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MODULACION DE LAS ACCION1'1S DEL GLUCAGON POR LOS ESTmms DE 
:!!'OH.BOL. 

(RESUMEN) 

La activaeión de la adouila;to cicla.ea (incremento de 
AMP cíclico), el aumento de la coucenti·o.oión del calcio oit,2 
eólico y la esti1mlo.ción del metabolismo hepático (ureogéne­
sis, glucogenólieia y síntesis de citrulina) son algunas de 
las acciones que el glucagon ejerce en el hígado. Estas acoi~ 
nee que ti•::llle la hormona son disminuida.e .l)Or activadores de 1a 

proteína cinasa e, tales como vasopresina y los ésteres de -­
forbol, 

El H-7 un potente inhibidor de la. proteína cinaaa O di!:!. 
minuye marcadamente loa efectos que loa activadores de la pr~ 
taína oinasa O, vasop.cesi.ua. y el forbol miristato acetato, -­
tienen sobre las acciones del 5luoa.~on, estableciendo clararuE!!. 
te la participación de la prote:ú1a cinasa e en la regulación 
de la transducción de la se iial hormonal. 

Los active.dores de la proteíua cinaaa a tienen un mismo 
efecto sobre al~aa de las acciones que ejerce el glucagon a1 

el metabolismo hepático de ratas hipotiroideaa y en el de las 
ratas normales, como eon la eatimulación de la acumulación de 
AMPc y de la producción de glucosa. Sin embargo se observó qu:i 
la eatimulación por el glucagon del incremento en la concentBl 
ción de calcio citosólica y del metabolismo mitocondrial (ev~ 
luado tomando como parámetros la síntesis de urea y de citru­
lina), son disminuidos por los ésteres de forbol en una mayor 
proporción en las ratas hipotiroideas con respecto a las nor­
males. 

Loa resulta.dos obte1lidos sugierliln que la activación fisi~ 
lógica de la proteína cinasa C por vasopresina o su activaciái 
farmacológica por el í'orbol miristato acetato altera las aooi~ 
nes del gluoagon por lo menos a dos niveles: (i) la produociá1 

de AMP cíclico y ( ii) la elevación de la concentración de cal­
cio oitoaólico, Además se observa que las células de las ratas 



hipotiroideae son más eensibleu a las acciones de loe ésteres 
de forbol. 

Con respecto a la modulación del sistema de transducción 
de la adenilato oilasa, la activación de la proteína oinaea O 

induce una alteración en la activación de la subunidad oatal.f 
tioa de la adenilato oiclasa. Loa resultados obtenidos pareca1 
indicar que se induce una alteración en el estado funcional de 

la proteína fijadora de nucleótidos de guanina (Ge) sin obae~ 
varee cumbias en la cantidad de este oompo11ente. Además dicha 
alteración no parece ser causada por una foaforilaoión de Ge. 

En cuanto a la aJ.teraoión que induce la proteína cinaaa O 

sobre la acwuulación de calcio oitoeólioo, aún no hemos expl2 
rado el mecanismo a través del cual se produce este efecto. 

Biol. Marina Maoías Silva 

TESIS TA 

Dr. J. Ad lfo García Sáinz 
ASESOR 



INTRODUCCION 

En la actualidad, la comunicación celular es una de las 

áreas más interesantes dentro del estudio de la fisiologia de 

los seres vivos. En los organismos superiores existen dos 

principales sistemas de comunicación entre las células, estos 

son: el sistema nervioso y el sistema endócrino. Parte de 

estos sistemas funcionan de manera coordinada e integrada en 

el llamado sistema neuroendócrino. 

La comunicación endócrina entre las células consiste 

básicamente en la liberación de un mensajero quimico por un 

grupo de células y en la recepción de ese mensajero por las 

células que constituyen los tejidos blanco. Estas últimas 

células deberán tener la capacidad de recibir el mensaje, de 

interpretarlo y de responder a él; esta respuesta se ve 

reflejada normalmente en un cambio en el estado fisiológico de 

la célula. 

La captación del mensaje depende de que las células posean 

receptores capaces de reconocer y unir al mensajero quimico. 

Estos receptores son proteinas que pueden encontrarse en la 

membrana plasmática o en el interior de la célula y la 

estructura quimica que poseen les permitirá unir 

selectivamente a los mensajeros quimicos. 
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Los mensajeros químicos pueden ser péptidos, como 

el glucagon, la vasopresina y la angiotensina; lipidos, com~ 

los glucocorticoides y otros esteroides; aminas, come: 

adrenalina, noradrenalina y dopamina; o bien aminoácidos ' 

alguno de sus derivados como la glicina, el ácido gama-amino 

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

Estos mensajeros pueden ser divididos con base en su 

naturaleza quimica en hidrofilicos e hidrofóbicos. Los 

mensajeros hidrof ílicos corno las catecolaminas, los 

aminoácidos y los péptidos son los que se unen a los 

receptores que se encuentran en la membrana plasmática; 

mientras que los mensajeros hidrofóbicos, como los esteroides, 

tienen la facultad de atravesar la membrana celular y de 

poder unirse a los receptores que se encuentran en el 

citoplasma. Esta unión que se establece entre el receptor y el 

mensajero es la responsable de la activación de un sistema de 

transducción que permite la transmision de señales eKternas al 

interior celular. 

Son varios los sistemas de transducción de las señales 

hormonales, que se han descrito a la fecha. En general estos 

sistemas se localizan en la membrana plasmática y constan de 

tres componentes principales: un receptor, una proteina 

acopladora fijadora de nucleótidos de guanina y un efector. 
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En el siguiente cuadro se presenta un esquema general del 

flujo de información que se establece a través de los sistemas 

de transducción dependientes de proteinas fijadoras de 

nucleótidos de guanina (proteinas G). 

Entrada 

Medio 
extracelular 

Mensajero 
Primario 
(Hormonas) 

Ejemplos: 

Histamina 

Epinefrina 

Vasopresina 

Epinefrina 

Transducción 

Membrana plasmática 

Receptor 

Hl 

al 

Vl 

a2 

proteína G 

B 

Gs 

Gp 

Gp 

Gi 

Salida 

Medio intracelular 
o membrana plasmatica 

Efector 

AC 

PLC 

PLC 

AC 

Segundo 
Mensajero; 
Potencial 
de Membrana 

AMPc 

IP3, DAG 

IP3, DAG 

AMPc 



A principios de siglo fué introducido el concepto de 

receptor. Langley, al estudiar la unión mioneural como el 

sitio de acción de la nicotina y del curare, interpretó el 

antagonismo entre estos agentes como el resultado de un mutuo 

desplazamiento por el mismo sitio de acción (1). 

Los receptores son proteínas de alto peso molecular y como 

se mencionó anteriormente pueden localizarse en la membrana 

plasmática o en el interior celular. Entre sus funciones 

principales se encuentran: uno, la de reconocer al mensajero 

químico con alta selectividad y afinidad; 

de activar un sistema de transducción 

y dos, ser 

encargado 

propagación intracelular de la señal hormonal. 

capaces 

de la 

Los receptores, además de unir al mensajero natural, 

pueden unir agentes farmacológicos 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 

clasificación, (1,57). 

Una vez que el receptor recibe la señal del mensajero 

natural, sufre un cambio de conformación que le permitirá 

activar al efector capaz de generar un segundo mensajero 

quimico. Este nuevo mensajero será el encargado de propagar la 

señal 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 la 

estructura de los receptores y con base en analogias con la 

bacteriorodopsina y en el análisis de modelos por computadora, 

se ha visto que los receptores acoplados a proteinas G 

pertenecen a una superfarnilia de proteínas que atraviesan la 

membrana plasmática siete veces y que tienen un extremo amino 

extracelular y un extremo carboxilo intracelular. Es 

importante mencionar que la longitud y la composición de los 

extremos amino y carboxilo, y de las asas intra- y 

extracelulares que conectan a los dominios transmetnbranales, 

son las que determinan la especificidad de unión de los 

receptores a un ligando y la interacción con las proteinas G, 

(2,73,79). 

En contraste con los receptores acoplados a las proteínas 

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-! parecido a l~ 

insulina (IGF-I), cuyas acciones parecen estar reguladas por 

la autofosforilación y por la fosforilación de otras 

proteinas, debido a su actividad de tirosinas cinasas, y no 

por su acoplamiento a proteinas G (3). 

La participación de las proteinas G en la transducción de 

las señales hormonales fue propuesta por Martin Rodbell y su 

grupo, quienes descubrieron que en membranas plasmáticas 
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purificadas la activación de la adenilato ciclasa por hormonas 

requería 

fijadoras 

de GTP, asi se propuso la existencia de proteinas 

de nucleótidos de guanina (proteinas G) capaces de 

acoplar a los receptores con la adenilato ciclasa (4). 

Las proteínas G son heterotrimeros formados de las 

subunidades et, e y y , que durante su a e.ti vación intercambian 

GDP por GTP, lo cual provoca la disociación de sus compo~entes 

en a -GTP más el dimero By • 

Las subunidades alfa presentan pesos moleculares diversos 

entre 39 y 50 kDa, tienen como funciones unir e hidrolizar 

GTP; además 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 

o por sus análogos 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 AOP-ribosiltransferasas bacterianas (72), tales como la 

toxina de Vibrio cholera (toxina del cólera) que requiere un 

cofactor proteico para su acción y depende de GTP para su 

actividad, y la toxina de Bordetella pertussis (toxina 

pertussis) que depende de ATP para su acción (2). Ambas 

toxinas utilizan al NAO como sustrato y actuan transfiriendo 

la parte de AOP-ribosa del NAO a las subunidades alfa de las 

proteinas G. Esta acción bloquea la actividad de GTPasa 

(hidrólisis del GTP) de las subunidades alfa (78). 
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Por estudios de purificación y clonación molecular se han 

logrado identificar hasta ahora a 12 subunidades alfa, y entre 

las que se han descrito se encuentran os, et i, no, n t, etolf y 

CJq, entre otras (2,76), 

Con respecto a las subunidades y "< solo se han 

identificado dos tipos de subunidades beta con pesos 

moleculares entre 35-36 kDa y sólo dos subunidades gama con 

pesos moleculares entre 6 y 10 kDa (2). 

En cuanto a la participación de B·r en la transducción, es 

poco lo que se sabe. su asociación con la subunidad a -GDP 

constituye la forma inactiva de las proteínas G ( Byn -GDP) • Se 

sabe que el complejo s-,- constituye una poza heterógenea, cuyos 

componentes son compartidos por todas las proteinas G y la 

formación del complejo nP·r es lo que promueve la interacción 

de las subunidades a con los receptores (R). Este nuevo 

complejo R-1~ya -GDP, coloca a los receptores en un estado de 

alta afinidad poi; las hormonas y a las subunidades u en un 

estado que permita su activación y asociación con el GTP, 

(5,77), (ESQUEMA 1). 

Dentro de las funciones que se han sugerido para el 

complejo 

adenilato 

Incluso, 

SY esta 

ciclasa 

algunos 

su participación en la inhibición de la 

por su asociación con G as-GTP (6,71). 

grupos han propuesto la participación del 

complejo BY en la activación de la PLA2, (7,71) y otros han 

observado que las subunidades fy son capaces de interactuar 

con algunos tipos de canales iónicos (74,75). 
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(Ns) CON J.A ADENILATO CICLASA. 

Ra, receptor en alta nfinidad; Rh, receptor en bnjn 
afinidad; Ns, protefn,1 ncoplndora llsj y AC, ndenllnto 
ciclnsa. 



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, la 

fosfolipasa C, la fosfodiesterasa del GMPc, la fosfolipasa A2 

y los canales iónicos. Estos componentes son de naturaleza 

proteica y la mayoria de ellos tienen como función la 

generación de segundos mensajeros que participan en la 

amplificación y propagación de la señal hormonal en el 

interior de la célula. 

La adenilato ciclasa genera al segundo mensajero AMP 

ciclico a partir de la hidrólisis 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 ácido 

araquidónico que es un presursor de compuestos biologicamente 

activos como los eicosanoides; y finalmente los canales 

iónicos que pueden ser activados por diversos mecanismos y 

funcionan permitiendo el flujo de iones através de la membrana 

plásrnatica. 

Después de la activación de los efectores, corresponde a 

los segundos mensajeros la propagación de la señales 

hormonales. 

13 



Hasta 

descrito 

el momento los sistemas de transducción que se 

mejor son: el sistema de la adenilato ciclasa y 

sistema fosfoinositidos-calcio. 

14 
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~ DE LA ADENILATO CICLASA. 

Los primeros estudios que arrojaron una luz importante 

sobre el sistema de la adenilato ciclasa, fueron realizados 

por Sutherland y su grupo, quienes fueron los primeros en 

observar que las hormonas podian modular los niveles de AMPc. 

Existen muchas hormonas que modulan los niveles de AMP 

ciclico en las células; algunas los incrementan como el 

glucagon, la vasopresina (Vl), y la hormona luteinizante (LH), 

y otras los inhiben como la acetilcolina y la somatostatina. 

Además algunas de ellas como por ejemplo la epinefrina 

través de receptores diferentes son capaces de inducir amba~ 

acciones. 

Este sistema de transducción consta principalmente de 

cinco componentes: Receptores estimuladores (Rs), Receptores 

inhibidores (Ri), proteína G estimuladora {Gs), proteína G 

inhibidora (Gi) y la subunidad catalítica de la adenilato 

ciclasa. (ESQUEMA 2) . 

La proteína Gs, como se mencionó en la sección 

precedente, se encuentra formada por tres subunidades, n, y 

Para la proteína Gs la subunidad 11 se denomina u s. 

La subunidad as de la proteína Gs tiene como función 

activar a la subunidad catalítica de la adenilato ciclasa y 

entre sus propiedades esta la de ser uno de los substratos de 

la toxina del cólera. La reacción de ADP-ribosilación en un 

residuo de arginina, catalizada por la toxina del cólera, 
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ATP AMPctPP1 

ESQUEMA 2, _SISTEMA _l)f. _ TR•\NSDUCC!DN_ lllL~A __ Aíll-:Nl_l,ATll _ CI CLASA. 
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A 

lis, hormona estimulntoria; IU 1 hormona inhibitoria; 
R!> 1 reC~ptor. estimu1 at.orto; Ri, _receptor inhibito­
rio; Ns, piotcfn;1 ncoplndorn 1:n; y Ni, protl!!nn nCo­
pladorn _ Gi. 



bloquea la actividad de GTPasa de cis, de tal manera que el 

complejo n s-GTP ADPribosilado provoca una activación 

permanente de la adenilato ciclasa. (8,10,11). (ESQUEMA 3). 

Estudios de clonación molecular han revelado la existencia 

de 4 formas de ns, dos formas cortas con 380 y 381 aminoácidos 

y dos largas con 394 y 395 aminoácidos. La subunidades ~s son 

muy heterogéneas y en una electroforesis en geles de 

poliacrilamida-SDS presentan pesos moleculares entre 42 y 52 

kDa. (2, 76). 

La proteína Gi es parte de una familia de proteínas 

conocida como "Gi-like". La proteina Gi también se encuentra 

formada por tres subunidades ni, y y, y participa en la 

inhibición de la adenilato ciclasa. Gracias a los estudios de 

clonación molecular se ha logrado identificar a tres 

subunidades rti y se les ha denominado l•i-1, "i-2 y ni-3, estas 

proteínas poseen una longitud de 354, 355 y 354 aminoácidos 

respectivamente (2). Las subunidades t\i son substrato de la 

toxina pertussis (9), siendo la forma heterotrimérica de la 

proteina G, el sustrato preferido de la toxina. La ADP­

ribosilación de la subunidad .. i en un residuo de cisteina 

bloquea su actividad de GTPasa y por lo tanto también bloquea 

la actividad inhibídora 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, aislado de las 

raíces de la hierba Coleus forskohlii, 

sido purificada de corazón (12) y de 

(14). Esta enzima ha 

cerebro (lJ). Estos 

estudios han mostrado que la enzima posee una sola cadena 

polipéptidica con un peso molecular de aproximadamente 

150,000; y además parece ser una glucoproteina. (12-14,80). 

Estos datos han sido confirmados recientemente por estudios de 

biología molecular, ya que el grupo de Gilman ha logrado la 

clonación de esta proteina (Jl). 

La subunidad catalitica de la adenilato ciclasa cuando se 

activa hidroliza el ATP a AMPc más PPi. El AMP ciclico 

así 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 catalíticas. La unión del AMPc a 

la subunidad reguladora altera su afinidad por la subunidatl 

catalítica; esto es suficiente para provocar su disociación e1• 

un dimero de subunidades reguladoras y dos subunidade~ 

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 amplificación y propagación de la 

señal hormonal. 
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En el estudio del sistema de la adenilato ciclasa ha sida 

importante el uso de mutantes de la linea celular 549 de 

linfoma de ratón, corno modelos con caracteristicas que 

han permitido estudiar las funciones de los componentes de 

este sistema. La linea silvestre 549 posee receptores B -

adrenérgicos 

los análogos 

y receptores para prostaglandinas, y responde 

estables del GTP, al fluoruro de sodio y a 

forskolina. ( 16). 

a 

la 

Entre las formas mutantes de esta linea celular se 

encuentran las células 549 cyc- que carecen de la proteina 

acopladora Gs (17), las 549 kin- que carecen de la PKA 

(13,19), las 549 une- donde no existe un acoplamiento entre 

los receptares y la prateina Gs (20) y la variante AC- que 

carece de la actividad de la adenilato ciclasa (20). 
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~ FOSFOINOSITIDOS CALCIO. 

Ciertas hormonas activan receptores capaces de inducir la 

hidrólisis de fosfolipidos y el aumento del calcio 

intracelular, como un mecanismo para transducir señales 

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 

incorporación de fósforo 32 al fosfatidil inositol y al ácido 

fosfatidico. R. Michell en 1975 sugirió que el recambio de 

fosfoinositidos estaba asociado con el incremento de la 

concentración de calcio citosólica intracelular estimulado por 

un receptor (27), y mas tarde Berridge propusó que un 

fosfolipido de membrana era hidrolizado por la fosfolipasa e 

en respuesta a la activación de un receptor (28). 

Este sistema de transducción esta constituido por tre·~ 

componentes: un receptor, una proteina G (llamada Gq) y por 

una fosfodiesterasa, la fosfolipasa C (PLC). (ESQUEMA 4). 

La proteina G que participa en este sistema no ha sido 

claramente identificndn; sin embargo hay una serie de 

evidencias que apoyan nu existencia, y se le ha llamado Gp o 

Gx (14), y más recientemente fué denominada Gq. 

Las primeros rlnton nobrc la participación de una proteina 

G en este sistema, surgieron en la dócada de los BO's con los 
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+ C.,J!!!odulina;==: Ca Calitrod.;11na 
cinasa 

ESQUEMA 4, Sl STEMA DE~ TRANSDllCC!ON FOSFOl NOS!T!DOS-CALClO. 

G, proteína acopladora Gp; PL, fosfolipasn·c; llG, dlacil­
gliccrol; lns 1,4,5 IPJ, inositol trifosfato;.'y PK-C, pro­
teína cinnsn C. 



trabajos del grupo de Cockroft y Gomperts (22), y del grupo de 

Fain (23), quienes demostraron que los análogos estables del 

GTP estimulan la actividad de la PLC en membranas aisladas, y 

que los nucleótidos de guanina son requeridos para la 

activación 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 más claramente como 

la actividad de la PLC regulada por los 

purinérgicos P2y es dependiente de GTP (24). 

receptores 

Aunque la identidad de la proteina Gp o Gq 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 

inhibición hormonal de la PLC ha sido reportada, pero no es 

clara la existencia de una proteina Gq inhibitoria. (25), 

La fosfolipasa e (PLC) es una fosfodiesterasa que 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) 

mioinositol-1,4,5-trifosfato (IPJ), (21,82,83). 

y el 

Se han identificado al menos cinco diferentes isoenzimas 

de la PLC, u , G , 1 , l', y 

a su peso molecular, 

, difieren una de otra con respecto 

carga, requerimientos de cationes 

divalentes, especificidad de substrato y la forma de los 

productos liberados (fosfatos ciclicos o no ciclicos) (26) y 

además 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, que son distintas inrnunologicamente; la purificación 

de tres isoenzimas de cerebro de bovino y la preparación de 

anticuerpos especificas dirigidos contra estas enzimas (lo que 

ha permitido intentar la clasificación de las PLCs en base a 

sus caracteristicas inrnunologicas) ; y el avance más importante 

que se a alcanzado es la clonación de 4 genes que codifican 

para distintas formas de PLC con pesos moleculares de 56 

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

Los segundos mensajeros generados por activación de la 

fosfolipasa e, el DAG y el IP3, juegan un papel muy important< 

en la amplificación de la señal hormonal. 

El IP3 participa en la movilización de calcio de pozas 

intracelulares, principalmente de retículo endoplasmico. Se ha 

propuesto la existencia de receptores para el IPJ en el 

retículo, que provocan la apertura de canales de calcio (84), 

ocasionando así un aumento en la concentración de calcio 

citosólico e induciendo una serie de cambios en el metabolismo 

celular. (29,32). 

La concentración de calcio libre citosólica funciona como 

un importante mecanismo por el cual las hormonas y los 

factores de crecimiento regulan muchos procesos celulares 

tales como la secreción, el metabolismo, la liberación de 

neurotransmisores, el crecimiento celular y la diferenciación. 
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Se ha llegado a la conclusión de que la mayor parte del 

calcio secuestrado está en el reticulo endoplásmico y que 

estas pozas representan la fuente del calcio liberado por 

agentes movilizadores de calcio. El aumento del calcio 

intracelular es rápidamente disminuido por su captura a través 

de la mitocondria y por su expulsión fuera de la célula por la 

ATPasa de calcio (85). 

La mitocondria no esta implicada en la liberación de Ca++ 

mediada por IPJ, pero responde al incremento de calcio libre 

citoaólico, al capturarlo e incrementar la concentración de 

calcio libre en la matriz mitocondrial con la consecuente 

activación de la respiración y de las deshidrogenasas 

mitocondriales.(30). 

Hay tres deshidrogenasas intramitocondriales cuya 

actividad puede ser estimulada por un aumento en la 

concentración de calcio citosólico y son la piruvato 

deshidrogenasa (PDH), la NAD+-isocitrato deshidrogenasa (NAD­

ICDH) y la 2-o~oglutarato deshidrogenasa (OGDH), todas ellas 

consideradas importantes en el metabolismo oxidativo. (30). 

El inositol trifosfato es rápidamente recambiado, puede 

ser fosforilado por una cinasa formando inositol-l,J,4,5-

tetrafosfato (IP4), el cual parece tener un papel en la 

regulación de la entrada de calcio extracelular, de tal manera 

que se regulen los niveles de calcio modificados por la acción 

del IPJ (86). El IPJ también puede ser degradado por 
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fosfatasas a mioinositol-1,4-bifosfato (IP2), mioinosftol-1-

fosfato (IPl) y mioinositol. 

El otro segundo mensajero generado por la PLC es el 

diacilglicerol (DAG). Bajo condiciones fisiológicas la 

estimulación hormonal de la hidrolisis de fosfolipidos induce 

la formación del DAG el cual activa a la proteína cinasa C 

(PKC) además de incrementar su afinidad por calcio y 

fosfolipidos (33). 

La proteína cinasa C fue descubierta por Y. Nishizuka y 

colaboradores en 1977. Esta enzima fosforila a otras 

proteinas en residuos de serina o treonina y tiene un papel 

muy importante en la transducción de las señales hormonales. 

Se ha observado que esta enzima requiere de calcio y dt 

fosfolipidos en especial de fosfatidilserina para su 

activación. 

La proteína cinasa e constituye una familia de subespecies 

muy relacionadas estructuralmente. Los estudios bioquimicos y 

de clonación molecular han permitido identificar a 7 

isoenzimas denominadas n , ~I, p, II, ~( , o , r y f, (31). Las 

últimas tres subespecies difieren principalmente de las otras 

en que carecen de la región conservada C2 y además en sus 

requerimientos de calcio y fosfolipidos para su activación 

(34' 87). 

Existen varias rutas alternativas para la generación del 

DAG necesario 

canales de 

para la activación de la PKC. La apertura 

Ca++ puede ocasionar la degradación 

de 

de 

fosfolipidos, que probablemente se inicio por activación de la 

23 



PLC y también de las PLD y PLA2. Los fosfolipidos generados 

como el DAG y el ácido araquidónico son capaces de activar a 

la PKC (31). 

Inicialmente se detectó que la PKC era activada por 

proteólisis con calpaina. Esta reacción genera un fragmento 

totalmente activo denominado proteina cinasa M (33,35). Se 

desconoce el significado fisiológico de esta proteólisis, sin 

embargo se ha sugerido que sea un proceso que inicie la 

degradación, llamada "down regulation", de la PKC. 

La PKC también puede ser activada farmacologicamente co-· 

agentes como los ésteres de forbol. Estos compuesto~ 

diterpénicos son potentes agentes tumorigénicos que son 

obtenidos del aceite de las semillas del árbol Croton 

tiglium, y por tener una estructura similar a la del DAG 

pueden activar a la PKC (36). Entre los más 

encuentran el forbol miristato acetato (PMA) 

dibutirato (PDBu). (ESQUEMA 5). 

potentes se 

y el forbol 

Entre los sustratos de la PKC estan los receptores nl- y r~­

adrenérgicos, el receptor de la insulina, el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico, la proteina Gi, la adenilato 

ciclasa, la guanilato ciclasa, proteínas membranales como las 

ATPasas de ca++, de Na+/K+, el tranportador de glucosa, 

proteínas de citoesqueleto como la vinculina, entre otras. 

La proteína cinasa e puede ser inhibida por compuestos que 

compiten con el ATP como la estauroesporina, la sangivamicina 

y los derivados isoquinolina-sulfonarnida 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 acción se desconoce. (41-43). 

La comunicación entre los sistemas de transducción es uno 

de los mecanismos más importantes de regulación de la 

transducción de las señales hormonales. Han sido muchos los 

estudios que se han realizado en este campo, tratando de 

dilucidar los mecanismos y las consecuencias de esta 

interrelación. 

La proteina cinasa e es uno de los elementos que tiene un 

papel muy importante en la regulación de los componentes de 

los sistemas de transducción. su activación induce una cascada 

de fosforilaciones de diversas proteínas que modifican su 

actividad basal. Esta acción que tiene la PKC sobre los 

componentes de la transducción puede ser una regulación 

positiva o negativa. Es decir puede ocasionar una potenciación 

o sinergismo de la señal hormonal o bien una desensibilización 

o bloqueo del sistema. Estas acciones de la PKC han sido 

ampliamente documentadas. (ESQUEMA 6). 
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ESQUEMA 6, 

EFECTO MET ABOLICO 

REGULAC!ON : DEL SISTEMA DE LA ADENILATO ClCl,ASA Y 

DEL SISTEMA FOSFOINOSTT!DOS-CALC!O, POR LA PROTEINA Cl­

NASA C. 



GLUCAGON 

El glucagon es una de las principales hormonas 

pancreáticas, secretada por las células a de los islotes de 

Langerhans. Esta hormona esta compuesta por una sola cadena de 

áminoacidos con 29 residuos y con un peso molecular de 3450. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
?lH2-Hi.,··Scr-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-ser-Lys-Tyr-Leu-

15 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 

Secuencia primarin del GLUCAGON 

El glucagon fue descubierto por Murlin y colaboradores. 

Se sabe que esta hormona es biosintctizada 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 que los 29 residuos del extremo amino corresponden a 

la secuencia del glucagon. (37). 

La secreción del glucagon es estimulada por una caida en 

los niveles de glucosa en sangre o por un aumento en los 

niveles de ácidos grasos libres o de ciertos aminoácidos. 

El glucagon es homólogo estructuralmente con una familia 

de hormonas pcptidicas del tracto gastrointestinal, entre 

el las la sccrctina, el pal ipcptido intestinal vasoactivo 
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(VIP), el peptido inhibitorio gastrico (GIP) y la glicentlna. 

se 

agentes 

considera al glucagon, como uno de los más 

reguladores del metabolismo hepátJco, 

potentes 

capaz de 

estimular vias metabólicas como la glucogenólisis, la 

gluconeogénesis y la ureogénesis principalmente (88). 

Las acciones del glucagon estan mediadas por un receptor 

de membrana, que aün no ha sido totalmente caracterizado; sin 

embargo se ha logrado identificar a un componente de la 

membrana de 62 KDa, usando anticuerpos monoclonales dirigJ.dos 

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 terna. 

En 1984, Corvcra y colaboradores propusieron que existía 

otros factores implicados en las acciones de glucagan, adema 

del AMP ciclico. sus estudias se basan en el uso de un análogo 

del glucagon hecho por una tr ini trofenllación del grupo ,1 -NH2 

del 12-homoarginina glucagon (THG). Ellos encontraron que el 

TllG es un agonista total para la estimulación de la 

glucogenólisis, gluconcogénesis y sintesis de urea, pero es un 

agonista parcial muy débil para la acumulación de AMP ciclico 

(39). Con base en estos estudios, más tarde en 1986, Wakelam y 

colaboradores (38), propusieron que las ~elulas del higado 

poseen dos receptores para glucagon, uno acoplado a la 

adenilato ciclasa y otro a la PJ.C. (F.SQIJF.MA 7). 
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El grupo de Wakelam muestra que tanto el glucagon como su 

análogo el TllG son capaces de estimular la formación de IPJ y 

de incrementar la (Ca++] citosólica. (JB). Otros grupos 

también apoyan la idea de que la movilización 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 que indican 

que un aumento en el AMPc asociado con una activación de la 

PKA son suficientes para explicar el aumento en la 

concentración de calcio que ocurre después de adicionar 

glucagon a los hepatocitos, pero sin embargo no descartan una 

activación del sistema fosfoinositidos-ca++. 

En hepatocitos de perro, se observa una heterogeneidad en 

la población de receptores para glucagon. El grupo de Hruby, 

utilizando al glucagon y a algunos de sus análogos, detecta 

dos sitios de unión 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 citósolico 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 movilización de calcio que con 

un aumento de AMP cíclico, (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 

activación de la adenilato ciclasa. Los resultados mostrados 

por el grupo de F. Pecker (92), sugieren que el glucagon puede 

ser un precursor de un péptido biologicamente activo que se 

genera por proteólisis y que corresponde al extremo carboxilo 

terminal del glucagon (residuos 19-29). 

A partir de estos datos parece ser que el glucagon ya no 

es un ejemplo de las hormonas que actúan solamente via el 

AMPc, sino que existen otros factores implicados en sus 

acciones. 

Ha sido ampliamente documentada la 

proteina cinasa e, de las acciones 

inhibición, por la 

de hormonas cuyos 

receptores estan acoplados a la adenilato ciclasa, entre ellas 

el glucagon ; sin embargo los mecanismos implicados en esta 

regulación no han sido del todo aclarados, y de ahi nuestro 

intéres en tratar de dilucidar estos mecanismos y establecer 

la forma en que la proteína cinasa e participa en la 

regulación de las señales hormonales. 
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OBJETIVOS 

El presente trabajo tiene como objetivo general, evaluar 

la participación de la proteina cinasa e en la modulación de 

las acciones del glucagon sobre el metabolismo hepático de 

rata, asi como estudiar la influencia del estado tiroideo de 

los animales sobre dichas acciones. 
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MATERIALES Y METODOS 

Estos se describen en los articulas anexados en la sección 

de resultados. 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos durante la realización de esta 

tesis fueron publicados en los siguientes trabajos: 

1.- Garcia-Sáinz, J.A., s.M.T. Hernández-Sotomayor, J.L. 

contreras-Rodriguez and M. Macias-Silva. (1989). Effect 

of H-7 on the rnodulation on glucagon actions by 

activators of protein kinase c. Biochern. Intern. 18(1): 

243-249. 

2.- Garcia-Sáinz, J.A., M. Macias-Silva, S.M.T. Hernández­

sotomayor, M.E. Torres-Márquez, V. Hruby and D. Trivedi. 

(1990). Modulation of glucagon actions by phorbol 

myristate acetate in isolated hepatocytes. Effect of 

hypothyroidisrn. Cell. signall. 2(J):2J5-24J. 

3.- Hernández-Sotomayor, S.M.T., M. Macias-Silva, C.C. Malbon 

and J.A. Garcia-sainz. (1991). Modulation of Gs activity 

by phorbol rnyristate acetate in rat hepatocytes. ~ o!.:_ 

Phys. 260(Cell Physiol. 29):C259-C265. 
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EFl'ECT 01' 11-7 ON TllE MODULATJON 01' GLUCAGON ACTIONS 
BY ,\CT!VATORS 01' PROTEJN KINASE-C. 
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Rodrlguez nnd Marina Macias-Silva. 
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Recelved Sep1embcr 12, 1988 

Summary: 

The stimulat!ons of urengencsis nnd cycl ic MIP accumulation induced by 
glucagon wure inhibilcd by 10 nM vusoprcssin or IDO nM phortml 12-myrlstatC! 
13-acetatc (PMA). Thc rnuximnl accumulalion of cyclic AMP induccd by glucngon 
was c::learl)' diminished by thcsc agcnts without chnngc in thc EC50 far the 
peptide hormone suggcst inJ! a t10n-compet i ti ve type of inh ibi t ion. 11-7 blocked 
the inh ib ilion uf g 1 ucagon-sl imul.tlcd ureogcnes is imluced by PMr\ and 
\•asopressin nrul diminished thc~ir cffect on thc m::cumulation of cycllc AMP 
induccd hy glm..:ag<111, !l is co11cl111h.•tl Lhlll ar:tiv;iLion of píolL•in kin11~c C 
inhibils the stimulalion of ureagenc:üs a111! Lhe accumulntion of cyclic AMP 
induccd by glucagon in J iver ccl ls from hypothyroid rals¡ 11-7 inhibits the 
cffecLs of proLcin kinase C ncLivuUun. 

1 NTROJJUCT ION 

Glucagon is une oí tlic main modulators of hcpalic mclabol ism, it exerts 

its actions through uclivntion uf rc•ccptor~ coupled in ar1 aclivutory fashlon 

to adenylate cyclase (1 ). llctcrogencity of gJucngon receptors· háS bcen 

oliscrved (¿,3) anti iL has hccn suggestcd Lhtll facLors, in addition l:r? cyc~ 1.c_, 

AMP, may 1mrlici11alc in mcdialing gJucngon uctions (4,5). 

Aclivalion uf ptolein kinusc e by phorhol csters Jn!llbtls glucn~OI~'"':' 

sLimulnted ndenylate cycluse octivity in memhrnnes (6) and thc accumulotlOn of 

cycl ic AMP 1nduced by this pcptide hormone in _"".h9lc __ cclls _ -:(6-8). -

-lntercstingly,- such dirrilnuúon of thc uccurnulation uf cyclic AMI' is asso~iulctl 

with a very· sl1ght shift ln the dosc-rcsponsc cune lo gJucagon for sorne 

metabolic actions (phosphorylose actl\•ation (7) or urcagencsis (8)) In norma] 

rat hcpatocytes. llsing lu:.•patocytcs isolatcd from h}'JIOthy;oid rats wc. Rhow 

lwrc that· act,i\•ution nf prolcin kinase C by vasopressin or h}' nn. __ activc 

phorh~,J ester. reduces hoth thc cycJ le ANP ;:1ccumuJnllo11 und thc Stimulfition ·~r 

11rcu~t?nusis lnduccd hy ~Juc.1gu11; thc protein kinasu inhlhilu~ 11""'.7 mnrkctlÍy 

diminishes such rcduclions. 
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PhorLal 12-myr istate 13-acetnLe (PNA), 6-N-propy 1-2-thiourac l l 1 methyl­
isobutyl-xantine, urease, !.-glutnmine, nrginine-vasopressin, L-ornithine nnd 
11-7 (l-(5-isoquinolyn sulfcmyl)-2-mcth)'lpipcrazine)) .• ,;ere ohtninecl from Sigma 
Chemicn ¡ Co, Gl ucugon wus gencruusl y ~iven ii)· EJ i LiJ J y. [ 311 J cyc 1 ic AMP (32 
Ci/mmol) was from Ncw England Nucle,1r, 

femdle WisL<1r rnts (npprox. 200-250 g) fed Qi l!...!!.!...!:. were used. 
lfypothyroidism wus induccd hy glving Lhe onlmnls wuter cuntulning 0,03% 6-N­
projlyl-2-Lhiourac.il for 40-50 1l.:1ys and it wns nsscsscd by decrcused weight 
guln, dryness of thC? fur nnd decrenscd Jevels of triiodothyroninc (9), 

llepntocytes werc isolatcd Uy the method uf Berry and Friend (10). The 
cells were incuhdted in 1 ml of Kn:-hs-Ringcr blcnrbonaLe buffer under un 
atmosµhcre o[ 95% 0.1 - 5% CO'}, pi! 7.4, at 37°C in a 1.•ater bílth shaker. ln thc 
stud les on urcagcnuSis, Lhc ffied lum 1o:as supplemcntcd with 2 rnM ornithine und 10 
mM glutamine; aflcr IJO min uf inculmtion urcu w¡1s quantified in Lhc 
supernutanl by lt11._• mcLhud of Cutman and Ber~meyer ( l l), Cycl le AMP 
accumulnLion 1o:as dclerminctl in ccJls plus mcdium by lile mctho1! oí Bruwn_g.!:,.Q.!. 
(12). '!'he cycl ir.: M11' determi11ulions 1.·crc pcrformcd in cells stimuJated with 
glucagon Cor 2 mln uml inculmted during this ¡ll'riod with 0.1 mM methyl­
isobutyl-xanthine to inhibil phosphodiesterase actidty. 

>.et i \'HL lun of hepulocylcli w 1 Lh ~ l uca~un pruducecl a dusc-dc¡ie11dc11L 

sLimulaLion of urengcncsis (Flg 1, panel A) mu! uccumulation of cycl ic AMP 

(l,.l~ 1, panel B). Wc have previnusly shown (l)) that in livcr cells ohtulnc1f 

rrom h~·puLhyroitl ruLs vusoprl'ssin is unallll• tu prud11c.:p u SU!ilalnrnl st"im11latio11 

uí Uíl'lll~ent.•si s. A!i t•xpt·d c.-d, i 11 tl11•1•t• L'XJIL•í illll.'111 s ( usi llJ: l11_•pitt.uc1•tt>S uhl¡¡ lnt.•d 

írom h}'flULhyruid nnimnl!i) IO nM vasuprcssin clitl not stirnul.aLc Uíl'ilv,enci-;i.s J111L 

surprisingly m;1rkt~dly dccrcm;cd (:::: h0-70%) Lhe cflec.L uf J.;lnc.:ngnn un Lhls 

¡mrumcLcr (Fig. 1, puncl A). A ncnrly illcnticul effect was ul1.scrvcd using the 

active phorbul ester PMA (Fig 1, puncl 1\) 1 PMA by ilsL~lf tlid not alter thc 

prutluclion of urca (re.sults not sl10w11 1 piense scc 13). \'nsoprcssin nnd nM 
dccrcascd ~h~_ n_c_c.;µmu lul ion _of cycJ ic-AMI' induced by gl ucugoff -nplii'"Oxi-rñilte-J y---40-
50% (Fig. 1, panel B). 'fhe cffects of vasapressin anti PMA wcre on thC maximaJ 

nccumulation o( cycl ic AMP without altcrlng thc Ec
50 

( '"'J0-9N) for ._glucogon 

cleorly suggesling a non-compct:ilivc typc of inhibi.ticn. 

11-/ ls un isoquinol ine sul fonyJ dcrlvuth·c Lhol polc~tly lnh~,blts·'protein 

kinasc e ( 14). \..'e h<l\'C l>íCV lously sho1.·n tlmt hormonaJ ( l~.c. b~ .. VoSuÍire.sS:_l.n) -~r 
pharmucologicoJ (by PMA) nctivatlon of protcin. kinnsµ C ·.· bl,~~ks - ~lpt.10 1 -
ndrencrgic responslvcncss in liver ceJJS (13,15,-16) ami thnt .this protein 

kinasc C ant.ar:unist, avoids such hlockudl! (15). 
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Fig. l. EFFECT OF l'MA ANIJ l'ASUl'HESS!N Ull Tiiie STIMllLAT!UNS (JF llHE,\Lll,NlcSiS ANIJ 
C\'C!.IC AMP ACCIJNll!.ATlON BY G!.llCM;ON, 

llepatocyles were incubaLcd in ll1L• ahsem:e (0) or prescnce of 1UU nM P:._IA 
(e) or lO nM vusopres.slu ( •) for 60 minutes; in the studies-on ureagencsis 
(pane1 A) glucogon was presenl tluring tlw hO minutes anti Lhe rc~sulLS' are 
cxpresscd as perccntagc of husal ureu production whlch was 40 ± 1 nmoJ/mg 
cclls i.•l.'L weighL. In Llw sl.111liL•s 011 cyclic AMP accumulutlon s.lucagon <md 0.1 
mM mcthyl-isohulyl-xnnthirw wen• ¡1fl!SC'11L unly 1luring Llw lasl Lwo minult.•s uf 
lncuhnLion (lolal fiO rnin). Pluttc_•d are Lhe mcans uncl vertical Jines rcprc~cnl 
Lhc S.E.M. of í1-I:! 1lctt•nni11;ilions using 1!lfl"ert,_•nt cel I prcpur;1Liom::;. 

In hepaLm:yt.es im:ulmLcd wiLh_ 11-7 Llll.' 1lmw-respu11se t.:~!nc. l.o H_Lui.:_•!WHI fu~· 

urcagenesis wus not signHicantly ultcrecl by elt.hcr vusopressln ur l'MA (Flg. 

2, panel A). When cyc:l ic AMP accumuJntl~n was. studicd ~e ob~erv_ed tlmt ·in 

spite of the prescnce of 11...:.7 sume dlminutions- (I0-20%) qf _the· 'efl'c!ct. of 

glucagon were ·inducCd by vusopresS in ani ÍJMA · (l;ig. 2, pn~·e I·, n»~· '110~~-~·t·r ¡-'_·: i L i_s 

__ ~lcur ___ LhaL __11~r:l!'Ílrk~dJ.Y-o:i:;~:d·~¿~s·~t~~~ in_t~-~.~ i_{l:~n-~~-~!~~e.il ll).~~·l~e~:~~~-g~~:-1.s:-( l1ft..•as-C -
comp~re Figs, 0 1:,/und~2).;- -· 

.\· .. e 
'we, mc11s1.1r 1,'1~ , · ii~~:h~·¿.~,j~;:¡ ~_. _(~_/-_-:1;-,'~-: ;¡~¡;~-r~ ~ <\~s~.~~-y l.,~:~{.; pli~Spl·i~J-r )' l uM! ( 7) 

obserVcd - _i rl-_ ¡·~~Í>utrj~yl:~s:·; :· (((;~ = ei;~h-}' Í~i í'i1',. i1:i(~ ~t~iit··~.": ¡;~¿\:)·.:1Íecr~n~L·S· .H 1 u~~gnn­
i 111lucL:tl C)'~·~ ié.· :· · Á~1Í• ·:::~~~.~¡~~.;;·¡ ¡11:'·1 !,¡;: .. '{w ff~1_;"~;_i1~ '''.l'i.,,¡;:,~'{;;~'-~:-: ~n~;J[~-~ · ·. ;~Í;;;~;He;; 1111 tl1e 
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Fig. 2. lNJ!lDJTlON llY 11-7 OF TllE EFFECTS OF PMA ANO VASOl'RESSlN ON TIJE 
ACT l ONS OF Gt.llCAGON. 

llcpatocyles werc inculmtcd ns lndicatcd in figure 1, but in the prescncc 
oí 0.1 mM 11-7. Basal uren production was 45 + 2 nmol/mg cells wet wcight. 
Other indicnlions os in figure 1. -

mctabul ic responses. OLlu .. •r autlmrs havc obscrvcrl thol sume m:Liuns o( 

gJucugun, such ns slimululiun ol hcp<1Lic kctogencsis (17) or ucti\•ntion of 

pyruvutc dchydrogcnuse are murketlly tliminlshetl by PMA (18), lutcrcstingly, 

Studdon mul llansford (18) ohserved thut l'MA does not diminish tl1c inuctirntlon 

uf pyruvatc kinase induccd by g!ucagon in conditions undcr whic.:h iL blacks 

the nctivalion of pyruvale dellydrogenase lnduced by this hormone. 

\•le are surprísed by the inhibition of the glucagon-lnduced stimulation-of -.--­

ureagenesis hy PMA and vasopressin (vía protein kinase C activation) ln cells 

ohLainetl from hypoth1rotd ruls. The dula arL' particularly astonishing if we 

consider that thc diminulivn of gluca}.:on-mediated uccumulalion of cycl le r\MP 

induccd hy PMA is very similar lo Lhut obsenC!d previousJy in Jiver cells from 

euthyroid rats (17). lt is cleur thut in the action o[ glucagon 1 factors in 

acldilion to cyclic AHP plny a role (t.,5), llowever, it ls yet far from cleur 

whaL signal(s) or c1mplifyi11g fuclor(s) is (are) Jacking ln 1 ivcr cel Js from 

hypothyroid rats lhat makcs their metabolism more susceptible to thc 
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inhibitory action of PMA. ln this regard it is worth mentioning that the 

mitochondrial actions of glucagon seem to be more susceptible Lo the 

inhihitory action of phorbol esters than those involving exclusively the 

cytosol (IS). tlreagenesis is a bicomparlamcmtalized puthwuy involving both 

cytosolic and mi tochondrial enzymes; gl ucngon modulates gl utam inase nctivity 

(19,20) and citrulline synthesis (21,23) both Laking place in Lhe 

mitochandria. 

The abilily of hormont!s Lhat uctivute phosphoinositide turnover Lo 

diminish the accumulntion uf cyclic AMP induced by p,lucugon is wel 1 documented 

(24). llowever, the precise mcchanism of this uction is noL completely known¡ a 

role of calcium redistribulion has bcen proposed (24). Our results suggcst 

that at lcast purt of this effoct rnay be mediatcd via protcin kinase C 

activution. Consistent with this idea is tite fact thut inhihitions o( cyclic 

AMP occumulation are usuully observcd cvcn uftcr a short preincubulion with 

thcse hormones¡ nL thcse times the inosilul trisphosphute ami calcium penks 

are over (25) but not the accumulation of diucyJglyccrol (25 1 2ó) the 

physiolngical uctlvator uf protcin kinasc C. 

11-7 is an inhibitor of protcin kinase C which competes with ATP (Il,)¡ 

therefore it has also thc abil ity to inhibit other protcin kinases such as 

protein kinase A ( 14 ,27). Wc observcd littJe effcct of 11-7 on glucagon­

stimulation o( ureogenesis (mcdiated ut least partlally via nctivation of 

protein kina:3c A) undcr conditions in which it inhibits the actions of 

vasopress in tl'u\ P:!,\. 1'.owcver, due to thc type of cxperimcnts performed we can 

not rule out th~ nossi1>iliLy that the uction of 11-7 mny involvc Lnhibitlon o( 

other protcin kin.r.i.e(s) in <!ddition to prntcin kinase C. 
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MODULATION OF GLUCAGON ACTIONS BY PHORBOL MYRISTATE 
ACETATE IN ISOLATED HEPATOCYTES. EFFECT OF 

HYPOTHYROIDISM 

J. ADOLFO GARciA-SÁ1Nz,•t MARINA MAciAs-S1LVA,* S. M. TERESA HERNÁNnF.z-SoroMAYOR,* 
MA. EUGENIA TORRES-MÁRQUEz,•t Dr:v TRIVEDI§ and VICTOR J. HRUBY§ 

•Jnstituto de Fisiologia Celular. Universidad Nacional Autónoma de MCxico; tDcpartament'.) de 
llioquímic:1, Instituto Nacional de Cardiología, México; and §Department oí Chcmistry. Univcrsity oí 

Arizona. Tucson, 1\rizona, U.S.A. 

(R1•ceii't•d ~O Octoher 1989; t111tl t1cn•pt('c/ S No1·1•mber 1989) 

Ab!-itrUl't-~Phorbol myristutc acctatc iPMAJ inhibib glucago1Mtimulatcd cyclic AMP acL·umul.Hion und ~hifts 
lo thc right thc dnsc-rcsponsc curve to gluc:igon for urc;.1gcncsis. In cclls from hypo1hyrnid rats thc cffcct of 
PMA on gluc¡¡gon-stimula1cd urcagcncsis was mudt more pronounccd. hui its clfccl on C)clic AMP accumu­
lation was simil;ir to thal ohscrvcd in thc control cells. Thc slimulations of urcagcncsis by thc glm:agon 
;maloguc TllG ;111d dihu1yryl C)clic r\MP 1But:~cr\MP) wcrc also diminishcd by PMA. to a grc;.itcr c.:o.tcnl in 
cclls lh1m hypothyroid rats 1han in thosc from cuthyroid r;1ts. PMA inhibitcd lhc incrc:iscs in i:ytoplasmic 
¡ca:·¡ imtui:cd hy glucugon. TllG or But~·i:AMP; thc cffcct oí PMA w¡1s much more mar)..cd in cclls from 
hypn1hyroid r;.lls tlrnn in lhc controls. Trcatmcnl of thc cclls with glucagon or Tl-IG increascd the ¡uoductimt 
ofl'itrullinc hy suh~cqucntly isolatcd mitoclrnndria. \\hcrca~ PMA diminbhcd thl•ir cffL'cb. Thc rcsult!> ~uggc!>l 
thal PMA altcrs glucagon actions al lcast al lwo lc\·L'b; (i) cyclic AMP production und (ii) clcvatim1 ofcytu!ool 
cakiurn. Thc incrc;1~cd scmitivity to PMA ofsomc glucagon clfccts in hypoth)roid r;tls sccms to he rcl;Jtcd to 
thc h111cr action. 

Kl'Y 1rnn/:;: Glucagon. prolcin kinasc C. phorhol cstcrs, urcagcncsis, cyclic AMP, cakium. 

JNTRODUCTJON 

Pm>RUOL 12·myristatc IJ·acctatc (PMA), a 
pnlClll acti\'i.llOf OÍ proteÍn kinasc C, inhihits 
glucagon-stimulatc<l mJcnylalt: cyclnse activity 
in livcr mcmbrnncs 0111d thc nccumulation of 
L'yclic t\MP in hcpatocytcs (1 5]. Such dirnin· 
u1ion of gluc•1gon-stimulatcd cyclic AMP 
accumulation is accompanicd by a slight shift 
to thc right in thc Josc-rcsponsc curve to gluca­
gon l'or sorne mctabolic actions. such ;.1s phos­
phu1") la~c a~ti\'atiun PJ or urcagcncsi~ [2] in rat 

t1\11thor lo \\hom com:,p11mkrn.:.: ~lwuld h.: ,1JJr.:,~.:J 
at: lm111111t• 1k f"M11li1)!i<1 l'dul,1r. t INAM. :\p. 1'11,1al 70 
2-l1i. U-1~/0 ,\k\11.·n ll.F. i\k\1ú1 

.l/rf•1c11a11011• Uut -..:1\MI' d1ht1t}r)l 1.'}Chc ;nkrw,uw 
.\', ;li' 1111111nph11,ph.11t·; MI.X nu:th)I 1'11huth)l \anlhmc. 
flM,\ pl111rh11I 12·rn~m1;111.• IJ-.1ú·1.111.•. Tll(i 1l-N1· 
111111tn•phcn)I h1,t1d1111.·. 12·111111111,1r~1n111cl·glw.:ag1•11. 

KRll J.i.rd1' Hmg.:1 h1c.1rhu11<111.• hulfor 

hcpatocytes from cuthyroid aninrnls. lntcrcst· 
ingly, using hcpatocytes from hypothyroi<l ani­
mals. wc obscrvcd that PMA markc<lly inhibits 
thc stimulation of urcagcncsis by glucagon [4. 
5). Thcsc data promptcd us to invcstigatc (com· 
parativcly) thc cffcct of this tumour promotcr 
on glucagon ;.1ctions. using hcpatocytcs from 
cuthyroid and hypolhyroid rats, in ordt:r to 
gain an insight into lhc rt:ason(s) for such dif 
fcrcncc in sensilivity to PMA. 

MATERJALS AND METHODS 

Phorbol 12-myristatc IJ-ucctutc. 6·N·propyl·2· 
thiourncil, rolcnonc. mcthyl-isobu1yl-xan1hinc 
(!\IDO. 1.-glutamim:. L-ornilhinc. UíCil!>l', glUCllllC U\Í· 

da~c. pcro\idilllC, d1ht1l) r) 1 C)clu.: AMI' 1 Hut.-..:1\!\IPJ 
and Quin ::!:1\M \\ere oht¡tincd from 1hc Sigma 
C'hcmirnl Co. TlfG. lll·Nl-trinitrophcnyl-histidinc, 
12-hornoilrg111111c)-gltu.:;1go11). ,111 a11;1loguc llf gluc;i­
gon. \\il.., ... ynthcsi1cd and punti.:d U!o dc!o-cnhcd !h). 
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f'l-fJcAMP (J:! Ci.'1111110!) W<IS ohtaincd from Ne\\ 
Englanú Nudc..ir. colla!:!CllllSc wus from Worthington 
un<l DTPA (diethylcnetriaminc pcntaacetic acid) was 
from Aldrich Chcmical Co. Glucagon was a gcncr· 
ous g.ifl frum Eli Lilly. 

E\pcnmc1ll'i \\ere pcrformcd with cuthyroiú und 
h)poth)roid fcmalc Wi!ll~tr rnls C:?OO -:!50 g) frll 11d 
lthit11111. l l)polhyroiJbm \\<l!l inlhu.:i:d h) givmg thc 
animal!l walL'f conhiining O.ID% propyl thiouracil 
/i.1r 40 .50 da)!l. llypothyrnidi!illl \\a!l assc!lset..I hy 
dCCICihl'li \\Clght g;iin, dryllC!iS Of thc fur ;111d 
LlcL·rc;1.,cJ lc\cls of triiodnth) ronmc f7J, 

l lcpah1L') lc' \n•rc l'olatcd h) thc mc1hod uf lkrr) 
and Fril'IHI pq ThL' L'cll, (JO 40mg \\CI wcig.ht) \\crc 
i11L·t1h,11l·d 111 1 mi uf l\.rchs Riugcr hic.trhonatc 
hulh:r 1!\RBJ umlcr .111 .1tn11hphcrc nf 11)º,, (). )"., 
(·e>., pi 1 7 -1. al .l7 ( · iu a \\;1tcr halh "ihal...cr. 

Tu '1uJ~ 1111:<1 prodt11::111rn thc cclls WL'f"C 111cuh;1tcJ 
in huffcr !lt1pplcmc11IL'd \\ rth 2 mM ur1111hinc ami 
JO m~I gl1ua1111111.· for Ml nlin. Urc,1 \\;t:-. quan11ticd 111 

thl· 'upcrnat;mh h) lhc rncthod of G111111a11 :md 
fkl!!llll'~L'r fiJj. h1r lhl· !'.ltldlL"'i 011 ~l)Cil!!L'lhll):-.i' thL' 
1:dh \\CIL' 1111:t1h,LIL"d lin (111111111111lmf1,f l\.!{fl ;111d 
gl11n1'l' p111dlll'lt1m \\¡¡, dl'lcr111i11l•d 111 lhL· 'llfll'tll.1-
1.1111' h) ml'lht1d or F.tlL·:-. (1111. 

(."11rulh11L' '\lllhl·.,i!l \\il:-> a.,'41\Cd in L'rudc 11111t1-
d11md1 ial 1ir1.·j1ara1i1111' 11hl;iincj fftlm l1cp;1toc)IC'i 

prL'\iou'l) 1111.:uh;itcd li.1r IO min \\Ílh 11r willwu1 lhc 
:1g1.'llh. Thc mitndltlndrml prcpar;llions \\Crc 
ohtaincd il!l dc,L·nhcd h) 1knsgcns1·111/. 111 ¡. Citrul· 
linc ~)nthcs1:-. frnm gltllaminc w;1s studicd ª' 
dc,crihL·d J 1 ~I ami \\"ª' dc1crmincd hy thL' mclhud of 
C1.·ri11111 and Cia1ani!!a (t .'J. a~ nrndilicd hy Prc.;L·1111 
a111t.l111ll''ll·ll 

t•)dtc ,\,\11' \\OI' tklL'llllÍllL'd 111 11Jcdi11111 pl11, L't•ll, 

h, 1lll· 1t1\·1h11tl 111" 11111\\11 1·1 t1/. /1 'I In 1hl·,1.· 1.'\fll'11· 
nll'lll' 1111· u·ll, \H'll' 1nn1h,11nl lt11 ~ 111111 \\llh llw 
.t)'l"llh .111d 11 / 111:\l f\11 \ lu 111h1h1I pl111,p/111d1l''ll"I · 
,l,t' ,H'lt\ll\ ffh' \'tllll"l'llll.11111/1 11f nt11p/.1,llllt." f11•1.· 
1 .1 · l!t ".1" l.I \\,,, ,/111h1·d 11,illf t)11111 ~ ll11111n1.·c11n· 
Jlt1, J/J. 111 h11l'1. lht' 1.·\·lh \\CI\' llll'tlh;\ll'lf 111 1\.1{11 

\\llh11111f".11'1.1·11111,11111111• lllU11M f.>11111 .' :\M 1111· 
ü'll' t\\'H' 111n1h.i11·1I 1111h 1111.· tl)t' h•I ~11111111. \\mh1.·tl 
\1111111"· ,,11111.· hulkr .mtl 11.':-.thp1·11d1.·1I i11 K IUI \\1111· 
11111 1 ',11 ·¡ 1·11111.1111111f'. 111111:'\I rlm·11w .11111 .'111111\I 
111·111·s. 11 111 .. 1. 1111, 1.·l'll ,mpl·m111n \\,!)• 111a1111;11111·d 
1-111 i\·l·- An oiliq11111 ni' lhl' ú'll 'll'fWll'ii1111 \\,t, n·11111-
fu¡!t'll. lhL· 'llfl\·111.11a111 d1,L·.11lktl ami thL" L'L'lh ll'.~ll'· 
pcndcd in KRB L'onwining I0111M ~IUL'mt:. 20mM 
llEPES >t11d l.J 111~1 l'.1CI.- <11 .'"7 C. pll 7A. Tht: ..:l'ils 
\\crc prcinL·uhalL'd fin J 5 m111 in 1hc cu\cllc 1\i1/i 
l'tllllÍllUtlll:-> :-.til 1 Íll!!, a11d tltltll"C\l'CllL'C \\ íl' thcn 
rccordcd (L'\cit<1t1011 HJ nM. c111b~i<111 510 nM ). 
TI IG rcduccd lhH11c~i.:c11i.:c. amJ lhh \\ih t;1l...cn 11110 
ill'l'tlUlll in lhc t.:akulaliolh. (';1ku/alinlh of (C;i~· J 
\\L'íl' pl'1f11nncd ª' dc:-.LT1hcd hy S1;uldon ;1ml 1 h111'· 
f111d 1171 for ()11i11 :!-lt1iukd hcpa111t.:ylL'~. 

RESULTS 

In cells from euthyroid rats glucugon induced 
•1 dose·dependent incrcase in ureagcnesis. The 
do~e · responsr.: to glrn:•1gon was shit'tr.!d w the 
right by 0.1 ¡1M PMA (Fig. IA).' In cclls fro111 
hypothyroid ra1s thr.: r.:ffcct of glucagon W<IS 
much more markcdly afli:ctcd by PMA 
(Fig. 1 B): thc dosc ·rr.:sponsr.: cun·t: 10 glucagon 
was lla1tcnr.:d and thr.: n:sponsc 10 thr.: ma.xinrnl 
conccntrntion of glucagon u~r.:d was grr.:atly 
diminishcd. PMA. pcr n'. was withoul r.:lfcct r. · 
llíL"agcnr.:sis (data not slwwn. l 1 XJ>. 

Cilucagllll induccd dllSC-dcpl'ndr.:111 aL-ct11111: 
lalions ol' cydk· AMP in cr.:lls frn111 cuthj·rr .. ;i. 
and hypothyroid r<tls (Fig. IC). ThL' ma.\imum 
;u.:cumulation was grr.:alr.:r in cclls from hypo-
1hyrnid rats as comparcd lo thc t..'ontrols. in 
agrccmr.:111 with prcvious lindings 17J. Pr..-tA 
(0. 1 11M) rcduccd thc: gluc;1gon·ind111:c<l 
:iccumulation ofcydk AMP similarly ( ~ 50%) 
in hcp:itocytr.:s from hypothyroid an<l euthyroi<l 
ani111als (Fig. IC and D) and it was withoul any 
clfoct on has<il cyclic AMP lcvels (daw 1101 

shown). 
1 n ordcr 10 funhcr drnracleri¿e this dillCr­

r.:m.:r.: wc srudir.:d 1hc cffcct uf <liffcrcnl concr.:n-
1ratil1"S of PMA on thc stimulations of urca· 
1?-Cllc!oois (Fig. 2A) ;111J cyclic AMP accumulation 
( ¡:¡!!· 2B) induL"L·d hy a Jh1.·d l'llllt."L'lllration t1f 

ghll'il¡..?1111. Th1.: data \~c1c 11111"111;1li1cd 111 tlll: 
l'lh.·L'l of' µllll'ilg1111 ;1lt111L0 

( 11111" u) in 11rdo hl 
lill·ll1l.llL' thL' l'lllllp:ll l'itlll. 11 Wi" nlhr.!f\'Cd tlrnt 
J1ri.·IA i11hihi1cd gl11l·ago11·,ti111ula1cd Ul'l'il!:tCllL'· 

~¡"'in wlb lh11111.·11lh\111id r;ii.. onl\' 011 rdali\CI\' 
hi¡..?h L'1111rc11trnlicrn~ Ú1. f 1 11M J hu.!, i11 cuntra!<iÍ, 
inhihi1io11 in hyro1hyn1id mi l'l'fls 11L't.'t1rn·d :11 
1·1111ú'lll1atit111'i ª' low :is IOOpt\1. A do"ic~ 
1IL0 fll'l1dcnt inl1ihiti1111 was ohsr.:r\'l'd .-Sml -lh1.• 
dfo.:t 11r l ¡1M PM1\ w:1s !<iimil11r lo tlrnt 
uhsr.:rvcd in cells from cuthyroid nHs (Fig. 2A). 
Thr.: inhihition by PMA of gluc:1gon~inúuced 
cydic t\MP accumul:1tion was also dosc·dr.:pcn· 

•Thi.> 'luft \\il~ !lh!!hll~ big!;!cr 1ha11 lhal J1ft.'\iously 
rl!por1cJ f!J. prnbiibl}" bcc:iu~c :1 highcr :11nnun1 of DMSO 
1fü"ul na, tht.'11 in 1hc.: ~erial dih11i11n., of rMA. nhich 
ptt:\cllh 1hc ph111h11I c,1~·r fr11111 rr1.·cipi1011iug· 11111 uf 
'tlltllhll\. 
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Fu;. 1. Elfoc1 of P:'\IA on glucag111Mtimul:i1cJ urc;1-
genc:sis ;111d qdil'·AMP at-cumulation in hcp:1111t·y1es 
from cuth}roiJ ;111d h}pt11hyroitl rab. fAJ nnd llH 
('clls \\ere incuhatcd in lht.' ahscncc (open drdcs) or 
prcsc1Jt"c of O.l 11M PMA (dll)>1:d ..:in.:k)>I ami dilll-r­
cnl conccntra1ions of glucilgon. lh·suh~ are cxprcsscJ 
;1s pcn:cnt;igcs of has.al urca pwduction \\ hich Wl'rc 
.16±.1 anti .J5:t-'.!.nmnl rng. 11f wlls \\Cl \\l'ight for 
n•l/s from cuthyroid arul hypnlh)rtlld r:ih. rl')>pc1:I· 
IH'lr. l'li111t•d Olll' tht• llll',\/l\, HÍlh lhl' \l'lll1.'al lllll''> 
n:prc!ICllllll!! lht• S.F.M. uf 10 I '.!. dc1t·r111111a1111m 
U'lll!! d1lkrc111 l.'cll prt•para111111'>. (l') ami (llJ Cc/h 
\\en: incuh;Hed 111 thc ah!>cncc 111pc11 ..:ircks) or prl·· 
sence of O. J 11M PMA (dmcJ cirdc)>) f11r flll min :111d 
thcn ch;1llcngeJ for 2 min with 11, l mM MIX and 
diJIL-rcnl Ctllll.'Cntr;tlitlll\> pf gh1c;ig.nn. Basal cycfo: 
AMP at"t"t1111ulati1111~ \\ere 1.2..tO..J ;tnd 
1.4±0.J p1110Jm1g ofcC"lb wct wci1d11. PlnllC"d are thc 
nlcans. with the \·crlical lincs rcprc!'.Crlling lhl' S.E.M. 
uf 1)-IO Jc1crmin:.11ions using. diff..:rcnl t•cll 
prcp;1rnli1m'>. 

aus111~ 

dent, and thc npparcnt scnsi1h·i1y was similar in 
cells from euthyroid rats <1s comparcd to thosc 
from hypothyroid rnls (Fig. 211). 

It has bccn ohscr\'cd that thc glucagon 
analoguc ( l-Ncx-trini1rophcnyl-histidinc. 12-
homourgininc)-glucagon (TllG) i~ capuhlc oí 
stimul:.11ing urcagcncsis undcr conditions whcrc 
no, or only u \'cry snrnll. accumulation of cyclic 
t\MP is indut·cd !19. 20]. \Ve IC'stcd thc cffcct oí 
J>MA on 1hc ;1ctinn or this glucagon ani1loguc. 
TJ-IG induccd dosc-dcpcmknt incrcascs in 
urcagcnesis hoth in cclls from culhyroid :.rnd 
hypothyroid aninrnls (Fig. J). hui thc stirnuh1-
tion of urcagcnL·sis in cdls from hypo1hyroid 
rals was les!\ markcd (Fig. J). l11tcrcslingly, 
PMA Jfartcncd thl' dosc response curve 10 
Tl-IG in ccll!-. from cuthyroid rals amt com­
pktcly blod.cJ thc ai..:1ion of thc glw:agon •ina­
logue in ce/Is from hypothyroi<l animals 
(Fig. J). 

Dihut\'nl ndk· Af\.IP (IJut.-cAMP) induccú 
dosc-dc¡;c,;dc1;t sti111u/;.11iom ,;r urca,gcncsis. no 
signilki.111l changc in scnsili\'ily was dctcctcd for 
licp;.1tocytcs ohtaint·d from cuthyroid or from 
hypothyroid rals (d;11a lllll shown. 17JJ. PMA 
diminishcd. in il dosc-dcpcndent nrnnncr. 1hc 
cffccl of thc cydic nuclcllliJc (Fig . .+)~ hcpalO­
cytcs from hypoth)n1iJ anima Is wcrc more scn­
siti\·c lll inhibi1ion by thc :1c1in: phorbul eslcr 
(Fig. ·O than those from cuthyroid rats. At high 
PMA conccntrntions (10' 10 ''f\.f) thc inhibi­
tion.s wcrc C!lscnti;1ll\' thc samc. 

Urcagcnesis b ;i i1icrnnp;1r1mcnl;.llized p:1lh­
W<1y (mitochonJri;.1 ;.inJ cytosol). Thus. wc nc.xt 
cxamincd 1hc dfccl t)f P~f:\ un thc aclions of 
gluc;1go11 :ind llul~·c:\Í\IP 011 glycogcnolysis. a 
proec" 1ha1 ta~c' plal.'l' l'\t'fil'.,ivl'ly in thc cylo­
~ol. Tw11 fot·1-. \\l'll.' oh-.crn-d in lhl·sc Muliics: 
Jir~tly, !lit• dli.'l'I.-. t1f !!llll'l.IJ!llll ;intl lh1l,.·t·AMP 
lJJl gl)'l'l1gc11u/y!'l.i!\ \\crc 1111/y slightly inhihi1cd 
hy thc pfwrhnl cSll'I° (20 JO% i!I tht! highcsl 
conccn1rn1i1111 nf P~f¡\ lc!llcd): ami Sl'Cnndly, nn 

signilicanl dwngc in !'1.Cll~ilivity hctwccn cclls 
from hypolhyroid .ind cuthyroid mts was 
obsern:d ( Fig. 5). 

Thc incrc;.l!\C in urcagcncsis intluccd hy glt1l'íl­
g1111 ¡111d nlht·r hon1111m·-. invol\'l'.'i ;in im.·rc:isctl 
1111.\ tif NI l 1 \ ia gl111:1111ina~c m:li\';llion /21. 221 
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F10. ~. Jnhibition hy PMA of gluc<tgo11·'.:ltimul;11cJ urcagencsis ami cydic AMP u.i:cunrnh1tion in hcpatocylcs 
from culhyroid ami hypo1hyroid rab. (A) Cdb from cuthyroiJ (open cirdcs) or hypolhyroid (dmcd circlcs) 
rats wcrc im:uba1cd wilh 1 ¡tM gluc;i¡;o11 ami dilfcrent 1.:oncentralions of PMA. Resuhs wcrc normaliLcJ 10 tite 
clfec1 of f!luc.igon alom: ( 11){)º,í•. C. !>quarcl which wcr"· l 5lJ ± .t :rnd 151 ±.t~ú of h:1s;1J 11rc;1gcncsis. respcc1ivcly. 
0.1!>al 11re:1 prnduction is gi\'cn in lhc lcg.cnd (lf Fig. l. P/011'-·d :1rc 1h"· mcans. with n.·nicul lincs rcprcsenting lhe 
S.E.M. of 8-10 dc1c:rmina1ions using dilferc111 "·el! prcparations. (B) Cdb from cUlhyroid (open circ/es) or 
hypolh)·roid (doM.'d drclcs) ra1.; m:rc incubatt:d for (10 min with dilli:rcnt '-'onccntr.11io11s oí PMA and then 
challcngcd for thl.' la!>I ::!: min wilh ti. J m~I ~1 IX ;111d 0.1 ¡1M g/ucagon. Rcsuhs wcrc normalitcd to thc clli:cls uf 
gluc:t!!Oll :done in ccfü incuh;Ht:d in 1hc ah~t:nce of PMA ( 100% C) whkh wcrc 7.9 ±O.JO :rnd 9.7±0.-' pnwf/mg 
oícclls wct \\eighl. P/011cd ¡¡re thl.' means, with 1hc \'Crlic:il lincs rt:prt:scnling thc S.E.M. llÍ 10 ·12 dc1crmina-
1iuns using ditfcrcnl ccl/ prcrarnlÍlllb. 
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Fu o. J. Flfcc1 of PMA 1111 TJl(i- .. 1i111ul;11t:d urca¡..!cnc· 
,.¡,.in hcpa1t1"·y1c~ fn1111 l.'t1lh)1111d and h}pt1lh)rnid 
mi!-. Cdls nen: incuhalcd in lhc ah .. L.'lll.''-' (l1pc11 l.'ir· 
ele~) (lf ¡lfl.'S'-'111.'C orO.l ¡1f\f Pi\11\ (1.'hl~Cd L'irl'k'.:1) ami 
ditfon:n1 "·unccntralinm 111' Tfl(i. <11hcr indicaliom 
;irc a~ in F1!,!. 1 (1\) ami lJI). 

und an incrc<.1sc in dtrul/inc production fl 2. 2J-
15J; bo1h proccsscs takc pl<icc in the mitochon­
dri.1 and it lrns hccn sl10wn tlrnt milochondria 
isol<itcd from cclb 1rca1"·d wi1h !he hormones 
f'Clain illl im:rL'ilSCd fil(C of dtrullinc S)'fllhcsis 
111. 1] 15 (ami n:li.·rl'll'-'CS thcrcinlJ. Thu.;, wc 
rn:xt c.xm11incd thc 01ction of Pf\·fA on this cffocl. 
Cclls wcrc trca1ed with rna.\inwlly cffccti\"c con­
cc111r.1tions of gluc.igon. THG or But1-cAMP in 
thc ahscncc or prcsence of PMA; •I crudc mito­
clwndrial prcpara1io11 was oblaincd and citrul­
linc synthcsis was ;.1ss;.1ycd. Thc lhn:c <1gcnts 
1glucagon. THG and Bu1~-cJ\ ~,f P) consislcntly 
inl·rc<iscd citrullinc pwdul·lion, indcpcndcntly 
of thc lhyroid SlillC of thc donor ani111;.1r. fn ccJls 
rrorn hypolhyroid 11ni111afs TI IG was lcss cllé:c­
lin~ tlwn glu'-'il!?Oll ur B111~-1.:AMP (Fig. 6). 
P~IA dccr'-'il~l·d thc ~1i111ula1ion induccd hy glu-
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F1c;. -t. Effccl nf PMA on dihutyryl cydi1.: AMP­
slimulatcd urcagcncsis in lu:patocytc:-. frnm cu1hyrnid 
and hypolhyroid rats. Cdls írnm c111hyrnid (npcn 
cirdcs) nr hypothyroid {dmcd circh:!>) rals wcrc im:u­
hah:d in thc prcscncc or 0.1 mM But:·cAMP :md 
ditfcrcnt cnnccntr.111om of PMA. RC3llh3 wcre 1wr­
muli1cd I<• thc ctfccl!'i oí Bu1.-cAMP in ccl/s incu­
batcd wi1hou1 PMA ( IOO~·u. C. squarc) \\lm:h wcn: 
171 ±J illlli 174±6~~ or hasal urc;tgcne!>IS. Othcr 
1mfü·:11ion!>- are <1:-.111 Ft~. 1 (t\) ami IB). 

cagon in cclls from ho1h cuthyroid and hypothy­
roid animals. Thc cffcct of Tl-IG was markcdly 
diminislu.:d hy PMA in thc cuthyroid :-.late ;.tnd 
practically ahlllblu:d in hypnthyroidism. In cdl!'! 
frorn hypnthyroid rats PMA dcarly tliminishcd 
thL· clli:ct -ol' Bul:·cArvtJ> whcrc;1s, in cclb rrom 
cuthyroid rals. tlu: cffccl of PMA w:.is statisti~ 

c:illy insignilic.:ant. 
Mohili1.;.1tion of inlrnL·dlul:.1r c.:aldum ;111d 

i1H:n:o1scs in i:yhhlll Ca-'' ((Ca-'· J.) lwvc hcL'll 
imphl'ilh:d in 1hc ill . .'lltlll or glt1l';lgn11I1<1, ~o. :!h 
JSJ. \Ve ohscrvcd that glui:11gon indui:cd 2 J. 
rold incrc¡1scs in (Ca-'• J, (t)pical tracings are 
shnwn in Fig. 7A). Thc clli:cl or gluc¡1gon W:t!'o 
do:-.~·dcpcndcnl ( Fig. 7B and C). ;md il w:is 
~mallcr in c.:clls frnm hypothyroid aninrnb lhan 
in thL· l't1111rnJ .... Pt\.IA (0 111f\1) -.ig11ilka11tl) 
rcduL·cd thc dkc.:1 of glucagon in thc c.:ontrtil 
i:clls and complL·tcly 01lwli!'!hcd thc cllCct of thc 
pcptidc hormonc in cclls from hypothyroid ntls. 
In cclls from cuthyroid t.1nimals 10 -~ M gluca­
gon induccd ;J :!-fold incrcusc in [C'a!'], which 
\\'as rcduL"cd hy PTvlA; gluL·;1gon-induccd 

c. g e 1 s 
·LOO [PMA) M 

FK;. S. Elfcct of PMA on thc stimulations of glycc­
gcnolysis induccd by glut:agon ¡md dibut)ryl qch. 
AMP in hcpatOc)'tcs írorn cu1hyroid and hypolh\ 
roid ra1s. Cells from euthyroid (opcn symbols} v: 
h)polh)roid rJts (do~eJ ~)mhob) \\crc 1111.:uh.llcl; 
wi1h l 11M ¡,dur.:a1!lln (lri.in~k~) l1r tl.l mM Bul~­
L"AMP (circJc3) ;111d diffcrcnl L'tl!lCl'lllrallllll!> OÍ PM1\. 
Rc~ults wcn.: normalilcJ tu tln: cll'cl"I:-. or g.lw.·;.1gon 
and Bt1l;·cAMP (100. C. :-.qu.m.:J uhich \\Cíe; 
25X± 1.i and 197± !::?'~" of h;1:-.al-. fl1r ghK;tgmt ;1nd 
~17± 17 ami llJ.1± J2P,, uf b;1:-.ab f11r Blll,·l·AMP. in 
L"c/h from cuthyn1id <1nd hypl1lh) rotd r:tl.,, rc3pcc1-
J\cly. lbs;il glycov,cnol):-.i" \\ere Jt<i.t.i and 
47 ± 5 1111101/mg cclls wc1 wci1?1ll for cclb from cuthy­
roid and hypothyroid mis. rcspccli\d)'. Plottcd. are 
thc 1Jll·ans nf h 7 np~.:rimcnh U!>lll!,! liiffcrcnt r.:cll 
prcpara1ions; S.E.M. W:ts 5- to~ .. or thc OlCilllS :md 
\\Crc omith:d for daril). 

incrcasc~ in IC.i:' J1 of a similar magni1udc wcn: 
complctcly abolishcd by PMA in l'Clls ohtaincd 
l'rom hypothyrnid r:.11s. Similarly. thc cffcct nf 
Bul:·l·AMP on 1his parmnctcr wa~ dimini~hcd 
hy PMA in L'Onlnll cclls :111d ;1holi~hcd in cclls 
from hypo1hyroid animal' (Fig. 8). TllU was 
abo ahlc lll incrcasi: fCJ:' J,; PMA hllld\cd its 
cJli:ct in ccll prcparation~ from cu1hyroid or 
hypothyroid ;.111im:.1ls (Fig. X): :11 1hi!<i Clll1Ccntrn-
1iun of TllG ( 10 '~f) \\"C nh3cncd ~ 2·fold 
incrc;1scs in cyclic AMP ;1ccumula1ion whkh 
\\CIC dci:rc<1M:d so·~ .. h} PMA u:-.ing cclb from 
cuthyroid or hypothyrnid rals. 

DISCUSSION 

Active phorbol cstcrs, such 01s PMA,. dinl­
inish thc hormom1I activation of udcnylatC·cyc-
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Fu.;.''· Effc¡;t \lf PMA on thc .. 1i111ul11tillOS ofcitrul· 
lim: prnduclinn indUL'.cd h} ~lue;1J!1"1, TllG and 
dihul~ryl 1.:~i:!11.: ,\~11• 111 hcpah'C)h.'' frnm cuth)1\1id 
0111d h}poth)rnid r;1h. l'l:lb ~~ere mcuharc:<l fnr 
IO min. thc agcut1., i1\\!il'atcll in thc ;1h!'.ds-;a. 11 llrn.~al. 
no ill:!Cnl); fiLll. \giucasnn l ¡1:\fl; (1.1 mM Hui:· 
1.·AMP or 111 ¡1¡.,1 TllG in lhc uh~i.:111.·c {open ho1rs) nr 
prl':.1.·111.·c ni' !1. I }1:\1 l,I\1A (d;1~hcd Pan.). Aflcr 1hi'i 
i111.·uh;i1i1111 tlic cdl .. fü,.'rc dJ..rnptcd. ¡¡ 1.·rud1.• nutu· 
cl1nndrial prcparnti\1n \)ÍJtain1.•d and l"itrullinc pro· 
dur.:ti\m 11~:-.ncll. Pll1ttc<l i1rc th1.• 1m:;11h •11\\I vcrtic;il 
lim.:s n:prc~l'~ll Jhl' S.E.M. l1f (1 lll dctcrminationo;; 
U!\illg dilkrcnl i:dl prcpar>llions. Rcsulls wc:rc nM· 
nmlilc<l w thc ha:-.al pro<luclion which is gi\'cn on thc 
top of rhc H-h>1rs ;un{ ¡m: cxprcsscd as nmol/mg 
pmlcin. IO mi1L 

lasc in h1.•paw1.:ylcs ¡ 1 15J. This cll\!1.:t nf phor­
hol cs11.·rs is ohsi:rved (diminution of glucagon­
stimulatr:d l"\dk ,.\l\.1P accumulation) in cclls 
from cuthyr1:ilf •llltl hypothyrnilf r11b. Thc mal::!· 
nilmh.: nf thl' dkct anti lhi: !<-1.'ll!litivity of 1hc 
hcp:11ocyt1..·s wn' nnt grl·atly altcrr:d hy thc lhy· 
n1id Slalu:-. or lht:' donor uninrnl. Howcvl.!r. 
hypas\ill!! thc :.1dc-nyhHL' c~dasc sys1r:m hy using. 
Uul;·CA~1P TC\"l.';J!cd that thc sli111uk1tion or 
urcagcni:sis hy 1hi!-. 01gc111 b also altcrcJ by 
f>MA. Thcr1.•forc. thc:-.c rcsults imlil'>ltc that tht: 
diminu1i1.rn i11 gl\11.:o.1!_!lll1-ml'<liatc<l cydk Al\.lP 
¡1n·umulalion ¡.,. not tite snlc mcdrnni.\111 
thrnugh whkh Pt\'1,\ ;1ltcrs thc mctaholic clli.!cls 
of tht: pl!plith.: hornwnc ant.l thal thl' ai:th.\11 tll' 

thc :-01.·..,.ond 1111.·~.\l'llgcr l')dil- 1\l\.tP ¡.., ahn 
•til\:1-'.lt:d. 

fnlcrc!->lingly. lhc glycogl'.'nolytk action of 
gh11:<1gtl/1 \\;.t!-. much ll'.'.\S .itlixtcd hy PMA !han 
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Fm. 7. Effcct o( PMA 1J11 lhl' incrca:.cs in cy1oph1smic 
jCa! · ¡ ir1dm:cd hy glu1.·;1~nn in hcp;11oi:) lc!a from 
culh)roid anJ h)polh)rníd rah. (AJ lfcp<lll1t:ytc.\ 
\\WC prc-cquílihntll'd in lhc tluorimctcr ccll for 
-1-·5 min. PMA or whit:lc u ere 11t.11frd 2· 3 min hc!l"lrc 
10 'M l,duc>tg\'º· Trncings are rcprcscnla!Í\'C of 
lhnsc ohr¡¡incJ in 3-5 prcpar;uinch. ( B) Cdls wcrc 
in..:uhatcd in rhc ;th~cncc 1op1.•n cirdc\) or prt.:!\l'nt:c: oí 
fJ.l 11M PMA (do~cd drclc:-.) .ind ditfon:nt coni.:cnlra· 
1ions {lf glucagnn. Rt.':-.ults are cxprcs~t:d as pcr ccnl 
t)f ha sal {Ca·'' l.. n hidt \\ere .'.!Ob ± 15 ;md 
~A8± IX nJ\t in ccll' from culh~r.1iJ ;rnJ hypolh}roiJ 
r.1h. rc~pi:1.·1hl'i}. P!\l\lt'd ,1rc lhl' mc¡ins. \\ith 1hc 
\Crl11:al lint.•s rcprt."M:n1ing thc S.E.:\I. of 3··5 dctcr· 
nunut1\,0S using dítkrcnl ccll prcparntions. 

W<l!-1 ils dfcct on ureagencsb. The f;,1ct that 
urcagencsis lakes place in hoth l.'ytosol and 
mil0chondri<1. \\ hc:rc;.1s glycogl!noly!\i!-. is cxclu· 
si\d)' i:ytoplasmic. suggcstcd tlrnt PMA ínhi· 
hitcd to a grc>itcr c:-.tent thc hormonc cffccts on 
mitod10ndrial. Further support li.1r this possi· 
hilily \Hts obrnincd in thc cxpcrimcnts on dtrul­
line production Oy mitrn:hnndri11. Prcviously. 
Swddon ami Ham.ford f.'4) rcportc<l thal glll!.::a· 
gon incrcased lhc ;unounl of •u:tivc p)'TU\'<ttc 
dchydrogl'.'nasc (a mitodwmlrial cnzyme) ;rnd 
inac1irn1cd ryru\'alc kimt!\C (cytoplasnticJ: 
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FltL 8. Effc:cl of PMA on !he incrl'<l-"CS in l')loph1<i111ic 
(C.1!• J induccd hy THG :md dihu1yq·/ l')dic AJ\IP in 
hl'p111ocy1cs frnm culhyroiJ anJ hypo1hyro1J rnl!i. 
Cclls wcr.: inl"t1h1t1ctJ in lhe oihscm:c fopt·n hars) c.1r 
prc:scncc of O.J ¡11\f Pi\tA (c.fa..,hl'd bar!>) and \\ llh 
Cl.l mM Bu1:·1.·AMPor I0¡1M TlfG. Whl!rl' no wrti· 
.:itl lincs are prc.-.l'lllcd no cllilnf:l' in tluorcscencc w:i.-. 
ohscrvl'J in ;111y of 1hc: t•.xpcrírnenis. Olhcr indil"<1· 
1ions ;in: .is in Fi!;!. 7. 

PMA hlockcd tht: s1imuh11ion of pynl\'tllr..' 
dd1ydrogc1wst: hy glur..·:1gun but had 110 cfü:L'I 
on g!Lll'<tgon-induccd i1111l·tiva1ion of pyruv11tc 
kinasr:. Our d<ita. and rhosc of othcr :rn1hors 
(.14). are consis1cn1. and suggr:sl 1ha1 thc hor­
monc inOucnces mitochon<lria\ and cytoph1smic 
mc1:.1holism through diffcrcnt 1111:cha11is111s. 

The increase in cydic AMP .iccumulation. 
ami thc subscqucnt 11ctirntion llf protcin ki1H1sc 
A. indttcl'd by glucagtlfl sccms ro bc sullkicnt 
(hui <loes 1101 l.'Xcludc rolc{s) of mhcr faclor(s>! 
10 C.\plain ir:-. clfo:ts c.1n cyloph1~111ic 111i:t;1h­
olis111. Thc llll'Chilnism(s) thwugh whkh thi' 
lit)fllHHll' llllldulalcs 111iH1chondrhil 111c1ab11lism 
is (are) much mori: oh:-.curc. A ca/dum roll.' in 
rhc mitod1011drial aclions of glucagc.111 lw:-. hcc11 
suggcstcd. Glucagon·inJuccd diangl'~ in {Ca:·}, 
werc observcd in this :-.1udy, and previously hy 
scveral au1hors 116. 17. 19. 26--35). P~I;\ is ah/e 
to diminish lhis cffccl [this study. 17. 29J. 

11 irns bccn suggc:~tcd tlrnt thc ;u:1ivation of 
pyruvilte <lchydrogcnasc induccd hy glucngon 
ami othcr hormones may he rnc:di<Hl.'d hy an 
incrcasc in mitochondrial [Ca~' J, sccomfary 10 
incrcascs in cytosol {C.1~' l f.16 .18j. \Ve oh:-.crvcd 
th•ll thc gluc<1gon-ind11l·cd incrcasc:-. in urca· 
gcncsis ;111d ci1rulli11c production Sl'l.'111 111 he 
more rch11cd lo 1hc l'lrnngcs in \Ca!• J llliln lo 

those in cyclic AMP m:cumulation. Hm\'e\'cr, 
some diffcrences exisl, for c.\•11nplc. in cells 
from hypolhyroid rnls PMA atw/ished the glu­
cagon ctTcct 011 rca~·1 .. whcrcas il markedly 
<liminishcd (but <lid 1101 a\wlish) lhc cffccl or 
rhe hormonc 011 urcagc11csis or drrullinc syn­
thcsis. In tiddition, lhc cffccl of PMA on gluca 
gon-stimularc<l citrullinc syn!hl'sis w.is lllll 

:.1/tcrcd by lhc lhyroid slatus nf thc ;rninrnls; 
only its cffccl 011 thc actions of THG and But!· 
cA M P wus more nrnrkl'd in l1ypc.llhyrl1i<li~111. 

Thc mcthodological diffcrcnccs rcl\uircd for 
lhl'sc stlldics makc:s il Jillkult io cs1ahli:-.h dircc1 
rch1tionships. Wl· pn.:\·i{lu,/y oh'it'f\ cli lhal cal· 
l'ium·dcplelion of hcpa!oC) le:-. niar"cdly 
dccrcascd 111i1ochondrial glutaminasc nc1ivi1y 
and rcduc1.:J 1hc slimul;l!ory dkcl nf gluc;1go11 
122}. Similarly. 1hc glu1:;1go11-111duccd s1imula­
tion oí mitudwndri;il ci1rulli1ll' prnduclion ¡., 
markedly dimini~hcd if c;dcium-dcpk!cd cd:, 
;irc u:-.cd l 1"2J. lkccntl) ./ohrhlon and Brand p1. 
rcporlcd lhat Mlhmicrom11lar n111ü'lllr<1tions t·: 
C."l\lrmni1od1ondrial (Ca?· J ~1imuh1tc 1he r<1tc 01 
citrullínc syntl1csis hy rnt livcr mirodwndria. 
Howc\"cr. fm.:1ors othcr llliln cakium als11 regu­
lare citrul\inc synlhcsis !26, J7. }lJj. 

Thr: Hhiliry or g.lucagon. TllG and But:· 
cAf\·1P 10 clcvatc !C:.J1' J, w;1s dccn!a~l!d in ncpa­
locyll'S oh!aincd from h;po1hyn1id mis ;1~ com­
P<trcd lo tite conrrols. This is consistent wi1h 
thc foct tlrnt livcr cclb from hypnthyroid ani­
mals han: dcfcr..•ti\c c;1h.:it1m-ha11dling mcclrnu­
i'illlS p . ..JOJ. Thc pr11cC!ii!'ll'!ii 1h:11 l'lllltrol jCa' · J, 
are 1.:urnplC\ ;inU inn1l\'C 1.:;ikiurn 11111hili1;11io11 
frtl/11 1wn-mitodH111drial .ind 111i10L'11t.1ndnal 
~lores. :.111d influx ;111d cfJlu.\ 1hrnu~h lht.: pla:-.ma 
mcmhrant:. 11 is not k11m\11 wlwl ch;111gcs 1lr..·cur 
Juring hypothyroidism to affel'I thc!'IC t:mllrols. 
Nc\"crlhclcss. il has bl'cn ohscnc:d 1ha1 calcium 
l'Jllu.x induct:d by lwrmonc::-. in lí\er:-.. pcrfmcd 
with mcdium containing a Jow 1.:11kium 1.:onccn-
1ra1ion. w<is decn:uscJ hy more rhan ~O"ú in 
hypothyroidism {40]. Furt/wrnwre, l'Mi\ 
allcnuatcd 1hc ahilily llf g/uc¡¡gon. TI fG and 
Bur~-l·AMP lo inncasc !C:1:' l. much more rn.ar­
kcdly in cclls from hypolhyroid r;1I!\ 1trnn in 1hc 
r..·1mtrols. Thc possihili1y lhat lhl' gcncrnl ccll 
scnsi1ivi1y to PMA could Me ;iltl'rcd in Ji ver cclls 



) t\. G.\HC'Í.\ SÁl~Z t'I ¡1/, 

obtuincd from hypolhyroiú animals was consid­
cred. Howcvcr, scvcrnl du1<1 urgue againsl it. 
Firstly, 1hc abili1y of PMA IO diminish gluca­
gon-s1imula1cd cyclic-AMP accumulntion was 
similar in hypothyrnidism as comparcd lo 1hc 
controls. On thc othcr lwnd. wc tcstcd :in indc­
pcndcrll paramc1cr, lhc ahilily oí PMA 10 block 
alplm 1-<1drcncrgic action in hcpatocytcs (181 
{<tssaycd as pho~phatidylinosi1ol rcsynthcsis 
(41 ll. und ohscrvcd thal it W<tS idcntical in mag.­
nitudc and scnsiti\'ity in cclls from cuthyroid 
and hypothyroid mis (d;1ta not shown). 
Thcrcforc. lhc incrc;1scd scnsitivity of somc glu­
c<.igon-cffccl 10 Pl\fA in hcpatocytcs from 
hypothyroid mis sccrns lO rcsull from thc 
<1c1ion of active phorbol estcrs (putali\'cly \'ia 
PK-C <.ictivation) on an alrcady dcfc..:tivc pro-
1.·c~s (i.c. lhc rcgul;llion or cukium cytostasis}. 

:ldaw1rl1·1ri:l'm1·111.1 Thc ;rnthnrs thanJ... Dr A. 
P1::';,i. lilr lc11ing lhcni tht.' Jij, lluorimctcr ilnJ ~lrs 

Ül!AllAl.l!I'/_ RA\liRl.i' ror !<>killfully l)ping !In: manu· 
Sl'ripl. Thi' rcscard1 \\il!\ parriall) !<>UprnrtcJ hy 
Gnmls frum Con'.'>cj11 N:u:ional di.' Cicnd;i y Tcc1ltl· 
logia (CONAC) TI (ICE.\'.CNr\ 060394). Thc Third 
World 1\l'atlcmy of Sdt'IH:c!<> (TWAS HGHC XX-9JJ. 
Fu111.fodón Migue:/ Alt.'mún ami lhc U.S. Pulilic 
Jlcitlth Scn·il't' f DK :! JOX.51. 
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llt:11N.\N111·:z-Sc1rnMAnlll. S. l\I. T1·:1m~A. :\L\lllNA l\IM"iAs 
Sii.VA, ('llAllO (', :\IALllON, ANll .1, AllllU'O !:AIU'iA-SÁINI.. 

,\fr1t//l/n1iu11 o/ U. w·twity In· plwr/~1/ 111,HÍ.,/11/•' m 1•/u/1• i11 mi 
h1·¡x1ftH'.Vl•'·'· Am .. J. l'hv~iol. :!liU H'l'll l'h.\"iul. :!HJ: ( ':!t1!1 <':!H:"1, 
l!l!ll.~-Arli\"1lliu1111f11rutt•in ki11u.~1· (" pr•1n11•lt·~ lwt1•r••lo¡.:1111,. 
dt•,.t•11:-iti1ntinn ol lll'pUti1· ml1•n\'lu11• t'.\'rlW••'. 'l'lw ltu .. ¡ .. l11t thi .. 
dl'M'l1~1111at11111 wa" t•xplcm•d bv u"l' ol u ,.lrntt•¡.:\ \\ith "l'\t<rnl 
i111h·pe11tl1•11t npprcuu·}w,.. ,\lth••t1¡.:l111111 i111lut•111·111i.: tlw11n1•111111 
111 for,.k11lin·"' imulall•(I ndt•n:.·Jnte t'yl'la,.1• Mlivit:.· (1·u1uly~1 t, 
1n•11tnwnt with phorlml l:!·m.\'ri,..lult• l:l·nrt'lnll' 11':0.l:\l dt·· 
l'rt•uscd nclt•nylutc l')Tln"t' m·'i\·uti1•11 in n·~1u111st• \11 t•ithcr .,i•· 
tlium fluuridt• or ¡.:111111:.I.\] 1rnidod1pho,.plmtt• l!ipptNlllpj. 
,\deno,..ifw ;\',;i'.c\'die mon•1phn .. ph,111• f1•:\;\ll'1 <1rrum11la!i1111 
in 1·lwl1•ra t11'i.in·tr1•at1•d lu·1u1t111·y11•,. ami lu1th 1h1· 1111~:11 a11(I 
( iTJ•.,.1imulnt1•d ml1•1l\"lalt• 1·\d1bt• at'IÍ\ it\· 11f 1tlt'rnhr,11w., ft11111 
toxin·lrt•nlNI t"I']],. d1,..j1J11yt•1i"11 murk1·d n•1iu1·t11111 in rt• ... pnnw to 
1':0.IA. 'l'lw nhilit.r ofdwlnll' 1•x1rnrt ... 11f lll'pa!(lt'_\h' 11w111hrnm· .. 
!(1rt•c¡11J ... tilut1•1f·nilrt•111•rgie·sti11111!at1•(la1knylat1•1'~T]a.,1•m·li\· 
ity uf mt•mhntm• of S·l!l nwu ... t• 1.vmphoma (\t' 1·1·1! ... w,1., r1·dun•d 
hy trc1tln1t•n1 wi1h l'~IA. ('liolt•rn lt•'.1.in·t'Hlalyzl.'d l:tl!t•l1ng ••I 
(; .... ,.u\iunit" Wll" likt'\\IM' d11J1Í1li,.lll'd hy ph11rl11)l ¡•,.1t•r lrt•at· 
1m•n1. l111mu1101hl11ts ,,f nu·111l1nm1•s fr1•m c•111tr11I 11t 1':0.IA· 
t rt•u!t•jl h1•¡11111u·:.·t1• .. ,.h11111·1l 11111lilkn·11n• 111 tlw a11u11111t 111 ( ;,,,, 
lmm111l!tprt•1·ip1tali•11l ,.11ul1t·.~ luil1•1l t11 1lt•lt·1·1 pho1 ... 11lu1nla1io111 
uf thb 1; proh•in w!'>t1bu11iL Tlll' da!n d1•rnon,.1w1t· t/1111 l';\l,\ 
indurcs m1 ult1•rntio11 in tlll' huH·tionnl ,.1a1us of 1:. 1\itl11u11 
ul11•ri11¡.: 1111' amnunt 11f this ltans1rwml1rn111· 1'i)!noli11g l'k11wn1. 
Tlw uhnal iun in e;. hm1·1 ion ma~· pl,1y ¡¡ ,.ignilkanr rul1• in 
ht•lt•r11lug1JU,.dt•M•11,.ili1nti1111. 

11l111rlu1l1•,.1t'f!-:dt•,.1•n,.iti1.111it111;¡..'l.JUllÍl1t'11u1·!1•11titl1•·l1imli11¡.:11r11· 
lt•ni-. 

E\l'OSl!HE UF n:1.1.~ to 11gorui;1s 110:111111~· rc:.ults in di.'· 
t'n•usl'd rt•:o1mn,.iveness tu suhsequcnt stimuli. This nrl· 
apt111ive pro<'<'""• knuwn 11,. dl.':.l'll:.itizatiun, may invoh-1• 
11lter11tions 111 0111• ur mon• of the t•lt•mt·nls 1·on:.ti1uti11)! 
trnnsnll'mhrmw si¡.:naling:. ('pJl-surfm't• rt•t•t•plor~. 1·1111-

plin¡..: proll•ÍllS buril llS !lw (; prntt•imd, llllli llll'llifir<mt' 
l'lh•1·turs lud1•11vl11tt• rwla,.l', i1J11 d!illlllt'bl n111:.lilttl1· 
tr1111smt•111hr1111e. !'>Í)!nalfng dPviel's, wht•n•a!' intrm·l'llulur 
t•lt•111ent:. (pn1!Pi11 kirn1""" arnl 11tlwr 1·111.r1m•s) pn1pagnt1• 
!he ,.j¡..:nal within thl' cl'll. ldt.'lllilit'Hliun uf tht· l'<ilt•l:.I 
uffeclt'cl hy clt•st•nsitin1tion is eritil'nl 10 uur d1•\'t'loping il 
hiul'i1e111kal undt•rstunding uf 1 lw ph1·11nmt•nm1 nnd 1111 
11ppn1ul'h tu 1h1• tht•rn¡lt'11ti1· 1·11n,.1·qm•111·1· ... 11f 1lt'M'li"ili· 
z11ti1111. 

'l'ht• 11d1•11ylu11• 1·.vdaM• :..\~lt'lll i ... 11111• of lht• 111·:.t -d1;1r 

m·l1•ri1.t·1I 1rn11sn11•111l1ra11t• sig1111li11g 111'\'in·,. 111111)i¡J~111·1•11 
H!'t•d freqtll'ntly us u mmlt•I Júr :.tudy of dP:.t•nsitization. 
C'hronir stimuln1i11n hy agunists ullt'n ll·ads lo a gt•rwral 
11tlt•IHH!liu1111f tlw n•spon:-.i\'t'lll'!>S o!' 11d1•11yl11tt• l'.\'t'laM' to 
furl ht•r :.timulutiun 11\' u v11rit•1y 111 dillt•n•nl hor111r1111•,. ¡¡.; 

\wll ª" hy ¡.:1111niiw 111·11·lt·ul idl'S nnd !111nrid1• ions 11, .'"1, H, 
1:1, IS, :11. ;J!l). Thi:. phe11unu·111111 ha,. l1t·1·11 1•1ll'ratimrnlly 
d1•1iiu•d us lu•ll'rnln¡..:ous dt·,.t·nsitizmion. In hom11lo¡..:11L' 
dt•,.pnsilizalinu, ulterntiou in tlw re,.¡mnM• to agnni,.t 
1·11nll1wd 1·x1·lu:.iH•ly 111 MJli,.1·q111·n1 ,.1inmlutiu11 by 1h: 
11gt•111 11, li, 1:1. IH, :11, :m1. l'n,tcin kinu,.e:. hm·1• h1·1·· 
impli1·a1Pd a:. parlil'ipunts in lwlh ol lht•,.t• prnct·~St'!-. 1 
(i,J:l,lli.:!l.;l!J). 

l'hnrl111l t·:.lt•r:., :-.11d1 a;, plwrhnl l:.!-myri,.talt• J:l-nn•· 
talt• IP~I:\), :m• wl'IJ-known Hl'lin1tnr,. uf 1Jw t•nkimn· 
nnd ph11.~phulipid·dt•Jlt'llll1•111 11rull'in kirnM' prn11•i11 ki· 
1111.~1· (' tJll\<'1 1:11. llt•¡ll'ndi11g on tht· 1·pJl typt., phurliul 
t>,.!Nl'lft•t't,.onrlll'illlt•11.\"lalt•í'.Hla ... t':.):.h'rnt'a11lwqui1t• 
di,.tinet. 111 dt1t'k and ltlrkt·y 1•rythro<"yl1•,., for l'~:unplt•. 
m·tin• phorhol estprs prmnnll• 11·adrt·m•rgi1· n·n•¡llor 
ph11,.plwrylati1111 ;tnd dt•,.1•11,.j1 i1ati11111'1 utl1•11ylatt• cydn,.p 
!:!O, :!lit, wlll'rt'H:. in frog t•r.\thrnl',\'11',.. phurhul t•:.lt'rl'< 
imll!l'I' pho,.phoryln1i11n uf tlll' 1·a1nlylÍt' s11huni1 11l 1tdl'll· 
ylall• l')'du:-.t', 1•11haní'ing f~·mln·1wr¡.:ic·, 1 :TI'·, ancl NaF­
s1i11111lat1•d 11tll'n\'l:itt• ndaw m·tivilil',. 1·111. 

In ht·p;1111eytt;s, m·I i~·11t ion nf PI\<' liy plwrhol t·:.ll'f:. 
11r 11\' lu1rrno111•s 1hu1pn111111!1•11h11,.pl111i1111~i1i1h• 111mm·1·r 
IP;Hb In u d1·1·n·11 .. 1· in luJlh ¡.!ltH"lll-!011- mul 1l·Hdrt'IU·rgi1·· 
:.1i111ul11tt·d udt·1111si11t• ;¡· ,;,··t'ydic 111111111pl111,.phalt• 
lt·:\:\11'1 ai·1·11rnulati1111 (H, 111, ¡;,, J";, :!.:\, :1111, i.1•., to 
l11•tpn1l11g1u11' 1lt•:.l'll,.Íti1.;1li111111f111lt•11yl11lt• 1·~·1·1:1M•. 1 !sin¡.: 
11w111hrniu•-> fr•1111 n·lls tn•att'il wi1h ph••rhr1I l' .. lt·r,., wt• 
oli.~t·rn•d 11 dt•t'Tl'<l"I' in 1 lw ""' imulat ion ol udl'll\'lllll· t'\"· 
du,.e hy j,.opruten·nnl plu,. 1;TI', h.v ¡.:hteagon plu,.. íiTi 1• 

nr h\' l-!lla11ylvl imidrnhplm.,phall' I< :pp!Nll lpj alnm• t lt1J, 
'J'hi:. ilPcrt•n . ..,t•tl rP,.JHJ11,.t· 11p1u·ar:-. t•1 tt·~ult ln11ú m·tivntion 
uf f'J{(' ¡ ¡;11. For:-.koli11 -,1i11111lah•d atlt•m·lall' t'\'l'lílM' lll'· 
li\"itv, in 1·11ntrasl, wa .. 1mal11·rt·1I i11 11~1·mhr.;1w:. frum 
1·1·11~· 1 rt'iHt•d with ph•irliol t·,.tt•r;, 1 l!iJ. 

Thi:. ¡w¡wr prn,·idt•:. 1·01111ll'Jli11g t·\·ill1•111·p lor <111 ullt•r· 
111i11t1 off:. hllH'lioll ª" tllt' ha_.,¡,. lur i11 1':\f,\·ifUhWt•d 
lwtpn1lol-!1111,. dt•:.p11:-.i1i1¡1tii111 111' adt•n,vlatt· 1')Tl11,.l' in hl'· 
pa111t'Ylt•:-., 

MATElllAl.S ANll METlltl/JS 

l'~I,\, fi·ll·flrnfl~·l·:!.·thimmu·il, :l·bnhulyl· l ·lllt'I h· 
yh1111!11i11 ... li'l'I', 1;pp1Nll111. NaF, llll'nphyllim'. t\TI', 
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phosphnrn•uti1w, l'rl•<1ti1w kin11:-L'. l'i1olcrn 111xin, nr¡.:i11i1w, 
thYmidine, NAIJ", N,\1Jl 1

', dithiothreitol, trizma, EllTt\, 
,v:l'1hyl11111leimidt'. 11-meH'llJllCll'I hnnnl, le111wp1 in. ¡1henyl· 
nw1hybulfnnyl lluoride IP~ISFI, N·:!-hydruxyl•lhylpi· 
pewzine·S' -:2·ethunt•sulf1111iL' udrl IHEIJESI, 11nd MI· 

clium dmh•ryl 1mltntl' 1SDSl \\'l!rl' ohtni1wd frnm Si¡.:mu 
C'lwmicul. Forskulin \\'/Is u!J111ilwtl frnm ('11lhiodw111. 
l 'llll·AMP i:t! Ci/1111111111, lo· ''Jl]ATI' (:!H.i <'i/1111111111, 
l ';PIP, k11rril'r frt'l'), 1111d In- '·'JIJNAI» tHOO ('i/111111011 
were ohtuined frnm Du l'unt-Nt•\\' l•:n¡.:lnnd :-.:udt•ur. Tlw 
unti-(:.n untisl'rum tnn. t:WHI u:-:t•d in this :-1t1dy was 
¡!l'Jll'rously d1111ntl'd b~· Dr. Allen Spil'¡.:l'I t Nuti1111al l11:-1 ¡. 
tult' nf Diulwll''- nnd l>igt•stin• nnd l\ifhll'y l>bl•a:-t·:-1. 
Thi:- nntiserum was produ('cd 11¡.:aiu"t tln• ('lHJll·1t•rmi­
nnl dl'l'Upt•ptidc of c;.n, and it:- hi¡.:h :-l'!el'tivit~ ha:- hl't'll 
:-hown (;!;, :J8). Allinity·purifit·cl ¡.:oat unti·ruhhit inuml· 
nuµ:luhulin (i l'onju¡.:nll'd to nlk111inr pho,.phuta:-l' mul ti· 
hromn-·l·chlor11-:l-i11doylphusphut1• \\l'rl' 11ht11inl'cl frc1111 
Biu·Hnd. J>rotcin A-Sl'pharusC' une! flt•rroll wt•rl' from 
IJl111rm11ri11. 

Ft>mule \\'istur rnts (-'l00-:!:'10 ¡.:) fod mi lihitum Wl'rt' 

Usl•d, A11i11111ls wen• 11U1in1ni1wd 11nd ust>d in illTordnm·l• 
wi1h the Nationul lustil11tes uf llL•ahh (i1tid1• /11r th~· ( '11r1· 
m1d u.\I' o/ Lufmrat11ry At1imn/., urul lill' lkgulntion of tlll' 
llt•nlth Departnwnt. J>n•\'iuus studil's 17, S, Jt,, :!·l. :!lil 
t•mployt•d hyputhyroid rat:- 1t1 pm\'idl' a rohu,.1 tt•spo11· 
~i\'cness to stinrnlntion hy gl11l'11¡.:c111 mu! 1l·mln•m•rl!i1· 
H¡.:onisls ('j, H, 11. lf1, :!·l. :21i). Jf.v11uthyrnid animub Wt•rl' 
11:-.t•d in 1Jw )lrt•st•nt stucly for tlw ~mm• p11rp11st• a)\(I to 
prnvidl• 11 com¡mrison 10 the t•arlit•r sttufü•:-.. llyp111hy· 
roiclism wns indlll't•d hy mnintuinin¡.: tht• aninwls with 
water contuinin.: O.o:t"; li·11·prupyl·:!·thio11radl for .ltJ­
t10cluys. H~1mthyroid swtus was t•SIHhlishl'tl h.v dt•t'rt•a:-t'd 
WL•ii.:ht gnin, clry1wss nf lht• fur, anti dt•t'rl"l:-t•d h·Hls ni 
1riiotlotlwn111i11e ti). 

Hepnl;,l'_\'ll'S \\'l're isoltilt•d by thl' llll'ilmd uf Herry and 
Friend 1:2). cA:\IJI 11ccumuln1io11 wus clt•lt•rmilwd h~· tlw 
11wthucl uJ Brown ('! 11!. 1:1) in rl'lls irwuhatt•d in 1 mi nf 
Kwhs·Hin¡.:t'r hicnrlmnale ht1ff('r 111uk•r 1111 atmosplwrt' 
uf ~¡5•·; 0~-f1 1 ·; ('()_, lpll 7 .. 1) <U ;17-(' in a WUlt'r·hat/i 
~hnker. i'~tA indUl'es 11 lwtt•r11\ogrn1s dl'~en:-i1inl1io11 111 

rnlenvl111e t·vdast• in wh11IL• l't•lls lrr\:\11' :11·1·u11111\a1in11I 
mul in isoli;!t•d Jllt•111hrn1ws (adt•nvlall• n·da:-1' al'livilvl 
( IT1J. Tlw t•fft•cl uf l'~t,\ hus ht•t·11.sh11\\'ll. to ht• linw 111~d 
1luse depenclent 1 lf1). Nt•ar-m11xi111al vlll't'I ni 1 µ~I 1'~1A 
is ohsl'r\'l'cl within lf1 min 11ltn mldilinn In l't•ll:- 1 l.'"11. 
These eunditions wt•n• :-L•ll•c!l>d lnr tht• pn·:-Pnt :-lwlil's. 

:\lcmliwm·:- \\ere i:-ulu!L-d lrom lit•J111lot'yll·s h~· a mocl­
ilkiniun 1 tf1I ul tlw 1m•thod ol Lott•n ami Bt•d!-,haw-1.ntt•n 
l:!I J • .-\den\'late c\'cla~e activitv W;b .i,.:-a\l'd i11 a 111i:>.t11n• 
l'1intuini11Ji '.!:'> n~l\t 1ri:-lh.vd¿oxyrnl'th.vÍ1amirn1111l'thnm• 
tTris: pll i.f1I, 0.-1 m:\t ATI' lt'nntaininJ..! 1· :! X w·· 
1·011111~/min Jn· •;J'JATl'I. !"1 111:\t :\t¡.:C'I_, 10 m~I tlll'11ph­
~;lli11e, 'iA lllJ..!/ml phn:-phm-rL•atim•, anti 1 1111!/ml nt•nline 
kinuse. Tiw rl'nction w11s initiall'd hy tht• ndditiun nf an 
uliquot of mt•mhrllllt' fr;h'I iu11 1-1 :'111 JI\.: ptnll'illl 11111 lntal 
vnhtml' nf 0.1 mi ami wa:- nindul'!t•d al :;o· (' for :!O rnin. 
r,\:\11' \\'U!'i isolat1·d ns dl'sniht•d hv ~alomon 1•1 ;11. 1:lt11. 
l'rotein wus quuntifiL•d liy lht• m~·thud uf l.mny t•t ni. 
l:!:!I. using ho\'illl' M'rtllll ulhumin ns thl' s111111lard. 

('holt•ru toxin \\'Us m·tirntecl with :!O 111:\l dithintlm•itol 
l'or 111 min u1 :J7ºC. To ns:-11y tlw 111xin·1·11tnlyzt•d Al>fl 

rilmsylu1in11, 111t•mhr1111cs 1r1n µ¡.:uf protcinl werC' im·u­
lmted liir tiO min ni :HIT in a final volume uf 0.1 mi 
contuining :!!iO 111~1 pnlassium pho!-iphutt• !pi 1 'i.!i), :1111:\I 
~l~C'l~. ltl m~I ¡1r¡!ini1w, 10 m~I th~·midine, 1.0 mf\1 A'l'P, 
0.1 m~t <i'l'P. JO µ:\I NAI>~ (eontnining 10 µCi lo-· 1!PJ· 
N,\()• 1u•r tuhel, nnd tlw m·ti\'ntt•tl toxin IO.l mg-/mH. 
Tlw 1\lll'·rilm:-ylntion rem·tio11s Wl'W lt•rminuted hy nrl­
dition ol 1 mi ni' it'l'·t·nld :!!'ill mi\I phnsphnlt• hufler. 'l'he 
mcmhrum•,. w1•n• t•ollel'tl'd h;.· l'l'ntrifugntiun in u micro· 
fugl', snluhili1.l'd iu sns. nnd suhjt•l'll•tl to l'll't'lruphnresis 
011 lll''i 1ll'ryla111idt• J.!"l']S in tlll• prl'Sl'llt'l' uf 0.1";, S()S, 
Tlw ¡.:t+ .. \H'rt' fixt•<I. drit•d, 11111l expo~L·d tu X-rny film for 
:1 duys. IJL'nsit1111w1ril' unnlysis of the 1111tnnulingrnms 
wus 1111ull' in 11 Hl'l'ktnan Dtr.1; :-1wctrnph111011lt'ter. 

The ul'livity of ¡;_,. was Hl~u us:-n)·ed hy rl'n111stitutio11 
l'Xlll'rilllt'lllS. l•'pr lht• llS!oU_\'..; Of (;,,, lll'li\'Íly, Jwpll!OC)'fl' 

mt•mhtn1ll':- IH mg/1111) Wl'rl' l'XlrHl'h•tl with ¡•;; (wt/vull 
l'hulntt•, 1111d c;,u activity in llw l'Xlrnct wns asst•ssed hy 
its nliili1y to l'111npll'llll'lll hormonC'·sensitive udt•nylute 
rvdnse urti\'itv in mt•mhr111u•s of s.rn ne· 11uu1se lvm­
,;humu r1•lls th.nt lm·k {;.n; 11clt•nyl111l• cyci11se lll'li\'ity ~\·ns 
;1:-:suyt•d in tlu· fltl'~t'IU't' ufU.I m(\I isuprott•fl'11ol uml 0.1 
111:\l t:pplNll!p ni !-.t•\·pral dilfl'rt'lll dilutions uf tlll' ex· 
t me!, :-inn· dtolnll' ha~ lw1•11 ~}111\\'ll 111 inhihil 1 hl• rntnl\':-1 
19, :!f1). . 

lm111111111l1l11t~ \\'('tt• ¡H•tf11rt1lt'd l1y .~11111dard 11w1Jwd~ 
11.1111:-ing a :-t•1·1111dary a11tihnd.v 1·011plt•d 10 nlkulirw phos-
11hala:-p anti t1-lm1111~•-·l-chl11n1-:l·i111l~1ylph(1sph11tL• ns 
:-uh:-trnlt·. lmmurn1pn·eipil11tion ni C .• 1 wa:-. pt>rliirnlt'd ll!-. 
fo!lm\'!-.: 11111 11¡.: of mt•mlmtm• protl'in wt•rt• :-c1luhilizt•d 
\\'ith .~tlll ¡1¡.: SI JS i11:!tl!I11! of 1 lw li1llowing l111lfl'r: 10 ¡1J!,/ 
mi aprn1ini11, 1110 ¡ig"/1111 so.vlw;m tryp:-in inhiliilnr, O.f1 
m:\1 P:\ISF, 10 11g/ml ll'llJlt'ptin, JtiO m:\1 NaC'I, nntl [1fl 
1111\l Tris adju:-1t·d lu pi 1 i..J. Tlw snmplt• \\'Us l'l'lll rifuged 
111 11,lillO ,li for 1 (1 min u111l l lll' 1wllt•l di!'l'llrtll'd. Ali nliquot 
(-:!.t1 µll of tlw anli .... erum 11lus .¡o µI of IU('; Triton X· 
!fUI \\'t•rt• mlrll'd In tht· :-u¡wrnatnnl, m1d tlw mixtuw was 
incuhutt•d nv1•rnigl11 on a rolutnr al .¡•{'. Aflcr 1hc mldi· 
tion of prnll'ill A·St•pharose 111111 lurllll'r i11euh11tio11 for :! 
h ;1t ·1'{", lhl· :-amplt• was wa:-lwtl lwirt• with 0110 111i\I 
Nn<'I nnd T1!1111:\I Tris, pll ~.:l, rnntnininJ!, Trilun X-1110, 
SJ>S, a1ul llw 11r11lt•H:-1• i11hihitc1rs, ni the s;UJll' n1lll'L'lll rn· 
1 ions as ;1liov1·. A final w11:-h wil h !!"1!1 m:\1 N11C"I nnd no 
111~1 Tri:-, pi 1 'j,.I, nl:-111·011111ini11J..! 1 ht• pro!Pll:-t' inhilii111r:­
was pt•rlúr111l't! lwforl' 1 lu• samplL• wns !<Uhjc1'll'd to t•lt•l'· 
t rnphnrt•:-Í:-. 

Hl·'.Sl'l.TS 

Bci..al 11clt·n~lah' l'ydnsl' m·ti\'iliPs Wl'rl' t>quivnh•nt in 
111t•111lm1nt·s fn1111 c·c111tn,I 11r fJ1\IA·lrt'llll'll he1ial11t·yll'S 
lti..t:l ± O.f1i \'s. t1.:!·I ± 11.H·I tSEI pmol.min· 1 ·111g' pro· 
h'in 1. " = r. in "ª"'1 1·t1..,l'. /' > 0.81. npp(Nl!Jp, u 
hydr11lysis·rt•:-.istn111 a11ulog-1u• uf c:Ti', slimulatl'<l uc!Pn· 
ylah' cyrl:t:-t• in 11 d1i...t•·dl'1wmll'nl fnshiun IFig. 1:1 l. In 
tm·111l1rn11t'." fro111 cn111 rul nnd P:\11\·l n•alt•d n•lls thl' :io'·; 
Pfh't'li\t• n11wt•1Hrntion valm•s tEl'.-.,1 lor lht• m·tivu1i1111 
uf ad1•11ylnh• ey1·lasl' hy c:pplNlllp Wl'fl' idenlil'lll 1-:1 
11~! 11 Fi¡.:. l:l 1. Strikin¡.: w11s tlll' clitf1•n•1wt• in thl' mnximal 
rt'sru1nses lwtwt'l'll lwntl•d m11l 1111lrt'1tlt1d etolls. In llll'lll· 
hra1ws 11funtn•nll'cl t't•lls, Cipp!NI l l¡i 1111" 1 r<.t) stimulntt•d 
·lf11J", lmsal 11etivity, wlwn•as in nwmhrnrws from PJ\IA· 
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ph"rh"I l:!·mrti•lnll· l:hht·tut.• fl':\l;\1 tu•.1u·cl lu·p,lluntt· .. : íl"lf"ll•t• 
tu ¡.:uan.1 l.11 imulucl111/111•phn1 .. jeippl :\11 •pJ uml !';;1F. l li·¡•ntun lt•., 11n1• 
ínfuh.ittcl l••r l;"o 111i11111 llwul1~1·11n· t·.l••r llrt'"t'lltt' l•l ••I i l':\11 1:\I,\ 
t ·,.!J. l\l'h' t•\t1·n•1\l·I\' 11.1•IU·•I. rrwml1rmu·,. ••l'r•· pr1•p.m·1L .md .uh·n· 
,•ful1·1·11·l,1•t•nr111111 \\1l•ll••;1wtlintlw11r1••t'llrr11/1·illwrlipp1NllJ¡1 
L·l 1 ur /l:aF 1111. IJ,1111 urt· •·11m·•·1·1l ,1• tlw I'"'' 1nt.11:1·11111,1•.il 11.h.il 
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trentecl cells the rnnxinutl t•fft•t'I wns nnJv ;HJO'; uf ha~rnl. 
Thus 117\IA ln>atment prnmutt•1l 11 ... iJ!11ili~·;1111I/'<11.11011 
decreast' in the muximnl re~pnn~l' 10 <ipplNlllp. NuF· 
Mimuhued lltfonvlull'" n·clww activit\' wns rt•1hll'l'<I in 
memhrane~ fr1111; P~f A-i rentt•tl lb 1·011;pared wit h 1·11111 rol 
l'ells IFiJ!. l/Jl: 1his diffrn·nrC' in rnaximal effol't wn~ 
signilicunt ( / 1 < o.o~ l. Furskt•lin·st imulatl'd adPnylat l' 
C\"l'lnse 11ctivi1v, in cuntrast, wus idl•ntil'a[ in nll'mlint11l'S 
f~om t·nnlrol o"r Pi\.IA-tre!llt•tl n•lb 11.nuo ± 1011 vs. 1.1110 
± IOO"i ufha~nl íll'th·itic:->, n•s¡ll'l'tivdy:" = ·11. 

Clwlt•rn tnxin rnrnlyze~ 1111 Nr\I>' -dt·ppndt·nl Al>P ri· 
ho;..\'Jntion uf ( : ... t 1 :!l. This 1·11rnll•r1t 11111tlifit·;1ti111111f <~_., 
rf'cl~Jt'l'~ ils iutrinsic f:Tl'llH' m·li\il\' 11:!.I. pr1111111ti11¡.: a 
persisl('fl( m·tivntiun of e:. 111111 ,,;l•rt•hy nf mlt·nylalt• 
t:yelu;..e. lnl'ulm1i1111 of lwpatul'ylt•.-; with d111lt•rn t11xi11 
~limulutl'd t•Ai\TP lllTlllllt1latir111 altt-r :1 l:i¡.: nf -10 nlin 
1 Fig. '.?.:\l. ~tnxirnnl rAi\11' 111Tu1111d;t1inn in tnxi11·l rt'nll'd 
n·ll~ \\'HS nhsern·cl at 1io min 1 Fi¡.:. :!:\l. \\'lwn 1·elJ-. n.-n• 
trenll'd wíth 1 µi\I l't\.IA nnd ehoh·ni tnxin in 1·11mhina· 
1icm, lhl' 1i11ll' t'o\lr;..l' of 1·Ai\lf' a1·1·111nul11tion was llt'arly 
idt•ntit'11l to tlmt for n•lls tn•ult·d w11h !11xi11 aln1w. Tlll' 
111·1·umu]a1i111111f 1·At\.ll 1

• in 1·11111 ra;..I, w11~ dt•1·n·11;..t•d -.111 
f10•·; in flt\.IA·lrt>uted a~ fnlllpart·d with 1·onlrul n•lls I/' 
< 0.001: FiJ!. ~.-1 l. l't\.IA ¡ 1 µi\.ll ;tl111w dut·~ 1101 :1l1n 1/w 
hnsnl ll•\"l•l of t•Ai\11' t 111, !fil. liH'tJlial ion;. lor >liO 111in 
resulted in lown lt'nols of rAi\IJI in hoth l'1111trol and 
l'!iolera toxin-treatl'<I rl'lb. 

Adt•n\·latt• t'\Tla;..t• 111·1 ivil v 11f nw111l1rnnl' frnl'I i•ins w:1~ 
ns:myed°. In m~·mhnuws fri;m 11111 n•alt•d t'l'lls <iTI' 1 ItlO 
µ~ti i11rre11sed hnsill udt•n.vlHll' 1·yd<M' nrtivily -!11)'";,, 
Fnrskulin ( 11111 11:"111 stim11IHtl'd l ,tllHl-1 ;.!1101; lrnsal m·1 i\'-
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tlli. :.!. l'A:\11' •1<nun11lntiun 111111111l1·n~f;U1• 1yd.1-1• u..ii1i11· 111111t1· 
tr11l1111111':\l 1\-tn .. 111·1ll11·1'Hlm·.1t1·,.;l"lh·1·r .. 11td1"1!•n1tu\i1t.,\: lwp;llU· 
, \ I•'• 111·t1· pn·iru 11l1,1tt·1I tur 111111" .. i111l1t .11t·d "Hh•1111 1111.1 .1¡:1•111 (~.J. 111111 
l µ¡:/rulrh .. li•t<tlu\Íll I· J,,,f\\1fh J .,¡:/111l•·li.,Ji·1alo\it1 .!: 1 ¡1:\11':\I,\ 
l•I i111lwpr1• .. 1•1u1•11I 1rn1,,,\¡ :1.¡.ul1!111l·l·tll1•1h1l\1t111hi1w. l'l11111·clan• 
un·an• .. 11111 11·r1u·.1l l1n ... n·1or•· .. •·r11 ~E lo1r lr1¡1lin111• <li·t«r11111111t11•11• 
11•i11¡: ·11l11h•r•·ll1 11·1l p1t·p,1t;11Í•m• IJ: lwp.llo•1t1· .. '"'"' pn·m1·11ln111·1t 
l<1r Hu 111111 1111111·1 rur11l1tiu11• d1·•nil1t·1I ulM•\t' .. \frmhra111· .. \\l"tt' prt" 
1•.tro·d,,11111 h.1 •. 11¡,.¡,,.,.,lh.11.1.11u1,,:\I 1:TI' •1111111l,111•d 11l.1.Jw1l har•I, 
••r t1~1 11:\I t"r-1.ulm-•11111ul,1tt·1l 1u¡w11 l1;1r•I ud1•11\l,11t·nd.1•1· ;ulh1r\ 
11.1. ,0--.111·11. l'lo•llt••I :in· 1111.,1ri-, .111d \<'tl11·al lirll'• r..¡1n••••n1 !"'E ul 
ttiplw.111• d1·11·rmi11atJ"1l• .,¡ .-. 111 thlh-tt•nl mt't11hrmw 11n•¡11tt"t1"11-.. 

ily ( Fi;..:. ~/J l. i\lt•111hrant•s frurn d111ll•ra tuxin·l rl'Ull•d l't•lls 
.-;/10wt•d inn•'U-"l'd lm~al mu! Ci'f'l'·stimulatl'd nl'li\'itiL•s ns 
comp:irPd with l'untr.11 J1ll'11thram•s IFi¡.!. ~/11. !\ll'lll· 
liram•:-- frn111 n•lb tn•ull'd wilh P~l1\ JllUs rholera toxin 
11lsu hml im·n•nsl'lf basal und C:Tl'·stimulntt•d m·ti\'itil's 
:is 1·111111111n•cl with l'o111ri1l 1111·mhrclllt'S. These inl'reases 
Wl'rt• ofsmull1•r ma~ni1ud1·, hoWl'\"l•r. tlurn thnst• ol1st·n·l·d 
in ll1l'lllhrn1Jl'S of ct•lb 1 n•nkd with toxin onl\'. Tlwrl' wns 
H l'llll~isll'lll ami ~iguilirnnl 1 /'<O.U:! 1·lwl~·r11 l11xi11 \'~. 
d111lt•r:11uxin + l'i\IAI d1•nt'<1~•· in h:1~111 ami <:'l'l'-stim· 
11la11•tl rnlt•11vla11• cwlnM' al'fh·i1i1·s ind111·1•d l1v l'i\I,\ 11,.ig. 
:!.l. Forsk11lin·~ti11;11la1ed 1·~t'iasp :11·1ivity, i1i ;,harp 1·1111· 
trnst, wu~ idt•nti1·al iu llll'llJlirHnL·~ fr11m 1·11ntrol, dwh•m 
t11xin-t1t·.11t-1I. m1d 1·h11lt•ra lol'.iu + Jl~IA·ltl'llh•d t'l'l]s 
IFi¡.:. :!H1. 

Tlw l1111di1111;1t ;..l<1lu~ •11 (;.,,in 1111ln«1l1·d '"· 1'~1A· 
trt•Ull·d t't•lls was l'X)1lcin•1l l1y re1·1111stituti1111 t•x1wri111l·111~. 
Tlll' ahilit\" 11f d111lalt' t>'\I rm·ts of li\'Pr nwrnhnuws (fr11111 
1'1111trul 11r' l':\IA-1 rt'i1l1·1I n•l]s) 

0

111 rt•1·1111~titutt• bo¡m•tt•r-
1·11ul-st i111ul111t·d ml1•11.\"1;1l1• 1·ydaM· ;11'1 Í\'it.\" in 1111·111hrarws 
11f S-1!1 r".\t" mnll:"l' /ymphmua 111uta111 n·ll~ wa~ dt•h·r­
miw•d f'l'ahll' 11. Kxtr:H"I.'> from 1111•1nlirmws nf !'~Ir\· 
1n•a1t•d t"dls n•1·111i...ti1111t'd 11111\' ltl :,n', 1d'tlu· ¡tcll•n\"late 
t'ydust• ac1ivity J.:í'lll'rilll'd hy 1:xtr111·1~ l"r4Hll l'01lln1l ~·t·lls. 
This rt•ch1n•d ;ihilitv uf l'XI ntl"ls frnm llll'1Hhrn1ws uf 
P!\IA·lrPHIPt! l'l'lls ,;, rt•1·011~1ilult• adl·n~·lall' ryt'/ast: Ht'­

tivit\' wa~ nhH•n·l'd wílh 11ndilt11t•d dmlalt• l'Xlra1·1~ us 
Wl'il .us wil h samplt•s in whid1 tlw l'XI rHl'I was clil11ll·d 1: 1 
(1'11bl1• 11 or J'11r1lwr !datu 11111 .-;h11w111. 
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TAHL~: l. /ft>('(Jll ... tillllicm 11{ ctdf'll_\'lat1• C',\'t'/U.~I' arti1·ity 
11{ membrnrw.~ o/ ~""19 i:w • rell1; h,\' d11Jfale t'.T!rads 
11{ mí'mbrut11'." prt'pared /rom lwpnl11c:\·tl'.'> 
wl'inwlmtl'cl 11·ith or wirlw11t /l,\/A 

-·-------~-
~h·mhront·" 1r11m ruotr11l 

.-.. 11, 
~lrrnhrnrio lruin f'\IA· 

ltr1llt•tltrll,. 

A<lr11•lu1rl'"l.1.,•Atll\11\, 
¡lln••l •i\.\ll•.111~ t111·1ul1r~u•• 111••l1•1n 
:\••tl1lu1,.ou.,1 lfll1hui.1""I 

:100±1io 

\'nhlt'.., arr m1·~11' ¡ ~I~ ~•I 1¡u.n!r;1ri1t .111· 1k1<-rmw.11111n• ol .-. 1lilfn 
•·11! 1·\11t·rimo·ru, l':\1.-\. plJurl~•I l:!·m\rH.1t1• J.!•;h'l'IHt1·. ,\,l1•n.1l.111• 
o'\1l,1,1• n,·111ily1111.\• ll1t•J11l1r.t1w•olu1w l•,1• :17.!Oh1•111ul •.\\11'_1 
111¡! rr11·inl1r.ult' ¡1r,.rr111. º l'<O.IWI.'•; t /'< Utl.!."1. 

Bm·1eri1d IO:<in·t'nlnlyzt>d ADI' rihosylation of 11\l'lll· 
hrm1es in lht' pn•st'IH'l' uf l '~l'JNAD pru\'idt•:. :.lnll'tural 
inli1rmution llll e prutl'ill rt·sulnmit:.. l·'iJ..:"tm• :ti!. u n·p· 
rt•:-l•ntati\'l• mnnrncliu¡:rnm uflhl' Alll 1 -rib11syla1io11 :-lud­
Íl•s u~in¡: dJUlcrn loxin. Chnll'ra tnxin c11t11h·i'.l'Ci lhe ADP 
rihosyh11ion ofthrcc peptidt•:.: ll mnjor lallt'.lt•d fll'Jllidt• of 
.\/, -·t!,000 und a douhlet uf.\/, --lli,000-.IS,OllU 1Fi¡:. :o. 
This pnllern of lahelini.: w11s tHll ultt•rl'd in mt'rnlirarws 
lfCJlll l'~IA·trt'lllf'll u~ t'ompurNl wirh untrt11llt1d hl•plllo· 
t'\'lt•s. Tlu• amo1111t ol lnbclin~ ol C.n w11s n•clm·pd in 
J;ll'mhnmes from !11\IA-trt•nlt'd ct'/I;;. IJ1•nsi1n11wtrir 
11n11lysis oftlw autorndi11¡:rum:- IFig:. :11!->h11\\"t•d1/1111 l'~IA 
lrt'Hlllll'lll n•dun·d -:!."i'; tlw ch1,Jt•ra t11x111-1·a1al\·n·d 
lalil'/ing- uf tht• ·l:!,000 pl'JJtÍdl' and -·IO'; of that iri tht• 
-lli.UlllJ/l~.000 douhlt•I (íl\'l'Wf.!t' uf -; t·Xpt>riuwnts using­
dil'lt•rt•nt 111emlm11w pwpari1t inn!.I. 

\\'hl•n nll'mbram•s Wl'ít' :-ubjt•clt•d t11 i111m111111hJn11in;.! 
11!.ini.: tht• :-;peeilk llllti-C:.u 11111i,..l•rum, two 111aj11r hund!. 
\\'t'rt·t·h•ur/y oh¡;t•rn•cl 1 Fi¡.:. ·11 ol"t/w L'XPt'l'lt'1f ,\/, 1- l:!.11110 
und -·IH,0001. Two .,1hn luuub of ,\/, :t!.nnn ami :m.noo 
\\'C'rt' ohser\'ccl, ln11 tlw la!JC'lin¡.: wa." lllllt'h /l':-i!. inlt•ll!.l'. 
\\'Jwn noni111111u1w ~rr.1111 \\'HS t•mplo.n•d unl~· tia• two 
h1111ds uf lnwl'r ,\/, wert• slightly h1hl'll'd. This imlirntl':-> 
1 hl' :·f){'dfid1y of dw nntiserum. :\o d1ffi.•rt•ru·e in tlll• 
<1111011111 of i1111111111ort•uetivt• <Ln w11s t1h!->l'f\'t•d ill'l\\'l'l'll 

llll'lllhnuws from 1·untrnl nr l':\l:\-trt•a!t'd n·I/;. \\ht•n 
id1•11tirul 11mou111:. uf pnilt•i11 wt•rt• ;.ulijt•t'lt•d tri i111t11tllHJ· 
blotting 111Hl st11i11i11¡.: with m11i-C.o a11ti;.pr111111Fig-. ·IJ. 

lm1111111nprt.•cipi111ti1111 nf (;,,, wa .. at1t·111p1t·d using tht• 
"'IH'l'lfic 11111ipt•p1idl' m1t1:-l·ru111. A.., •h••1\'ll in Fig. :...t, thi:. 
011111. .. t.·rum im1111111oprt•l'ipit11lt·:-. rnd111Jal11·lt-d 1 :\1 )i' rih11-
-.ylatt'<ll <~.r1. l111111lHH1prt•t·ipit11tion 11flalwh•cl ¡m•lt·in wa ... 
JL••I e\·idt-ut wh1·11 1111ni111111urw .... 1·r11m 11·¡1!. ""''d. Tht·:-1• 
dura furlhl'r ~upport tlw :.¡ll'l'ilidty ni th1· 11ntihocl.1· ouul 
\'1llicliltl• 1 ht• illllllllllllJlít't'ipjf HI Í1111 ¡1r11t~11·11I. 

111 otllt'r ;,¡·ries nt ex¡ll'riml'lll:- 111• 1·xpl11n•d wlw1ht·r 
l'~l,\ wu ... !.limulating ph41 ... 1d11irvl:11i11111t11:.n. F11r 1lti!. 
¡111rp11:-.t• la•patorylt•:- \\'l'rt' i11cuhah•d iri hul'fl•r :.tlpJlh• 
mt·nft•d with 1 or 111 mC'i/ml / •:J'lfl, for !J() min 1i11td1i1•\'I' 
a :-lt•ouly-:-iau• !t·i·t·I 111 lfll' ~pt·1·ifk ac1i1·i1y nf illl' :\TI' 
¡1111d. Ct•ll!. \\'l•rt• llu•11 !11rtl1t•r i1wul1;ilt·d /!1r lf• 111i11 wi1h­
uu1 or wilh 1 µ:\1 P:\IA. 7\lt•111hrn11t·~ wt•Jt i!.nlalt•d from 
!11hl'!t•d l'l•lls nnd n. i11111111noprt'l'ipil1ttt•d. lt l'llll hl' nh­
... t>rwd in Fi¡.:. fi/l lhal t'\'L'll lho11¡.:-l11lwrl' wn:-; suhstnnti11I 
inn1r¡mrutiu11 o!' lnlwl inlo 111t•mhr111w fltntt•ins, no 111-
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tl1; .!. ,\r1.1l\·~1• o•I r.ulru,111il1· ¡1r•~l11tb. rt• .. 11lri11¡: lrum d111lna 
111\111, .u.1h1<·•I ,\lll' rilN•.•\IH1inn 11l 1111•111lm1111• .. ul11nirw1I fn1111 ru11trul 
••r l',\I,\ rr•·:1r1·1i h••1•.ll•11\l1·~ •. 1: 1111•ml1r;uw., lr••r111·1•11lrul 1/ur11·• /, :!. 
;1ml /l ••r l'.\IA 1ri·.1r1•1l lw¡m111<'\lt·• tlmh'•,/11mf,;11;,11µi: pr••l1•i111 
"1·tt• 1111 uh.H ,.,1 "•lb 1111" ,\I JI •.,¡J..,~.\·lal iun mhl 11rt• 111nl ai·t h olh·1I d1ul 
..,,, 1.,\111 IU.l rn::,111!11/.,tr•• ! .il .. r\1•hi1h•tlrm•· /1 .• \uiur:u/1.,¡.'.r,1111 •~ 
i.·pn·~• 111.oll\1· 111 7 ~qwro11t· 1·,¡11·r111wu1' ,,..,1.,t111f'lf 1t111l,·r idt·nlintl 
'ir1 11111•1.1111 •·~ 11. 1l1·J1,llP11t••lflt ~•·.111111111: u/ ;mlu1,ul1••;:rm1l. Op1·11 lr1i1·· 
111:.: .... 111,.,1 11u·1nl1t,ut•·~; anol 'lo•1·d rr.11 in¡:., lllt'lllhr.uu·~ lrum l'\I..\· 
rr1•.il1·d lu·p.ol•'l'\ll'• 

l1Plt•1I pr11ft·in \\'ll" i111111111u1pn·t·ipi1111t•d hy the nnli-<:.11 

anl bt'nun. l11111111111111r1·1·ipitali11ns t·ondlH'lt•d in !he prt•!.-
1•1u·p of pho!.plw111:-.1· inhihilor:; Ul.I mi\! Mulium \'Ullll· 
datt•. 111 111i\I !.ndi11111 pyrup/in:.plwh', mu! :![1 mi\I ¡/. 
1.d.\'t't•ruphus11/m1t•), (11(1, displn_vt•d no l'\'idf.'!IC'l' for c:,11 
11l111 .... phuryl11ti11n 111111 shownl. 

111!'-i1·1:ss10N 

l'rott-in ki1111!.t' (' l111s ht•t'll shown lo he invokcd in 
lwtl•rolo¡.:rnts dt>st•n:.ilization in Nl'\'t•rnl tissut's, includin¡.: 
lht' rlll ht'Jllllrll')'ll'. :\C!Í\'ll!Íllll of JlflllCÍll killllSl! C hy 
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l. l111mum•l1li11 ,,/ nwmlmuw .. lr••lll f't11tr11I 11r l':\IA·ln•1U•·1I 
h1•¡1dt•11·,\lr" "tairn·il ...,ilh unli·!i . ., mui~1·ru111. ~l1•111hrnrtb 1rn1111'•1111rul 

!!:'.;',:··;, ~;.i~.'1:~·11•::: 1,11 ::.1' ;~ 1~ ~11 ;~·.•r.~~~1 ;'j~~ .:~:·:;'.!::1~j;.:.·:~c: ~':'.'¡';;11~;,~;;,~;,::::11111~'. 
Ammmt• ofpt111t•1w f,,,,.., I uml !, :!!~I IJI!: /,,,,, • .1 uwl l. llHI ,.¡:. /11111· • 
. i urnl I>, ."io 1J¡:; /1rnn ;- mut .... :;;, ,.g. /rum1rn.,ltl111 ¡, tt·pro· .. 1•1l1utÍ\1•ol 1 
'''l"'ftull'ILl•llillri1l1·ntu·.1lro••11lr .. 

11horliul l'!ill'rs promoll'S lll'tl'rologuu~ dt'l'>l'll:-.ilizllliun of 
thc lw¡m1ic ndenylnte cyclnst! (8, 10, 1;,, 17, :!:I, :1111. In 
mousc l.eyclig 1·ell!i, plwrhol t•stt•rs rt•dueccl hy ·IO''i tlw 
stimulution uf 11denvlatt• t'\'duse hv hnrmom."-; ur 
CipplNlf)p hut slighÚy i111'rt;ill'>t•d for~koli1H.timul:111•il 
nrtivi1y (:!H), Simi/11r oh:.l'r\'alions hun• lwcn 11mdt" in 
GH 1 pituitnry ct'lls ¡.¡o¡ mul human 111~1nonul'l1•ar ll'uko· 
C_\'lt'l'> ('.!IL Thus prolt>ill kiuust· (' :ippP1lrl'> lo morlulnll' 
the hurnione·!'l'llSiti\'l' mk·n~·h1!t' rydmt'. Althm1gh t•X· 
ploreLI to sume extent fur e; protein·linkt•d n•t·(•p1nrs, tlw 
role o( Jlrnlt-in kina:.e C in IH'lt•ro/o¡.:oLJl'> dt•St'll~itizlllion 
ut the lt•vel of{; ¡m1tl'ills lws 1101 lit't'll dl'M'ril11•d. 

In tite prest•nt work wt• foeul'>t'd nn urwlyi'.in¡.: tht• sl111t1s 
of G. in rnl lw¡1111m·yft'S d1111lt•11¡.:t•cl with Pl\1A. un m·1i· 
vutor of prolt•in kiual'it' ('. t\clt'11ylalt• r.vda~•· m·1ivi1y iu 
n•sponi.t> 111 t•ither <:¡ipt NI 1 Jp or NaF w11 .. a11t•11t11at1•d in 
111c111br1111es frolll hep11toryl1·,; lrt·Hll'cl with l':\11\. The 
f>O!'.sihility thut tlw l'ffocb uf 1':0.lr\ wen.• lll'ing t'Xllíl'l'>.~t·d 
on the cnwh·st uf mlt•nyl111t• c~·1·l11l'>t' was l'valuatl'd u .. ing 
f1ir ... k11li11. F11rl'ok11l111-st11nul11tt'd mlt•nvl11t1• 1·\'1·ln"t' i11·ti\'· 
ity wa:.1mull1•rt·d hy l'i\I,\ trt•at1m•111; whilt• !ht• rt'l'>1'11t1:-l' 
In ¡..,•1mnim• nudeotidc and lluoridt· ion was i111p11in·d. 
Thus tht• Pi\IA-indun•d dt•st·n~iti:rnticm wm, 11nt nllrih­
utuhli! 111 a rl'dUl'liun in 1·11taly ... 1 arti\'ity. ll1•¡1at11c.\h•1'., 
likt• mo~l 11111111mali;111 nlls, clil'>pl11.\' hnth :-ti1111ll11lnr.v mul 
inhiliitory mftmylale 1·ydui.1• n·gul111im1. Tlw inhihi1urs 
rl'J!lll11tion. 1llt'di;11t•d /1y n .. dot'l'> 1101 1tp¡ll'ar lo plu.v illl 
importm1t rule iu llll' dt•sefll'>iliwtion l'Xarnined iu 1111r 

stucly (hui H'l' lh·f. :!.I). Tlu• 1·ondi1io11l'> of lioth tht• 
memhrnne isulntion proCl'l'>S und 1 lll' nssuy du m11 suppnrl 
C,·lnediatt'd inhiliition uf ud1•11yl111t• cyt'llll'>l' 11!1, :l:!J. In 
mldilion, c:,.nwdiufp¡f rt'SIJOll!o.l'S 1111\·c ill'l'll :-h11w11 lu /11' 
inhihited by ai·1irntio11 of 1irolein kinnse (' i:!!I, :1:11. 
Furtllt'rmon·, it h11s liet•n r1•n•11tly slmwn thul lhis lo ... s 
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ti!; ;,, /mrmm11prt·t'1pir11111u1 ul li .. ,\: 1111·111hr.uw~ lflllll t· .. 111rul 
tfulh' l .. l.;,, 71 or l'~I.\ lro·.1tt·•I hq1,11u1:.\h'" 1/mw• !, /, 1i1 "''"' 
•1d1¡1•1 lo·•l lu ,\!JI' t1l~1•\lolll"ll 1111111· Hl1•t·111 1• l/<11¡,• 71 ur !"•·~1·1111• l/mh" 
1 Id ni d1uJ,.r,1 1'1\llL ~l1·111ltr,u11•. \\l'f•' d1rt·1·1h' Jn,ukd 111111 tlw )!t•I 

11.,,,,.,;¡ 71 Jnr:-illS /'A<il·:nr • .,Juhilu•il .md ·ub¡1 ... ·tt·•l 1., lh•• m1111u· 
U••1•rt·1·1p1IH1Í•H1Jlfl•l<ll'l1lll•Íll;.!1tlllili .. 1/m1 .... li1t1•l lt••rll••IU/11Ul1!1U' 
1/,,.,,., 1 .11111 '.!I •rr.1. /1 hq•.Jt•"'\I•·• 111·11· 1111ul1.tl•"l 111111 1 1'11' 11 
111f'1i111l!1Ull11•,il1.,.m,.1/1111•"/ •• /,;,1.,r¡111••1·1u1•ull'\l,\l/1111••.!,/, 
l.J, ,,,..,11l1r,t11"• ,,,.¡.,r,.,l nrul l••,11! • .,I dH•·• 111 mlu rJw i.:•·I r •• r.-.llS l'.\liE 
,¡,,,,.._,;,md ¡,¡ ••t~11b¡1·111d r••11w11u1111rn .. pn• 11111.11i .. 11 ¡1r.111,.,,f u.111¡.: 
iH111l:.,1/m11.,./,111el/1u111"1l11111111nu·tlr11"'/,11ul:!1••·r,1 

11f í;, inhil1it•1ry fuu~·1i1111 i. .. ;1i.i.111·iut1·d w11h t:,,, p!u•~· 
phoryla1 ion ¡:1:11. l 1 l'>!Ult1l1f h1· 1111·111 i••l1l'd, hn\\'t'\'t'r, t hat 
¡wrllJ!ol'>is t11xi11 l1/111·k~ 1/11• l':\l:\·i11d11l l·d li1•IN11lt1¡.:11Ul'> 
tlt•sP11siti;mtin11 in ht·paturyll•s 1 J.\ lli, :!!JI. Tlw nwrha· 
11is1111i:.1 1hrnugh whid1pl'rllll'>~is1oxi11 t•Xt'rll'> 1hi~ t•ffr•t'I 
i ... 1111kllo\\'1J hui i.t't•IJIS lo lll' Ullrt•Ja1t•d In ili:. Hrlion 1111 C, 
11.\ lli,:!!11. 

f'l111h•ra fo:\ill l'Ut;dyi'l'S tht• z\IJI' rib!ll'>.\'llllioll 11! C:.u 
m1d 111·1iv1111•:- I his (; pru11•i11 sul11111i1. C'h•1ln11111xi11 ln•nl • 
1111·111 nf h1•p11l11t'.\'lt'." l'll'\'llll'ff r:\:\11' m·1·1rnm/;1ti1111. In 
Pl\IA-tn•:llt•d l'ells, d1ull'ri1tuxi11-sti11111l;1tt•d1·Ai\IP le\·· 
l'/s WPrl' n•1h1t't•d. Thii:. nhsn\':Uiun il'> in agn•1•11w111 wi1h 
tlw nd<·11.du11• <'.\'l'/11:.t• rt•l->Jm11:-t· 11f1111·111l1ra1w!o lr11111 l 1 ~IA· 
IMll1•d n•l/s In sti11111latiu11 liy c;ppfNllJp 11nd i'-:11J.' mul 
!Hl)!)!t'l'>INI u rolt• fur Ci.n 11wd11!111io11 in l':\f:\ 111·1i1111, 

Furl hn in~iJ!hl i11l11 lht• p/ft•t'l!o 11f 11;\f A 1111 CLu rt'l'>llllt•d 
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from the reconstitution nnnlysis of its functionnl stntus. 
Detergent extructs of control nnd PMA·trentcil n•ll 
memhrant!s reconstitutcd n¡..:onist·Mimulnted uclenylnte 
cyclnse of S49 ry· - mulnnt cell memlmmes tlull ore 
cleficient of G.1,. The levels of C,n m·tivitv in extructs of 
memhrnnes from PMA·trented cells were:tmwever, IO\\'l•r 
thnn those fnr control ml•mbrune extructs. Thesl' dutn 
prm·ide compellin¡..: evidl•m·e to su¡..:¡..:est that l'MA ultl•rs 
tlw functional i.tntus of (~ ... in ht-¡nttorytes, 

The 11tructurul stutus of c;.u !'óUlmnils from l'tlllltul nml 
Pi\.IA-trentl•d hepatocytt•s wns l'\'llluatcd hy 1 i:l'INAD' · 
dependl•nt chnlern toxin·t·ntnlyzed :\DP rihusylntion. 
G.n species nf M, 4:!,000 nnd ·lli,000/48,110() wen• ~1wcif· 
icnlly rmliolnlll•led in memhrnnt•s from 1mtre11kil 111111 

PJ\IA·treutcd hepatncytes alike. Althou¡..:h not affel'tin¡.: 
the uppnrent M, of t:.n specil'S, treatnwnt 11f lwpatcll'ytei; 
with P!\IA redu('ed !he 11nir1unt uf rmlhilalwl irw11r¡1c1ra1ed 
into thesc toxin sulistrute:-;. \\'(' previou~ly slutlit•d tlw 
leve! of (;.11 in hepnto{'yll'S from nnimuh. with dilfort·nt 
l'onditinns HI) urul urrivt·d nt tht• l'Olll'lusiun that <:.u is 
nol ratc limitin..:, 111 lcust for the 11-mlrl•ncrgk respon· 
sivcncss of he¡mtocytcs, Therefore, ll lm¡.:e dt•c•reasc in 
(;.11 would huve ill'cll cx¡it·ctecl if n 1·hnnt-:l' in the 111111111111 

of this protein wus responsihlt• for the 1k•:.cnsitization. 
However, no such chun¡.:e in thc nmmmt of fl.11 wns 
detected in the irnmunoliluts. The pussibility thnt phos· 
phorylntion of G.cr t'nuld he tlw mnleeulnr hnsis of tlw 
desensitizntion wns udclressl'Cl, but tbe rf's11lts did not 
support it. Thcrefore, the mechanism(s) unclerlyin¡.: thc 
nlteration in the f111wtiorml stntus ol (f.u ami its ratlin­
lnhcling by d10leru toxin remains to bt• l'stahlislwd. Tu 
the bcst of our knnwled¡.:t', <:.11 pho!-phorylation in vi\"o 
hns not heen reported, mul no "¡msitin·" l'untrol t'lln he 
provided. Howcver, prohlt•ms sud1 as dcphosphorylaliun 
cluring immunoprccipitntion or loss nf antihody rt•cu¡.:ni· 
lion fur phosphorylated C:.n dues 1w1 ~l'l'm likl'ly ns 
phosphorylution uf c:,11-'..! rnn lw demonslratl·d hy this 
sume 11ppro11ch 1:1:n. 

Annthcr limitntinn ns 10 the J.!t'!ll'talizntinn 11f tlll' 
lindin¡.:-s is the fuct thnt Wfl use in our ~tudy hypothyroid 
animnls. lJifferenccs mny exist in the desensitizntion 
mcchunisms betwccn Cl•lls from hy¡mlhyroid nnd euthy· 
raid nninmls. However, it should lll' nwntioned that in 
hcpntocytes from euthyroid ruts, Pi\.IA nlso indut·t•s dP· 
scnsitizntion of ndenylnte cydnse t 17, '..!!I, :w1. 

In surnmnry. tia• present dntn de11rly dcrnonslrute 
throu¡.:h se\·l•rnl independent strute¡.:il's thnl nctivnlion uf 
protein kinnse C hy PJ\IA re:.ults in hctt•rulogous de:;l•n· 
sifrznlinn uf mlenylatc C'\'t'l11se through n dwngt• in 1lw 
runctinnnl st11t11s 11f (;,, ThtlS, in mlditi11n to rcl'ept11rs, (; 
11ruteins muy be 11 sitt• fnr exprcssion uf lwterologous 
dt•scnsitizuti1111. 1 

\\'1• 1h11nk liu1ulalupt· 11.umn·t tur ~Julllull\ 1\pm1: 1lw m111111~1·rq1I. 
·1·1,.. ¡.:o·m·n••h ¡.:111 ¡,, llr. l.1111 lhr11l1,u11m·r ••f ~••1111• ••I tlw Sl!I, '' 
1m•mhrnm·' 11~1·11111 t/11, ,.11ulv h ¡:ru1t·h1lly nd-.11u .. Ji•,l¡:t·d. \\'1• t•:ir.prt·:o~ 
11ur ¡.:rutiunf,. tu !Jr. Allt•n Sp11•¡:1•l fur /11, ¡: .. 11,.ru,.il.\' 111 llflll'idiu¡: lht· 
.inli·fi.,, ;11111~.-rum .11111 fo•r mh1n• 1111lu- immu110¡m•1·ípÍIHli11n .~11u!it·~; 
hi~ kiru\ rt•\i~1un uf tlw munu•n1pl i~ ul~11 ¡.:rt•nth HIJllrl'<'lllll'll. 

Tlu~ n·~··11rl'h "'11' 1u1rli11ll.\' :011pp11rl1•<I h.\' ('(JNAl\'I' firnm 

'A n·1· .. 111 pupn Jia, ~hm1o11 l':\IA·inrlun•tl 11hm¡ilmrvl.ninn uf 1:,., 
mul 110 phu~ph11r~l11tíu11uf11 ... 1·11, 1111 11lh1•rv1111un in sup11orl uf unr 
límlin¡.:,. 

P:!:!rit'COXti!Jlá!lll, IHlAl'A flrnnt IN·O:!l/\."\!J.mul Nutiunnl ln:otiunu 
uf J>i11lwh•11 uml IJi¡.::t-:.liw 1md Kitlnt')' IJ¡,.._.11:01·~ llro11111 DK-;m111 11t11I 
1JK.2r1.i10. 

Atlclrt•b,. lur rt•print MJlll°,.ti.: ,1, A. Gurdu-SUinz, IFC·l~!':A:O.I. A11. 
J>o .. 1111 jtJ.:!UI, Ml'1iro LW t).1;'1111, Mexiro. 
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En resumen los resultados obtenidos muestran lo siguiente: 

La activación de la adenilato ciclasa (incremento de 

AMPc), el aumento de la concentración de calcio citosólico y 

la estimulación 

glucogenólisis y 

del metabolismo hepático (ureogénesis, 

sintesis de citrulina) son algunas de las 

acciones que el glucagon ejerce en el hígado. Estas acciones 

que tiene la hormona son disminuidas por activadores de la 

proteir.a cinasa e, tales como vasopresina y los ésteres de 

forbol. (Trabajos 1 y 2). 

El H-7 un potente inhibidor de la proteina cinasa e 

disminuye marcadamente los efectos que los activadores de la 

PKC, vasopresina y PMA tienen sobre las acciones de glucagon, 

estableciendo claramente la participación de la PKC en la 

regulación de la transducción (Trabajo 1). 

Los activadores de la proteína cinasa e tienen un mismo 

efecto sobre algunas de las acciones que ejerce el glucagon en 

el metabolismo hepático de ratas hipotiroideas y en el de las 

ratas normales, como son la estimulación de la acumulación de 

AMPc y de la producción de glucosa. Sin embargo se observó 

que la estimulación por el glucagon del incremento en la 

[Ca++] citosólica y del mctabol ismo mitocondrial (evaluado 

tomando como p.1r,\melnm J,, ulnlu:.1lu Lle tire.1 y de eitrulJn.i), 

son disminuidos por los ósteres de forbol en una mayor 

proporción en las ratas hipotiroideas con respecto a las 

normales (Trabajo 2). 
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Los resultados obtenidos sugieren que la activación 

fisiológica 

activación 

altera las 

niveles:(i) 

de la proteina cinasa e por vasopresina o su 

farmacológica por el forbol miristato acetato 

acciones del glucagon por lo menos a dos 

la producción de AMPc y (ii) la elevación de la 

concentración de calcio citosólico. Además se observa que las 

células de las ratas hipotiroideas son más sensibles a las 

acciones de los ésteres de forbol. 

Con respecto a la modulación del sistema de transducción 

de la adenilato ciclasa, la activación de la proteina cinasa e 

induce una alteración en la activación de la subunidad 

catalitica de la adenilato ciclasa. Los resultados obtenidos 

parecen indicar que se induce una alteración en el estado 

funcional de la proteina Gs sin observarse cambios en la 

cantidad de este componente. Ademas dicha alteración no parece 

ser causada por una fosforilación de Gs (Trabajo J). 

En cuanto a la alteración que induce la proteina cinasa e 

sobre la acumulación de calcio citosólico, 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 e en la regulación de la 

transducción de las señales hormonales ha sido ampliamente 

documentado; su activación puede ocasionar en algunos sistemas 

una inhibición de la respuesta celular mientras que en otros 

provoca una estimulación. 

En el presente trabajo, nuestro interés principal 

consistió en estudiar los efectos de la activación de la PKC 

sobre las acciones del glucagon en hepatocitos de rata. 

Inicialmente estudiamos el efecto de la proteina cinasa e, 

activada por vasoprcsina o por PMA, sobre el metabolismo 

hepático estimulado por gluc~gon en ratas hipotiroideas. 

Elegimos este modelo biológico porque se ha reportado que en 

estas células las hormonas movilizadoras de calcio como 

vasopresina y angiotensina estimulan pobremente el metabolismo 

hepático aún cuando el sistema de tritnsducción al que estan 

acopladas funciona bien. De esta manera los hepatocitos de 

ratas hipotiroideas son ideales para activar fisiologicamente 

a la PKC con hormonas, sin activar vias metabólicas como la 

ureogénesis o la glucogcnólisis (45). 

En este trabajo se observó que el glucagon estimula la 

acumulación 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 disminución 

sobre la ureogénesis y la acumulación de AMPc, sin notar 

cambios en la ECSO para glucagon. Estos datos muestran que la 
activación de la PKC lleva a una inhibición de la activación 

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 que la vasopresina y el PMA ejercen sobre 

los hepatocitos estimulados con glucagon, apoyando claramente 

la participación de la PKC en la regulación del sistema de la 

adenilato ciclasa. 

Nuestro grupo habia reportado que la acumulación de AMPc 

estimulada por glucagon era disminuida por PMA en hepatocitos 

de ratas normales. En esas mismas ccilulas observaron que la 

ureogóncsis estimuladc1 por qlucaqon no se afectaba por el PMA, 

mientras que la estimulada por epinefrina ( 1rl-adrenérgica) era 

totalmente bloqueada (46). 

Cuando se realizaron experimentos similares poro ~n 

hepatocitos 

inhibición 

obtenidos de ratds hipotiroidcas, se observó una 

de la a...:umuJ .. u.:ión de AMPc estimulada por glucagon 

similar a la observad.i en las ratas normales, pero lo 

sorprendente fue observar que la síntesis de urea estimulada 

por glucagon estaba notablemente disminuida en las células de 

ratas hípotiroideas en comparación a las normales. 

La acción 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 producción de AMPc ( 47), también fue notablemente 

disminuida por los ésteres de forbol en células de ratas 

hipotiroideas en comparación 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. 

Decidirnos explorar este punto, estudiando las acciones del 

PMA sobre la estimulación del metabolismo hepático inducida 

por glucagon 

hepatocitos de 

estableciendo una comparación entre los 

ratas hipotiroideas y los de ratas normales 

(eutiroideas). 

Si se estimula al metabolismo hepático evitando l·· 

activación de la adenilato ciclasa, con el uso de un análogj 

del AMPc como el dibutiril AMP ciclico (dbAMPc), se observó 

que las acciones de este segundo mensajero son también 

inhibidas por el PMA. En este caso tambien se vió que el PMA 

tiene efectos mas marcados en el estado hipotiroideo. 

Los resultados señalan que el PMA esta ejerciendo sus 

efectos tanto a nivel del sistema de transducción de la 

adenilato ciclasa como a nivel de las acciones que el 

mensajero AMPc tiene sobre el metabolismo celular. 

En un principio decidimos investigar si esta 

sensibilidad a los ésteres de forbol encontrada en el 

segundo 

mayor 

estado 

hipotiroideo, podria deberse a una sensibilidad generalizada 

de las células debida al estado tiroideo de los animales o 

bien si era una particularidad de la via metabólica 

(ureogénesis). Lo primero no parecla ser la causa en este 
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caso, ya que el PMA induce la misma inhibición de la adenilato 

ciclasa en células de ratas normales y de hipotiroideas; 

además la respuesta al-adrenérgica es inhibida notablemente 

por el PMA independientemente del estado tiroideo del animal. 

Todo lo anterior sugería que la mayor sensibilidad 

encontrada en las células de ratas hipotiroideas parecia ser 

una caracteristica de la via metabólica (sintesis de urea); 

por lo tanto decidimos estudiar los efectos del PMA sobre la 

glucogenólisis estimulada por glucagon y dbAMPc, ya que la 

glucogenólisis es una via exclusivamente citosólica, a 

diferencia de la ureogénesis que es bicompartamentalizada con 

enzimas citosólicas y mitocondriales. Encontramos que la 

producción de glucosa estimulada por glucagon es inhibida solo 

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 acentúa en el estado hipotiroideo. Esto fue 

apoyado con los datos obtenidos al cuantificar la síntesis de 

citrulina estimulada por glucagon, dbAMPc o THG, y observar 

una mayor inhibición de esta por PMA en 

hipotiroideo. 

el estado 

De esta serie de datos podemos concluir, que el PMA ejerce 

al menos dos ~fectos sobre las acciones de glucagon: uno a 

nivel del sistema de transducción ya que inhibe la generación 

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 que en las células de ratas 

hipotiroideas existen factores que las hacen más susceptibles 

a las acciones de los ésteres de forbol. 

Se ha sugerido que en los hepatocitos de ratas 

hipotiroideas, los mecanismos implicados en la movilización de 

calcio estan alterados (45,48}, sin embargo este fenómeno no 

ha sido totalmente aclarado. 

Corvara y colaboradores, mostraron que las respuestas 

metabólicas a vasopresina y angiotensina estan marcadamente 

disminuidas en el estado hipotiroideo: ademas la respuesta 

glucogenol1tica al ionóforo de calcio A-23187 esta también 

disminuida, sugiriendo que los hepatocitos de ratas 

hipotiroldeas son menos sensibles a lds señales 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 (40,100). 

Dado que el calcio intracelular juega un papel muy 

importante en la regulación del metabolismo mitocondrial 

decidimos estudiar los efectos del PMA sobre el incremento de 

la concentración de calcio citosólica 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 resultados 

acumulación de AMPc 

glucogenólisis estimulada 

(dbAMPc) estan disminuidas 

estimulada por 

por glucagon 

por PMA de 

muestran que 

glucagon y 

o dibutiril 

manera similar 

la 

la 

AMPc 

en 

hepatocitos de ratas normales e hipotiroideas. En cambio, la 

sintesis de urea, la sintesis de citrulina y el incremento en 

la concentración de calcio citosólica, estimulados por 

glucagon, dbAMPc o THG, estan notablemente disminuidos en las 

ratas hipotiroideas en comparación con las normales. 

De lo anterior, podemos concluir que el PMA afecta 

marcadamente las acciones del glucagon sobre el metabolismo 

mitocondrial y sobre los mecanismos movilizadores de calcio en 

el estado hipotiroidco y solo parcialmente en el estado 

eutiroideo. 

Se dcaconocc como el qlucagon regula el metabolismo 

mltocondrlal, pero ac ha sugerido una participación del 

calcio. (91). La ureogénesis y la sintesis de c!trulina 

estimuladas por glucagon parecen estar más relacionadas con 

cambios en la concentración de calcio citosólica que con el 

aumento del AMPc. Además se ha observado que la activación 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 rnayor 

efecto del PMA sobre el metabolismo mitocondrial que sobre el 

citosólico, ya que encuentran que el glucagon es capaz de 

incrementar la concentración de la piruvato deshidrogenasa 

activa (enzima mitocondrial) y de la piruvato cinasa inactiva 

(enzima citosólica), y que el PMA bloquea la estimulación de 

la piruvato OH, sin afectar a la piruvato cinasa, lo cual 

apoya nuestras conclusiones. 

Desconocemos las causas por las cuales los mecanismos 

implicados en la movilización de calcio son más sensibles en 

el estado hipotiroideo en comparación con el normal. Sin 

embargo las causas parecen ser el resultado de un proceso ya 

alterado en el estado hipotiroideo, que es la regulación de la 

homeostasis de calcio. 

Hasta este momento podemos concluir, que la proteina 

cinasa e regula la transducción de la señal del glucagon, 

ejerciendo al menos dos efectos: 

l) Inhibiendo la generación de AMPc, al regular al sistema 

de la adenilato ciclasa, y 

2) Bloqueando la movilización de calcio estimulada por 

glucagon. 
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La última parte de este trabRjo corresponde al estudio de 

la regulación del sistema de la adenilato ciclasa por la 

proteina cinasa e (PKC). Se ha observado que 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 fasforilación de los 

receptores B -adrenérgicos y en consecuencia una 

desensibilización de la adenilato ciclasa (54,55). En cambio 

en los eritrocitos de rana, el PMA induce una fosforilación 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 disminución 

en los niveles de AMP ciclico estimulados por glucagon o por 

agonistas r. -adrenérgicos (46, 59-62) y en consecuencia inducen 

una desensibilización del sistema del tipo heterólogo. 

En este trabajo, nosotros exploramos cual de los 

componentes del sistema de transducción de la adenilato 

ciclasa es afectado por la acción del PMA. Por lo tanto 

decidimos estimular al sistema a través de cada uno de sus 

componentes en condiciones controles y bajo la acción del PMA, 

y evaluarnos como este agente influía sobre la actividad de la 

adenilato ciclasa. 

Inicialmente observamos que la activación 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 activación directa de la subunidad catalitica 

con forskolina, no era afectada bajo este tratamiento. 

Por otro lado la activación de Gs inducida por la ADP­

ribosilación con toxina del cólera, lleva a una activación 

permanente de la adenilato ciclasa (63). Esta acción vista 

como la acumulación de AMP ciclico estimulada por toxina del 

cólera en células intactas es disminuida con el tratamiento 

con PMA. Además el pretratamiento de los hepatocitos con 

toxina del cólera 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 la 

acción de la forskolina. 

Este conjunto de resultados señalan 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 podría estar 

modulando a la proteina reguladora Gs. can 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 reconstitución, utilizando extractos de colato 

de membranas de hepatocitos control y tratados con PMA. Los 

datos muestran que el PMA disminuye la habilidad de los 

extractos para reconstituir la actividad de la adenilato 

ciclasa en las membranas de células de linfoma de ratón S49 

cyc-. Es·ce modelo celular posee los componentes del sistema de 

la adenilato ciclasa excepto la proteína acopladora Gs. 
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otro enfoque que daria información sobre el estado 

funcional de Gs, hubiera sido la cuantificación de la 

actividad de GTPasa de Gs; desafortunadamente no logramos 

encontrar las condiciones que nos permitieran evaluar este 

parámetro. 

El estado estructural de Gs se exploró analizando la ADP­

ribosilación de Gsa por la toxina del cólera. Nuestros datos 

muestran que en los hepatocitos de rata la toxina del cólera 

cataliza la ADP-ribosilación de 3 péptidos: uno de 42 kDa y un 

doblete de 46-48 kDa, y que el PMA disminuye la ADP­

ribosilación de todas estas formas de Gsa. 

Estos datos sugerian que el efecto del PMA sobre G: 

podria provocar una modificación de Gs de tal suerte que ahor 

resultara un mal sustrato para la toxina del cólera o bien que 

podria estar ocasionando una disminución en la cantidad de Gs 

disponible. 

Esta ultima posibilidad fué explorada tratando de evaluar 

la cantidad de Gsn a través de un inmunoblot. Sin embargo los 

datos muestran que la cantidad de Gs,t inmunoreactiva no es 

alterada bajo el tratamiento con PMA, lo cual prueba que una 

disminución en la cantidad de Gs no es la causa de la 

desensibilización de la adenilato ciclasa. 

García-Sáinz y colaboradores (64), previamente habían 

evaluado los niveles de Gs en hepatocitos de animales con 

diferentes estados fisiológicos (ratas normales, 
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hipotiroideas, adrenalectomizadas y parcialmente 

hepatectomizadas), y concluyeron que la cantidad de Gs no es 

limitante para observar una respuesta I~ -adrenérgica, de tal 

manera que deberia ocurrir una disminución notable de esta 

proteina para poder causar una desensibilización: incluso 

Chang y Bourne (65) encontraron que una exposición prolongada 

a toxina del cólera causa degradación de Gsa hasta en un 90% 

sin modificarse la activación de la adenilato ciclasa, 

sugiriendo que Gs esta en exceso y apoyando asi nuestros 

resultados, 

Por lo tanto supusimos entonces que el PMA podría estar 

induciendo una modificación sobre Gs. Recientemente se ha 

descrito que la PKC puede regular la acción de las proteinas 

G. Se ha observado que la acción de Gi es inhibida por la PKC 

(66-69) y esto parece estar asociado a una fosforilación de 

Gin (67). La posibilidad de una fosforilación de Gs corno la 

causa de la desensibilización fue explorada. 

Inicialmente lograrnos inmunoprecipitar a la proteina 

Gsn ADP-ribosilada dandole así validez a nuestro protocolo de 

inmunoprecipitación; sin embargo no fué posible 

inmunoprecipitar a la proteína GSH fosforilada, y bajo ninguna 

de las condiciones empleadas se detectó a la 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 proteína Gi1t fosforilada, pero no a Gs~ 

apoyando asi nuestros resultados. 
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El hecho de que la proteina Gia fosforilada pueda ser 

inmunoprecipitada, disminuye las posibilidades de que Gs al 

ser fosforilada no pudiera ser detectada con el anticuerpo 

(67). Además es importante señalar que esta última parte del 

trabajo se realizó con ratas hipotiroideas y que aunque el PMA 

también induce una desensibilización de la adenilato ciclasa 

en las ratas eutiroideas (60,62,66), pueden existi.· 

diferencias en la desensibilización 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 regulación del sistema; además 

se ha observado quela activación de la PKC lleva a una 

inhibición de Gi, apoyando asi la idea de que Gi no esta 

ejerciendo sus acciones (95-98). Sin embargo, es importante 

señalar que se ha observado que la toxina pertussis bloquea 

las acciones inhibitorias que la PKC ejerce sobre el sistema 

de la adenilato ciclasa, y aunque el mecanismo de este 

fenómeno se desconoce no parece estar relacionado con la 

acción de la toxina sobre Gi (59,97,99). 

Finalmente, podemos concluir que el PMA produce una 

alteración en el estado funcional 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 activación de la PKC por hormonas o ésteres de 

forbol regula la transducción de señales hormonales a través 

del sistema de la adenilato ciclasa. 

En los hepatocitos aislados de rata la PKC provoca una 

inhibición de las acciones del glucagon sobre el metabolismo 

hepático por lo menos a das niveles: 

i) A nivel de la transducción de la señal hormonal, inhibiendo 

la generación del segundo mensajero AMP ciclico, al inducir 

una alteración en el estado funcional de la proteína 

acopladora Gs, y 

ii) A nivel de las acciones del AMP cíclico sobre el 

metabolismo hepático. 

Además observarnos que el metabolismo de los hepatocitos 

de ratas hipotiroideas es más susceptible a las acciones de 

los ésteres de forbol que el de las ratas eutiroideas, 

probablemente por que los ésteres de forbol esten ejerciendo 

un efecto a nivel de los mecanismos movilizadores de calcio 

que en las células de las ratas hipotiroideas parecen estar 

alterados. 
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