euthyroid rats and com-
pletely blocked the action of the glucagon ana-
logue in cells from hypothyroid animals
(Fig. 3).

Dibutyry!l cyclic AMP (But-cAMP) mduud
dose-dependent stimulations of ureagenesis, no
significant change in sensitivity was deteeted for
hepatoeytes obtained from cuthyroid or from
hypothyroid rats (data not shown, [7]). PMA
diminished, in o dose-dependent manner, the
celfect of the cyclic nucleotide (Fig. 4). hepato-
eytes from hypothyreid animals were more sen-
sitive to inhibition by the active phorbol ester
(Fig. 4) than those from euthyroid rats. At high
PMA concentrations (10 * 10 " M) the inhibi-
tions were essentially the same.

Ureagenesis is a bicompartmentalized path-
way (mitochondria and cytosol), Thus, we next
examined the effect of PMA on the actions of
glucagon and But,-cAMP on glycogenolysis, i
process that takes place exclusively in the eyto-
sol. Two facts were observed in these studies:
Hrstly, the effeets of glucagon onl But.-cAMP
on glycogenolysis were only slightly irhibited
by the phorbol ster (20 30% at the highest
concentration of PMA tested); and secondly, no
signilicant change in sensitivity between cells
from hypothyroid and cuthyroid rats was
observed (FFig. §).

The increase in ureisgenesis induced by gl
gon and other hormenes involves an increased
Nux of NI, sia gluaminase activition {21, 22
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Fii. 2. Inhibition by PMA of glucagon-stimulated ureagenesis and cyclic AMP accumulation in hepatocytes
fram euthyroid and hypothyroid rats. {A) Cells from cuthyroid {open circles) or hypothyroid (closed circles)
rats were incubated with ) M glucagon and different concentrations of PMA. Results were normalized to the
effect of glucagon alone (100%%. C. square) which were 139 4 and 151 +4% of basal ureagenesis, respectively.
Basal urca production is given in the legend of Fig. 1. Plotted are the means, with vertical lines representing the
S.E.M. of B-10 determinations using different cell preparations. (B) Cells from euthyroid (open circles) or
hypothyroid (closed cireles) ruts were incubated for 60 min with different concentrations of PMA and then
challenged fort t 2min with 0.0 mM MIX and 0.0 M glucagon. Results were normalized to the effects of
glucagon alone in cells incubitied in the absence of PMA (100% C) which were 7.9 4 0.30 and 9.7 £ 0.4 pmol/mg
of cells wet weight. Plotted are the means, with the vertical lines representing the S.E.M. of 1012 determina-
i ng different cell preparations.

EUTHYROID HYPOTHYROID and an increase in citralline production [12, 23-
T T 25]: both processes take place in the mitochon-
1 1aop dria and it has been shown that mitochondria
| y isolated from cells treated with the hormones
/\1’ retain an increased rate of citrulline synthesis
{12, 23 25 (and references therein)]. Thus, we
next examined the action of PMA on this cifect.
3 Cells were treated with maximally etlective con-
M‘rf‘}‘{ 1 centrations of glucagon. THG or But,-cAMP in
the absence or presence of PMA; a crude mito-
chondrial per.lr.umn wits cbl.umd and citrul-
line synthesis wus s The three agents
(glucagon, THG and Bul_--u\MP) consistently
Fiei. 3. Effect of PMA on THG-stinndated ureagene- — jnereased citrulline production, independently
sis in hepatocytes from cuthyioid and hypothyroid - e e thyroid state of the donor animal. In cells
rats. Cells were incubiated in the absence (upul cir- . N . . .
or presence of (L1 A PAMA (closed yand  Vrom hypothyroid animals THG was less effec-
nt concenteations of THG. Other mdlu.tlmns tive than glucagon or Buly,cAMP (Fig. 6).
s n Fig 1A and (B, PMA decreased the stimulation induced by glu-
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Fic. 4. Effect of PMA on dibutyryl cyclic AMP-
stimufated urcagenesis in hepatoceytes from cuthyroid
and hypothyroid rats. Cells from cuthyroid (open
ircles) ar hypothyroid (closed circles) rats were incu-
bated in the presence of 0.1 mM But.cAMP and
different concentrations of PMA. Results were nor-
malized to the eflfcets of But,cAMP in cells incu-
bated without PMA (100%. C, square) which were
17143 and 174+6% of busal urcagenesis. Other
ons are as in Fig. 1 (AYand (3).

cagon in cells from both euthyroid and hypothy-
roid animals, The elfect of THG was markediy
diminished by PMA in the cuthyroid state und
practically abolished in hy pothyroidism. In cells
from hypothyroid rats PMA clearly diminished
the clfect of Buly-cAMP whereas, in cells [rom
cuthyroid rats, the effect of PMA was statisti-
cally insignificant.

Mobilization of intraceliular caleium  and
increases in cytosol Ca®' (fCa’* ) have been
imphcated in the action of glucagon [16, 20, 20
35). We observed that glucagon induced 2 3-
fold increases in [Ca®'), (typical tracings are
shown in Fig. 7A). The effeel of glucagon was
dose-dependent (Fip. 78 and C). and it was
smaller in cells from hypothyroid animals than
in the contrals. PMA (0.1 M) significantly
reduced the effect of glucagon in the control
cells and completely abolished the etleet of the
peptide hormone in cells from hypothyroid rats.
In cells from cuthyroid animals 10 "M gluca-
gon induced a 2-fold increase in [Ca*' ], which
was  reduced by PMA;  plucagon-induced

% OF CONTROL (Giycogenolysis)

A M
-L00 [PMA] M

Fig. 5. Effect of PMA on the stimulations of glycc-
genolysis induced by glucagon and dibutyryl cych.
AMP in hepatocytes rom cuthyroid and hypoths

roid rats. Cells from euthyroid (open symbols) o:
hypothyroid rats (closed symbols) were incubated
with 1M glucagon (triangles) or 0.1 md But-
CcAMP (circles) and different concentrations of PAA,
Results were normalized o the effects of glucagon
and  But-cAMP (100, C. square) which  were;
2584 14 and 197 4 12% of basals {or glucagon and
27407 and 1934 12% of basals for But,-cAMP, in
cells (rom cuthyroid and hypothy rowd rats, respect-
wvely.  Basal  glycogenolysis  were 8 +4 and
47+ 5 nmolimg cells wet weight for cells from cuthy-
roid and hypothyroid rats, respectively. Plotied, are
the means of 6 7 experiments using different cell
preparations; S.E.M. was 5-10% of the means and
were onntted {or clarity.

increases in [Ca® '), ol a similar magnitude were
completely abolished by PMA in cells obtained
from hypothyroid rats. Similarly. the eflect of
Buly-cAMP on this parameter was diminished
by PMA in contrel cells and abolished in cells
from hypothyroid animab (Fig. 8). THG was
also aible w increase [Ca* '] PMA blocked its
clfect in cell preparations from euthyroid or
hypothyroid animals (Fig. 8): at this concentra-
tion of THG (10 *M) we ohserved x 2-fold
increases in cyelic AMP accumulation which
were decreased S0%a by PMA using cells from
cuthyroid or hypothyroid rats.

DISCUSSION -

Active phorbol esters, such as PMA, dim-
inish the hormonal activation of adenylate cyc-
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Vi, 6, et of PMA on the stimulations of citru}
fine praduction induced by plucagon, THG and
dibuty eyl eseliv AMP i Tiepatouy tes from cutliysoid
and hypothyroid rafs. Cells were incubated for
10min. the ageats indicated in the ahseissa; B thasal,
no agent) GLUL qulucagon T paMy GUmM Bot.-
CAMP or 1 uM THG in the absence Lopen bars) or
presence af 0.8 pMPMA tdashed bars). Alfter this
mcubntion the cetly were diseupted, o crude mito-
chondriat preparation obtained and citrulfine pro-
duction assayed. Plotted are the mueans and vertical
tines cepresent the S.E

AL of 610 determinations
using dillesent colt prepacations, Resulls were por-
matized w the basal production which iy givent on the
top of the B-bars and are expressed as amol/mg
protein, 10 min.

fase in hepatocytes {115 This effeet of phor-
bot esters is observed (diminution of glucagon-
stimulated evelic AMP accomulation) in cells
from cuthyroid and hypothyroid rats. The map-
nitude of the etlect and the sensitivity of the
hepatocytes wis not greatly altered by the thy-
roid stutus of the donor animal. However,
bypassing the adenylate cyclsse system by using
But-cAMP reveated that the stimulation of
urcagenesis by this agent is also altered by
PMA. Therelfore. these results indicate thant the
diminution in glucagon-mediated cyctic AMP
accumulation is pot  the  sole mechanism
through which PMA alters the mctabolic ellects
of the peptide hormone wnd that the action of
the sevond messenger eyelic AMP s ulso
afleeted.

{merestingly, the plycogenalytic avtion of
glucagon wits mueh less atlected by PMA than
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FFit. 7. Elect of PMA on the inereases in eytoplasic
{Ca ) indueed by glueagon in hepatovytes Trom
cuthyroid and hypotbyroid rats. (A) Uepatocytes
were pre-equilibruted in the fluorimeter celt for
4-3 min, PMA or vehicle were added 2-3 min before
10 M glucagon, Tracings are representittive of
thuse obtained in 3-3 preparations. (B) Cells were
incubated in the absence fopen cireles) of presence of
0.1 5 M PMA (closed circlesy und ditferent concentra-
tions of glucagon. Results are expressed as per cent
of  hasal {Ca’tf. which were 306315 and
248 £ 18 nM do cells from cuthyroid and hypothyroid
vads, respectively. Plotted are the means, with the
vertical fines representing the S.EAL of 3-5 deter-
minations using different cell preparations.

wis ity effect on ureagenesis. The fact that
ureagenesis takes place in both cytosol and
mitochondriu, whereas glycogenolysis is exchu-
sively cytoplasmic, suppested that PMA inhi-
bited to a greates extent the hormone effects on
mitochondriad. Further support for this possi-
bility wus obtained in the experiments on citeul-
line production by mitochondria. Previausly,
Staddon and Hansfaed {34 reported that gluca-
gon increased the amoum of active pyruvate
dehydrogenitse (@ switochondriad enzyme) and
imactivated  pyruvate  Kinuse  (cytoplasmic);
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Fiii. 8. Effect of PMA on the increases in eytoplasmic
"t linduced by THG and dibutyryl cyclic AMP in
ocytes fram cuthyroid and hypothyroid rats.
Cells were incubated in the absence topen bars) or
presence of 0.0 4M PMA {dushed bars) and with
0.1 mM But-cAMP or 10 aM THG. Where no verti-
cirl lines are presented no change in fuorescence was
ohserved in any of the experiments. Other indica-
tions are as in Fig. 7.

PMA  blocked the stimufation of pyruvite
dehydrogenase by glucugon but had no efiec
on glucagon-induced inactivation of pyruvi
kinase. Our data, and those of other authors
(34]. are consistent, and suggest that the hor-
mone influences mitochondrial and cytoplasmic
metabolism through different mechanisms.

The increase in cyclic AMP accumulation,
and the subsequent activation of protein kinuse
A, induced by glucagon seems to be suflicient
fbut does not exclude role(s) of other factor(s)]
o explain its effects on cytoplasmic metab-
olism. The mechanism(s) through which this
hermone modulates mitochondrial metabolism
is are) much more obseure, A caleium role in
the mitochondrial actions of glucagon has been
suggested. Glucagon-induced changes in {Ca®*},
were observed in this study, and previously by
several authors [16, 17, 19, 26-35). PMA is able
to diminish this effect {this study. 17, 29].

it has been suggested that the activation of
pyruvate dehydrogenase induced by glucagon
and other hormones may be mediated by an
increase in mitochondrial {Ca® ], secondiry 10
increases in cytoso! {Ca? ' 1{36 38]. We observed
that the glecagon-induced inereuses i urea-
genesis and citrulline production seem (o be
more related to the changes in {Ca®'] than to

those in cyclic AMP accumulition. However,
some differences exist, for example, in ceils
Trom hypothiyroid rats PMA abolished the glu-
cagon effect on [Ca®*], whereas it markedly
diminished (but did not abolish) the eflect of
the hormone on urcagenesis or citrulline syn-
thesis. [n addition, the effect of PMA on gluca
gon-stimufated citrulline synthesis  was  not
altered by the thyroid status of the animals;
only its effect on the actions of THG and Buty-
cAMP wus more marked in hypothyroidism.
The methodological differences required Jor
these studies makes it difficult to establish direct
relationships, We previously obsersed that cal-
cium-depletion  of  hepatocytes  marhedly
decreased mitochondrial glutaminase activity
and reduced the stimulatory effeet of glucagon
{22} Similarly, the glucagon-induced stimuia-
tion of mitochondrial citrulline production i
markedly diminished it calcium-depleted cel-
are used {12} Recently Johnston and Briend {34
reported that submicromolar concentrations ¢!
extramitochondrial {Ca”* | stimulate the rate of
citrulline synthesis by rat liver mitochondria.
However, factors other than calcium also regu-
late citrulline synthesis [26, 37, 39].

The ability of glucagon, THG and Buty-
cAMP to elevate [Ca®" ), was decreased in nepa-
toeytes obtained from hypothyroid rats as com-
pared to the controls. This is consistent with
the fuet that liver cells from hypothyroid ani-
mils have defective ealeium-handling mechan-
isms {7, 40). The processes that control {Ca' 7,
are complex and involve caleium mobilization
from  non-mitochondrial and  mitochondrial
stores, and influx and eillux through the plasma
membrane. Itis not known what changes oceur
during hypothyroidism to alfect these controls,
Nevertheless, it has been observed that calcium
efilux induced by hormones in fivers, perfused
wilth medium containing a low caleium concen-
trition, was decreased by more than 0% in
hypothyroidism  [40].  Furthermore, PMA
attenuated the ability of glucagon, THG and
But-cAMP o increase (Ca? '}, much more mar-
kedly in cells from hypothyroid rats the in the
controls. The possibility that the general cell
sensitivity to PMA could be altered in liver cells
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obtained from hypothyroid animals was consid-
cred. However, several data argue against it.
Firstly, the ability of PMA 1o diminish gluca-
gon-stimulated cyclic:AMP accumulation was
similar in hypothyroidism as compared to the
controls. On the other hand, we tested an inde-
pendent parameter, the ahility of PMA to block
alpha,-adrenergic action in hepatocytes (18]
(ussayed as  phosphatidylinositol r"ynlhc'
[41]), and observed that it was identical in mag-
nitude and sensitivity in cells from cuthyroid
and hypothyroid rats (data not shown).
Therefare, the increased sensitivity of some glu-
cagon-cflecet to PMA in hepatocytes from
hypothyroid rats seems to result from the
action of active phorbol esters (putatively via
PK-C activation) on an already defective pro-
cess {i.e. the regulation of calcium cytostasis),
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Medulation of G, uctivity by [7hnrfml myristate aeelate inoral
. A Physiol, 260 (Cell Physiol. 290 C254- O
cittion of protein kinase C promotes heteralogas
esensitization of hepatic adenylae exelase, The Tusis (or this
nsitization exploree] by use of u strategy with severat
itddependent approgehes. Although not influenving the anount
of forskolin-stimulated adenylate cvelase activity {eatalyst),
treatment with phorhol 12-myristate 1 stage (PMA) de-
creased adenylate eveluse aetivation in response 1o vither so-
|I1um ﬂuun(h‘ or guanyiyl Illllllmhphlhyihule [CipntNIp).
hate {eAMI" unwilation
nd buth the basal and
e activity of membranes from
tuxin. lrullulu']]s displayed murkml reduction in response 1
I'MA. Uhe ability of cholate extracts of hepatoeyte membranes
to reconstitute $-adrenergic- stimuolated adenylate evelase activ-
ity of membrane of 549 lmm-«-l\mphumh\v cebls was redoced
by treatment with PMA. Cholera toxin-cotalvzed labeling ot
Cia-subunits was likewise diminished hy phorbol ester treas-
ment. Emmunohlots of membra from control or PMA-
treated hepatoeytes showed no difterence in the ammunt of G,
fmmunoprecipitation studies failed to detect phosphorylation
of this G protein a-subun: he data demonstrate that IPMA
induces an alteration in the functional status of G, withow
altering the amount of this transinembrane signaling element.
Phe alteration in G. fanetion may play a significant rale in
heterologous desensitization.

phurbol esters: desensitization; guanine nocleotide-hinding pro-
teins

EXPOSURE OF CELLS to agonists usaally results in de-
ereased responsi to subsequent stimuli. This ad-
aptative process, known ax desensitization, may involve
alterations ut one or more of the ¢ nts constituting
transmembrane signaling. Cell-surface receptors, cou-
pling proteins (such s the proteins), and membrane
effectors {adenvlate evelase, jon channels) constitute
transmembrane signoling devices, wherens intracelular
elements (protein Kinases and other enzymes) propagate
the signal within the cell. Identification of the sitets)
affected by desensitization is eritical 10 our developing a
hiochemical understanding of the phenomenon and an
appranch to the therapeutic consequences ol desensiti-
wation,

The adenylnte evelase system is one of the bestchiar

I GL R 3 L0 Copright

d tronsmembrane
s 2 model

dreleri
used Irv.-uum(l\‘
Chronie s s often leads (o a Ln-nvr.ll
attenualion ol the ru~;mn s of adenylate evelas
further stimulation by a variety of ditlerent bormones as
well as hy uanine nucleatides and fluoride fons (1
This phenomenon has been operationally
hedd s leumlu,.,nm desensitization. In homologoe
zation, alteration in the response 0 agon
clusively to subsequent stimualation by the
13, 18, i1, 49, Protein kinases have hec

det
desens
contined ¢
agent (1,
implicated as participants in hoth of these processes (

[ R W 0N

Phorbml esters, such as phorbol 12-myristate 13-ace-
tate (PMA), are well-known activators of the calcium-
and phosphaolipid-dependent pratein kinase proiein ki-
nase CAPRCY ) Depending on the cell type, phurbol
ester effects on the adeny ) vstem can be guite
distinet, In duck and wrkey ervthroceytes, for example,
aetive phorhol esters promote g-adrenergic receptor
phospharylation and desensitization of adenylate cyelase
20, 46), whereas i frog ervthroeytes, phorhol esters
induce phosphoryiation of the catalytic subunit ol e
vhate eyelase, enhaneing g-adrener, [PURLS
imulated adeny vlivities 411
in hepatoeytes, a n of PRC by phorbol esters
or by hormones that promete phosphainesitide tarmover
st in hoth glueagon- and daulrenergie.
stimulated  adenos A mnnuph shate
(CAMPY aceurnnlation (8, 10, 15, 17 3, 30, e, to
heterologous desensitization of adenyliate cyelase, l'sm;,'
membranes from cells treated with phorhol esters, we
ohserved a deerease in the stimulation of wdenylate ey
elase by isoproterenol plus GTE, by glucagon plus GTP,
or by guanylvl imidadiphiosphate [GpptNH] alone 115),
T'his tleereased respunse appears to result from activation
of PRC (15), Forskolin stimulated adenylate eyelase ac:
tivity, in contrast, was unaltered in membrines fram
cells treated with phorbol esters (15

‘This paper provides compelling ev uk'uw tor an alle
ation of G funetion as the basis for in PMA-induced
heterulogous desensitization of adenyline eyelase in he-
patoeytes,

MATERIALS AND MET(HODS
PMA, Geepropyl2-thiouracil,  S-isobutyl-L-meth-
Mxanthine, GTP, GppiNHp, Nal, thenphylline, AT,

Bl the Amwericasy by swoboggical Society
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phosphucreatine, creatine kinuse, choleea woxin, arginine,
thymidine, NADI®, NADD, dithiothreitol, trizma, BEDTA,
hylmaleimide, J-mercaptocthanol, leupeptin, pheny
nwlh\lsulluml fluoride (PAISF), N-2-hydroxyethylp
perazine-N' -ethunesulfonic m'ul (HEPES), and so-
dium dodeeyl sullate (SDS) were obtained from Sigmu
Chemical, Forskolin was obtained from Calbiochem.
['HIcAMEP €32 Ci/mmol), fo-"PIATE (287 CiZmmalk,
[“PIB, (earrier free), snd [a-“PINAD® (800 Ci/nunol
were ohtained from Du Pont-New England Nuclear, "The
rum (no, RY used in this study w,
v donated by Dr. Allen Spiegel (National Insti-
and Kidney Diseases),
produced against the COOH-1enmi-
nal decapeptide of G, and its high seleetivity has heen
shown (37, 38). Affinity-purified goat anti-rabbit immu-
noglubulin G conjugated to alkaline phosphatase and 3.
bromo-4-chloro-3-indoyvlphusphate were obtained from
Bio-Rad. Protein A-Sepharose and Percoll were fram
Pharmacia,

Female Wistar rats {~200-250 ) fed ad libitum were
used. Animals were mainiained and used in accordance
with the National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laborators Animals and the Regulation of the
Health Department., Previous studies (7, 8, LU
employed hypothyroid rats to provide a robust respon-
siven imulation by glucagon and s-adrenergic
ngani 36}, Hypothyroid aninmals were
used in the present study for the same purpose and to
provide a comparison 1o the eardier studies. Hypothy-
roidism was induced by maintaining the animals wich
ning 0.08% G-n-propyl-2-thiouractl for $0-
Hypothyroid status was estahlished by dec rl~.|~(-(|
weight gain, dryness of the fur, and decreased levels
triindothyronine (7

Hepatacytes were isolated by the method of Berry and
Friend 12). ¢cAMDP accunulation was determined by the
method of Brown et al. (4} in cells incubated in 1 mb of
Krebs- l(mgor l:m.nrlmmue hulfer under an atmosphere
of 957% O, Yo pH T4 a4 in oo waterbath
shoker. PMA § \duu. o heternlogous desensitization of
adenylate cvelase in whole cells (cAMI? accumulation)
and i isolated membranes (adenvlate evelase activity)
. ‘The effect of I'MA has been shown (o be time and
«lnse (Iepr.-ndenl (15} Nmr lIIII\llH.l' elfect ol 1 u.\l PMA
is obs i
These conditions were selected tor the present st Inl

Membranes were isoluted trom hepatoeytesd
itication (13) of the method of Loten and Redsha

£21). Adenylate cyelase activity was assayed inam
containing 25 mM lrl\(h\(lr()\\’lul‘” Dlaminomethane
[W§ 04 mM AT (eontaining 1-2 X% 10"
counts/min [i-SPIATEL & mdM MgCL, 10 mM theoph-
vlline, 7.4 mg/ml phosphocreatine, and 1 mg/ml erentine
kinase, The reaction was initiated by the addition of an
ulu|lml ol membrane fraction (~150} gy |lrn||-m) torah
valume of 0.1 mland was conducted at 3 .
cAMP was isolated as described hy AEETR
Protein wus quantified by the method of Lowry et al.
{221, using bovine seram albumin as the standard.

Cholera toxin was activated with 200mi dithiothreitol
for 10 min at 37°C. To assay the toxin-catalyzed ADP

s

penerous
tute of Disbetes and 1)

This antiserum w

SITIZATION AN ¢,

ACTIVITY

ribusylation, membranes (50 pg of protein) were incu-
bated for G0 min at 30°C in a final volume of 0.1 wml
containing 250 mM potussiim phosphate (pH 7.5), 5 mM
MgCl, 10 mM arginine, 10 mM thymidine, 1.0 mM AT,
0.1 mM GTE, 10 @M NAD® (containing 10 xCi [o-"D]-
NAD® per tube), and the activated toxin (0.1 mg/mlh
The ADD- sylation reactions were terminated by ad-
dition of 1 ml of jce-cold 250 mM phosphate bufler. ‘The
membranes were collected by centrifugation in o micro-
fugee, solubilized in SIS, and subjected to uluumpllnru
on W7 acrylamide gels in the presence of 0,17
The gels were fixed, dried, and exposed to X-ray filin for
3 days. Densitametric analysis of the autoradiograms
was maele in o Beckinan DU-G spectrophatometer.

The aetivity of Guaowas als ayed by reconstitution
experiments, For the assays of G aetivity, hepatocyte
membranes (8 nu,/lul) were extracted with 14 twt/vol)
cholate, and G in the extract was assessed by
its ability 1o complement hormone-sensitive ndenylute
cyclase activity in membranes of 849 cye” mouse lym-
phoma eells that tuek Gl adenylate eyelase nctivity was
ayed in the presence uf 1.1 mM isoproterenol and .1
mM GpptNHp at several ditferent dilutions of the ex-
tract, since cholate has heen shown to inhibit the catalyst
9, 25).

Immunoblots were performed by standurd methods
(14 using a secondary antibody coupled to alkaline phos
phi and  5-Dhromo-t-chloro-S-indoylphosphate  as
stihstrate, immunoprecipitation of Goo was performed as
fotlows: 1R g of membrane protein were solubil
with S00 it S133 a0 200 b of 1he following buffer: 10 g/
10H) yug/ml soybean trapsin inhibitor, 0.5
10 ug/ml lou;wplm, 150 mM NaCl, and 50
mM Tris adjusted ta pH 7.4, The sample was centrifuged
at I 1606 & for 10 min and the pellet disearded. An aliquot
(~25 gt of the antiserum plus 40 @l of 107 Triton N-
100 were added to the supernatant, and the mixture wa
incubated overnight on a rotator at 4°C. After the addi-
tion of pratein A-Sepharose and further incubation for 2
hat 1°C, the »..unplo wirs wished twice with 600 mM
NaCland 50 md Pris, pH 833, containing T'riton X-100,
\l)\, andl the protease inhibitors, at the same coneuntra-
ove, A final wash with 150 mM NaCl and 50

ris, pH 7.4, also coantaining the protense inhibitors
was perforimed before the sample was subjected to elec-
tropheresis.

RESULTS

Basal adenylate cyclase activities were equivalent in
membranes from control or PAA-treated hepatocyies
B * 084 (SE) pmol-min’ " my pro-

o
h_\-xlrnl_\'ﬂ -resistant analogue of G'T'P, stimulated aden-
fise in u dose-dependent fashion (Fig.
membranes from eontrol and PAIAreated cells the 504
effective concentration vialoes (1C:0) for the activation
of adenylate eyelase Gpp(NHIp were identical (~3
M P L), Striking was Uhe ditference in the maximal
responses between treated and untrented cells. In mem-
branes of untreated cells, GpptNIDp (107" MDD stimulated
509 basal activity, wher o membranes from PMA-
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ADENYLATE CYCLASE ACTIVITY
{% OF BASAL)

RELL S 1

200} 1

100y E

N PR
w76 84 GRS

-Log [Gpp (NHIP) M -Log [NaF] mM

M b Ade cyclase activity of memliranes trony vontro] and
phrtiel 12-myristate B-acetate (0MA treared Dhepatoes te fonse
togaanylyl imidodiphosphate {GppNTDE ] and Hepatoeyies were
incubated lor 1 min in the shaenice b} or presence () ol 1M PMA,
Cells were extensively washed, memhranes were prepared, aned ade
st CTIV I Wi i inthe presene NI
F 1l Data ate sapressed as the
e All“\"!(’\ W el
v i membr nl--irnuunn!ml nml [}
ne. atel sestial hies nep
tapheate determinations of 38 ditferent membeane preparations

peteetage nl bisal. Hasal
21 s tad ol
-1 nlululh

treated cells the maximal effect was anly 3004 of basal,
‘Thus PMA treatment promoted o significant (72 <0.001)
decrease in the maximal response (o GppiNHp. Nul
stimulated adenylate cyclase activity was reduced in
membranes from PMA-treated as compared with controt
cells (Fig. 1A this difference in maximal effeet was
significant (I < 0.02), Forskolin-stimulated adenylate
eyclase activity, in contrast, was identical in membranes
from control or PMA-treated cells (1,000 £ 100 vs, 1,100
* 1007 uflnﬂll actiy respectivelyt o = ),

Chualer. zes an NAD -dependent ADP ri-
hosylation of ( Phis covalent modif on ol (
reduces its intrinsi I"Pase activity (120, promoting
persistent activation of . and thereby of adenyl
cyveluse. Incubation of hepatoestes with cholera
slunululml CcAMP nmulation after a lag of ~10 min
1Fig. 200 Maximal e AMP accumulation in toxin-treated
cells was ohserved at 60 min tFig. 2400 When cells were
treated with 1 ¢N PMA and cholera toxin in combin
tion, the time caurse of cAMD accumulation was near
identical to that for cells trested with toxin alone, The
accumulation of cAMP, in eontrast, was decreased ~ 40
507 in l'MA~ln’nud as compared with control cells (f
< {LO0T; Fig. 24). PMA (1 uM) slone does not alter the
hasal level of u\'\ll’ (i, Ineubations for >60 min
resulted in lower levels of ¢AMP in hoth control and
cholera toxin-treated cells.

Adenylate exclase activity of membrane fractjons was
assayed. In membranes from untreated cells GT (100
aM) increased hasal adenyvlate exelise activity ~50%
Forskolin (100 8D stimulated 1000- 120007 hasal netiv-

NSITVNTION AND G ACTIVITY

T | e
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He 2 cAMI accumulution and wldenybste eyelase activity of cm.
trol uned M thects of chofera toxin. A
irnticinted sirhoat any wnl
ezt ehder toxin 3 or with Dag/ml choles 1oy
presence o IVNUU\‘ b Iml\ B ||||~II|\I\unl|||||
s, il settaeal
a7 ditterent ¢
tar 60 min umlet e

1 e  hepitocy tes were preineul
tins deseribed ol e, Membizanes were pre-
praved, and hosal t Darsd, 106 MGTE stimualated (dished h.nrﬂ
ur tHn M forshuolin.st e tgren s ) acdenyliate cyela
Wats aseitenl, Phuttedd are means, and sertical lines reprosent
eriplivate deteeminations af X 10 dafterent membzmne prepasati

ity (Fig.

ed activities

compared with control membranes g, 2. Mem-
branes troan cells treated with PMA plus cholera toxin
also had increased hasal and GTP-stimulated activities
un|mr(-x| with control membranes, Ty
L than those ohserved
h toxin only, There was
uliuuul ll' < 002 cholerd toxin R

cholera toxin + PAMA) di sin lv.mul nnll (:'l 1%
ulated adenylate exelas 1
2). Forskalin-stinnalated cyelase :u'l'u'ily, in .sh.'lrp con-
trast, was identical in membranes (rom eontrol, cholera

The functional status of Gl in untreated vs. PMA-
cated colls was explored by reconstitution experiments,
he ability of chalite extracts ol liver membranes (from

mtrol or PMA-treated cells) to recanstitute isoproter-
coul-stimulated adenylate o vty inomembranes
of 549 exve moonse | mphnm.l mutant cells was deter-
mined CTable 1) Patracts from memhrane I'AMA-
treated cells reconstituted ondy #1507 of the adeny

exclase activity generated by extraets from control cells,
This reduced ahility of extracts from membiranes
PMA-treated cells 1o reconstitute sdenylate eyel

tivity was observed with undiluted cholate extracts as
well as with samples in which the extract was diluted 1:1
("Table 1) or further tdata not shownd,
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TABLE 1, Reconstitution of adenylate cyclase activity
of membranes of 849 cye” cells holate extracts

of membranes prepared from hepatocytes
preincubated with or without PAM.
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Bacterial toxin-catalyzed ADP ribosylation of mem-
tiranes in the presence of | "PINAD provides structural
information on G protein o-subunits. Figure 3 is a rep-
resentative autoradiogram of the ADP-ribosylation <tud-
using cholern toxin. Cholera toxin catalyzed the ADP
ribosylation of three peptides: a major labeled px-plula of
M, ~42,000 and a doublet of M, ~46,000-48,000 (Fig. 3.
This pattern of labeling was not altered in membranes
trom PMA-treated ax compured with untreated hepato-
evtes. The amount of labeling of G was reduced in
membranes from PMA-treated cells. Densitametric
analysis of the autoradiograms (Fig, 3) showed that PMA
treatment reduced ~25"% the cholera toxin-eatalyzed
labeling of the 42,000 peptide and ~3¢7 of that in the
46,000/48,000 doublet rage of 7 oexperiments using
ditterent membrane preparations).

When membranes were subjected (o immunoblotting
using the specific anti-Gu antiserum, two major bands
were clearly abserved (b Vol the expeeted M, (~ 42,000
and ~48,000). Two other Immk of \I 32,000 and 30,000
were ohserved, but the labeling was much Jess intense.
When nonimmune scrum was employed only the two
hands of lower M, were slightly eled. "I'his indicates
the specificity of the antiserum. No difference in the
amount of immunorenctive Goa was vbserved between
membranes from control or PMA-treated cells when
identical amounts of protein were subjected to nmuano-
Blotting and staining with anti-G.o antiserum ¢

lmmunoprecipitation of (i was attempted u
specific dnupunndv antiserum. As showat in Fig . this
antiserum immunoprecipitates radiolabeled tADE ribo-
svlated) Goa, IHlllllllll)])l’(‘(‘l[ll(utIUH ol labeled protein was
not evident when nontmmune serum was sed, The
duta further support the specificity ot the antibody and
valtdate the immunoprecipitation prnlan

in other series of experiments we explored whether
PALA was stimulating phosphorvlation of (o, Far this
purpuse hepatoeytes were incubated in butter supple-
mented with 1 or 10 mCi/mil [ YP)P, for 90 min to achieve
a steadyv-state level of the specific activity of the ATDP
poul. Cells were then turther nlvulmlwl for 15 min with-
aut or with 1 uM PMA. Membran ated from
labeled cells and G, |mmunnprvcipn:nwL ll enn be oh-
~erved in Fig. 5/ that even though there was substantial
incarporation of label into membrane proteins, no a-
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helid pratein was immunoprecipitated by the anti-G,a
antiserom, ITmtnunoprecipitations conducted in the pres-
ence of phosphatase inhibitors (.1 mM sadium vana-
date, 10 M sedium pyeophosphate, and 25 mM g
elveernphosphate), too, plaved no evidence for Ga
phosphorylation tnot shawnd,

DISCUSSION

I'rotein kinase O has been shown to be involved in
heterologous desensitization in several tissues, including
the rat hepatoeyte. Activation of protein kinase C by
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phorhol esters promotes heterologous desensitization of
the hepatic adenylate cyelase (8, 10, 15, 17, 24, 40), In
mouse Leydig cells, phorbol esters reduced by 109 the
stimulation of adenylate by hormones
(-pp(\'li)p but slightly increased forskolin-stimul
activity (28), Similar observations have been made in
GH. phwitary cells (40) and human mononuelear leuko-
extes (27). Thus protein kinase C appears to madulate
the hurmone-sensitive .lrlun\lulu cycluse. Although ex-
plered to same estent for G protein-linked receprors, the
rale of protein kinase C in heterologous desensitization
at the level of G proteins has not been deseribed.

Inthe present work we focused on analyzing the status
of G.in rat hepatoeytes challenged with PMA, an acti-
vator of protein kinase C. Adenylate cyclase activity in
respanse 10 either GpptNIHIp or Nal® was attentuated in
membranes from hepatoeytes treated with PNAL T'he
pussibility that the effects of PAMA were being L\|lrl‘~~(‘(!
on the catalyst of adenylate evelase was evaluated using
forskalin. Forskoln-stimutated adenvlate evelase activ-
ity was unaltered by PMA treatment, while the response
to guanine nucleotide and fuoride lon was impaired.
Thus the PMA-induced desensitization was not attrib.
utable to a reduction in catalyst activity. Hepatoeytes,
like most mammalian celis, display hoth stimolatory and
inhibitory adenylate eyvcluse regulation. The inhibitory
regulation, mediated by G, does not apprear (o play an
important role in the desensitization examined in our
study (bt sce Refl 340 The conditions of both the
membrane isolation process and the assuy du nat support
G, omediated inhibition of adenylate exvelase t1 . In
addition, G,-mediated responses have been shown 1o he
inhibited by activation of protein kinase ¢ 29, 30,
Furthermore, it has been recently shown that this loss
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Choelera toxin catal the ADP ribosylation of G
and activates this G protein subieaic. Cholera toxin treat-
ment of heputoevies elevated cAMIY accumulition. In
PMA-treated cells, cholera taxin-stimulated cAM fev-
els were reduced. This ohservation is in agreement with
the adenylute evelnse response of membranes from PAMA.
tregted cells to stimulation by ( .pph\H]p and Nak and
sugpested a role for G modulation in PMA action,

Further insight inta the elfects of PMA on G resulted

nhuul hetersdngous
200 The me
ris this e




HIETEROLOGOUS DESEN:

fram the reconstitution analysis of its functional stas,
Detergent extracts of control and PMA-trested cell
membranes reconstituted agonist-stimulated udenylate
cyclase of S49 c;»7 wmutant cell membranes that are
deficient of G,a. The levels of G, activity in extracts of
membranes from PMA-treated cells were, however, lower
than those for control membrane extracts. These data
provide compelling evidence to suggest that PMA alters
the functional status of G in hepatocytes,

The structural status of Gue subunits from control and
PMA-treated hepatocytes was evaluated by [*PINAD"-
dependent cholera mxin-cnlul, zed ADD ribosylation,
G.ax species of M, 42,000 and 46,000/48,000 were specif-
ically m(lmlnhelu(l in membranes from untreated and
PMA-treated hepatocytes alike. Although not affecting
the apparent M, of Gue species, treatment of hepatocytes
with PMA reduced the amaunt of radiolabel incorporated
into these toxin substrates. We previously stwlied the
level of G.a in hepatocytes from animals with different
conditions (9) and arrived at the conelusion that G is
not rate limiting, ot least for the g-adrenergic respon-
siveness of hepatoevtes. Therefore, a large decrease in
G.a would have been expected if a change in the amount
of this protein wus responsible for the desensitizntion.
However, no such change in the amount of G was
detected in the immunoblots, The possibility that phos-
phorylation of G.a could be the molecular basis nf the
sensitization was addressed, but the results did not
support it. Therefore, the mechanismis) underlying the
alteration in the functivnal status of G and its radio-
labeling by cholera toxin remains to be established. To
the best of our knowledge, G phosphorylation in vive
has not heen reported, and no “positive” control can be
provided. However, problems such as dephosphorylation
during immunoprecipitation or loss of antihody recogni-
tion for phosphorylated G does not seem likely as
phosphorylation of Ge-2 can be demonstrated by th
same approach Ci3).

Another limitation as to the generalization of the
tindings is the fuct that we use in our study hypothyroid
animals, Differences may exist in the desensitization
mechanisms hetween cells from hypothyroid and euthy-
roid animals, However, it should he mentioned that in
hepatoceytes lrom eathyroid rats, PMA also induces de-
sensitization of adenylate cyvelase (17, 20, 30),

In summary, the present data clearly demonstrate
through several independent strategies that activation of
protein kinase C hy PMA results in heterologous desen-
sitization of adenyvlate cvelase through a change in the
functional status of G.. Thus, in addition to receptors, G
proteins may be a site for expression of heterologous
desensitization.
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En resumen los resultados obtenidos muestran lo siguiente:

La activacién de 1la adenilato ciclasa (incremento de
AMPc), el aumento de la concentracién de calcio citosdlico vy
la estimulacion del metabolismo hepatico (ureogénesis,
glucogendlisis y sintesis de citrulina) son algunas de las
acciones gque el glucagon ejerce en el higado. Estas acciones
que tiene 1la hormona son disminuidas por activadores de 1la
proteina cinasa €, tales como vasopresina y los ésteres de
forbol. (Trabajos 1 y 2).

El H-7 un potente inhibidor de 1la proteina cinasa ¢C
disminuye marcadamente los efectos que los activadores de 1la
PKC, vasopresina y PMA tienen sobre las acciones de glucagon,
estableciendo claramente 1la participacidn de la PKC en la
regulacicén de la transduccidén (Trabajo 1).

Los activadores de la proteina cinasa C tienen un mismo
efecto sobre algunas de las acciones que ejerce el glucagon en
el metabolismo hepatico de ratas hipotiroideas y en el de las
ratas normales, como son la estimulacién de la acumulacidn de
AMPc y de la produccidén de glucosa. Sin embargo se observo
que la estimulacidén por el glucagon del incremento en la
[Cat++] citosolica y del metabolismo mitocondrial (evaluado
tomando como parametros la sintesls de urca y de  citrulina),
son disminuidos por los ésteres de forbol en una mayor
proporcién en las ratas hipotiroideas con respecto a las

normales (Trabajo 2).
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Los resultados obtenidos sugieren que 1la activacién
fisiologica de 1la proteina cinasa C por vasopresina o su
activacién farmacolégica por el forbol miristato acetato
altera las acciones del glucagon por 1lo mehos a dos
niveles: (i) la produccién de AMPc y (ii) la elevacidn de 1la
concentracién de calcio citosélico. Ademds se observa que las
células de las ratas hipotiroideas son mas sensibles a las

acciones de los ésteres de forbol.

Con respecto a la modulacién del sistema de transduccion
de la adenilato ciclasa, la activacién de la proteina cinasa C
induce una alteracién en la activacién de 1la subunidad
catalitica de la adenilato ciclasa. Los resultados obtenidos
parecen indicar que se induce una alteracién en el estado
funcional de la proteina Gs sin observarse cambios en 1la
cantidad de este componente. Ademas dicha alteracién no parece

ser causada por una fosforilacidén de Gs (Trabajo 3).

En cuanto a la alteracion que induce la proteina cinasa C
sobre la acumulacién de calcio citosdélico, aun no hemos
explorado el mecanismo a través del cual se produce este

efecto.
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DISCUSION

El papel de la proteina cinasa C en la regulacién de 1la
transduccién de las sefiales hormonales ha sido ampliamente
documentado; su activacion puede ocasionar en algunos sistemas
una inhibicién de la respuesta celular mientras que en otros
provoca una estimulacion.

En el presente trabajo, nuestro interés principal
consistié en estudiar los efectos de la activacién de la PKC
sobre las acciones del glucagon en hepatocitos de rata.

Inicialmente estudiamos el efecto de la proteina cinasa C,
activada por vasopresina o por PMA, sobre el metabolismo
hepatico estimulado por glucagon en ratas hipotiroideas.
Elegimos este modelo bioclogico porque se ha reportado que en
estas células las hormonas movilizadoras de calcio como
vasopresina y angiotensina estimulan pobremente el metabolismo
hepitico aun cuando el sistema de transduccion al que estan
acopladas funciona bien. De esta manera los hepatocitos de
ratas hipotiroideas son ideales para activar fisiologicamente
a la PKC cen hormonas, sin activar vias metabdlicas como la
ureogénesis o la glucogendlisis (45).

En este trabajo se observé que el glucagon estimula la
acumulacion de AMPc y la ureogénesis de una manera dependiente
de la dosis. Cuando los hepatocitos son incubados con

vasopresina o PMA para activar a la PKC y después son
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estimulados con glucagon observamos una notable disminucildn
sobre la ureogénesis y la acumulacién de AMPc, sin notar
cambios en la EC50 para glucagon. Estos datos muestran gque la
activacion de la PKC lleva a una inhibicién de la activacidén
de la adenilato ciclasa, en este sistema.

El uso del H-7 un derivado de isoquinolinas que resulta
ser un potente inhibidor de la PKC al competir con el ATP,
bloquea las acciones gue la vasopresina y el PMA ejercen sobre
los hepatocitos estimulados con glucagon, apoyando claramente
la participacion de la PKC en la regulacion del sistema de 1la
adenilato ciclasa.

Nuestro grupo habia reportado que la acumulacion de AMPc
estimulada por glucagon era disminuida por PMA en hepatocitos
de ratas normales. En esas mismas células observaron que la
ureogénesis estimulada por glucagon no se afectaba por el PMA,
mientras que la estimulada por epinefrina (vl-adrenérgica) era
totalmente blogueada (46).

Cuando se realizaron experimentos similares pero en
hepatocitos obtenidos de ratas hipotiroideas, se observé una
inhibicién de la acumulacion de AMPc estimulada por glucagon
similar a 1la observada en las ratas normales, pero lo
sorprendente fue observar que la sintesis de urea estimulada
por glucagon estaba notablemente disminuida en las células de
ratas hipotiroideas en comparacién a las normales.

La accidén de uno de los analogos del glucagon, el THG, que

es capaz de estimular la ureogénesis sin inducir un aumento en
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la produccién de AMPc ( 47), también fue notablemente
disminuida por 1los ésteres de forbol en células de ratas
hipotiroideas en comparacién con las normales.

Esta serie de datos sugerian que el metabolismo de los
hepatocitos de ratas hipotiroideas presentaba claramente una
mayor sensibilidad a las acciones de los ésteres de forbol.

Decidimos explorar este punto, estudiando las acciones del
PMA sobre la estimulacién del metabolismo hepatico inducida
por glucagon estableciendo una comparacion entre los
hepatocitos de ratas hipotiroideas y los de ratas normales
(eutiroideas).

Si se estimula al metabolismoc hepatico evitando 1-
activacion de la adenilato ciclasa, con el uso de un analogs
del AMPc como el dibutiril AMP ciclico (dbAMPc), se observa
que las acciones de este segundo mensajero son también
inhibidas por el PMA. En este caso tambien se vié que el PMA
tiene efectos mas marcados en el estado hipotiroideo.

Los resultados seialan que el PMA esta ejerciendo sus
efectos tanto a nivel del sistema de transduccion de 1la
adenilato ciclasa como a nivel de las acciones que el segundo
mensajero AMPc tiene sobre el metabolismo celular.

En un principio decidimos investigar si esta mayor
sensibilidad a los ésteres de forbol encontrada en el estado
hipotiroideo, podria deberse a una sensibilidad generalizada
de 1las células debida al estado tiroideo de los animales o
bien si era una particularidad de la via metabdlica

(ureogénesis). Lo primero no parecia ser la causa en este
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caso, ya que el PMA induce la misma inhibicidn de la adenilato
ciclasa en células de ratas normales y de hipotiroideas;
ademds la respuesta al-adrenérgica es inhibida notablemente

por el PMA independientemente del estado tiroideo del animal.

Todo 1lo anterior sugeria gque 1la mayor sensibilidad
encontrada en las células de ratas hipotiroideas parecia ser
una caracteristica de la via metabdlica (sintesis de urea);
por 1lo tanto decidimos estudiar los efectos del PMA sobre 1la
glucogendlisis estimulada por glucagon Yy dbAMPc, ya que la
glucogendlisis es una via exclusivamente citosdlica, a
diferencia de la ureogénesis que es bicompartamentalizada con
enzimas citosdlicas y mitocondriales. Encontramos que 1la
produccidn de glucosa estimulada por glucagon es inhibida scole
parcialmente por el PMA sin importar el estado tiroideo de
los animales.

Estos resultados indicaban que los ésteres de forbol
ejercen un efecto mayor sobre el metabolismo mitocondrial y
que este se acentua en el estado hipotiroideo. Esto fue
apoyado con los datos obtenidos al cuantificar la sintesis de
citrulina estimulada por glucagon, dbAMPc o THG, Yy observar
una mayor inhibicién de esta por PMA en el estado
hipotiroideo.

De esta serie de datos podemos concluir, que el PMA ejerce
al menos dos efectos sobre las acciones de glucagon: uno a
nivel del sistema de transduccién ya que inhibe la generacion

del mensajero AMPc, y otro sobre el metabolismo, ya que
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también inhibe las acciones del AMPc mimetizadas por el
dbAMPc. También es claro gue en las células de ratas
hipotiroideas existen factores gue las hacen mds susceptibles

a las acciones de los ésteres de forbol.

Se ha sugerido que en los hepatocitos de ratas
hipotiroideas, los mecanismos implicados en la movilizacidén de
calcio estan alterados (45,48), sin embargo este fendmeno no

ha sido totalmente aclarado.

Corvera y colaboradores,.mostraron que las respuestas
metabdlicas a vasopresina y angiotensina estan marcadamente
disminuidas en el estado hipotirocideo:; ademds la respuesta
glucogenolitica al iondéforo de calcio A-23187 esta también
disminuida, sugiriendo que los hepatocitos de ratas
hipotiroideas son menos sensibles a las sechales de calcio
(45) . Otros grupos también han observado que en el estado
hipotiroideo los mecanismos que participan en el control de la
homeostasis de calcio estan alterados (48,100}).

Dado gque el calcio intracelular juega un papel muy
importante en 1la regulacidon del metabolismo mitocondrial
decidimos estudiar los efectos del PMA sobre el incremento de
la concentracidn de calcio citosdlica estimulada por glucagon,
THG y dbAMPc, y observamos que mientras que en las ratas
normales estos efectos son disminuidos parcialmente, en las
células de ratas hipotiroideas sorprendentemente dichas

acciones estan totalmente bloqueadas.
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En resumen, nuestros resultades muestran que la
acumulacioén de AMPc estimulada por glucagon y la
glucogendlisis estimulada por glucagon o dibutiril AMPc
(dbAMPc) estan disminuidas por PMA de manera similar en
hepatocitos de ratas normales e hipotiroideas. En cambio, 1la
sintesis de urea, la sintesis de citrulina y el incremento en
la concentracién de calcio <citosdlica, estimulados por
glucagon, dbAMPc o THG, estan notablemente disminuidos en las
ratas hipotirocideas en comparacidn con las normales.

De 1lo anterior, podemos concluir gque el PMA afecta
marcadamente las acciones del glucagon sobre el metabolismo
mitocondrial y sobre los mecanismos movilizadores de calcio en
el estado hipotiroideo y solo parcialmente en el estado
eutiroideo.

Se desconoce como cl glucagon requla el metabolismo
mitocondrial, pero se ha sugerldo una participacién del
calcio. (91). La ureogénesis y la sintesis de citrulina
estimuladas por glucagon parecen estar mas relacionadas con
cambios en la concentracion de calcio citosélica que con el
aumento del AMPc. Ademas se ha observado que la activacidén de
la glutaminasa y de la sintesis de citrulina por glucagon,
estan disminuidas en hepatocitos depletados de calcio (49,
50) . Esto esta también apoyado por los estudios de Johnston y
Brand quienes reportan que concentraciones submicromolares de
calcio extramitocondrial estimulan la sintesis de citrulina en

mitocondrias de higado. ( 51).
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staddon y Hansford (52, 53) han observado también un mayor
efecto del PMA sobre el metabolismo mitocondrial que sobre el
citosdlico, ya que encuentran que el glucagon es capaz de
incrementar la concentracién de la piruvato deshidrogenasa
activa (enzima mitocondrial) y de la piruvato cinasa inactiva
(enzima citosdlica), y que el PMA bloguea la estimulacién de
la piruvato DH, sin afectar a la piruvato cinasa, lo cual
apoya nhuestras conclusiones.

Desconocemos las causas por las cuales los mecanismos
implicados en la movilizacién de calcio son mas sensibles en
el estado hipotiroidec en comparacién con el normal. Sin
embarge las causas parecen ser el resultado de un proceso Yya
alterado en el estado hipotiroideo, que es la regulacicdn de la

honmeostasis de calcio.

Hasta este momento podemos concluir, que 1la proteina
cinasa € regula la transduccion de la seflal del glucagon,
ejerciendo al menos dos efectos:

1} Inhibiendo la generacién de AMPec, al regular al sistema

de la adenilato ciclasa, y
2) Bloqueando 1la movilizacioén de calcio estimulada por

glucagon.
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La ultima parte de este trabajo corresponde al estudio de
la regulacién del sistema de la adenilato ciclasa por la
proteina cinasa C (PKC). Se ha observado gque la PKC activada
por los ésteres de forbol tiene diferentes efectos sobre la
adenilato ciclasa dependiendo del tipo celular. En eritrocitos
de pavo y de pato el PMA induce la fosforilacién de los
receptores B8 —adrenérgicos Y en consecuencia una
desensibilizacién de la adenilato ciclasa (54,55). En cambio
en los eritrocitos de rana, el PMA induce una fosforilacién de
la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa, lo cual lleva
a un aumento en la actividad de la enzima (56).

En nuestro sistema, hepatocitos aislados de rata, el PMA
y las hormonas que activan a la PKC, provocan una disminucidn
en los niveles de AMP ciclico estimulados por glucagon o por
agonistas f ~adrenérgicos (46,59-62) y en consecuencia inducen
una desensibilizacioén del sistema del tipo heterdlogo.

En este trabajo, nosotros exploramos cual de los
componentes del sistema de transduccién de 1la adenilato
ciclasa es afectado por la accién del PMA. Por 1lo tanto
decidimos estimular al sistema a través de cada uno de sus
componentes en condiciones controles y bajo la accidn del PMA,
y evaluamos como este agente influia sobre la actividad de 1la
adenilato ciclasa.

Inicialmente observamos gque la activacién del sistema de

la adenilato ciclasa a nivel de Gs, utilizando agentes como el
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Gpp(NH)p y el fluoruro de sodio, era disminuida por el PMA,
mientras que la activacion directa de la subunidad catalitica
con forskelina, no era afectada bajo este tratamiento.

Por otro lado la activacion de Gs inducida por la ADP-
ribosilacién con toxina del célera, lleva a una activacién
permanente de 1la adenilato ciclasa (63). Esta accién vista
como la acumulacidén de AMP ciclico estimulada por toxina del
cdlera en células intactas es disminuida con el tratamiento
con PMA. Ademds el pretratamiento de los hepatocitos con
toxina del cdélera induce un aumento en la actividad basal y en
la estimulada por GTP, de la adenilato ciclasa en membranas.
Estos efectos también son inhibidos por el PMA, sin afectar 1a
accioén de la forskolina.

Este conjunto de resultados seialan que el blanco de las
acciones del PMA no es la subunidad catalitica de la adenilato
ciclasa y por lo tanto sugieren que el PMA podria estar
modulando a la proteina reguladora Gs. Con base en esto nos
avocamos a estudiar el estado estructural y funcional de Gs
bajo el tratamiento con PMA, utilizando diferentes enfoques.

El estado funcional de Gs fué evaluado realizando
experimentos de reconstituciodn, utilizando extractos de colato
de membranas de hepatocitos control y tratados con PMA. Los
datos muestran que el PMA disminuye 1la habilidad de los
extractos para reconstituir 1la actividad de 1la adenilato
ciclasa en las membranas de células de linfoma de ratén S49
cyc-. Este modelo celular posee los componentes del sistema de

la adenilato ciclasa excepto la proteina acopladora Gs.
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otro enfogque que daria informacién scbre el estado
funcional de Gs, hubiera sido la cuantificacién de la
actividad de GTPasa de Gs; desafortunadamente no logramos
encontrar las condiciones que nos permitieran evaluar este
parametro.

El estado estructural de Gs se explord analizando la ADP-
ribosilacién de Gsa por la toxina del célera. Nuestros datos
muestran que en los hepatocitos de rata la toxina del cdlera
cataliza la ADP-ribosilacidn de 3 péptidos: uno de 42 kDa y un
doblete de 46-48 kba, y que el PMA disminuye 1la ADP~
ribosilacién de todas estas formas de Gsa.

Estos datos sugerian que el efecto del PMA sobre G:.
podria provocar una modificacion de Gs de tal suerte que ahor
resultara un mal sustrato para la toxina del célera o bien que
podria estar ocasionando una disminucién en la cantidad de Gs
disponible.

Esta \ltima posibilidad fué explorada tratando de evaluar
la cantidad de Gs; a través de un inmunoblot. Sin embargo 1los
datos muestran que la cantidad de Gs« inmunoreactiva no es
alterada bajo el tratamiento con PMA, lo cual prueba gque una
disminucién en la cantidad de Gs no es la causa de la
desensibilizacion de la adenilato ciclasa.

Garcia-Sainz y colaboradores (64), previamente habian
evaluado los niveles de Gs en hepatocitos de animales con

diferentes estados fisiolégicos {ratas normales,
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hipotiroideas, adrenalectomizadas y parcialmente
hepatectomizadas), Yy concluyeron que la cantidad de Gs no es
limitante para observar una respuesta { -adrenérgica, de tal
manera gque deberia ocurrir una disminucién notable de esta
proteina para poder causar una desensibilizacidén: incluso
Chang y Bourne (65) encontraron gque una exposicién prolongada
a toxina del cdlera causa degradacioén de Gs« hasta en un 90%
sin modificarse la activacién de 1la adenilate ciclasa,
sugiriendo que Gs esta en exceso y apoyando asi nuestros
resultados.

Por 1lo tanto supusimos entonces que el PMA podria estar
induciendo una modificacidn sobre Gs. Recientemente se ha
descrito que la PKC puede regular la accidén de las proteinas
G. Se ha observado que la accién de Gi es inhibida por la PKC
(66-69) y esto parece estar asociado a una fosforilacidén de
Gia (67). La posibilidad de una fosforilacién de Gs como 1la
causa de la desensibilizacion fue explorada.

Inicialmente logramos inmunoprecipitar a la proteina
Gsa ADP-ribosilada dandole asi validez a nuestro protocole de
inmunoprecipitacion; sin embargo no fueé posible
inmunoprecipitar a la proteina Gs« fosforilada, y bajo ninguna
de 1las condiciones empleadas se detecté a 1la proteina
fosforilada. No obstante, recientemente nuestros datos fueron
corroborados por los estudios de Houslay y colaboradores (70)
quienes utilizando hepatocitos de rata tratados con PMA
detectaron a la proteina Gi« fosforilada, pero no a Gsg

apoyando asi nuestros resultados.
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El hecho de que la proteina Gia fosforilada pueda ser
ihmunoprecipitada, disminuye las posibilidades de que Gs al
ser fosforilada no pudiera ser detectada con el anticuerpo
(67). Ademas es importante sefialar que esta ultima parte del
trabajo se realizdé con ratas hipotiroideas y que aungque el PMA
también induce una desensibilizacién de la adenilato ciclasa
en las ratas eutiroideas (60,62,66), pueden existi.
diferenclas en la desensibilizacién entre las células de rata
normales e hipotiroideas.

En este estudio, la proteina Gi que forma parte del brazo
inhibitorio del sistema de la adenilato ciclasa, no parece
jugar un papel importante enla regulacidn del sistema; ademas
se ha observado duela activacién de la PKC 1lleva a una
inhibicién de Gi, apoyando asi la ldea de que Gi no esta
ejerciendo sus acciones (95-98). Sin embargo, es importante
sefalar que se ha observado que la toxina pertussis bloquea
las acciones inhibitorias que la PKC ejerce sobre el sistema
de la adenilato ciclasa, Yy aungue el mecanismo de este
fendmeno se desconoce no parece estar relacionado con la
accion de la toxina sobre Gi (59,97,99).

Finalmente, podemos concluir gque el PMA produce una
alteraciodn en el estado funcicnal de Gs, pero el mecanismo. por

el cual ocurre no ha sido aclarado aun.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo nos permiten
concluir que la activacidn de la PKC por hormonas o ésteres de
forbol regula la transduccién de seRales hormonales a través
del sistema de la adenilato ciclasa.

En 1los hepatocitos aislados de rata la PKC provoca una
inhibicién de las acciones del glucagon sobre el metabolismo

hepdtico por lo menos a dos niveles:

i) A nivel de la transduccion de la senal hormonal, inhibiendo
la generacidén del segundo mensajero AMP ciclico, al inducir
una alteracioén en el estado funcional de 1la proteina
acopladora Gs, y

ii) A nivel de 1las acciones del AMP ciclico sobre el

metabolismo hepatico.

Ademads observamos gue el metabolismo de los hepatocitos
de ratas hipotiroideas es mads susceptible a las acciones de
los ésteres de forbol gque el de las ratas eutiroideas,
probablemente por que los ésteres de forbol esten ejerciendo
un efecto a nivel de los mecanismos movilizadores de calcioc
que en las células de las ratas hipotirocideas parecen estar

alterados.
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