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1. INTRODUCCION

Las homonas son seoreciones naturales de las glindulas
endocrinas y ejercen importantes efectos funcionales sobre
otroa tejidos, Por definicién una hormona es una substancia
_secretada por un tejido (una gldéndula endocrina) y transpor-
tada a otros tejidos donde regulan una variedad de activida-
des fisiolégicas y metabblicas.

Se sabe que las células blanco donde ejercen sus efec-
tos las hormonas contienen receptores; estos receptores son
proteinas especializadas capaces de unir la hormona con una
alta afinidad y especificidad. La unién de la hormona a su re
ceptor especifico causg la formacién de una molécula mensaje-
ra intracelular, la cual estimula o deprime alguna actividad
bioquimica caracteristica de la célula blanco. (1)

De acuerdo a su sitio de accifn celular se puede clasifi
car a las hormonas como sigue: ’

i) las que tienen la capacidad de entrar a la célula (es-
teroides), ' ' ’

11) las que actdan a nivel de la membrana plasmdtica, co-
mo catecolaminas y hormonas peptidicas.

Tas hormonas esteroides ganan acceso al compartimiento
intracelular y se unen a las proteinas roceptdraa citoplasmd
ticas. Después de esta interaccién el complejo hoxmona-recep
tor, con o sin alguna modificacién, se transporta a sitios de
accién dentro del micleo. Bstas hormonas en general sjercen
su accidn en un periodo de tiempo larsgo, y algunas de sllas
tienen también la capacidad de alterar la respuesta celular a
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clertas hormonas que actian a nivel de 1la membrana plasmitica
ejerciendo asi, un efecto permisivo.

Las dem4s hormonas actdan interaccionando con receptores
eppecificos que se encuentran en la membrana plasmidtica, for-
mandogse un complejo hormona-receptor que da lugar & una sefial
o segundo mensajero intracelular.

Se conocen dos mecanismos de accién hormomal gque actdan
a nivel de la membrana plasmdtica:

i) uno, no del todo dilucidado que involucra un recambio
de fosfatidil-inositol y aumentc en la concentracién
de Ca intracelular. |

ii) otro, a través de la enzima adenilato ciclasa, que

emplea AMP cfclico como segundo mensajero.

Bxiste mucha informacién sugiriendo que un incremento en
la concentracién de Ca en el citosol puede actuar como un men
sajero intracelular o "factor de acoplamiento®, la moviliga-
¢ién de Ca inducida por homonas estd asociada, de acueido a
Kichell, con alteraciones en el metabolismo de inositidos en
uns amplia variedad de tejidos. El efecto hormonal més amplia
mente observado sobre el metabolismo de inositidos es el rom-
pimiento inicial de fosfatidil-inositol peguido de un aumento
componsétorio en la velocidad de su sintesis. ®n varios tipos
de células, se demostrd que ésto es un fendmeno de resintesis
secundaria que resulta de la desaparicién de fosfatidil-inosi
tol con la generacidén de inoaitol fosfato, diacilglicerol, y
subsecuentemente dcido fosfatidico. También se ha visto que
el fosfatidil 1noaitol—4-fbsfato Y el fosfatidil inositol-4,5
~bifonfato pueden degradarse en respuesta a un estimulo hor-

monal, y estos cambios son proporcionalmente mis grandes y



mAs rdpidos que la degradacién de fosfatidil inositol. (2,3)

Sistema Adenilato Ciclasa.

Algunas hormonas y neurotransmisores interactian con re-
ceptores especificos en las membranas plasmdticas celulares
unidas a un complejo sistema regulatorio: la Adenilato cicla-
sa descublerta por Sutherland y Rall. Esta enzima ¢g eatimula
da o inhibida por el complejo hommona~receptor y el resultado
es la alteracién de la velocidad de sintesis del 3',5'-mono-
fosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico) a partir de ATP.

Fl AMP ciclico actida entonces como mediador intracelular
de la hormona y el sistema funciona como mecanismo de transfe
rencia y amplificacién de la informacién inherente a la hormo
na extracelular,

El mecanismo de accién del AMP ciclico para producir cam
bioe enzimdticos ea conmplejo y resulta de la iniciascién de la
serie en cascada de reacciones de fosforilacidén de proteinas.

Tambidn se producen reacciones similares en el tejido adi
poso conllevando a la activacidén de la triglicérico lipasa, =
con la consiguiente hiperlipemia. (1)

Etructura de la Adenilato ociclasa:

El sistema enzimdtico se encuentra eatructurado dentro &
la membrana celular, y est4 compuesto por lo menos por ires
clases de elementos: Sobre la superficie externa de la membra
na celular se encuentra localirado sl receptor (R) ol que con
tiene un sitio eapecifico paras la unién de homonas y neuro-
transmisores,

En la Cara interna de la membrana estén la unidad catali
tica (C) y las proteinas reguladas por nucledbtidos (N).



Rstos ltimos contienen sitios de unidén para GTP y son respon
sables de mediar loa efectos de TP y de varias hormonas go-
bre la actividad de €. Estas proteinas estdn involucradas por
tanto en la activacidén e inhibicién de la adenilato ciclasa

y se piensa que son el resultado de un mumento mediado por
receptorea de las acciones intrinsecas de los nuclebtidos de
guanina. BExisten argumentos cinéticos que sugieren que los
efectos estimulatorios ¢ inhibitorios de loe guanin nucledti-
dos estdn mediados via interaccidén con distintas proteinas K,
siende Ns la proteina reguladora de guanin-nucleétidos que me
dia la activacién de la adenilato ciclasa y Ni la proteina re
guladora que media la inhibicién de la enzima. (4)

La subunidad Ns es la proteina que sirve también como
substrato a la ADP-ribosilacién catalizada por la toxina del
Célera. Ya que esta ADP-ribosilacién de la proteina altera
gus funciones intensamente, esta exotoxina bacteriana ha pro-
bado ser un amma excelente para anglizar el mecanismo de ac~
c¢ién de Ks.

ILa subunidad Ni es la proteina reguladora involucrada en
lz inhibicién de la ciclasa: este efecto inhidbitorio puede ser
blogqueado con una toxina de Bordetella pertuseis, la toxina
pertussis. Bata toxina es una enzima ADP-ribosilante que usa
como substrato un péptido Mr = 40 000 que es distinto al pép-
tido ribosilado por la toxina del Célera.

Na se ha logrado purificar por Gilman y colaboradores y
86 encontrd que es un heterodimeroc de composicién oc(&. le
subunidad ©¢ contiene no e#élo el sitic para la aoccidén de la
toxina del C6lera sino que es también el sitio de unién para
guanin-nucledtidos, y es responssble de la activacidén de la
subunidad catalitioa C. La subunidad @; Be piensa que reguls



la capacidad de gt deé activar a C. También Wi es un hetero-
dimero que contiens una subunidad of y una % s 18 cual al
igual que FRe, tiene un Kr = 3% 000. {5)

De acuerdo al modelo propuesto por Rodbell, Ns estd liga
do Bolo a receptores que causan 1a activacién de la adenilato
ciclasa, mientras que Ni esté acoplado exclusivamente con re-

ceptorss que median la accién inhibitoria.

ecambio de

. g .
0 .- + BRI
REBOEPTOR {5 fosfatidilinosi ol ' .
.:._.:” . B .

et TLIBERACION DE Ce

PIG. 1-1., NECANISMOS DE ACCIOR DE HORMONAS QUE ACTUAN A NIVEL
DE LA MZMBRANA PLASMATICA. (3,4)



AGENTES A ESTUDIAR:

FOXINA PERTUSSIS
Le toxina pertussic es una proteina producida por Borde-

telle pertussis, el microorganismo causante de la tosferina.

Bata toxina sjesrce una variedad de reap}xestaa que incluyen
la induccién de linfooitosis, la sensibilizacién de los ani-
males 2 efectos de histaming, la estimulacién de la secrecién
de insuling y la estimulacién de la lipdélisis en adipocitos
de rata. Por eato mismo, se le han dado nombres difersntes a
este toxina, tales como:

1) Pactor promotor de linfocitosisz.

2) Proteina activadora de los islotes.
3) Pactor sensibilirzante a histamina.
4) Pertussigeno.

5) Toxina pertusais.

AdemAs de emtas acciones lg toxina pertussis actia como
una hemaglutinine y sirve como un inmunbégeno importante pare
la proteccién de ratones al ser retados con Bordetella pertus
8is.

Is toxina pertussis es una proteina oligomérica; conmia
de 6 subunidades denominsdas 81, S2, S3, S5 y dos subunidades
84, lad que se han logrado separar medisnte electroforesis
bidimensional. La subunidad S1 parece ser la que posee activi
drd de ADP-ribosil transferasa, aci como actividad de NAD-gli
cohidrelasa. La toxina pertusseis demiestre la capacidad de -
catalizar especificamente 1la ADP-ribosilacién de un componen-



te de la membrana (Mr = 41 000).

Los andlisis del componente 1 mediante electroforesie
en geles de poliacrilamida-SDS, en presencia y ausencle de
agentes reductores indican la presencie de disulfuros inter
nos en esats subunidad. Otras exotoxinass bacterianas también
requieren la reduccidn de disulfuros para presentar ls acti-
vidad de ADP-ribosil transferasa; este fenémeno ha sido obser
vado para las toxinas diftérica y del célera. (6,7)

La toxina pertussis es, al igual que la toxina del Cédle-
Ta, una proteina con la estructura A-B, en la cual un oligi~
mero B se une g receptores particulares en la superficle de
la célula blanco para permitir que el protéméro z ae ingerte
gradualmente en le membrana celular, donde este components
activo de la toxina cataliza la transferencia deo ADP-ribosg
del NAD citosblico a una proteina especifica ds la membrans.
Bl tiempc o fase lag definido observado que invariablemente
precede a la aparicién de la accidén de la toxine partussis
en células intactas se debe a este acceao gradual del compo-
nente activo a su sitio de accién.

La toxina pertussis resulta efectiva en causar la pérdi
da caracteristica de ciertas respuestas celulares mediadan
por receptores. La estimulacién de receptorss ¢Xp-adrenérgi-
cos en células de islotea de rata, receptores colinérgicos
muscarinicos y receptores para adenosine en célulus cardiaces
de rata, y receptores opidceos, cxé-adranérgicoa ¥ muaearini-
cos en célulae hibridas de Neuroblestomdyllomw, resulia en
una inhibicién de la adenilato ciclasa y por tuntc, en merce-
das disminuciones en su contenido de AMP ciclice celulimr, {es
decir, son receptores inhibitorios). (8) Eutas dimminuciones

ne son observables si lapr células se incuban en contactoe Con



bajas concentraciones de la toxina pertussis. Esto muestra
gue la inhibicidn mediada por receptores de la adenilato ci-
clasa es revertida por tratamiento de las células con la toxi
na pértussin. Su administracién a hemsters produce una dismi-
nucién marcada en la sensibilidad de sus adipoocitos a aminas
0(2~-adrenérgicas, prostaglandina Eoy dcido nicotinico y fenil
isopropil sdenosina. Podos eptos agentes normalmente inhiben
a la adenilato ciclass en adipocitos de hemster a través de
procesos dependientes de GTP mediados por receptores. Por el
contrario, la accién de los agentes que mctivan a la adenila-
to ciclasa no estd disminuida eino aumentada. (9,10)

la toxina pertussis catalize la transferencia de la frac
cién ADP-ribosa del NAD del citopleasma a una proteina de Mr
= 41 000 en membranas. Este péptido de Mr = 41 000 parece ser
una de las proteinas que unen guanin-nucldétidoa, y sin embar
g0, resulta ser diptinta a los péptidos que son los substra-
tos de ADP-ribosilacién similares catalizadoe por la toxina
del cbélers, reflejando una marcada diferencia entrs la toxins
pertuseis y la toxina del cllera en sus acciones en el siste-
ma adenilato ciclasa en la membrana. Ultimamente, se ha demos
trado que este péptido de Kr = 41 000 que sirve como substre-
to de 1a ADP-ribosilacién catalizada por la toxina pertussis
es una de las subunidades de la proteina reguladora de guanin
nucledtidos (Ni) que emtd involucrada en la inhibicién de la
ciclupa. As{, la toxipa pertussis interfiere con las funciones
de Ni desacoplando 1la comunicacién mediada por ella entre loms
receptores inhibitorios y la unidad catalitica de la ciclasa.
(11). -

Por lo anterioments expuesto, la %oxina pertuasis pare~

¢e ser un arma prometedora para estudiar los mecanismos mole-



culares involucrados en la regulacién de le adenilato ciocla-

8a por hormonas y neurotrensmisores.

ADENOSINA

La adenosina es un nucledaido de purina; puede ser tan .
importante ccmo las hormonas en la regulacién de la adenila-
to ciclasa. De hecho, parsce ser un regulador endégeno parti-
culamente importante de la adenilato ciclasa en cerebro, mis
culo liso y adipocitos principalmente.

1a adenosina es transportada a las células por difusidm
facilitada. Puede ser sintetizada por las células a partir de
la desfosforilacién de AMP cataligada por fosfatasas o uns
5t-muclectidasa especifica, o también de la degradacién de
S-adenosilhomociateina por la S-adenosil homocistein hidrolaes.

Puede per removida de las células por su liberncién al
flufdo extracelular por sintesis de nuclebtidos de adening, ©
por degradacién de productos finales de purinas. La adenosina
08 gctivamente degradada a inosing por ls engima adenosina dea
minasas la remocién de adenosina pueds ocurrir también a tra-
vés de au conversidn a nucledsidos de¢ momofonfato en una reag
.cién eatalizada por adenceina cinasa. También es posible que
le adenosina ser removida por una foaforélisis revergible di-~
reota pn adenina. Se mabe que clertos tejidos, como miocardie

¥y tojido adiposo son capaces de liberar adenvsins.

Puchas propiedades biolégicas de adenosiba han sido ldsn
tificadas: es téxica para células de mamiferos y bacterianas,
y su presencia estd asociada con la inhibicién de la reapues-

ta immune, vasodilatacidén coronaria, neurotransmisién retar-



10

dada, inhibicién o estimulacién de la secrecién de hormonas y
cembios en el metabolismo do varios tejidos. La adenoeina pro
duce varios efectos bioguimicos incluyendo la activacidén di-
recta de le adenilato ciclasa, la inhibicidén de la biosinte-
eis de pirimidines, y la diswinucidén de la sintesis del fosfor
rikoeil pirofosfato { PR~-ribosil P).

La adenosina es t6xioca a una gmplia variedad de células.
Como se sabe que los niveles muy elevados de AMP ciclico inhi
ben a la respuesta inmune asi como a la inmunocitolisis, se
he propuesto que la acumulacidén de AMP ciclico puede interve-
nir en los efectos inmunosupresores y la to;icidad de adenosi
ne. También se piensa quevla toxicidad sea el resultado de
uns elevacién de los niveles de ATP, la cual inhiba la forma-
cién de UTP. (12)

La adenosina juega un papel muy significativo como un mo
dulador enddgeno de la acumulacién de AMP ciclico y la lipb-
lisis en adipocitos aislados. Se asume que los efectos de ade
nosina son mediados por la interaccién con un receptor presen
te en la membrana plasmiética de las células.

Se encontré que la adenosina asi como sus andlogos gumen
tan la concentracién de AMP ciclico por estimulacién de la ag
tividad de la adenilato ciclasa en varios tejidos tales como
cerebro, células de neuroblastoma de ratén, células de miocar
dio, células adrenales y células tumorales de Leydig. De he-
cho 8& vib que en entos tejidos la adenosina esmtimula a la
adenilato ciclasa a bajas concentraciones (0.0l - 20 u¥) mien
tras que altas concentraciones (100 )xll) inhiben la activi-
dad de la adenilato ciclassn.
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BEn varios sistemas el «fecto de la adenosins en le adoni
lato ciclasa parece ser Unicamente inaibitorio siendo ésto re
portado en cortexa renal, higado y principalmente en tejido
adiposo. (13)

Dole en 1961 {14) reportéd que lz adenosina y otros nu-
cledsidos conteniendo adenosina inhibie la 1ipdlicia estimula
da por homonae en tejido adiposo, Posteriomments ests repor
te fue confimado y extendido haste incluir la inkibicién de
la acumulac¢ién del AMP ciclico estimulada por hormonas. Lon-
dos, Cooper y Wolf (15) obaervaron en un estudio farmacoldgi
co que existen tres tipos de receptores pars adenosina, ovi-
dencidndolos mediante'difarentea andlogos de este nucledsidog

i) El sitio "P", con una estricta especificidad sstructural

respecto del anillo de purina de la molécula. Pste sitio vwpw
se poatula que estd localizado en la cara intracelular de is
membrana plasmmidtica, y media algunos efectos inhibitorios de
la adenilato ciclasa.

i1) Dos subclases de receptores externos para sdoncsina, los
cuales poseen una espocificidad estructural para la ribosg
de la molécula, ¥y que por 1o tanto se les llams sitios “R%,
Una de estas subclapes media Xa activacién de la adenileto
ciclasa (Ra), mientras que la otra subclase media Lo inhibi-
cién (RL). Batas subclases de receptores han sido elucldadas

empleando agonietas de gdenosina selectivos.

Pain y Malbon sugirieron que los sitios "I® zor los que
median los efsctos fisiolégilicoms de adenoeing; »n contruste, &
sitio "P" parece mer un sitio para nucleétidos de edenirn o
dedoxiadenosina y requiexe mayores concentracionos de adeno-



sing o los desmoxianglogos. (13)

En el sitio "P* ge requiere que el andlogo de¢ adenosine
posea el anille de purina intacto para que haya efecto, pero
ge pueden hacer modificaciones de la parte que contlene a la
ribosa; estas modificaciones generalmente aumentan la poten-
cia del andlogo. De éatom el mas potente es la 2¢,5'-didesoxi
adenosina, )

Los sitios "R" requieren que la porcién de ribosa de la
moldcula permanezca intacta, por 1o gue las alteraciones g
ls misma pueden introducirss en el anillo de purina; de estos
anilogos Cooper y colaboradores encontraron que la No-fenil
isopropil adenosina (PIA) es especi{fica para el sitio "Ri», ¥y
la 5' R-etil carboxamida adenosina (RRCA) es eapecifica para
sl sitio “Ra". (15)

Batudios anteriores indicaban la existencia de sdlo dom
de estos treas tipos de receptores para adenosina en células
adiposas: el sitio "P* y el sitio "Ri®, los cuales median los

afector inhibitorios de la adenilato ciclasa. Nosotros en esx.

te estudic demostramos la presencia del sitio "Ra" en. adipo-
citon, ademés de los otros dos sitios ys mencionados.

INSULINA

La insulina es una hormona proteica producida en las cé
lulaz {8 de los islotes de Langerhans del pAncreas. La molé
cula conasiste de dos cadenas peptidicas conectadas ypor puen-
tes disulfuro, También hay un puente intradisulfuro en la ca

12
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dena A. La molécula de insulina poses une poreién no polar y
todos los residuos polares eatdn contenidos en la sstructura
superficial. Cuslquier modificacién de la insulina que alte-
re su estructura tridimensional resulia en una pérdida marca
da de su actividad blolbgica.

Bn general, la insulina promusve las funciones anabéli.
cas asi como diaminuye la velocidad de las vias degradativas.
La insulina aumenta el transporte de glucosa al interior de ks
c¢élula adiposas de hecho, este es uno de los pasos limitantes
de la velocidad del metabolismo de glucosa en el adipocitc.
También aumenta la velocidad de la glucélisis y aumenta la ve
locidad de la esterificaciémns eato es particulamrmente impore
tante en el contrel de la moviligacidén de jgcidos grasom. Se
8abs que la insulina aumenta la velocidad de la sinbesis de
triglicéridos ya sea a partir de glucosa o de acetato.

La via de acetil-CoA a acil-CoA, asi{ como la vie glico-
litica son estimuladae por insulina, la que tanhidn promueve
un aumento en la volocidad de la vie do las pentosas foafalo,
slendo es%ta via la responsable de la generaclién de grun paxte
del ypoder reductor (NADPH) necesario para la sintesis de Aci~
d08 grados.

Ia inaulina es la homona antilipolitica por axaelencia.
Se sabe que disminuye la velocidad de liberacidn de dcidos
grasog ¥y glicerol del tejido adiposoi tambidn imcreminta lm
actividad de la lipoprotein lipasa y consscuentencate faclli
ta la toma de triglicéridos del plaasma. {16}

8¢ piensa que las acciones de innulips se Inicion cuare

do la hormona e une & un recepior en la membrans plasnitica.
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Inmediatamente el receptor se encapsula y subsecuente
mente se internaliva en forma de vesiculas por un proceso
energéiico. (17)

No se ha logrado dilucidar ain el mecanismo a través del
cual actds la insulina; recientemente (18) se ha demostrado
que la insulina provoos un aumento en las concentraciones de
4dcido fosfatfdico y fosfoinosftidos en tejido adiposo, También
#e ha sugerido que la insulina pueda producir uno o varios ge-
guntos mensajeros; se piensa que pudiera ser un péptido y qué
regulars la actividad de fosfatasas y c¢inasas, lo que afecta-
ria una gran variedad de procesos alterando el estado de fos-
forilaci6n de proteinas blanco, sin embargo, hay serias ano-
melins en contra de esta hipbéteeis. (19)

Se ha visto que la insulina activa a una fosfodiesterasa
de alta afinidad por el AMP ciclico asociada a la membrans
Plasmitica de hapatocitos. Bn tejido adiposo, la estimulacién
vor la insulina de la fosfodiesterasa y una subsecuente dismi.
mucién en las concentraciones de AMP ciclico se han propuesto
Pare explicar los efectos de la insulina pero ésto dltimo no
ha sido demostrado en su totalidad, ya que hay reportes en lo
que se muestra que la insulina no tiene efecto o inclusive au
nmenta los niveles de AMP ciclico en misculo o adipocitos, mien
tras que activa a la glucégeno sinteotasa em misculo o inhibe
ie 1ip61£uis en el adipocito.

Houslay recientemente (20) propuso que una especie de
proteina reguladora de guanin nucledtidos pudiera mediar el
efecto de la insulina sobre la cinasa de la membrana plasmiti
ca y sobre la fosfodiesterasa, pudiendo acr de la misma natus
ralega de las proteinas reguladoras ﬁa ¥ Kis sin embargo, es



poco probable que Ni sea idéntica & este supuesta preteina

reguladora involucrada en la accidén de lg insulina.

15



2, OBJETIVOS DEL PRESENTE ESTUDIO.

1) Uno de los objetivos fue el estudio de los efectos *insu-
lin~like" de adenosina, explorando si habia una potenciacién
en los efectos de insulina inducida por adenomina, ia que se
encontraron reportes de Jooat y Steinfelder (21) en el senti
4o de que la adenosina es capar de modificar los efectos de

le insulina en el metabolismo de los adipocitos sensibilizan
do las célules a la accién de la hormona.

i1) Confimando los estudios de nuestro laboratorio (22},
Egther, Aktories, Schuls y Jakobe reportaron gue la accién
antilipolitica de insulina no s6lo era preservada, sino aumen
tada en células de ratas tratadas con la toxina pertussis, lo
cual resultaba muy interesante en vista del hecho de que mno
ge conoce todavia el mecanismo de accién de la insulina y hay
controverasia en cuanto a su efecto sobre los niveles de AMP
oiclico en adipocitos aislados. Estos efectos pudieran resul-
tar de un aumento en la actividad de la fosfodiesterasa de
AMP cioclico sensible a insulina o podria estar relacionado a
un efecto inhibitorio de 1la insulina sobre la actividad de la
adenilato ciclasa. (23, 24)

Houslay propuso que una especie especifica de proteima
- reguladoras de guanin nucledétidos pudiera mediar el efecto de
insuline sobre la cinasa de la membrana plassitica y sobre la
fosfodiesterasa, observando sin embargo que la toxina pertus-
siy aungue bloquea la acoidén de Wi, no bloquea la activacyén

16
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de la fosfodiesterasa por insulina. (20)

Por todo 1o anterior, se decidié comprobar si roalmente
el efecto de insulina era aumentado en células de ratas tra-
tadas con toxina pertussis como un esfuerzo para coleborar en

la comprensién de los mecanismos de accién de dicha hormons,

1i1i) Otro objetivo surgld a medida que se avanzd en el estu~
dio, ¥ que se plantel en base a loe resultados obtenidos so-
bre lipélisis. Este objetivo fue el de determinar en células
tratadas con la toxina pertussis los agentes inhibidores de le
ociclasa que pudiersn estimular a la miema adenilato ciclasa,
impliecando un probable acoplamiento con He al estar bloqueada
la subunidad reguledora Ni. Como hipétesie alternma, se sugeri
la posibilidad de que hublera receptores Ba para adenosina pre
gentes en células sdiposas, hecho que no ee habia reportado

antes para este tipo de células,
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3. MATERIALES Y XETODOS.

SUBNTANCIAS.
Lag substancias utiliradas se obtuvieron de los siguien-

tes laboratorioss Insulina de Lilly, Adenosina y Adenosina dea
pinnpa de 3igma, [140]-51ucoaa y [3H]-Alrc do New England Ku-
clear, Hidréxido de Hiamina de Amersham, Colagenasa y Albdmi-
na sérica bovina (fraccién V) de Worthington y Armour respec-
tivamento...ns—ten:u isopropil adenosina (PIA) de Boehringer
Nanhein, 5'N-etil carboxamida adenosina (NBCA) de Byk-Gulden -
Phamaseutica, Prostaglanding B, (PGEZ) ¥ Bpinefrina de Sigma;
2'5'.3ideoxiadenosina (DDA) de PL Biochemicale. La toxina per-
tussis fue purificada de concentrados de vacuna pertussis- pro-
porcionados por el Instituto Racional de Higiene 2e Wéxico.,

ANIRALES.
Se usaron-ratas macho de la raza Wistar de 250 - 300 g.

alimentadas ad libitum con alimento para ratas Purina.
Algunos animales fueron inyectados con toxina pertussis:

( w 10 pg por 100 g) intraperitonsalmente 3 dfas antes de ser

sacrificados. - '

AISLAMIENTO DE ADIPOCITOS.

las ratas fueron muertas por anestesia con cloroformo, -.:
extrayéndose- ol tejido del panioulo adiposo del epididimo y
del panfculo perirrensl. Acto seguido, se fragmenté el tejido-
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con tijeras y se incubé en Krebs-ringer bicarbonato con albi-
nina al 3% conteniendo 1 mg/ml de colagenasa, poxr aproximada-
mente media hora &« 37°C, an un bafio con agitacidn, de acuerdo

sl método de Rodbell (25).

Al témino de 1z digestidn, las células se filtraron a
través de una malla de nylon y se lavaron 2 veces con el buf-
for centrifugando 15° a baja velocidad en una centrifuga cli-
nica.

PARAMETROS METABOLICOS.

Parg los pardmetros metabdlicos estudiados se incubaron
1 m1 de suspensién de células con las homonams y los agentes
a estudiar sn medio XKrobs-Ringer bicarbonato en atmésfers de
95% oxfgeno 5% 0, en tubos de pldatico tapados, en un bafio
con agitacién constante a 37°C por 60 minutos. Las cédlulas

5

se ajustaron a una concentracién de = 2x10” céiulug. Ia

incubacidn se teminé colocando la suspensidén en agua helada.

i) Incorporacién de [140]-Gluooaa a lipidoe totales.

Las c¢élulas se incubaron en tubos de pldstico tapados,
on medio Krebs-Ringer bicarbonato con allimina sl 3%, suple-
mentado oon glucosa fria 0.1 mi y [140]-51ucosa 1 pci/mi.

A la suspenaién de células se agregan 2 ml de metanol
absoluto y 4 ml de cloroformo; se mezclan 1los tubog, se agre
gan 3 ml de buffer de fosfatos 100 uk (pH = 6), 8¢ agitun lov
tubos y se centrifugan.

Se descarté la fase superior (acuosa) por aspiraciin y
80 repite ¢l proceso con la parte inferior; se retim con cui
dado la pasta de proteinas preclipitadus, y se transfiere la

{aso inferior a viales, en los cuales se dejan evaporar las



muestras toda la noche y se agregs posteriormmente liquido de

centelleo para o1 contec de radiactividad.

4 14

i1} Produccidn de i ¢o, {Oxidacidn de "~ C-glucosa).

Las célulae se incubaron en medio Krebs-Ringer bicarbona
t0 con albimina al 3%, suplementado con glucosa fria O.1 m¥
y 1413-51110093 1l yci/ml. Se emplearon tapones eapacihlea- con-
teniendo un pocito mereo paras colocar un pequefio tubo conte-
niendo 75 pl de hidréxido de hiamina con el objeto de captar

el (:02 liberado dsl medio de incubacién.

Al término de la incubacién, pe agregé 0,2 ml de 52804,
5N a cada tubo sellado y se incubé una hora a 37°C oon agi-
tacién. Al témino Ade és8to los tubos con hiamina se transfi-
rieron a viales, agregdndoles liquido de centelleo,

iii) Iipblisis.

las células se incubaron en medio Kreba-Ringer bicarbo-
nato con albGmina al 3%, sin glucosa, por 60 mimutos. Como
indice de 1lipélimias me determind la cantidad de dcidoa grasos
libres de acuerdo al método propueato por Novdk (26).

iv) AMP ciclico.:

las células se incubaron dufante 10 mimutos en medio-
Krebs-Ringer fomfato, pardndose la reaccién con HCl; poste-
riorments s¢ hirvié ur minmuto la suspensién, se dejé enfriar
y 8e noutralizé con NaOH. la cuantificacién de AMP ciolico se
hace por el método de Gilman (27). '



ESTADISTICA:
Los resultados se expresan como la media + error stan-
dard de entre 4 y 6 determinaciones por duplicaedo empleando

diferentes preparaciones de células en cads 0280,

21
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-4, RESULTADOS

Se midié la incorporacién de [145]-glucoaa a lipidos to
tales estimulada por diferentes concentraciones de insulina,
on presencia de adenosina deaminasa (0.5 yg/ml) para obser-
var sl efacto neto de insulina, o en presencia de adenosina
' 10'61 con objeto de ver si habia alguna potenciacién en el
efecto de inpulina inducida por adenosina, ya que Joost y
‘Steinfelder (21) habian reportado que la adenosina 6s capaz
de modificar los efectos de la insulina en el metabolismo de
los adipocitos sensibilizando las células a la accién de la

hormona.
' .
Bn la figura 4-1 se observa que tanto en adipocitos de

ratas controles como de ratas tratadas con la.toxina, la ocur
va dosis-reapuesta para insulina mas adenosina 10'61 88 ene”
cuentra ligeramente desplazada hacia la igquierda con res-
pecto da la curva de insulina mas adenosina deaminasa, lo que
indica un mayor efecto, sin embargo no me puede hablar de una
potenciacién del efecto por adenosina ya que ambas curvas no
parten del mismo valor basal, siendo mayor el basal encontra-

do para adenosina 10~x sdla.

Se higo una curva dosis-respuesta a adenosina en adipo-
citos de ratas controles y de ratas tratadas con la toxina
(Pig. 4-2)+ Pn los adipocitos de ratas controles se observa
un claro sfecto de gdenosina obteniéndose alrededor de 250 %«
de efecto mdximo; en adipocitos de ratas tratadas con la toxi
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GLUCOSA A LIPIDOS TOTALES, BN ADIPOCITOS DE RATAS CONTROL Y

RATAS TRATADAS CON TOXINA PERTUSSIS.
Los adipocitos se incubaron por 60 min. en presencia de
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Adenosina deaminasa 0.5 yg/ml (@) 6 de adenosina 10'6l (0).
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¥IG. 4-2, BPBCTO DE ADENOSINA SOBRE LA INCORPORACION DB
GLUCOSA A LIPIDOS EN ADIPOCITOS DR RATAS CONTROL Y RATAS TRA<
TADAS CON LA TOXINA PERTUSSIS.

Se :lncubar:\n por 60 min. loes adipocitos ds ratas control
(M) o tratadas con toxina pertussis { (1).

140-_



na casl no hay estimulacién y ésta @8 casi completamente in-

hibida a la dosis méxima probada (10"4m).

Ademds, es interesante observar que si tomamos en cuen-
ta como valor Wasal el %4 de adenosina endégena (cuantificada
en base a un conyrol con adenosina deaminasa) se comprueba
que el valor basal de sinteais de lipidos var{a muy poco,
siendo esta sintesis casi completamente bloqueada por efecto
de la ribosilacién de la subunidad reguladora Ni producida

por la toxina pertussis.

Como segundo pardmetro metabélico a estudiar se midid la
produccidn de 1400 a partir de[l4§~glucoaa estimulada por
la insulina, en presencia de adenosina deaminasa (0.5 ps/nl)
o de adonosina 10~ l (rig. 4-3).

e obperva también un desplazamiento hacia la ipquierda
de la curva correspondiente a insulina mas adenosing 10'6l
en adipoocitos de ratas controles y tratudas con toxina, ocon
respoecto de la curva de insulina mas adenosina deaminasa.
fambién en este caso los valores basales correspondientes =
la primera curva {(que corresponden a células map adenosina
IO-GI). 8¢ encusntran por encima de los basales que corres-
ponden al 100% y que son de células incubadag con adenosina
deaminass dnicamente; por ello, no se puede hablar claramente
de una potenciacién del efecto de insulina inducida por adene
sina.

Asimismo, en adipocitos ds¢ ratas tratadas com la toxina
las curvas dosip-respuesta pars insulina mas adenosins e in-
sulina mas adenosina desminasa se sncuentran mds aplanadas, ..
indicando una ligera disminucién del efecto por consecuencia

de la accidn de la toxina pertussis en ambos casos.
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TOXINA PERPUSSIS.
Los adipocitos se incubaron 60 min. en preaencia de ado

nosina deaminasa (0.5pg/ml) ( @ ) o adenosina 10~ l (0). .
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Para comprobar 1la aceidn de la toxina pertussis se hi~
cieron curvas dosis-respuesta a adenosina. En adipocitos de
ratgs controles se observa un claro efecto de adenosina, 1lle
gando a un valor de 300% por arriba del basal la produccién
de CO, {rg. 4-4), en cambio, en adipocitos de ratas tratadas
con la toxina se observa primero una ligera disminucién y deg
pués el retorno a valores similares al basal de adenosina en-
db6gena, quadando siempre por encima del valor basal con ade-
nosina deaninasa.

Se midié el fndice de lipblisis como otro pardmetro a
estudiar, en base a la cantidad de dcidos grasos libres {en
uxq/106 células). Bn células de ratas controles la cantidad
basal de Acidos grasos libres es muy pequefia (0.80 unq/106
células) por lo que no se podia detecyar la actividad antili
politica de insulina por el método de Novdk; al probar insu-
lina mas adenosina deaminesa pudimos detectar un aumento en
la cantidad de dcidos grasos libres (2.60 umﬂoscélulau) h 4 #
consecuentements se pudo obtener una curva dosig-respuesta,
observdndose la inhibicién de la 1lipdlisis por insulina. Bsto
podrfia sugerir une potenciacién del efecto antilipolitico de
insulina por accién de la adenosina endégena, la cual es cons
tantemente liberada por los adipocitos (Mig. 4-5).

Bn ratas tratadas con la toxina pertussis se ha reporta-
do por el laboratorio (28) un aumento en la 1ipélisin basal,
lo cual fue bdsicamente confimado en este estudio, observén
dose un aumento de 2.34 veces el valor basal de dcidos grasos
1ibres en adipocitos de rataé tratadas con la toxina (respec-
to0 de adipocitos de ratas controles) en presencia ds adeno-

( = mbla 4-1)
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ADIPOCITOS DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA PERTUS

813.
8e¢ incubaron adipocitos de ratas control () o ratas

tratadas con toxina pertussis ([J ).
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?1G. 4~5. BFECTO DB INSULINA SOBRB LA LIPOLISIS BN ADIPOCITOS
DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA PERPUSSIS.

Los adippcitos ase incubaron eén presencia de adenosina dea

ninasa 0.5 pg/ml de ratas control ( M) o ratas tratadas con

toxina pertussis (3 ).
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sina deaminasa, y de 12.87 veces sin adenosina deaminasa.

Se decidié estimular la lipdélisis ocon epinefrina 10-6!
en adipocitos de ratas controles con objeto de hacer mis fac
tible la observacién de los efectos antilipoliticos de los
agentes probados. Asi, se observa en la figura 4-6, una re-
duccién de la lipélisis similar probando insulina mas epine-
frina 10-6l e insulina mas adenosina 10"61 mes epinefrina
10'613 aqui practicamente no se observe ningin aumento del
efecto por adenosina, probablemente por estar estimulada la
lipélisis al méAximo.

Bn adipocitos de ratas tratadas con la toxina se observa
un efecto antilipolitico similar en doais-rnépueataa a.insu-~
lina y a insulina mas adenosina mas adenosina IO-GI; donde
' tampoco se puede observar potenciacién del efecto de adeno-
eina por insulina. Ademds, se observa que las dos grifiocas
son similares, por 1o que no hay pridcticamente efecto por la

toxina pertuseis.

In curvas dosis-respuestia a adenocsina, se obsperva en ra
tas control un claro efecto antilipolitico de adenosina, sien
do éste mucho menor en adipocitos de ratas tratadas con la
toxina (Fige 4-7). '

De estos Bltimos estudios surgié un dato muy interesan-
te: en ratas controles el valor basal de 4cidos grasos libres
aumenta en presencia de adenvsina deaminasa, por degradacidén
de la adenosina endfgena, y ae esperaba que en adipocitos de
ratas tratadas con la toxina no hubiese efecto pero sorpren-
dentemente se encontré que el valor basal de dcidos grasos
libres sin gdencsina deaminasa (esto significa por accidén de
adenosina endégena) resultaba mucho mayor (1.7 vebel) al valox



Y16, 4~6. BFRCTO DB ADENOSINA R INSULINA SOBRE LA LIPOLISIS
BN ADIPOCITOS DB RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA

PERTUSSIS.

108 adipocitos se incubaron 60 min. en presencia de ade~
nosine deaminasa 0.5 pg/ml ( O ) o de adenosina 10'61'( A)
En ratas controles se estimuld la lipélisis con epinefrina

10'61.
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FIG. 4~7. EFECTO DB ADENOSINA SOBRE LA LIPOLISIS EN ADIPOCITOS
DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA PERTUSSIS.

Las células so inocubaron pof 60 min. siendo ( ¥ ) adipo-
citos de ratas control ¥ { O ) adipocitos de ratas tratadas
con toxina pertusais.



basal mas adenosina deaminasa; esto sugeria que la adenosina
en ratas tratadas pudiera estar teniendo una actividad esti-
mulatoria de la lipélisis, al contrario de su accién inhibi-
toria en ratas normales (Tabla 4-1).

Ratos efectos de adenosina podian explicarse de dos ma-
nerass
i) una, que la activacién de los receptores Ri de adenosina
en los adipocitos de ratas tratadas con la toxina reaﬁltara
en una estimulacién de la adenilato ciclasa, probablemente
por un acoplamiento con 1la subunidad Ns regulatoria al estar
bloqueada Ri.
ii) otra, el que hubiera receptores Ra para adenosina presen

tes en loe adipocitos.

Se hivieron curvas dosis-respuesta con un andlogo de ade
nosina, Hs-fenil isopropil adenosina (PIA), el cual tiene la
ventaja de no ser hidrolizado por adenceina deaminasg, encon-
trdndose que en células tratadas con la toxina, PIA estimule
ba la 1lipélisis, siendo que en células nomales désta era in-
hibida por la misma PIA (Pig. 428).

Para investigar la primer posibilidad se probé la ac-
eién de prostaglandina E, (PGBZ). el cual es un agente inhi~
bidor de la ciclasa y por lo tanto actia a nivel de Ki. FGE,
resulté incapaz de estimular el efecto lipolitico que se ob-
servé con PIA en ratas tratadas con la toxina (Table 4-1).

La segunda posibilidad se investigé empleaudo un agonig
ta selectivo para receptores Ra : 5'N etil carboxamida adeny
sina (NECA), encontrdndose que este agente también era capan
de estimular la lipdlisis, y aun més,resultaba mds potente

33
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TABLA 4 - 1+

EPEC?O DE ADENOSINA DBAMINASA, PENIL-ISOPROPIL ADENOSINA (PIA)
Y PROSTAGLANDIRA 32 (PGEZ) SOBRE LA LIPOLISIS RN ADIPOCITOS DB
RATAS CONTROL Y TRATADAS CON TOXINA PERTUSSIS. ‘

Ac. grasos libres (unq/loecélulaa)

Control Pertusais
Basal 0-80 i- 0005 10-30 : 0050
Adenosina Deaminasa 2.60 + 0.30 6.10 + 0.40
(1 ug/ml)
Adencsina Deaminasa 0.95 + 0.10 9.70 + 0.30
+ FIA 1 pK :
Adenosina Deaminasa XD 6.50 + 0,50
+ PGEZ 10 nM

KD - no determinado,

Los adipocitos se incubaron por 60 min. bajo las condicio
nes descritas en Mat. riales y Métodos. Los resultadoa se expre
8an como la media ¢+ X.5. de al menos 8 deteminaciones usando
diferentes preparaciones de células,

que PIA para activar la lipélisis. BEn células de ratas contro
les, se obdervé gque PIA era mis potente que NECA para inhibir
la lipélisin. (Pig. 4-8)

Resultados similares se obtuvieron al determinar los ni-
veles de AMP ciclico on presencia de PIA y NECA (Pig. 4-9)
en adipocitos de ratas tratadas con la toxina NECA y PIA resul
taron capaces ds estimular los niveles de AMP ciclico, siendo

de igual modo NERCA mds potente que PIA. Bn mtaa controles am
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PIG. 4-8. EPECTO DE AGONISTAS DE ADENOSINA SOBRE L4 LIPOLISIS
EN ADIPOCITOS DR EATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA
PERTUSSIS.

Los adipocitos se incubaron en presencia de adenceina dea
minasa 1 pg/ml y diferentes concentraciones de FIA ( O ) o
NECA (@ ).
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¥IG. 4-9. KFECTO DR AGONISTAS DE ADENOSINA SOBRE LOS NIVELES
DE ANP CICLICO BN ADIPOCITOS DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATA-
DAS CON TOXINA PERTUSSIS. | |

Los adipocitos se incubaron por 10 min. en presencia de
adenosina deaminasa 1 pg/ml a diferentes concentraciones de-
PIA(O ) o NBCA ( @),



31

bos PIA y NECA fueron capaces de disminuir los niveles basa-
les de AMP ciclico resultando PIA mds potente que NECA paru
producir este efecto. De todoe estos resultados se deduce la

existencia de receptores Ra para adenosina en adipocitos.

Como control se hicieron curvas dogig-respuesta a PIA

en presencie de Isoproterenol 10“7m. el cual es un aggonista

@ -adrenérgico que estimula a la adenilato ciclasa, con la
consiguiente elevacién de AMP ciclico. e obaserva que en adi
pocitos de ratas tratadas con toxina pdrtussis la estimulacién
es mayor que en adipocitos dé.ratas controles (Pig. 4-10) con
fimando reportes anteriores. Ademds, en estas células se ob~
sexrva que PIA inhibe de manera dosis-dependiente le acumula~
cién de AMP cficlico producida por isoproterenol, siendo este

efecto bloqueado por la toxina pertussis.

Se evidencié la presencia de receptores P para adenosing
por medio del agonista 2'5'-dideoxiadenosina (DDA}, el cual
es especifico para este tipo de receptores; DDA disminuyé le
acumulacién de AMP cfclico (Mg, 4-11)‘producida por isopro-
terenol 107 'M tanto en células de ratas tratadas con sxion
pertussis como en células de ratas control evidenciando qus
la habiklidad de DDA para inhibir a la adenilato ciclasa no es
afectada por la toxina pertuesis,
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?I0. 4-10. EFECTO DE FENIL ISOPROPIL ADENOSINA (PIA) SOBRE
LA ACUMULACION DE AMP CIOLICO PRODUCIDA POR ISOPROTERENOL EN
ADIPOCITOS DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON TOXINA PER--
TUSSIS,

Loasadipocitos de ratas control ( O ) y de ratas trata-
das con toxina pertussis ( @ ) se incubaron 10 min. en presen
cia de adenosina deaminasa 1 pg/ml e isoproterenocl 10-7‘!.
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DR RATAS CONTROLES Y RATAS TRATADA3 CON TOXINA PERRTUSSIS.

8e incubaron los adipocitos de ratas control ( O ) y de
ratas tratadas con toxina pertuasis ( @ ) por 10 min. en pre-

sencia de adenosina deaminasa 1 pg/ml e isoproterencl 10"7!.-

a diferentes concentraciones de DDA.

39



40

5.  DISCUSION

De los tres pardmetros en que se estudié el efecto de la
toxina pertusasis sobre la accién de insulina se observéd que
ésta modifica sdélo de maners parciai los efectos de insulina,
Tanto en la incorporacidn de glucosa a lipidos fotalon eomo
en la oxidacién de glucosa se observa una disminueién discre-
ta del efecto sin quedar abolido sin embargo. Rato es intere-
sante ya que Aktories, Jakobs y colaboradores habian reporta-
40 que la accidén antilipolitica de insulina era aumentada en
cédlulas de ratas tratadas con la toxina pertussis (23). Noso-
tros observamos que el efecto de insulina estd discretamente
disminuido al medir directamente la 1ipélisis después del tra
tamiento con la toxina pertussis; la disminucién de los efec-
tos que observamos pudieran deberse a la falta de accidén t6-~
nica inhibitoria de Hi, y por lo tanto 1la probable influencia
que pudiera ejercer sobre la adenilato ciclasa seria necesa-
riamente a través de un mecanismo secundario de accién, y no
por regulacién inhibitoria de la ciclasa.

Bl efecto de insulina ee ligeramente modificado o aumen-
tado por adenosina, aunque no se pusde hablar claramente de
una potenciacién del efecto, ya que las gréficas parten de ai
ferentes valores basales.

Se observa claramente que el sfecto de adenocsina sobre el
metabolismo de 1ipidos es blogueado por la toxina pertussis,
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en la porcién secundaria de la curva, perc queda un efecto de
muy baja conceniracién de adenosina. Los valores basales en
adipocitoa de ratas tratadas con toxina pertussis tanto en
incorporacién de glucosa a lipidos totales, produccién de 002
(oxidacién de glucosa) y lip6ligis que corresponden al efecto
2o adenosina endégena son mayores a los valores encontrados
cuando se quita esta adenosina endégena con adenosina deamina
sa, por lo que, aunque se bloquea la accibén inhibitoria de
adenosina por la toxina, persiste otra accién "ténica®, la
cual probablemente esté mediada por los receptores Ra para

adenosina, o bien, por accién metabélica.

La toxina pertussis desenmascara la presencia de otro re
ceptor a adenosina en los adipocitos: el receptor Ra. De he-
cho, 8e observé que la toxina pertussis afecta de un modo’'dig

tinto la accién de cada tipo de receptor:

1) las acciones mediadas por Ra son magnificadas.
ii) las acciones mediadas por Ri som inhibidas,
141) las acciones mediadas por P no son afectadas.

Se sabia de la presencia de receptores Ri y P en los adi
pocitos (13)y con la toxina pertussis pueden diferenciarse cla
ramente ya que al actuar estd modificando covalentemente a Wi,
quedando dlogqueada lé accién a través de Ri, el receptor P ra
rece interaccionar directamente con la adenilato ciclasa sobre
pasando a Ni, por lo que las acciones a través de este recep-
tor no se modifican., Ias acciones a través del receptor Re

'no ge hacen evidentes en células nomales, %al iea debido a
la predominancia de receptores Ri en ellas, sin smbargo, &l
bloquear las acciones de Ri se¢ hacen presentes loas efecton

mediados por Ra. De hacho, es posible que la toxina pertussis



provoque al miemo tiempo un aumento en las acciones- de adeno

8ina mediadas por los receptores Ra.
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Summary

Activation of rat adipocyte Ri-adenosine receptors by
phenyl-isopropyl-adenosine resulted in decreased cyclic AMP levels
and lipolysis; this effect was blocked in cells from pertussis
toxin-treated rats. In contrast, the ability of 2'5' dideoxy-adenosine
to decrease cyclic AMP levels was not affected by pertussis toxin
treatment.

Addition of adenosine deaminase to the medium in which adipocytes
from control animals were incubated resulted in activation of lipolysis.
Interestingly adipocytes from toxin-treated rats (which had an already
increased basal lipolysis) responded in an opposite fashion to the
addition of adenosine deaminase, i.e. the enzyme decreased lipolysis,
which suggested that adenosine might be increasing lipolysis in these
cells, Studies with the selective agonists N-ethyl-carboxamide-adenosine
and phenyl-isopropyl-adenosine indicated that adenosine increases
lpolysis and cyclic AMP accumulation in these cells and that these

-actions are mediated through Ra-adenosine receptors.

Adenosine-mediated accumulation of cyclic AMP was also observed
in cells pre~incubated with pertussis toxin (2 pg/ml) for 3 hours.
In these studies N-ethyl-carboxamide~adenosine was alsc more effective
than phenyl-isopropyl-adenosine. The data suggest that the toxin
"unmask" the action of Ra-adenosine receptors. The action of these
receptors is not observed in cells from control aniwmals probably
because of an enourmous preponderance of the action of Ri-adenosine
receptors.

-
Our results indicate that there are three types of adenogine

receptors in fat cells whose actions are affected differently by



pertussis toxin, i.e. Ri-mediated actions are abolished, Ra-mediated

actions are enhanced and P-mediated actions are not affected.
INTRODUCTION

Dole (1) was the first to report that adenosine reduces the
lipolytic effect of epinephrine in rat fat pads. Later on, many other
groups confirmed his results and demonstrated that not only adenosine
but also other related compounds (such as ATP, ADP, AMP, NAD, NADP,
etc.) inhibited hormone-induced 1ipolysis in adipose tissue.

A second significant advance in our understanding of adenosine
action of fat cells was the finding by Schwabe and coworkers that thia
nucleoside is continuously released by adipocytes into the incubation
medfum in amounts which inhibit cyclic AMP accumulation and lipolysis
(2-4). This has been confirmed and extended by many other groups (5-8).

Another important achievement was the study of the pharmacology
of adenosine action by Londos and coworkers (9-11). These authors
observed, using different adenosine analogs, that there are three
types of adenosine receptors: A) P~sites with strict structural
specificity with respect to the purine moiety of the molecule; these
sites mediate iphibition of adenylate cyclase and are putatively
located on the intracellular face of the plasma membrane and B) two
subclasses of external adenosine receptors which have structural
specificity for the ribose moiety of the molecule (thus, termed
"R"-sites); one of these subclasses of receptors mediates acéivation
of adenylate cyclase (Ra), whereas the other mediates inhibition (Ri)-.

These receptor subclasses have been discriminated using selective



adenosine agonists (9-11).

Current ideas indicate that only two of these three types of
adenosine receptors (P and RL sites), both of which mediate
inhibition of adenylate cyclase, are present in fat cells (12,13).

We have performed a systematic study of the actions of pertussis
toxin on the effects of adenosine in fat cells and observed that
pertussis toxin blocks the inhibition of cyclic AMP accumulation and
lipolysis produced by phenyl-isopropyl-adenosine (PIA)! a selective
Ri-agonist (14~16). This pertussis toxin-mediated reversal of the
endogenous inhibition of lipolysis by adenosine has been suggested as
an in vitro assay for the toxin (17-19). The inhibition of cyclic AMP
accumulation in fat cells produced by DDA, a éelective P-adenosine
agonist, 18 not blocked by pertussis toxin (15). To our surprise,

we observed éome effecés of adenosine on lipolysis and cyclic AMP
accunulation that could not be explained on the basls of our previous
findings; these results are here presented and clearly indicate that
fat cells contain the three types of adenosine receptors and that their

actions are affected differently by pertussis toxin.

MATERIALS AND METHODS

PIA was obtained from Boehringer Manhein, DDA from PL Biochemicals
and NECA was a generous gift by Byk-Gulden Pharmazeutika. Adenosine
deaminase and PGE, were from Sigma Chemical Co. Collagenase and bovine -
serum albumin (fraction V) were obtained from Worthington and Armour
respectively. [3R]Cyc11c AMP was from New England Nuclear. Pertussis

>
toxin was purified from pertusails vaccine concentrates (generously



provided by the Natiomal Institutes of Hygiene of Mexico) as previously
described (15,16) or by the method of Sekura et al (17). Both methods
resulted in preparations with identical purity and potency but the
later was simpler and faster.

Male Wistar rats fed ad 1ibitum were used. Pertussis toxin
(10 ug/100 g) was administered i.p. to the animals 3-6 days before the
exberiment was performed. Adipocytes were obtained by collagenase
digestion of epididymal and perirenal fat pads (20). The pads were
digested and the cells incubated in Krébs—Ringer-bicarhonate buffer
supplemented with 37 bovine serum albumin, pH 7.4 at 37°C under an
atmosphere of 95% 02-52 COz. Incubations were in 1 ml of buffer at a
cell density of =2 x 10S cells/ml. The incubation were carried out
for 10 minutes to determine cyclic AMP accumulation and for 60 minutes
for free fatty acid release which was considered as an index of
lipolysis, since under the conditions described (absence of glucose)
no reesterification occurred (21). Cyclic AMP accumulation was
determined by the method of Gilman (22) as wodified by Brown et al
(23): Free fatty acid were quantified by the method of Novak (24).

In the experiments presented in Fig. 5, isolated adipocytes were
incubated for 3 hours in the absence or presence of pertussis toxin,
After this pre-incubation the cells were washed and incubated for

10 min with the agents indicated to determine cyclic AMP accumulaticn,

RESULTS
Stimulation of fat cells fr&h control animals with 10-7M-
isoproterenol produced a significant accumulation of cyclic AMP
4

(Fig. 1). Such stimulation was even bigger in cells from pertussis

toxin-treated rats ( p < 0.001, Fig, 1) confirming our previous



finding that pertussis toxin magnifies rhe action of agents that
stimulate adenylate cyclase (15,16,25). PIA inhibited in a dose~-
dependent fashion the accumulation of cyclic AMP produced by 10—7M
isoproterenol (Fig. 1). In contrast, nearly no decrease in the level

of cyclic AMP was produced by PIA in cells from pertussis toxin-treated
animals.

DDA significantly decreased the accumulation of cyclic AMP
produced by beta-adrenergic activation in adipocytes from both
control and pertussis toxin-treated animals (Fig. 2). Both the
shape of the curve and the magnitude of the effect, indicated that the
ability of DDA to inhibit adenylate cyclase is not affected by
pertussis toxin (Fig. 2).

These data essentially confirm our previous findings (14-16,20).
However, when lipolysis was studied, some surprising results were
observed which are listed in Table 1. As expected, basal lipolysis was
increased in cells from pertussis toxin-treated rats as compared to the
controls (Table 1) putatively by blocking adenosine action through
Ri~adenosine receptors, Removal of endogenous adenosine by addi;iou
of adenosine deaminase to the medium resulted in increased lipolysis
in cells from control animals (Table l) but to our surprise adenosine
deaminage significantly decreased basal lipolysis in cells from
toxin-treated rats (Table I). This result was particularly puzzling
and was confirmed many times using different concentrations of adenosine -
deaminase and different loteg of the enzyme. We finally accepted the
evidence; removal of endogenous adenosine resulted in decreased basal
lipolysis in these cells. Furthermore, addition of PIA (which,

normally decreased the stimulation of lipolysis due to adenocine



deaminase (fable 1) stimulated liﬁolyais in cellslfrom toxin~
treated rats (Table 1).

Two possibilities were considered to explain these findings. .
Firstly, that_activation of Ri-adenosine receptors in cells from
toxin-treated rats could result in stimulation of adenylate cyclase
activity and secondly, the presence of Ra-adenosine receptors in fat
cells.

In order to evaluate the first possibility the action of other
agents that inhibit adenylate cyclase in fat cells was studied. PGE2
is one of such agents. This agent was absolutely unsble to mimic the
lipolytic effect of PIA (Table 1).

In order to evaluate the possible existencé of Ra~adenosine
receptors in fat cells experiments with the selective Ra-agonist, NECA
were performed, It was observed that in cells from control animals
both PIA and NECA were able to decrease basal cyclic AMP levels (Fig.3).
As expected PIA was more potent than NECA for this effect. In cells
from toxin-treated rats both adencsine agonists produced dose~dependent
increases of cyclic AMP levels (Fig. 3). Interestingly, NECA and PIA
had similar potencies for this effect but NECA was significantly more
effective than PIA, i.e. NECA increased cyclic AMP levels 4.7-fold
whereas PIA only increased them 2.7-fold,

Similar contrasting results were observed when lipolysis was
studied (Fig.4): both adenosine agonists inhibited lipolysis in cells
from control animals whereas they stimulated- lipolysis in cells from
toxin-treated rats (Fig.4). PIA was more potent than NECA for
inhibiting lipolysis whereas NECA was more potent and effective than

PIA for activating lipolysis (Fig.4). Al these results clearly indicate
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the existence of Ra-adenosine receptors in fat cells from toxin-
treated rats.

The effect was reproduced incubating isolated adipocytes with
the toxin (2 pg/ml for 3 hours). Under these conditions the cells
increased thelr cyclic AMP levels in response to adenosine analogs;
NECA was significantly more effective than PIA (6-fold increase as
compared to 2.9-fold increase) (Figure 5). It was obgerved that
lipolysis was maximally stimulated by the toxin and no further

stimulation was produced.
DISCUSSION

This paper is the first to show the presence of Ra~adenosgine
receptors in.fat cells., The data are consistent with the present
model for the actions of adenosine on adenylate cyclase activity; i.e.
Ra receptors are linked to stimulation of adenylate cyclase and RL
and P receptors are linked to inhibition. Pertussis toxin affects
differently the action of each type of receptor, i.,¢. Ra-mediated
actions are magnified, Ri-mediated actions are inhibited and P-mediated
actions are not affected. Pertussis toxin seems to exhert its actions
by ADP-ribosylation of Ni? (27,28). This covalent modification of Mi
blocks the actions of receptors that are coupled to adenylate cyclase
through it, such as the Ri-adenosine receptors. The P~$denosine
receptor seems to interact directly with the cyclase bypasuing Ni;
thus its action is not affected by pertussie toxin. The enhanced
action of receptors coupled activatorily to adenylate cyclase, such

as the Ra~adenosine receptor is probably the result of an altered
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.

interplay of the subunits of the guanine nucleotide regulatory
proteins (Ni and Ns), induced by the covalent modification of Ni
by pertussis toxin (29,30).

The action of adenosine through Ra-adenosine receptors is not
evident under basal conditions probably because of an enormous
predominance of Ri-adenosine receptors in the cells. However,
blockadge of Ni by pertussis toxin evidences the presence of Ra-adenosine
receptors. It should be mentioned, however, that the accumuiation.of
cyclic AMP produced by activation of Ra-adenosine receptors is rather
small as compared to that produced by beta-adrenergic agents. This
suggest that either the number of this type of receptors is relatively

small or that their coupling is not very efficacious.
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Notes:

1.~ The abbreviations used are:

PIA, N6—phenyl-isoptopyl—adenosine
DDA, 2'5' dideoxy-~adenosine
NECA, 5'N-Ethyl carboxamide~adenosine

PGEZ, prostaglandin EZ

2.~ The terminology suggested by Rodbell (26) was used, i.e. Ni refers
to the inhibitory guanine nucleotide regulatory protein whereas
Ns refers to the stimulatory guanine nucleotide regulatory

protein.



Figure 1.

EFFECT OF PHENYL-ISOPROPYL~ADENOSINE (PIA) ON THE CYCLIC AMP
ACCUMULATION PRODUCED BY ISOPROTERENOL IN FAT CELLS FROM CONTROL
AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS.

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of | pg/ml
of adenosine deaminase, 10-7M isoproterenol and different concentrations
of PIA. Basal cyclic AMP levels in the absence of isoproterenol were
0.15 + 0.0l and 0.13 + 0.01 nmol/lO6 cells in cells from control and
pertussis toxin-treated rats, ;espectively. Control cells (open
synbols) cells from toxin-treated rats (closed symbols). Results are
the mean + S.E.M, of 8 determinations using different prep&rations in

each case.
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Figure 2.
EFFECT OF DIDEOXYADENOSINE (DDA) ON THE CYCLIC AMP ACCUMULATION PRODUCED
BY ISOPROTERENOL IN FAT CELLS FROM CONTROL AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED
RATS.

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of 1 ug/ml
adenosine deaminase, 10-7M isoproterenol and different concentrations
of DDA. Control cells (open symbols), cells from toxin-treated rats

(closed symbols). Other indications as in Fig. 1.
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Figure 3.
EFFECLT OF ADENOSINE AGONISTS ON CYCLIC AMP LEVELS IN FAT CELLS FROM
CONTROL AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS.

Adipocytes were incubated for 10 min in the presence of 1 pg/ml
of adenosine deaminase - and different concentrations of PIA (open

circles) or NECA {closed circles)., Other indications as in Fig. 1.
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Figure 4.
EFFECT OF ADENOSINE AGONISTS ON FREE FATTY ACID RELEASE IN ‘FAT CELLS
FROM CONTROL AND PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS.

Adipocytes were incubated for 60 min in the presence of 1 pg/ml
of adenosine deaminase and different concentrations of PIA (open
circles) or NECA (closed circles). Basal values for free fatty acid

release are presented in squares and in Table 1, Other indications as

in Fig. L.
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Figure 5.

EFFECT OF ADENOSINE AGONISTS ON CYCLIC AMP- LEVELS IN FAT CELLS INCUBATED
IN THE ABSENCE OR PRESENCE OF PERTUSSIS TOXIN.

Adipocytes were incubated in the absence or presence of pertussisg

toxin (2 ug/ml) for 3 hours. After this period, the cells were washed

and incubated ag indicated in Fig. 3. Other fndications as in Fig, 1,
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TABLE I.

EFFECT OF ADENOSINE DEAMINASE, PHENYL~ISOPROPYL-ADENOSINE (PIA) AND
PROSTAGLANDIN E, (PGEz) ON LIPOLYSIS IN FAT CELLS FROM CONTROL AND
PERTUSSIS TOXIN-TREATED RATS.

Adipocytes were incubated for 60 min under the conditions described
under Materials and Methods. Results are expresged as the means + S.E.M.

of at least 8 determinations using different cell preparations.

Free Fatty Acids (u}:‘.q/lo6 cells)

Control Pertussis

Basal 0.80 + 0.05 10.30 # 0.50°
Adenosine deaminase .

(1 pg/ml) 2,60 +0.30° 6.10 + 0.40°
Adenosine deaminase

+ PIA 1 M 0.95 # 0.10° 9.70 #0.30°
Adenosine deaminase

+ PGE, 10 uM D 6.50 + 0.50

p < 0.001 compared to basal controls
p < 0.001 compared to its respective basal group

p < 0.001 compared to its respective adenosine deaminase group

ND - not defemined
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