T ES TS

“REGULACION HORPMONAL DE LA UREOGENESIS”

PRESENTADA POR LA MEDICA CIRUJANA

SILVIA CORVERA BEHAR

PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRIA &N Citncias Biomepicas
(BIOLOGIA MOILECULAR)

1984




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENEIDO

INTRODUCGION . . pg.

El Cicle de 13 Urea . viiienvvennasvostonensenseennannrss 1

Mecanismos de Regulacidn de Vias Metabdlicas ............ 6

Regulacidn de la Urcoglnesis ...... P N 10
fEfectos hormonales sobre el higado............. R &
Mecanismos de Accidn Hormonal..........oovunn.. P | -

Modulacidn lormonal de la Ureoglnesis ..ve.senvensreneses 25

ASPECTOS METODOLOGICOS ...t eerene Ry Cebeeraee. vean. 28

TRABAJOS PUBLICADOS ....... Ciecereeneetiasaiesenarseass. {Se anexan)

DISCUSLON «vvvveseensenssnnernsensnneeeessorsesnrrenassaseeess 33



EL CICLO DE-TA UREA.

La importancia de las proteinas en la dieta de los vertebrados ra-
dica en que @éstas, ademds de su valor energético, son fuente de aminoaci
dos, Los amincacidos dentro del organismo, cstén sujetos a una serie com
plejé de reacciones metabSlicas, que pueden ser agrupadas en tres catego

-
rias:?

1. Incorporacidn de aminoacidos a proteinas tisulares.

"2, Sintesis de compuestds nitrogenados tales como bases pﬁriqas, catecgﬁ
laminas, creatina, etc.

3. Catabolismo, es decir, oxidacidn del aminoacido hasta COZ’ y elimini

cidn del nitrdgeno.

La magnitud relativa de cada uno de estos procesos varia en funcidn
de los requerimientos fisioldgicos y del estado nutricional del organismo
(1) Asf, durante el crecimiento y desarrollo de mn animal, la pronorcidn
de aminocacidos incorporados a protefnas y a otros compuestos, predominard
sobre la utilizada en obtener cuergfa por medio de la oxidacidn, Esto --—
gsiempre y cuando el aporte calérico proporcionado por 1os otros elementos
de la dieta, tales como carbohidratos vy 17pides, sea suficiente y balan-
cecado,

FEn el caso de un orgaismo adulto, la proporcidn de aminocacidos in-
corporados a protefnas es menor que en el orpanismoe en creciniento, y de-
pende de wiltiples factores como edad, sexo, embarazo, lactancia, cte. $i
el aporte protéico de la dicta de un adulto es mayor que su réquerimiento,

la proporcidn de aminoacidos degradados hasta €0, aumenta. La propercidn

de amincacidos degradados tambi@n se ve afectada por la ingesta calérica.



Cuando el aporte caldrico de la dieta es insuficiente para cubrir las ne-
cesidades del organismo, la degradacidn de aminocacidos aumenta y con esto
la excrecidn de NH4. El catabolismp de aminoacidos tawbién se ve muy aumei
tado en ciertas condiciones patoldgicas, como son las quemaduras 0 los -
traumatismos extensos, los sindromes intestinales de malabsorcidén o en el
estado canceroso,

Es eﬁidente que el destino de los aminoacidos de la dieta puede ser
muy variable, y estd sujeto a miiltiples wecanismos de control. El princi-
pal (o Gnico) controlador del metabolismo de los aminoacidos en los ver-
tebrados es el higado. Este es un monitor de la cantidad y tipo de amino-
acidos ingeridos en la diéta, y ajusta el metabolismo de estos compuestos
a los requerimientos fisioldgicos del organismo (1).

El catabolismo de los aminocacidos conlleva la produceién de amonio
libre. Este compuesto es extremadomente téxico, por lo rual su concentra-
cidn en sangre debe ser cuidadosamente regulada. Una vez mds, el hipade -
es el principal Srgano dinvolucrado en la detoxificacidn del awmonio. Através
de la evolucidon han surgido distintos wecanismos cuyo fin es eliminar del
organismo el awmonio producide a consecuencia del cataboliswo de los amino
acidos (2)., En los vertebrados acuﬁtiéos, el amonio es excretado directa-
mente a su ambicnte acuoso. En cstos animales, dencminados amoniot&licos,
el amonio derivado de los diversos aminoacidos se convierte en glutamina

a partir de amonio y glutamato y a expensas de ATP. La cnzima que lleva

a cabo esta reaccidn es la glutm

ino sintetasa. E1 amonio, en forma de glu

tamina (no téxica) es transportado del higado hasta los tubulos renales,
en donde mediante una reaccidn de hidedlisis catalizada por la glutaminasa,

es liberado directamente hacia la orina.



Los veptiles terrestres y las aves, son seres uricotélicos; es de-
cir, que excretan nitrdgeno en forma de dcido Grico; mediante una serie
compleja de reacciones en donde el anillo pilirico es sintetizado a bartir
de miltiples precursores, entre ellos amonio (2). ;

En la mayoria de los vertebrados terrestres, el amonio es‘excretado
en forma de urea. La biosintesis de la urea se lleva a cabo en el higado,
y estd constitufda por las reacciones esquematizadas en la figura 1. La
sihtésis de urea se inicia g partir de €0, y amonio. Las primeras dos en-
zimas, la carbamilfosfato sintetasa (CFS) y la ornitin transcarbamilasa
(0TC) sc localizan dentro de la mitocondria, mientras que las otras tres
enzimas -argininosuccinato sintetasa, argininosuccinasa y arginasa- son
citoplasmicas. La N-acetilglutamato sintetasa no estd directamente involu
crada en la biosintesis de la urea, pero cataliza la sintesis del N-acetil
glutamato, un cofactor csencial para la actividad de la carbamil fosfato
sintetasa (3).

La carbamil fosfato sintetasa estd localivada en la matriz mitocon-—
drial. Cataliza una reaccidn compleja, esencialmente irreversible, cn don
de se conjuntan una wolécula de MH,, ma de U dos de AIP para formar
un compuesto altamente inestable que es el carbamil fosfato.

El carbamil fosfato transfiere el grupo carbamilo a otra molécula,
la ornitina, en una reaccidn catalizada por la scgunda cnzima mitocoundrial,
la OTC. ELl producto de esta reaccidn es un compuesto 1lamado citrulina,
el cual sale de la mitocondria hacia el citosot para iniciar 1a porcidn
citopldsmica del ciclo de la urea,

la primera reaccidn citopldsmica del ciclo es la condensacidn del
grupo dmino de una molédcula de aspartato con el grupo carbamilo de la ei-

trulina, en presencia de ATP, para dar argininosuccinato. Lla enzima que
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cataliza esta reaccibn es la arginiosuccin;to sintetasa (ASS) (2).

la siguiente reaccidn, es una reaccidn de eliminacidn catalizada por
la argininosuccinato liasa, que da como productes a la arginina y al fu-
marato, Este {iltimo regresa al ciclo de Krebs, wmientras que la arginina,
sustrato de la dltima enzima del ciclo de la wrea, la arginasa, es hidro-
lizada a urea y ornitina. La urea es excretada como tal, mientras que la
ornitina puede ser reciclada (2).

La elucidacidn delkmecanismo de biosintesis de urea por Krebs y
Henseleit en 1932, mared una etapa fundamental en el desarrollo del pen-
samiento bioquimico., Por primera vez, la biosintesis de un compucsto se
explicd en tdrminos de reacciones quimicas identificadas en el sistema
bioldgico apropiado, Anteriormente, se pretendia que la explicacidn de
los eventog biosintéticas en los organismos vivos podia ser inferida a
partir de las propicdades gqnimicas de los reactantes. Ademfs, el trabajo

de Krebs y Henseleit fue la elave que permitid catender como cstaban or-

" ganizados los procesos metabdlicos celulares. Por otro lade y quizZ como

hecho de enorme trascendencia cen el pensamiento bioguimico, se establece
un Yciclo™ de reacciones en las cusles la concentracidn catalitica de
uno delos intermediarios es suficiente para mantener el flﬁjo funcional
a travds de una via metabdlica (4},

La actividad del cicle de la urea debe variar continuamente, en pro
porcibn directa a la cantidad de awinoacidos que son oxidadas hasta COZ,
produciendo amonio libre. En condiciones fisiolSgicas en las cuales esta
cantidad avmenta, la actividad-del ciclo de 1a urea puede 1legar a ser 14
mitante, dande como consecuencia la acumulacifn de amenio. Fsto sugiere

que las enzimas del ciclo de 1a urea nwo funcionan continuamente al wiximo

de su capacidad. Los mecanismos que impiden 1a actividad enzimidtica maxima



son importantes, pues también impiden que.todﬁ el amonio presente en
la célula sea drenado hacia la formacidn de carbamil fosfato. Esto ten-
drfa como consecuencia que la sintesis de otros compuestos nitrogenados
tales como piridinas, glutamato y aminoacidos no esenciales se inhibiera
por completo.

Se reconoce, entonces, que el flujo a través del ciclo de la urea en
condiciones normales debe estar limitado. Sin embargo, son necesarios me-
canismos de regulacidn que permitan aumentar eficientemente este flujo en
condiciones metabdlicas que asf lo requieran. Los mecanismos generales de
regulacidn metabélica que operan en animales pluricelulares, a los cuales
estd sujeta la via de sintesis de urea, se describen brevemente a continua

ciédn.
MECANISMOS DE REGULACION DE VIAS METABOLICAS

La adaptacidn de un organismo a su wedio externo, y el wantenimiento
de su homeostasis son fendmenos que demandan una flexibilidad metabdlica
considerable. Esta flexibilidad se logra mediante canbios en el flujo de
metabolitos a través de las distintas vias presentes en el organismo. Es-
tos cambios son producto de modificaciones en la actividad o cantidad de
una o varias de las enzimas que los constituyen, actividades que son limi
tantes bajo condiciones normales. Estas enzimas, y por lo tanto el flujo a
través de las vias, pueden ser reguladas a distintos niveles (6,7). En el
primer niQel, la regulacidn estaria dada por la velocidad de reaccidn de la
enzima, en funcifn de la concentracidn intracelular de protones pH , del sus

trato de la reaccidn, de cationes requeridos por la enzima, como podrian ser



++ . - .
Ca++, Mg++, Fe , etc., o de coenzimas, ZLas fluctuaciones en las concen-

traciones de estos elementos en la vecindad de cualquier enzima pueden
producir cambios en la actividad de la misma., En el segundo nivel, los
cambios de actividad se ejercen sobre ciertas enzimas especializadas, cu
yas propiedades cataliticas se ven modificadas por dos tipos de mecanis-
mos: El primero consiste en la activacidn o inhibicifin de la enzima iﬁor
efecto dela unién no covalente de un metabolito especifico a un sitin -
distinto al sitio catalitico, fendmeno conocido como alosterismo. Los ne
tabolitos que modulan la actividad de la enzima pueden ser los productos
finales de una via metabflica a la cual pertenece la enzima (rotroinhibi
cidn), o incluso son los sustratos de la misma. El segundo mecanisme con
siste en la modificacién de la actividad catalitica de la enzima median
te una modificacin covalente en su estructura, que a su vez estd catali
zada por otras enzimas. Estas modificaciones covalentes a menudo cambian
la Km de la enzima por su sustrato, la constante de activacidn para algiin
activador o la constante de inhibicidn para algilin inhibidor. La modifiqg
cidn covalente, mis que un mecanismo de activacién o inhibicidn de la en
zima eg un mecanismo que media la transicidn de la enzima de un estado a
otro, en los cuales responde de manera diferente a la concentracidn de —
sustratos y moléculas moduladoras. Se conocen dos tipos de wodificacidn
covalente involucradas en la regulacién de actividades enzimiticas: la -
fosforilacidn y la adenilacidn. Se reconoce actualmente que el mecanismo
principal de control de los eventos intracelulares por estimulos fisiolé
gicos externos es la modificacidn de la actividad enzimitica por fosfori
lacién.

En un tercer nivel de regulacidn metabblica, estd el control ejer-

cido por 1a cantidad total de enzima presente en la célula. Esta cantidad



resulta del balance entre la velocidad de degradacidn y la velocidad. de
sintesis de la enzima; esta {iltima a su vez depende del control de la -
transcripcién del gen y.de la sintesis de la protefna. Diversos metabo-
litos al igual que diversas hormonas son capaces de modificar la activi
dad transcripcional en zonas especificas del genoma.

En organismos pldricelulares, los cuales son producto de la accidn
coordinada de ciimulos de céiulas altamente diferenciadas, existe un cuar
to nivel de regulacidn metabdlica, que es la regulacidn neuro-endderina.
El sistema neuro-endocrino coordina o integra la accidn de los Grganos en
conjunto, en funcidn delas necesidades del organismo en su relacidn con
el medio externo. Este nivel de regulacidn intercelular es una extensidn
de los mecanismos de regulacidn intracelular, que ha surgido através de
la evolucién (7).

El sistema endocrino funciona por medio de un conjunto de sefiales
quinicas. Estas sefiales informan a un grupo de células del estado de -
otro grupo de células d;ntro del organismo, y sucitan automiticamente, -
una respuesta en ellas, Estas seiiales se 1laman hormonas, y son un conjun
to grande de mol&culas que varfan tanto cn composicién quimica, como en
el tipo de respuesta que producen en las células que afectan (8).

Qufmicamente, las hormonas pueden ser clasificadas en tres grupos:
las hormonas esteroides, derivadas del colesterol, que son de naturaleza
lipidica, las hormonas peptidicas y las hormonas derivadas de aminoacidos
como las hormonas tiroideas y las catecolaminas.

Las hormonas, como conjunto, producen una variedad grande de efec-
tos sobre las cflulas con las que interaccionan. Los efectos celulares -
de una hormona pueden ser clasificados en funcién del tiempo que transcu-

trre entre la interaccidn de &sta con su receptor, y la manifestacidn del



efecto hormdnal. En otras palabras; hay efectos hormonales cuya latencia
es devsggundés‘o minutos, como serfan la movilizacidn de Ca++ broducida -
por epinefrina; la acumulacidn de AMP ciclico por glucagon y la consecuen
te eétimﬁlacién de la glucogendlisis por estas hormonas. Otros efectos -
hormonales se producen despuds de tigmpos de latencia mds prolongados, de
horas o dias, como serfa la estimualcidn-de la sfntesis de transaminasas
en el higado producida por glucocorticqidés, o la estimulacién de la sin-
tesis de DNA y los efectos mitogénicos de 1la insulina y los factores de
crecimiento.

Los efectos tardfos de las hormonas generalmente involucran cambios
en la masa y composicifn de la célula. Estos cambios generalmente son pro
ducto de un aumento en la sintesis de proteinas, e involucran aumentos en
la transcripcidn de genes especificos y en.la sintesis de RNA mensajero y
proteinas. E1 tiempo de latencia del efecto hormonal refleja en cierta ma
nera algo del mecanismo por el cual la hormona ejerce su accidn. Asi, por
ejémplo, el mecanismo de accién de las hormonas esteroides involucra su -
penetracidn através de la membrana plasmitica, y su nsociaéiGn con recep-
tores solubles localizados en el citoplasma (8). Los esteroides activan. -
al receptor de tal forma que el complejo hormona-receptor se fija a la
cromatina nuclear. Esto produce la fijacidn de la RNA polimerasa a sitios
especificos del genoma y aumento de la transcripcidn de gemes. E1 RNA men
sajero formado dicta la sintesis de las proteinas para las cuales codifi-
ca, y fstas a su vez producen efectos sobre la c&lula. Todo este proceso
se lleva a cabo en horas o dfas despuds del estimulo hormonal, y perdura

hasta que los productos (RNAm, proteina) son degradados.

Es evidente, que la accidn de cstas hormonas produce cambios impor—

tantes en la masa y en la composicidn quimica de la c&lula. Fl mecanismo
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de accibn de‘hormonas cuyo tiempo de latencia es corto contrasta marcada-
mente; estés "hormonas, que en general son de naturaleza péptidica o deri
vados de aminoacidos como las catecolaminas, no penetran al interior de -
la célulé, sino que activan receptores especificos localizados sobre la -
cara externa de la membrana plasmitica (8). La activacién de estos recep-
tores produce una sefial intracelular, empleando lo que es conocido como
un "mecanismo de transduccidn", La sefial intracelular generada o "segun-
do mensajero", de alguna manera modifica la actividad de enzimas ya pre-
sentes en el interior de la c&lula, Estos procesos se llevan a cabo en se
gundos o minutos despu€s la interaccifn  inicial de la hormona, y per
dura s6lo mientras el estfmulo hormonal permanezca presente. A diferencia
de las hormonas esteroides, 1la accién de las hormonas peptidicas y de
las catecolaminicas no depende de un cambioc en la masa o composicifn ce=-
lular, sino que depende de modificaciones en la cinética de enzimas pre-
existentes en la cé€lula,

En general, es posible afirmar que el sistema endocrino, media las
necesidades adaptativas crénicas del organismo por medio de cambios en
la composicidn celular inducidas por hormonas de accidn lenta, y las ne-
cesidades adaptativas a situaciones agudas y transitorias mediante cambios

en la dindmica celular inducidos por hormonas de accidn ripida.

REGULACION DE LA UREOGENESIS

La sintesis de urea, al igual que todos los procesos metab8licos en
los organismos pluricelulares, estd sujeta a los cuatro niveles de regula-
ci6n metab8lica que fueron delineados previamente. lLos pasos enzimiti-

cos involucrados en la formaciln de urea a partir de citrulina y en la for
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macidn de citrulina a‘ﬁartir de bicarbonato y amonio fueron dilucidados
por Sarah Ratner, Philiﬁ P. Cohen y F. Lipman en las décadas de 1940 y
1950, La burificacién de las respectivas enzimas sucedid inmediatamente
después, y con ello el estudio de las propiedades fisicas, estequiometria,
cinétiéa, mecanismos de reaccidn, y mecanismos de regulacidn de cada una
de ellas.

La via combleta de sintesis de urea involucra reacciones enzimati-
cas tanto en elvcitoblasma como en la mitocondria, que son sujetas a con
trol.pér la concentracidn de sus sustratos, activadores e inhibidores.
Ademis, la bicompartamentalizacidn de las enzimas del ciclo de la urea
hace que sea necesario el transporte de metabolitos através de la membfa—
na mitocondrial. Existe un gran niimero de estudios que intentan identifi-
car los pasos limitantes en la via de la sintesis de urea. Se ha anali-
zado el papel de la disponibilidad de ATP (9), disponibilidad de equiva-
lentes reductores (10,11) niveles de diversos iones (12); actividades de
los sistemas de trasnsporte de aniones localizados en 1a membrana mitocon
drial (10), y disponibilidad de sustratos del ciclo én 1a regulacidén del
mismo (13). Estos estudios han demostrado que la sintesis de urca depende
en gran medida de la concentracin disponible de ATP, y ae el estado de
oxido reduccin de piridin nucleStidos en compartimentos celulares especi
ficos que a su vez altera la concentracién de metabolitos y su.transporte
através de la membrana mitocondrial.

La mayoria de estos estudios, han sido realizados utilizando con-
centraciones saturantes de ciertos Sﬁstratos, y, en muchas ocasiones, in-
hibidores metabdlicos. Estos estudios no permiten conocer cuales de estos

factores influyen sobre el flujo através del ciclo de la urca in pivo,
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Diversos estudios, basados en la cuantificacidn de la sintesis de
urea y citrulina en hepatocitos y de la sintesis de citrulina por mito-
ééndrias aisladas, han demostrado que bajo condiiiones fisiolBgicas la
velocidad de sintesis de urea se ve limitada por la actividad de la carba
mil fosfato sintetasa (CFS) (5).

Las propiedades de la carbamil fosfato sintetasa son importantes des
de el punto de vista de la regulacidn metabdlica, y han hecho de esta en-
zima el candidato principal para paso limitante-regulador de la sintesis
bde urea. Varios estudios han demostrado que entre 20 y 30% del total de
proteina de la matriz mitocondrial estd compuesta por CFS (5).

La actividad de la carbamil fosfato sintetasa (CFS) se ve limitada
por la concentracidn de N-acetil glutamato (AGA), activador alostérico por
el cual la enzima tiene un requerimiento absoluto (14) (ninguna de las
otras enzimas del ciclo parece requerir de activadores alost@ricos u otros
cofactores)., La activacidn por ACA se asocia a cambios en la conformacién
y estructura de la enzima. Ademis de AGA la CFS requiere Mg++ libre, y su
actividad puede ser afectada por sus sustratos (ATP, _HCO3 y NHB) y cler-
tos 1ones (Ca++) (5, 12).

Los aspectos mds estudiados en la regulacién del ciclo de la urea
han siéo los cambios adaptativos que involucran cambios en la cantidad de
las enzimas del ciclo, Estos estudios han sido realizados principalmente
en dos sistems; el primero cs el higado de rata sujeta a variaciones en
la cantidad de proteina de la dieta, Schimke (15), demostrd que la canti-
dad total de enzimas involucradas en la sintesis de urea aumenta enm pro-
porcidn directa a la cantidad de proteina presente en la dieta., Ademis
de las cinco enzimas que forman parte del ciclo, la actividad acetil

glutamato sintetasa y por tanto el nivel de AGA aumenta en proporcidn a
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la protefna ingerida. La cantidad de las enzimas del ciclo de la urea,
tambi8n aumenta durante el ayuno prolongado y bajo otras condiciones fi-
siolégicas que son acompafiadas por degradacidn y movilizacién de protei-
nas periféricas. Otro sistema muy estudiado es el de la induccidn de las
enzimas del ciclo de la urea durante la transicidn de amoniotelismo a
ureoteiismo en rana catesbeiana (3). El higado del remacuajo de la rana
catesbelana, durante la metamorfosis es sujeto de grandes cambios molecu
lares y en los organelos subecelulares. La transicidn del renacuajo del
amoniotelismo al urcotelismo es uno de los eventos bioquimicos mds tem-
pranos y de mayor importancia en la preparacidn AG este organismo para -
la vida terrestre como rana adulta. Durante esta transicidn ocurre la in
duccidn de la sintesis concentrada de las cinco enzimas del ciclo de la
urea y de la acetil glutamato sintetasa (3).

Este fendomeno de adaptacion al ureotelismo durante la mctamovfosis
natural, también bha constituido uno de los primeros estudios de la regu-~
lacidn endocrina del ciclo de la urea (16). Durante las décadas de los
segenta y setenta, se estudis el efecto de la tioxina sogre los niveles
de las enzimas del ciclo durante la wetamorfosis. Los cambios marcados
en la actiyidad de la carbamil fosfato sintetasa durante la metamorfosis
natural e inducida hicieron de esta enzima un marcador Gtil de los efec-
tos primarios de la tioxina. Estos estudios demostraron por primera vez
en la historia de la bioquimica, la sintesis de novo de una enzima espe-
cifica como respuesta a la aceldn de dicha hormona (16),

Es necesario enfatizar que adenmis de la sintesis de carbamil fosfato
sintetasa en respuesta a la tiroxina, hay un aumento concentrado en la
actividad de otras cnzimas involucradas en el ciclo., Ha sido demostrado

que el aumento en la actividad de la ornitin transcarbamilasa durante la
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estimulacién hormonal es debida a la sintesis de novo de un precursor
extramitocondrial y de su transporte hacia el interior de la mitocondria,
de manera andloga a lo observado para la carbamil fosfato sintetasa (16).

En otros anfibios, la exposicidn a hormenas tiroideas debe prece-
der o acompafiar el tratamiento con glucocorticoides para lograr obtener
un incremento en los niveles de carbamil fosfato sintetasa (17).

También ha sido estudiado el papel de estas dos hormonas, tiroxina
y glucocorticoides sobre la actividad de las enzimas del ciclo de la
urea en mamiferos. En el feto de la rata, existe un aumento en la canti-
dad de carbamil fosfato sintetasa y de arginasa inducido por hormonas ti
roideas, que se ve incrementado para la administracidn simultinea de cor
ticostercides. En estos organismos, la hipofisectomia produce un decre-
mento en la actividad enzimadtica (17). En animales adultos, la hipofisec
tomia aumenta la actividad de la carbamil-fosfato sintetasa y de la
ornitin transcarbamilasa, sin modificar la actividad de las otras enzi-
mas del clclo. Este aumento de actividad es contrarestado con la adminis
tracion de hormona del crecimiento (18).

Esto; estudios de regulacion endocrina del ciclo de la urea enfocan
principalmente aquellos efectos hormonales que producen cambios en los
niQeles totales de las enzimas del ciclo,

El aumento en la cantidad total de enzima es un mecanismo de adap-
tacidén importante y de regulacidn del ciclo de la urea, Sin embargo, se
da con tiempos de latencia muy prolongados, haciendolo ineficinete como
mecanismo de regulacidn inmediato que responda a cventos metabdlicos si-
bitos y transitorilos.

El mantenimiento de la homeostasis en el organisme requiere de me-

canismos mediante los cuales las vias metabdlicas, tales como la ureo-—
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génesis, puedan ser controladas de manera inmediata y transitoria. Uno
de estos mecanismos es la regulacidn por hormonas de accidn rdpida, que
permite la adptacidén del organismo a eventos metabGlicos slibitos y
transitorios. La regulacidn del ciclo de la urea por hormonas capaces de
producir efectos de corta duracidn, afectando la cinética de las enzimas

mis que sus niveles totales no ha sido ampliamente estudiada,

EFECTOS HORMONALES SOBRE EL HIGADO

En la seccldn que se presenta a continuacidn, se pretende ilustrar
la importancia que puede tener la accidn ridpida de cuando menos cuatro
hormonas, la epinefrina, el glucagon, la vasopresina y la angiotensina II,
en la modulacidn del metabolismo en situaciones agudas.

Quizds el ejemplo mis claro de la modulacidn hormonal rdpida del me
tabolismo hepdtico en funcidn de requeirmientos homeostdticos inmediatos
del organismo es el del sistema glucoregulador (19). El sistema glucore-
gulador manticne la constancia en la concentracidén de glucosa del medio
interno, através de la relacidn de dos hormonas peptidicas, la insulina
y el glucagon y através de las sefiales ncuroendocrinas que controlan la
concentracidn relativa de estas hormonas,

El funcionamienteo normal del cerebro humano requiere del aporte de
aproximadamente 6 gramos por hora de glucosa. La supervivencia y el avan
ce evolutivo depende de un sistema que garantice que estos requerimientos
energéticos del sistema nervioso sean satisfechos tanto en condiciones
basales como en periodos de stress. El mantenimiento de los niveles cons-
tantes de glucosa en sangre independientemente del grado de utilizacidn

de ésta, depende de la accién coordinada de la insulina y el glucagon,
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los Euales.controlan el eflujo y el influjo de glucosa hacia la sangre
respectivamente (19). l

En condiciones basales, aproximadamente el 757 de la produccidn de
glucosa por el higado estd mediada por la accidn del glucagon. Esta can
tidad es suficilente para suplir al cerebro con los requerimientos ener-
géticos basales. En situaciones de stress como la lucha o la fuga, sur-
ge una actividad muscular intensa, la cual aumenta grandemente la utili
zaciﬁn de glucosa por este tejido, Este consumo acelerado ripidamente
produciria hipoglicemia si la glucosa consumida no fuese inmediatamente
reemplazada. En estas circunstancias, el sistema nervioso asume el con-
trol de la produccidn de glucosa mediante la secrecidn de otra hormona,
la epinefrina. Esta catecolamina estimula la secrecidn de glucagon por
los islotes pancredticos (el cual a su vez estimula la produccidn de glu
cosa por el higado) e inhibe la secrecidn de insulina previendo la entra
da de la glucosa a tejidos insulina-sensibles como son el tejido adiposo
y el higado,

Ademds del control indirecto que ejerce la epinefrina a través de
los niveles de glucagon e insulina, esta hormona es capaé de actuar di-
rectamente sobrevla célula hepdtica estimulando la produccidn de gluco-
sa. Existen otras situaciones de stress distintas a la lucho o fuga, una
de las cuales es la hipovelemia. Una hemorragia grande puede producir
choque hipovolemico como consecucncia de la pérdida masiva de voliimen
circulante. En estas circunstanclas, el flujo sanguineo al cerebro se ve
reducido, y con &l, el aporte de glucosa. La supervivencia depende de me
canismos que permitan un aporte adecuado de glucosa a un sistema nervio-
so hipoperfundido. Uno de estos mecanismos es la segrecién de un nona-

peptido conocido como hormona antidiurética o vasopresina, Esta hormona
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es secreﬁadalggpongﬁgialﬁente‘ante‘pérdidas mayores de 107 en el volimen
extraéglgiérv(lbj.rtés éoncentraciones resultantes de vasopresina son su
ficienﬁgs;patéiéjétééf‘un efecto antidiurético sobre el rifidn y un efec-
to'preéétidiiépﬁo sobre la vasculafura periférica y de esta forma, mante
nef‘Ié‘ﬁresiSn sanguinea bajo situaciones de hipovolemia. A las concen-
trac¥ones'de vasopresina que se obtienen bajo estas circunstancias, esta
hormona produce un efecto directo sobre la c@lula hepdtica, estimulan-,
do 1a‘producc16n de glucosa por el hipgado.

La disminucidn en la presidn de perfusidn producida por la pérdida
del volGmen extracelular resultante de una hemorragia, es un potente es-
timulo que desencadena la accién del sistema renina-angiotensina {(21).
La renina, no es en si misma una hormona, sino una cnzima que cataliza
la formacidn de un grupo de hormonas activas, las angiotensinas. El sus-
trato de la renina es una Y globulina producida por el higado llamada

.
angiotensinogeno. Este es roto por la renina, produciendo un decapeptido
llamado angioteasina I. A su vez, cste decapeptido es sustrato de otra -~
enzima, la dipeptidil-dipeptidasa, cuyo producto es un octapeptido activo
1llamade angiotensina IIL,

La aﬁgiotcnsina IT es el agente vasoconstructdr mis potente que se
conoce, Tiene una accidn constructora directa sobre el misculo liso de
la pared vascular (21). El resultado de ta aplicacién de dosis fisiold-
gicas de angictensina II es un aumento en el flujo sanguineo hacia el -
sistema nervioso central.

Esta hormona también actia sobre la célula hepitica atraves de re-
ceptores especificos, estimulando la produccidn de glucosa por el higado,
La modulacidn ripida que estas hormonas ejercen sobre el metabolismo he-

pitico, en coordinacidn con los efectos que ejercen sobre otros sistemas
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tales como el vascular, es fundamental para el mantenimiento de la ho-

meostasis del organismo.

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL

Diversas hormonas son capaces de modular el metabolismo hepitico;
entre &stas las mis conocidas y mejor estudiadas son el glucagon y la
epinefrina, Tambi&n han sido estudiados algunos efectos de la vasopre
sina, la angictensina II y la oxitosina (22). En la mayoria de los es
tudios que han sido realizados se ha enfocade el efecto glucogenolitico
de estas hormonas. Es conocido que todas ellas aumentan la degradacidn
de glucbgeno hepitico a través de aumentos cn la cantidad de fosforila-
sa a en este tejido. Estos estudios también han demostrade que los me
canismos moleculares mediante los cuales estas hormenas producen el au-
mento en la cantidad de fosforilasa a varian, dependiendo del tipo de
hormona y del tipo de receptor que la hormona active (Fig. 2). En esta
seccidn se pretende revisar someramente la informacidn que se tiene acer
ca del mecanismo de accidn de cuatro hormonas previamente mencionadas.

En general, las hormonas que son capaces de producir efectos répidos
sobre la c@lula reaccionan con receptores especificos localizados en la
cara externa de la membrana plasmitica, Esta interaccidn produce la acu-
mulacidn de algiin metabolito intracelular, conocido como segundo mensa—
jero. Los eventos moleculares que suceden entre la interaccion hormona-
receptor y la acumulacidon del segundo mensajero constituyen el "mecanis-
mo de transduccidn" del receptor. Un memsajero intracelular cuya exis-
tencia ha sido claramente demostrada es el AMP ciclico (AMPc). Este nu-

eledtido se acumula en respuesta a la accién de varias hormonas polipep-
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tidicas, y de algunas catecolaminas. El papel biolégico del AMP cfclico
fue descubierto por Sutherland y colaboradores al estudiar los efectos
del glucagon y de la epinefrina en preparaciones de higado. Estos inves
tigadores demostraron la existencia de un factor termoestable capaz de
estimular 1la glucogenolisis, que se acumulaba bajo la influencia de es-
tas hormonas (7). Este factor fue identificado como AMP ciclico. La elu
cidacidn del mecanismo a través del cual el AMP ciclico es capaz de es-
timular la glucogendlisis fue un evento fundamental en la comprensidn
de la accidn hormonal. El AMPc es capaz de activar una protein kinasa,
la cual fosforila a la fosforilasa b kinasa convirtiéndola a una forma
mids activa (fig. 2). Esta enzima a su vez fosforila a la glucogeno fos-
forilasa b convirtiéndola a glucdgeno fosforilasa a, que es la forma mis
activa de la enzima. Esta, en presencia de fosfato inorginico, degrada
el glucdgeno y forma glucosa 1-P. Actualmente se reconoce que la fosfo-
rilacién de protefnas es el principal mecanismo mediante el cual los
eventos bioquimicos intracelulares, son controlados por estimulos exter-
nos (23),

La enzima que cataliza la formacién de AMP ciclico a partir de ATP
es la adenilato ciclasa, la cual se encuentra localizada en la cara in-
terna de la membrana plasmitica. El sistema a través del cual la activi-~
dad de la adenilato ciclasa es modificada por hérmonas estd constituido
por lo menos por tres clementos: (1) Un receptor especifico para la hor-
mona; (2) un complejo prot&ico que acopla a este receptor con la subuni-
dad catalftica de la ciclasa, cuya actividad estd regulada por nucleoti~
dos de guanina; (3) la subunidad catalitica de la ciclasa.

Los datos existentes muestran que el mecanismo primario a través

del cual el glucagon ejerce sus efectos en sus c&lulas blanco es el de



21

activacidn del sistema adenilato ciclasa (7).

La epinefrina y la norepinefrina son las dos catecolaminas que exis-
;ten en el oiganismo. La epinefrina funciona como una hormpné circulante.
que es liberada por la m&dula suprarenal, mientras que la norepinefrina
funciona principalmente como neurotransmisor, siendo liberado por las
terminales sindpticas noradrenérgicas. Ambas catecolaminas interaccionan
con receptores especificos, de los cuales existen dos tipos primarios,
los a adfcnérgicos y los B adrenérgicos (24). La identificacidn inicial
de estos dos subtipos de receptores se basd en estudios fisioldgicos
realizados por‘Ahlquist en una €poca en la cual los receptores adrenérgi
cos podfan ser descritos {inicamente en términos de la respuesta efectora:
se observd que ciertos efectos adrenérgicos tales como vasoconstriccidn,
dilatacidn de la pupila o exitacidn del miisculo uterino eran estimuladas
con mayor potencia por cpinefrina, despu@s por norcpinefrina y muy pobre
mente por isoproterenol, un andlogo sintético de las catecolaminas natu-
rales, Sin embargo, otros efectos tales como vasodilatacién, estimulacidn
del miisculo cardfaco e inhibicidn de la actividad uterinaleran estimula~
das con mayor potencia por isoproterenol, despufs por epinefrina y mds -~
pobremgnte por norepinefrina. Estas variaciones en la potencia relativa
de los agonistas cmpleados se atribuyd a una diferencia bioquimica en el
receptor involucrado en la mediacidn de estos efectos., Al primer subtipo
de le denomind o y al segundo, B (24).

En estudios posteriores, ha sido posible identificar a los recepto-
res directamente y no a travds de las respuestas celulares que evocan.
Esto se ha logrado mediante el empleo de agonistas y antagonistas selec-
tivos marcados radioactivamente. Los estudios de ligamiento de estos ra-

dioligandos a c€lulas o membranas aisladas han sido Gtiles en la identi-
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v

ficacidn, cuantificacidn y estudio de la regulacidn de 1los réceptores
adrenérgicos en tejidos animales (25).

Del conjunto de estudios fisioldgicos y de ligamiento ha surgido la
clasificacidn actual de los receptores adrendrgicos en cuatro subclases;
@, 9, B1 y BZ cuya presencia y nimero varia segiin el tipo celular y el
eétad6 fisioldgico del organismo.

Los receptores adrenérgicos tambi&n pucden ser distinguidos con ba-~
se en el mecanismo por el cual transmiten la sefial de la hormona al inte
rior de la célula, es decir, el mecanismo de transduccidn. Los recepto-
res B adrenérgicos, tanto Bl como 82 actfian a través del sistema adenila
to ciclasa, yde manera similar a la descrita para el glucagon, activan a
la enzima produciendo una acumulacidn intracelular de AMPc (Fig. 3).

Le rcceptores a, adrendrgicos también actflan a través del sistema
adenilato ciclasa pero de manera opuesta al de las aminas B adrenérgicas
y del glucagon, es decir inhiben la actividad de la enzima; la estimula-
cién del receptor a, adrenérgico puede contrarestar la accidn de los re-
ceptores que activan a la adenilato ciclasa (26). A diferencia de los re
ceptores P, 82 Y dy, los receptores a; no guardan ninguna relacién apa-
rente con el sistema adenilato ciclasa, la naturaleza del "segundo mensa

jero" producido bajo la activacidn del receptor «, adrenérgico se desco~

1
noce a la fecha, pero existe gran cantidad de cvidencia experimental in-
volucrando al calcio como mediador de las acciones ay adrendrgicas (27).
Es conocido que la estimulacidn del receptor produce una elevacién mar-
cada en la concentracidn de calcio libreen el citoplasma de varios tipos
celulares. La elevacidn en la concentracién de este ion puede producir -

la activacidn de varias protein kinasas dependientes de calcio, una de

las cuales es la fosforilasa b kinasa (Fig. 2)(28)., Mediante este meca-
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nismo la activacidn tanto de receptores B adrenérgicos como de receptores
de fipo @) conduce a2 la estimulagién de la glucogenolisis en hepatocitos,
El mecanismo por medio del cual la estimulacidn @) adrenérgica produce el
. L]
aumento en la concentracidn de calcio es desconocido. Sin embargo, existe
evidencia que asocia el aumento de calcio con una radpida degradacidén, se-
guidé de resintesis, de tres fosfoinositidos de la membrana celular, el
fosfatidilinositol, el fosfatidilinositol 4 bi fosfato y el fosfatidil-
inositol 4,5 trifosfato. El producto de hidrGlisis del fosfatidilinositol
4,5 trifosfato, el inositol 1,4,5 trifosfato podria mediar la liberacion
de calcio de compartimentos intracelﬁlares tales como la mitocondria o el
reticulo cndopldsmico. Esta hipdtesis estd sujeta a comprobacién experi-
mental (29).

La vasopresina, al igual que las catccolaminas, ¢s capaz de actuar
sobre sus c€lulas blanco a través de mis de un tipo de receptor. Esta hor
mona produce un aumento en la permeabilidad de los tubulos colectores del
rifién, por medio de receptores asociados en forma activatoria a la adeni-
lato ciclasa (30). Los receptores de vasopresina en el miisculo liso vas-
cular y en el higado no estiin asociadas a la adenilato ciclasa. En cstos
tejidos la vasopresina parece actuar aumentando los niveles intracelula--
res de calcio, mediante un mecanismo de transduceidn similar al de las
aminas ay adrenérgicas (31).

Existe evidencia que sugiere que los efectos de la angiotensina II
tanbi&n pudiesen estar mediadas a través de dos tipos de receptores dis-~
tintos. Esta hormona es capaz de atenuar la acumulacion de AMP cfclico
producida por glucagon en hepatocitos, y tambi&n es capaz de aumentar los

niveles citoplasmiticos de calcio a través de un mecanismo similar al de

las aminas a, adrenérgicas la vasopresina, asociado al recambio de los
l g y 3



25

polifosfoinositidos de la membrana plasmitica (32,33).

MODULACION HORMONAL DE LA® UREOGENESIS -

La mayor #érte de los estudios sobre los efectos de estas hormonas
enpel higédo se han avocado a las acciones glucogenoliticas de ellas,
eépecificamente a la activacién de la fosforilasa del gucogeno. Sin em-
bargo, la produccidn de glucosa por el higado puede estar proporcionada
por dos mecanismos., Uno es la glucogendlisis y el otro es la sintesis
de glucosa a partir de sustratos distintos a los carbeohidratos meéiante
el proceso de gluconeogenesis, Este proceso cobra gran importancia en
condiciones en las cuales hay una rdpida deplecidn del glucégeno hepiti
co, como podrfan ser un ayuno de mis de 12 horas, o situaciones de stress
agudo como las descritas previamente. Bajo estas condiciones, el aporte
de glucosa al sistema nervioso estd proporcionado por la sintesis de es
te carbohidrato a partir de tres fuentes fundamentales; el glicerol, el
dcido ldctico y los aminoacidos producidos en la degradacidén de proteil-
nas.

Los efectos gluconeogenicos del glucagon, la epinefrina la vasopre
sina y la angiotensina II han sido descritos (34). Sin embargo, el meca
nismo a través del cual estas hormonas estimulan las enzimas limitantes
en la via gluconeogenica no se conoce de una manera tan precisa como el
mecanismo de estimulacidn de 1a glucogendlisis,

La estimulacidn de la gluconcogenesis a partir de aminoacidos tiene
como consecuencia inmediata un incremento en la cantidad de amonio libre
formado a partir de la deaminacién de cstos precursores. La cantidad de

urea formada aumenta en este tipo de condiciones fisioldgicas en las -
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cuales es necesaria una movilizaciSn de aminoacidos de las proteinas
periféricas hacia el hfgado. De aqui se hace aparente que los procesos
que conducen a una estimulacidn de la gluconeogenesis deben producir -
una estimulacién paralela del flujo a través del ciclo de la urea. La
estimulacidn de la ureogenesis por el glucagon y la epinefrina ha sido
docﬁméntaéa(35,36). Sin embargo, no se conoce el papel de hormonas ta-
les comd la vasopresina o la angiotensina II en la actividad de la via
ureogenica. El mecanismo a trav@s del cual estas hormonas estimulan los
pasos limitantes de la ureogenesis es desconocido.

La presente tesis estd constituida por cuatro publicaciones. Como
puede apreciarse todos estos trabajo confluyen en un inter@s general am-
plio: conocer la regulacién hormonal de la urcogénesis, los mecanismos
involucrados en dicha regulacidn y los mecanismos de accibn de estas hor
monas. En el primer trabajo se caracteriza cual de los distintos subti-
pos de receptores adrenCrgicos presentes en el higado media la estimula-
cién de la sintesis de urea producida por la epinefrina, en el animal
adulto. Los subtipos de receptores adrenérgicos que median las respuestas
metabdlicas a la epinefrina pueden variar en funcidn de diversos factores.
En el segundo trabajo 'se describe como la edad del animal es un factor
que influye en el subtipo de receptor involucrado en la estimulacidn de
la ureogenesis por epinefrina. En el tercer trabajo, se describen por
primera vez los efectos ureogenicos de los dos peptides vasopresores,
la vasopresina y la angiotensina TI, Se analiza el papel del calcio en
la produccidn de los efectos ureogenicos del glucagon, de la epinefrina
y de los dos peptidos vasopresores. Se localiza en la mitocondria uno de
los sitios de estimulacién de la via ureogénica, en virtud de que las

cuatro hormonas estudiadas producen un incremento en la capacidad de sfn-



27
tesis de citrulina por estos organelos,
En el cuarto trabajo, se identifica a la glutaminasa mitocondrial

como una de las enzimas involucradas en la estimulacidn hormonal de la

ureogenesis.
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ASPECTOS METODOLOGICOS

En general, los experimentos fueron.realizados empleando hepatocitos
aislados de ratas hembras de 14 cepa Wistar. Las c8lulas obtenidas fueron
incubadas en presencia o ausencia de los agentes cuyos efectos se  estu-
diaron. Los parametros cuantificados en los cuatgo trabajos fueron: 1)
produccidn de urea a partir de glutamina; 2) acumulacidn de AMP ciclico;
3) marcaje de fosfatidilinositol con 32(P)Pi 3 4) Produccidn de citrulina
‘en mitocpndrias aisladas de célulés; 5) Actividad de glutaminasa mitocon-—
drial.

A continuacidn se detallan los métodos empleados:

Aislamiento de las c@lulas: Los hepatocitos fucron aislados empleando la

técnica enzimitica deserita por Berry y Friend en 1969 (37). E1 fundamen-
to de esta técnica consiste en exponer al miximo los espacies intercelula
res del higado a la accidn de la colagenasa, la cual degrada gran parte
de los elementos adhesivos presentes entre c€lulas. Esto se logra por me-
dio de la infusidn continua, a travég de la vena porta, de un medio sali-
no amortiguado en el cual se encuentra disuelta la colagenasa. Fl medio
empleado en estos experimentos fue el Krebs-Ringer bicarbonato, consti-~

tuido por NaCl 120 mM, KC1 4.75 uwM, Ki, PO

4 1.2 mM/NgS()A 1.2 M, NaHCO4

2 3

12 mM y CaCl, 1.27 M, ajustado a pH 7.4 a 37°C equilibrado con 02/C02
(95% / 5%) .

Este medio, con colagenasa, es recirculado hasta que la consistencia
del hfgado se vuelve blanda, y &ste se desintegra ficilmente al presionar
1o con una espitula. E} tejide dispersado se [iltra a través de una malla
de nylon, y la suspensidn de c@lulas asi obtenida se centrifuga a baja

velocidad. E1 sobrenadante se descarta y las células se resuspenden en
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medio fresco suplementado con albumina bovina al 17%.
Ellaparaﬁo que se utiliza para la perfusién se muestra en la fig. 4.
Estd constituido por tres recipiéntes de vidrio, de doble pared, una bom-

ba de recirculacidn de agua, una bomba peristfiltica y tuberia de hule y

tygon. -

Produccidn de Urea por c@lulas aisladas: Alicuotas de la suspensidn de he

patocitos fueron agregadas a tubos de plastico en los cuales se encontra-
ba Ringer Krebs suplementado con albumina 1%, y con glutamina, ornitina y
glucosa para dar una concentracidn final de 10, 2 y 10 mM respectivamente.
Los agéntcs cuyos efectos fueron estudiados también se agregaron desde el
inicio de las incubaciones. Los tubos fueron tapados e incubades en un
bafio de agitacidn a 37°C, durante 60 minutos. Al final de la incubacién,
la urea producida fue cuantificada mediante la t@cnica descrita por Gutman
y Bergmeyer (38). Esta t&cnica consiste en incubar alicuotas del sobrena
dante de las células e; presencia de ureasa, con lo cual se obticne la
hidrdlisis de la urea presente, dando una cantidad proporcional de amonio,
Este es cuantificado mediante la técnica colorimétrica basada en la reac-

cibn de Berthelot, en la cual se forma azul de indofenol.

Acumulacidn de AMP ciclico: Las c&lulas fueron incubadas durante 2 minu-

tos en presencia o ausencia de los agentes estudiados en el mismo medio

descrito anteriormente suplementado con Teofilina. Esta metilxantina in-
hibe la actividad de la fosfodiesterasa, cnzima que rompe ¢l AMP ciclico,
y permite que los niveles alcanzados por el nucledtido se mantengan por

tiempos mds prolongados. EL AMP cfclico fue determinado en extractos icidos
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. 37°C

Fig. 4.- Aparato de "perfusidn empleado para el aislamiento de c@lulas,

En el recipiente de doble pared A contiene Ringer Krebs libre de Ca++
con lo cual se perfunde inicialmente el higado aiglado, que se coloca en
el recipiente B. El medio se desecha despuds de su paso por el higado.
Despu&s se continfia la perfusién‘con Ringer Krebs con Ca++ y colagenasa
contenido en el recipiente €. Este se recircula mediante una bomba peris-
taltica (D), La temperatura se mantiene mediante 1la recirculacidn de agua
a 37°C por la doble pared de los recipientes. Los medios se mantienen

saturados de 02/CO2 mediante burbujeo (F).
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‘neutralizados de las suspensiones célulares. la técnica empleada fue ia
descrita por Brown' (39), basada en un eﬁsayo de saturacidn de los sitios
especificés para AMP ciclico presentes en la'protciha kinasa. La magni-
tud del desplazamiento del pegado de una cﬁntidad conocida de [3H]AMPc
por el AMP cfclico presente en los extractos, es una medida de la canti-

dad de AMP cfclico presente.

Marcaje de fosfatidilinositol : Los efectos de los agentes estudiados so

bre la incorporacidn de [BZP]Pi a fosfatidilinositol fue estudiada. Las
células se incubaron durante 60 minutés en el medio descrito previamente
suplementado con [32P]Pi. Al final de la incubacién, los 1ipidos celula-
res fLeron extraidos con cloroformo: metanol (2:1). Los distintos fosfo-
1f{pidos fueron separados mediante cromatografia en placa fina (40). La
cantidad de fosforo incorporado a cada fosfolfpido se cuantificd contan-

do la radioactividad presente en el polvo de Silica gel de cada mancha

empleando un contador de centelleo.

Sintesis de citrulina por mitocondrias : Para estudiar los efectos de

los agentes empleados sobre la capacidad de sintesis de citrulina por las
mitocondrias, se empled un extracto mitocondrial crudo preparado a partir
de hepatocitos aislados.- Las células fueron incubadas en presencia o au-
sencia de las hormonas durante 10 minutos, Al final de esta incubacién,
las suspensiones se centrifugaron, se descarté el sobrenadante y las cé-
lulas se lavaron con un medio constituido por Manitol 250 mM, Tris-HC1

20 mM y EGTA 1 mM pH 7.4 a 4°C. Ei extracto crudo de mitocondrias se ob-
tuvo homogenizando suavemente las c€lulas en presencia de digitonina, di-

luyendo y centrifugando los homogenados a baja velocidad. Menos del 10%
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de la actividad‘de enzimas citoplasmicas permanece en el precipitado,
que a su vez muestra un enriquecimiento de actividad enzimdtica mitocon-
drial (41), Alicuotas de esta preparacidn mitocondrial se incubaron a
25°Cva 7.4 durante 10 minutos en un medio conteniendo como fuentes de
amonio NHACl 10 m4 o glutamina 10 mM segiin lo indicado en cada experimen
to. La.cantidad de citrulina formada fue cugntificada en extractos &cidos
neutralizados de la suspensidn de mitocondrias, empleando el método colo-
rimdtrico descrito por Ceriotti y Gazaﬁiga, modificado por Prescott y
Jones (42).

Actividad de glutaminasa mitocondrial : La actividad de glutaminasa fue

medida en preparaciones crudas de mitocondrias aisladas de células que
fueron incubadas por 10 min en presencia o ausencia de los agentes estu-
diados. La técnica de aislamiento de mitocondrias usada fue la descrita
previamente. La actividad de glutaminasa fue estimada mediante la cuanti
ficacién del glutamato producido a partir de glutamina durante 10 minu-
tos, por alicuotas del extracto mitocondrial incubadas en Qn medio con-
teniendo glutamina 20 mM. Despuds de la incubacidn, el glutamato formado
fue cuantificado mediante la t&cnica enzimdtica descrita por Bernt y
Bergmeyer (43). En ésta técnica, el glutamato es sometido a la accidn de
la deshidrogenasa glut&mica, con la consecuente formacidn de NADH. La can
tidad de NADH formada se estima midiendo el cambio de densidad optica a

340 nM.
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S. CORVERA and J.A, GARCIA-SAINZ, ay-Adrenoceptor activation stimulates urcogenesis in rat hepatocytes,

European J. Pharmacol. 72 (1981) 387390,

Epinephrine produced a dose-dependent stimulation of ureogenesis. Epinephrine action was unaffected by the
#-adrenergic antagonist propranolol hut was blocked by the a-adrenergic antagonists prazosin and yohimbine.
Prazosin was approximately 3 orders of magnitude more potent than yohimbine, indicating that the adrenoceptor

involved in this action is of the &,-subtype,

ty-Adrenoceptors Urcogenests Hepatocytes

1. Introduction

It has been found that epinephrine stimu-
lates ureogenesis in isolated hepatocyles
through an e-adrenergic mechanism (T'ither-
adge and Haynes, 1980). a-Adrenergic recep-
tors have been divided into a, -ind a,-subtypes,
according to the order to potency of selactive
agonists and antagonists (Berthelson and Pet-
tinger, 1977) and more recently by their
association to specific effector systems (Fain
and Garcra-Sainz, 1980; Garcfa-Sdinz et al.,
1980). Prazosin and yohimbine have been the
most useful agents for the pharmacological
demarcation of a,- and a;-adrenergic recep-
tors and actions. Prazosin is approximately
3 orders of magnitude more potent at «;- than
at aj-adrenoceplors whereas yohimbine is
more polent at aj-adrenoceptors (Berthelson
and Pettinger, 1977; Aggerbeck et al.,, 1980;
Garcia-Sainz et al,, 1980; Hoffman et al.,

*** To whom correspondence should be sent: Apar-
tado Postal 70-600, México 20, D.F,, México.

1980). Adrenoceptors of the a,-sublype are
not linked to adenylale cyclase whereas a,-
adrenoceptors are linked to the cyclase in an
inhibitory fashion (Fain and Garcia-Sdinz,
1980; Garera-Siinz et al., 1980). a,-Adrenergic
actions seem to involve in their mechanism of
signal transduetion the turnover of phosphati-
dylinositol and changes in the cytoplasmic
concentration of caleium (Fain and Garcia-
Siinz, 1980; Guarcia-Siinz et al.,, 1980). a,-
Adrenergic actions scem to be mediated by a
decrease in cyclic AMP (Fain and Garcla-
Sdinz, 1980; Garcia-Sdinz et al., 1980). Both
ay- and aj-adrenoceptor subtypes have been
defected in rat hepatocytes (Hoffman et al.,
1980). The present data indicate that «,-
adrenergic receptors are involved in the stimu-
lation of ureogenesis by epinephrine in rat
hepatocytes.

2. Materials and methods

L-Epinephrine, yohimbine HCl and urease
{type 3) were obtained from Sigma Chemical
Co. Bovine serum albumin (fraction V, lot U

0014-2999/81/0000—0000/302.50 © Elsevier/North-Holand Biomedical Press
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13707) and collagenase (lot 40C190) were ob-
tained from Reheis Chemical Co. and Wor-
thingion, respectively. Prazosin was a generous
gift from Pfizer Inc.

Female Wistar rats (180-200g) fed ad
libitum were used. Hepatocyles were isolated
by the method of Berry and Friend. (1969) as
modified by Tolbert et al. (1980). Hepato-
cytes were suspended in Krebs Ringer bicar-
bonate buffer at pH 7.4, saturated with O,/
CO, (95%-56%), at 37°C and supplemented
with 1% albumin, 10 mM glucose, 10 mM
glutamine, 10 mM malate and 2 mM ornithine.
Aliquots of the cell suspension (0.5 ml con-
taining 35-40 mg of cells wet weighl) were
added lo plastic tubes containing 0.5 ml of
the suspending medium and the agents Lo be
tested, Cells were incubated for 60 min ina
water bath shaker at 37°C under an 0,/CO,
(956%-5%) atmosphere. The incubation was
stopped by adding perchloric acid (final con-
centration 6% w/v). Extracts were neutralized
and assayed for urea (Gutman and Bergmeyer,
1974).

3. Results

The time course of the epinephrine effect
on urea production was examined, The results
described Lelow are lhe means + SEM. of
duplicates from 3 cell preparations. The basal
amount of urea was 4.65 + 0.15 nmol/mg of
cells wet weight, After 20 min of incubalion
there was a significant (P < 0.001) stimula-
tion of ureogenesis by epinephrine (107% M),
10.57 + 0.26 compared Lo 12.59 + 0.29 nmol/
mg of cells wet weight, control cells and cells
stimulated by epinephrine respectively, Epi-
nephrine stimulation of ureogencesis was
greater at 30 min (13.85 * 0.23 compared to
18.60 £ 0.77 nmol/mg of cells wet weight,
control cells and cells stimulated by epineph-
rine respectively, P <0.001) and at 60 min
(30.92 £ 0.19 compared to 42.05 + 0.93 nmol/
mg of cells wet weight, control cells and cells
stimulated by epinephrine respectively, P <
0.001), All further experiments were carried
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Fig. 1. Panel A. Dose-response curve for epinephrine
action on ureogenesis. Hepatoeytes were incubated
for 60 min in the absence (star) or presence (circles)
of different concentritions of epinephrine. Results
are given as the means and vertical lines represent the
S.EM. of triplicates from 3-6 cell preparations.
Panel B. Inhibition of epinephrine stimulation of
ureogenesis by aadrenergic antigonists. Hepatoeytes
were incubaled for 60 min with epinephrine 10 gM
(circle) and different  concentrations of prazosin
(triangles, solid liney or yohimbine (squares, broken
line). Results are given us the means and vertical
lines represent the S.EM, of triplicates from 5—7
cell preparations,

out for 60 min, The effect of epinephrine on
urea production was dose-dependent (fig. 1).
The stimulation produced by 10 pM epi-
nephrine was not affected by the fadrenergic

TABLE 1

Effect of epinephrine and adrenergic antagonists on
urea production in isolated rat hepatocytes, Hepato-
cytes were incubated for 60 min. Results are expressed
as the means £ S EM. of triplicates from 5-7 cell
preparations.

Urea (nmol/my of

Addition
cells wet weight)

None 30.37 £ 0.66
Epinephrine 1075 M 3873 +1.08
Epinephrine 105 M +

propranolol 1075 M 39.861 4£0.98
Epinephrine 1075 M +

prazosin 1076 M 31,26 £ 0.78

Epinephrine 10-5 M +
yohimbine 3X 1079 M
Propranolo) 10-5 M
Prazosin 1076 M
Yohimbine 3 X 10-4 M

30.72 £0.92
29.91£2.40
31.77£0.90
28.11 £ 0,66
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antagonist propranolol (tablel) but was
inhibited by the «-adrenergic antagonists pra-
zosin and yohimbine (fig. 1 and table1).
Prazosin was approximately three orders of
magnitude more potent than yohimbine (fig.
1). Prazosin (107*M) and yohimbine (3 X
107* M) were without effect on hasal urea
production (table 1).

4, Discussion

Both «,- and «j-adrenoceptlors seem to be
present in rat hepatocytes (Hoffman et al.,
1980). «;-Adrenoceptors represent approxi-
mately 80% of the total a-adrenergic recep-
tors in this cell (Hoffman et al., 1980). Prazo-
sin and yohimbine are selective antagonists
for ;- and «,-adrenoceptors respectively
(Berthelson and Pettinger, 1977; Hoffman ct
al,, 1980). The present results suggest that
the a-adrenoceptors involved in the stimula-
tion of ureogenesis by epinephrine are of the
a,-subtype.

Qur results are similar to those of Tolbert
et al. (1980) who found that prazosin was
much more potent than yohimbine in
inhibiting the stimulation of phosphalidylino-
sitol labelling due to epinephrine, They are
also consistent with the data of Hoflman et al,
(1980) and Aggerbeck et al. (1980) whe
found that prazosin was approximately 3
orders of magnitude more potent than yohim-
bine in blocking the activalion of phosphory-
lase by epinephrine. Furthermore, Kneer et al.
(1980) reported that prazosin inhibited the
stimulation of gluconcogenesis by epineph-
rine at concentrations similar to thoserequired
to block the stimulation of urcogenesis by the
hormone.

It has been proposed that a;-adrenoceptors
act through calcium sipnalling, whereas ag-
and f-adrenoceptors act through adenylate
cyclase, in inhibitory and stimulatory fashions
respectively (Fain and Gareia-Sdinz, 1980).
Knowledge of the nature of the receptor
involved, together with information on their
respective association with distinet effector

389

systems, suggests possible mechanism(s) by
which hormonal stimulation of metabolic
pathways may be accomplished. The results
reported here suggest that modifications in
the cytosol calcium concentration may be of
importance in the modulation of urea hiosyn-
thesis in rat hepatocyles.

Other actions of epinephrine such as
stimulation of glycogenolysis (glycogen phos-
phorylase activation) (Aggerbeck et al., 1980;
Hoffman et al., 1980) glyconeogenesis (Kneer
et al., 1980) and labelling of phosphatidylino-
sitol {Tolbert et al.,, 1980} are also mediated
by aclivation of «,-adrenoceptors. No
metabolic action due to aclivalion of a,-
adrenoceplors  in  hepatocytes has been
reported yet and their physiological signifi-
cance remains uncertain,
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The adrenoceptors involved in the stimulation of ureogenesis by epinephrine in hepatocytes from young rats were
studied. It was found that both a;~ and f-adrenoceptors are involved in this stimulation. This is in contrast with the
results obtained using hepatocytes from older animals in which the effect is of pure aj-adrenergic nature. Qur results
indicate that there are age-dependent modifications in hepatic adrenergic responsiveness.

a;-Adrenoceptors f-Adrenoceptors

1. Introduction

1t was recently reported that the a-adrenoceptor
involved in the stimulation of urcogenesis by epi-
nephrine is of the a;-subtype (Corvera and Garcia-
Sainz, 1981). It was shown that this stimulation of
urcogencsis was not affected by the -adrenergic
antagonist propranolol and was completely
blocked by the selective aj-adrenergic antagonist
prazosin (Corvera and Garcia-Shinz, 1981), Blair
et al. (1979) have reported variations in hepatic a-
and B-adrenergic tesponsiveness with age; they
found that both a- and B-adrenergic receptors are
involved in the catecholamine-mediated hepatic
glucose output by hepatocytes of young rats. This
paper describes the involvement of f-adrenocep-
tors in the stimulation of urea biosynthesis by
epinephrine in hepatocytes of young rats.

2. Materials and methods

I-Epinephrine, urcase (type 111), dl-propranolol,
I-phenylephrine and l-isoproterenol were obtained

 To whom all cotrespondence should be addressed: Apartado
Postal 70-600, 04510 México, D.F., Mésico.
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from Sigma Chemical Co. Bovine serum albumin
(fraction V, lot U3707) and collagenase (lot
40C190) were obtained from Reheis Chem. Co.
and Worthington respectively. Prazosin was a
generous gift from Plizer, Inc.

Female Wistar rats, 27--35 day old, weighing
100--150 g, fed ad libitam were used. Hepatocytes
were isolated by the method of Berry and Friend
(1969) as modified by Tolbert et al. (1980). In-
cubations were done as previously described
(Corvera and Garcla-Shinz, 1981), in Krebs Ringer
bicarbonate buffer, supplemented with 10 mM
glucose, 10 mM glutamine, and 2 mM ornithine,
adjusted to pl 7.4 at 37°C, saturated with O, /CO,
(95%~5%). Urea was assayed in ncutralized per-
chloric acid extracts (Gutman and Bergmeyer,
1974). Statistical significance of the differences
between comparable groups was determined by
the Student’s t-test.

3. Results

Epinephrine stimulates urea biosynthesis in a
dose-dependent fashion (Corvera and Garcia-
Siinz, 1981). Maximal stimulation of urea bio-
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synthesis by epinephrine was not significantly
modified by the f-adrencrgic antagonist pro-
pranolol. In the presence of propranolol (107° M),
prazosin antagonized the action of epinephrine in
a dose-dependent manner (fig. 1). The effect of
cpinephrine was completely blocked by 107*M
prazosin. Prazosin alone (1073 M) significantly di-
minished (P < 0.001) the effect of epinephrine, but
did not abolish it, i.c., a residual 23% stimulation
over control (P < 0.005) was observed, This resid-
ual stimulation was antagonized by propranolol in
a dose-dependent fashion, being completely abol-
ished at a concentration of 107° M (fig. 1).

The cffects of the adrenergic agonists isopro-
terenol and phenylephrine were also studied. A
dosc-response  curve  for the f-adrenoceptor
agonist, isoproterenol, is shown in fig. 2 (panel a),
The cffect of isoproterenol was unaffected by
prazosin (data not shown) but was antagonized
and completely abolished by propranolol (fig. 2
panet b). The effects produced by maximally effec-
tive concentrations of isoproterenol, epinephrine
or phenylephrine were compured with the effect
produced by the addition of both phenylephrine
and isoproterenol (fig. 2, panel ¢). Phenylephrine,
which preferentially stimulates a-adrenocepiors,
was less effective than isoproterenol for stimulat-
ing ureogenesis. When both agents were added to
the cells, the effect obtained was consistently
greater than the effect of any of the agents alone,
and comparable to that produced by epinephrine
(fig.2). In mature rats (> 80 days old, weighing
>200g) prazosin completely abolished the cffect
of epinephrine, and isoproterenol was without ef-
fect (data not shown).

4. Discussion

The stimulation of urca biosynthesis by epi-
nephrine in hepatocytes obtained from mature rats
is a pure a;-adrencrgic effect which is completely
blocked by prazosin (Corvera and Garcia-Siinz,
1981). The data presented in this paper demon-
strate the existence of a f-adrenergic component
in the action of epincphrine on urcogenesis in
hepatocytes from young rats, Although both re-
ceptors are involved in the adrenergic stimulation
of urcogenesis, stimulation of the aj-receptor alone
by epinephrine scems to be enough to clicit the

9

maximal response. The B-adrenergic component of
cpinephrine action becomes apparent only when
the ay-receptor is blocked; this residual response is
of the same magnitude as the maximal response
obtained with isoproterenol. This suggests that,
even in young rats where the presence of func-
tional adrenoceptors can be demonstrated, the
ureogenic effect of epinephrine is mediated prim-
arily through the aj-adrenoceptor system.

Phenylephrine  preferentially  stimulates -
adrenoceptors although it is less effective than
epinephrine. When both isoproterenol and phenyl-
ephrine were added to the cells, the effect was of
similar magnitude to that produced by epineph-
rine. This suggests that both ;- and f-adrenocep-
tors may contribute to produce maximal adren-
ergic stimulation of urea biosynthesis in hepato-
eytes from young animals. Our data are in agree-
ment with those of Blair et al. (1979) and support
the suggestion that mawration of the rat is accom-
punied by loss of functional B-adrenoceptors in
the liver. However, the contribution of the
B-udrenoceptor system in the urcogenic response
to epinephrine seems to be small,
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Summary

Vasopressin, angiotensin 11, glucagon and epinephrine (through
a cAMP-independent, alphajadrenergic mechanism), stimulate
ureogenesis in isolated rat hepatocytes. Mitochondria, isolated
from hepatocytes which were previously treated with these hormones,
displayed an enhanced rate of citrulline synthesis in the presence
of NH,Cl as the nitrogen source. Yhen mitochondria were incubated
with glutamine as the nitrogen source, only those mitochondria
isolated from hepatocytes previously treated with epinephrine or
glucagon displayed an enhanced capacity to synthesize citrulline.

When cells were incubated in the absence of extracellular
caleium, the effects of vasopressin and angiotensin I1 on urea
synthesis were abolished, whereas those of epinephrine and glucagon
were only diminished. Mitochondria isolated from cells incubated
under these conditions, showed that the effect of all these homones

. on citrulline synthesis could still be observed. However, the effects
of glucagon and epinephrine plus propranolol were larger than those
of angiotensin II or vasopressin,

Phosphatidylinositol labeling was significantly increased by
epinephrine, vasopressin and angiotensin IT both In the absence or
presence of calcium. Cyclic AMP levels were significantly increased
by glucagon or epinephrine but not by vasopressin or angiotensin 11
The effect of epinephrine on cyclic AMP levels was blocked by
propranolel both in the absence or presence of calcium.

1t 15 well known that catecholamines and glucagon stimulate urcogenesis in
rat hepatecytes (1-3), Mitochondria isolated from hepatocytes treated with these
hormones display an increased rate of citrulline synthesis (2,4), The alpha
adrenoceptor involved in the stimulation of urcogenesis by epinephrine is of
the alpha) subtype (3). Activation of alpha; adrenoceptors produces an increase
in phosphatidylinesitol turnever (5) and changes in calcium fluxes, leading to
an increase in cytosolic calcium concentration (6-8). This scems to be the
signalling mechanism following alpha adrenoceptor stimulation (9,10). Two
vasopressor hormones, vasopressin and angiotensin 11 scem to share this
signalling mechanism (5,11). The possibility that these two vasopressor hormones
might stimulate ureogencsis through an enhanced rate of citrullipe production
was explored. In this paper, the stimulatory effects of vasopressin and
angiotensin Il on ureca blosynthesis im rat hepatocytes, and on citrulline
formation in mitochondria igolated from howmonc-treated hepatocytes, is reported
The role of extracellular calcium in these two effects is also presented.
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Materials and Methods

1-Epinephrine, dl-propranolol, angiotensin II, arginine-vasopressin,
urease and rotenone were obtained from Sigma Chem. Co. Glucagon was a gift from
El{ Lilly. Collagenase and bovine serum albumin (fraction V) were obtainced from
Worthington and Reheis, ru5pectively.[3ll’]Pi (carrier free) was obtained from
New England Nuclear.

Experiments were performed with female Wistar rats (200g) fed ad libitum
with Purina rat chow. Hepatocytes were isolated by the method of Berry and
Friend (12) as modified by Tolbert et al (5). Cells (40 mg wet wt.) were
incubated in | ml Krebs Ringer bicarbonate buffer, saturated with 02/00;
{95%4/5%), pH 7.4 at 37°C, supplemented with 10 mM glucose, 10 mM glutamine,

2 wM ornithine and 1% bovine serum albumin, Incubations were carried out for
60 min in the presence or absence of the hormones., Urea was determined in
neutralized perchloric acid extracts of the cell suspensions (13). Ammonia
blanks showed a constant concentration of 10-12 nmol/mg wet wt., and did not vary
under any of the conditions studied. To study the calcium dependency of the
ureogenic effect of the hormones, cxperiments were performed with cells washed
and incubated in buffer to which no CaCly was added. EGTA was omitted in these
experiments in order to avoid cell calcium depletion during the long ircubation
period (14). The concentration of calcium in this buffer ranged from 40 to

100 uM (due to contamination of the reagents employed in preparing the buffer,
and to cell lysis) determined by atamic absorption spectroscopy.

Mitochondrial citrulline synthesizing capacity was assayed in crude
mitochondrial preparations obtained from hepatocytes previously incubated for
10 min with or without the horwmones. The cell incubation buffers were as
desceribed above, but for these shorter incubations 1 mM EGTA was added to the
CaClz~free buffer. After incubation, crude mitochondrial preparations were
obtained as described by Hemsgens et al (4). Citrulline synthesis was measured
in a medium (2 wl, 4-5 mg witochondrial protein) containing 75 mM Tris/HCl,

5 mM KHyPO4, 15 mM KC1, 3 mM MgClzf 16 md KHCOJ, 1 uM EDTA 10 mM ornithine,

10 mM succinate, 4 ug rotenone, 25 mM mannitol (derived from the wmitochondrial
suspension), and 10 mM NHZCl or 10 mM glutamine (indicated) pH 7.4. After 10 min.
at 25°C, incubations were stopped by the addition of perchloric acid (final
concentration 4%). Extracts were neatralized with KpC03 and citrulline was
determined by the method of Cerlotti and Gazaniga (15) as modiffed by Prescott
and Jones (16).

Cyclic AMP was determined in celly plus medium 2 min after the addition
of the hormones and assayed by the wethod of Gilman (17). Free cyclic AMP was
separated [rom bound cyclic AMP by charcoal adsorption as deseribed by Brown
et al (i8).

- In the studies of phosphatidylinositoel labeling, cells were jncubated for
60 min in the media _described above for the study of urcogenesis, supplemented
with 10 uCi/ml of [32}’11‘1. Cell 1lipids were extvacted with chloroform/methanol
(2:1) and phospholipids were scparated by one dimension thin-layer chromatography
(19). Radivactivity was counted in siliea pel scrappings of cach phospholipid.
Protein was determined by the method of Lowry, with bovine scrum albumin as
standard (20). Statistical testing of comparable groups was performed by paired
t analysis,

Results

The dosc-response curves for the effect of vasopressing, angtotensin II,
epinephrine and glucagon on urea biosynthesis are shown In figure 1, In the
presence of extracellular caleium, all the hormones stimulated urea blosynthesis:
glucagon was the most effective, followed by epinephrine. Vasopressin and
angiotensin 11 were less effective, Tn the absence of extracellular calcium, the
effects of glucagon and epinephrine were smaller but st11l significant, whereas
the effects of vasopressin and angiotensin 1I were totally abolished.
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EFFECTS OF VASOPRESSIN, ANGIOTENSIN 11,
PRODUCTION BY ISOLATED IIEPATOCYTES.
Hepatocytes (40 mg wet wt.) were incubated for 60 min with different
concentrations of the hormones in buffer containing 1.3 mM CaCly(0o———o0) or
buffer to which no CaClz was added (A -———4 ). Plotted are the means, and
vertical lines represent S,E.M. of duplicate incubations from 3-6 cell
preparations. a) p < .00l v.s. control b) not significant v.s, control.

EPINEPHRINE AND GLUCAGON ON UREA

The citrulline synthesizing capacity of mitochondria isolated from cells
which were incubated in the presence of extracellular Catt and maximally
effective doses of the hormones, were studied. All the hormones produced an
enhancement in mitochondrial citrulline synthesizing capacity, which was |
clearly observed when mitochondria were incubated with 10 mM NH4Cl as the
nitrogen source (fig. 2, left panel). The hormones produced stimulations of
similar magnitude ( =* 50% increases over control rates; p < .0I5 for angiotensin
i1 v.s. control, p < .005 for vasopressin, epinephrine or glucagon v.s. control),
in contrast to their effects on urcogenesis. Direct additien of the hormones to
isolated mitochondria was without effect on citrulline synthesis.

Vhen #H4Cl was substituted by 10 mM glutamine as the nltrogen source, the
rates of citrulline synthesis werc much lower { = 20% of the rates observed in
the presence of NH;C1). Under these conditions citrulline synthesis by
mitochondria from cells treated with the indicated agents was as follows:
control 14,3+ 1.8; vasopressin 16.6+ 2.9; anglotensin IT 17. 3+ 2.3;
+ propmnolol 25. 5+2 0 and glucagon 24. 2+ 3.4 nwol. mg protein=t [ 10min-

(results are the means 3 S.EM. of 3 determinations in duplicate), Only

mitochondria isolated from cells treated with epinephrine or glucagon showed

significant enhancement of citrulline synthesis (p < .01 for epinephrine v.s. !
control, p € .05 for glucagion v.s. control). Vhen the cells were incubated in

the absence of calcium (plus 1 mM EGTA) all hormones enhanced nitochondrial

citrulline synthesis  from NH,Cl although to a lesser extent than that ;
observed when the cells were incubated in the presence of calcium, Under these H
conditions, (cells incubated in the absence of calcium) the effectiveness of

the hormones for stimulating citrulline synthesis varled (figure 2, right panel).

epinei‘hrlne
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FIG, 2

EFFECT OF HORMONAL STIMULATION OF UIPATOCYTES ON CITRULLINE SYNTHESIS FROM

NN, C1 BY ISOLATED MITOCHONDRIA.

Mitochondria were isolated Trom cells which were incubated for 10 min in the
presence or absence of cxtracellular caleium and in the presence of the hornones
indicated on each bar. Concentrations employed were: 10 nl/ml vasopressin,

106 M anglotensin I1, 1075 N cpinephrine, 10-7 M plucagon and 1 wM ECTA.
Citrulline synthesis from NHAC) was measuved over a 10 min period as deseribed
under Materials and Methods. Rarg represent means, and vertical lines represent
S.E.M. of duplicate incubations from 3-6 cell preparations,

The effects of glucagon and of epinephrine + propranolol were identical (™ 21% i
stimulation, p £ .00l v.s. control in both cases) whercas the effects of
vasopressin and angiotensin IT were smaller { = 10% stimulation) but still
significant (p <.05 for vasopressin v.s. control and p < .0! for angiotensin II !
v.s, control). No accumulation of eitrulline in cells treated with the ;
vasopressor hormones In the absence of ewtracellular caleium was detected (data
not shown). )
The effect of maximal doses of the hormones on the labeling of e
phosphatidylinositol with radioactive phosphate was studfed, Vasopressin,
angiotensin II and epinephrine increased the labeling of this phospholipid in
the presence of cxtracellular calcium (3-fold, 4-fold and 3-fold respectively).
This increase in phosphatidylinositol labeling was also observed in the absence
of extracellular calcium, although it was of smaller magnitude (2-fold, 3-fold
and 2-fold respectively). Glucagon had no effect on this parameter.
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Nelther vasopressin nor angiotensin I1 produced consistent changes in
cyclic AMP levels, Epinephrine produced a 2-fold increase in the levels of the’
cyclic nucleotide, but this effect was blocked by propranolol both in the
presence and absence of extracellular caleium. It is important to note here that
the stimulation of urcogenesis by epinephrine is not affected by propranolel (3)
but is blocked by the alpha} adrenergic antagonist prazosin (3). As expected,
glucagon produced a 10-fold increase in the levels of the cyclic nucleotide.

Discussion

The participation of alpha; adrenoceptors in the stimulation by epinephrire
of urea blosynthesis suppested the possibility that other hormones, with similar
transduction mechanism(s) might also stimulate this metabolic pathway.

Alphal adrenergle amines, vasopressin and angiotensin II stimulate
glycogenolysis (21, 22) and gluconvogenesis (23) through cyclic AMP- independent
mechanisms which involve phosphatidylinesitel turnover and caledum fluxes (5, 9,
10). The stimulation by vasopressin and angiotensin I1 of urea biosynthesis in
isolated hepatocytes is presented in this paper. Iadependency of the ureogenic
effect of the hormones from cyclic AMP and association with phosphatidylinositol
labeling was observed under our conditians.

The stimulation ef urcogenesis by epinephrine and glucagen seems to be
associated to an increased rate of citrulline synthesis, which is obscrved in
subsequently isolated mitochondria (2,4). Vasopressin and angiotensin I1 alse
produce a stable enhancement of mitochondrial eftrulline synthesizing capacity.

Most metabolic cffects of vasopressin and anglotensin I1 are suppressed
in the abscnce of extracellular caleium (5, 11, 24, 25), Thig absolute calcium
dependency of the vasopressor hormones Is also observed in thelr effect on
urea biosynthesis, However, mitochondria isolated from hepatocytes treated with
the vasopressor hormones in the absence of extracellular calcium, showed an
enhanced citrulline synthesizing capacity, sugpesting that hormonal signals are
generated under these conditions. In whole cells, the increase in
phosphatidylinositol labeling produced by these hormones is also observed in
the absence of extracellular e¢alcium, Although this evidence Is indirect, it is
consistent with the proposed role of phosphatidylinositol turnover in the
signalling mechanism(s) for epinephrine (alphay), vasepressin and angiotensin 11
(26), Extracellular calcium seems to be required for the full expression of the
effects of vasopressin and angiotensin 11, and to a lesser extent for those of
epinephrine (alphay) and glucugon.

When cells are incubated with the hormones in the absence of extracellular
calcium, the magnitude of the stimulation of citrulline synthesis from Ni,C1
observed in isolated mitochondria is different for each hormone; this may
indicate that factors may be generated through the activation of alpha)
adrenoceptors which are not produced through the activation of the veceptors
for the vasopressor hormones. In the presence of extracellular calcium, there
is a varfation in the magnitude of the effects of vasopressin, anglotensin 11,
eplnephrine and glucagon on uvrea production. However, citrulline synthesis from
NH4Cl as the nitrogen source, by mitochondria isolated from hepatocytes treated
with these hormones, Is of similar wagnitude. When glutamine is used as the
nitrogen sovrce, citrnlline production is wuch lower, and only the mitochendria
isolated from cells previously treated with plucagon or epinephrine show
enhanced rates of c¢ltrulline synthesis. These results supggest that the activity
of mitochondrial plutaminase could be rate-limiting for the synthesis of
citrulline, and that both glucagon and epinephrine + propranolol may stimulate
glutaminase activity, whereas vasopressin and angiotensin 11 do not seem to do
so, Stimulation by glucagon of mitochondrial glutaminase activity in liver cells
has already been reported (27,28).

A1l the hormones tested stimulate mitochondrial citrulline synthesis from
NH4CLl, These data suggest that plutaminase activation is not the only site of
action of epincphrine and glucagon on urca biosynthesis, and that other changes
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in mitochondrial activity, involving the systems used for the synthesis of
citrulline, are at least partially responsible for the actions of vasopressin,
anglotensin 1I, glucagon and epinephrine on urea bilosynthesis.
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Hormonal stimulation of mitochondrial glutaminase

Effects of vasopressin, angiotensin H, adrenafine and glucagon
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Adrenaline (through «, adrenoceptors),

asepressin and  angiotensin 11 stimulate

mitochondrial glutaminase activity. This stimulation probably contributes to the
ureogenic cffect of these hormones. The activity of the enzyme is sensilive to Ca?*
depletion. A role of Ca?! in hormonal modulation of glutaminase activity is suggested.

Stimulation of urcogencsis from plitamine by
vasopressin, angiotensin I and adrenaline (through
a,-adrenoceptors) has been reported {Corvera &
Garcia-Sainz, 1981, 1982). This stimulation is accom-
panied by an enhanced rate of citrulline synthesis by
mitochondria isolated from hormone-treated hepato-
cytes (Corvera & Garcia-Siinz, 1982; Titheradge &
Haynes, 1980). Interestingly, the magnitude of
the stimulation of urca synthesis by the hormoncs
was different  (glucagon > adrenaline > ungiotensin
II;zvasopressin), whereas their effects on citrulline
synthesis by isolated mitochondria were nearly
identical when NH,Cl was used as the nitrogen
source. However, when glufamine was used instead
of NHCI, mitechondria isolated from cells treated
with adrenaline or giucagon displayed an enhance-
ment in citrulline-synthesizing capacity, whereas no
clear effect was observed with mitochondria iso-
lated Trom cells treated with vasopressin or angio-
tensin 11 (Corvera & Garcia-Sainz, 1982). These
data raised the possibility that the activity of
mitachendrial glutaminase could be affected to
difTerent extents by the hormones. Stimulation of the
activity of this enzyme by glrcagon has previously
been demonstrated (Lacey er al, 1981). In the
present paper, the efTects of vasopressin, angiotensin
H and adrenaling on the activity of mitochondrial
glutaminase are reported. Unkike glucagon, these
hormones scem to act through cyclic AMP inde-
pendent, Ca®-dependent. mechanisms. Thus the
role of extracellular Ca?* in modulating the basal
and hormonally stimulated activities of this enzyme
are also shown.

1 Towhom reprint requests should be addressed.

Vol. 210

Materials ind methods

L-Adrenaline, [argininelvasopressin, angiotensin
11, rotenione and L-propranolol were obtained from
Sigma Chemical Co. Collagenase was obtained from
Worthinglon, and bovine scrum albumin (fraction
V) from Reheis. Glucagon was generously given by
ER Lilly. Other reagents used were of the best quality
available.

Female Wistar rats, weighing approx. 200g, fed
ad libitum were employed. Hepatocyles were iso-
lated by the method of Berry & Friend (1969) as
maodified by Tolbert er al, (1980). Iepatocytes
(60mg wet wt./ml} were incubated for 10min with
maximally  cffective  doses of the hormones
(10munits of vasopressin/ml 1 gs-angiotensin 11,
10m-adrenaline + 1048 propranolol, and 0.1 ym-
glucagon) in Krebs-Ringer bicarbonate bufTer, sup-
plemented  with 10my glicose,  10ma-glutamine,
2magornithine and 1% bovine serum albumin, satur-
ated with Q/CO, (19:1), pH 7.4 at 37°C. Ca?* and
EGTA were added as noled in the Results section.
Incubations were ended by centrifuging the cells for
20s at top speed in a clinical centrifuge; the medium
was discurded and the cells were washed once with
ice-cold  mitochondria isolation  medium,  which
consisted of 250ma- mannitol, 20mm-Tris/HCl and
Ima-EGTA, pli7.4. A crude mitochondrial pre-
paration was obtained from the cell pellets as
described by Hensgens et al. (1980). Glutaminase
activity was mcasured as the production of gly-
tamate from glutamine during [0min, in a medium
containing  20mm-glutamine, 75 mmM-Tris/HCI,
15my-KCl, 5mm-K,HPO,, 16mm-KHCO,, 10 mu-
succinate, 3ma-MgCly, Sug of rotenone/ml, 25 mm- *
mannitol and  0.1mM-EGTA  (derived from the

0306-3283/63/030957-0452.00 © 1983 The Bliochemica! Saciety
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(6} No Ca’* + 1mw-EGTA
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fe) Mo Ce?°, na EGTA

Glutaminase activity (% of control values)

Fig. 1. Hormanal stimulation of ghuaminase of mitochondria isolated from cells incubated with different concentrations

of Ca**

Hepatoeytes were incubated with maximally effective doses of the indicated hormones (0J, controls [, vasopressing
@. angiotensin 11: 4, adrenaline s propranolol: 1. glicagon) and various concentrations of Ca™: (a)
1.25mM-Ca?: () no Ca. plus ImM-EGTA; (o) a0 Ca®, no EGTA. Mitochondria were then isolated and
glutaminase activity was measured as described in the text. Results are expressed as pereentages of control values,
which were: (@) 61646, (D) 1734 2and (0} 332 1 Spmol of plutamate /10min per my of protein. Values plotted are
the means. and vertical lines sepresent .k of duplicate incubations from three to five cell preparations . Statistical

significance versus control is indicated:

> < 001, %% < 0.005,* 7P < 0.001,

mitochondrial suspension) at 25°C. pH 7.4, The
concentration of rotenone used completely inhibits
the metabolism of glutamate {Joseph & McGivan,
1978). Glutamate was assayed enzymically (Bernt &
Bergmeyer, 1974) in neutralized HCIO, extracts of
the mitochondrial suspension. Protein was deter-
mined by the methed of Lowry ef al, (1951), with
bovine serem albumin as standard.

Results

Stimulation of mitochondrial glutaminase activity
in mitochondria isolated from cells treated with
vasopressin, angiotendn 11, adrenaline plus pro-
pranolol, or plucagon is presented in Fig, Na).
Although all the hormones produced a significant
stimmulation. glucagon and adrenaline were con-
siderably more effective than the vasopressor pep:
tides. The stimulation produced by adrenaline was
completely blocked by low concentrations (1an) of
the w, adrenergic antagonist prazosin (results not
shown), The dependency of the hormonal effects on
extracellular Ca?* was studied by using mitochon-
dria isolated from cells washed in buffer prepared
without Ca® and incubated in this buffer supple-
mented with 1my-EGTA. The results obtained are
presented in Fig. 1(d). Under these conditions, both
glucagon and adrenaline stimulated glutaminase
activity. whereas neither vasopressin nor angio-

Tuble L Basal glutaminase activity of mitechondria
isolated from celis inenbated with different concentrations
of Cat*

Hepatoeytes were incubated as deseribed in the
Materials and methods section with the additions
indicated below. Mitochondria were then isolated
and glutaminase activity was measured as described
in the text. Results are the means+S.EM. for

duplicate incubations fiom three cell preparations.

Additions (m) Glutaminase activity

o= A (nmo) of glutamate/ 10min
FGTA CaCl, per mg of prolein)
- 1.25 61.6+%6
- — 33.2+5
1 - 17.3+2
| 1.25 49.615
| 2.50 50.2+2
| 5 52948
| 10 35846

tensin 11 produced significant effects. However, the
hasal activity of the enzyme was much lower than
when Ca? was present during the cell incubation,
The variations in the basal activity of mitochondrial
elutaminase at different Ca®* concentrations in the
cell incubation bufTer were studied, and the results
arc presented in Table 1. The highest basal activity
was observed when cells were incubated in the
presence of 1.25mm-Ca2*, When Ca?* was omitted
from the cell ineubation buffer (which resulted in a
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Ca* concentration of 10-1004m owing to con-
tamination of the reagents used to prepare the buffer,
and to cell lysis) the activity decreased (o appros.
53% of this value, Whea I mM-EGTA was added to
this Ca?*-free medium, the basal glutaminase ac-
tivity fell to only approx. 28% of the value obtained
in the presence of L.25mm-Ca®. The addition of
CaCl, to these cells re-established the activity of the
enzyme in subsequently isolated mitochondria.
These resuits indicate that cell Ca** depletion
modifies the activity of mitochondrial glutaminase.
To study the requirements for extracelular Ca?* for
hormonal stimulation  of glutaminase  activity,
hepatocytes that were incubated in the absence of
Ca? but without EGTA were used.

The results are shown in Fig. Heh in these
experiments glueagon and adrenaline significantly
stimulated glutaminase activity, and, although vaso-
pressin and angiotensin 11 produced in some
experiments a slight increase in the activity of the
enzyme, the effect was not reproducible.

Discussion

Hormonal stimulation of ureogenesis seems 1o
involve modulation at several steps of this metabolic
pathway; stimulation of mitochondrial glutaminase
by glucagon has been reported (Lacey et al., 1981),
In the present paper, the stimulation of this enzyme
by adrenaline (through a,-adrenoceptors), vaso-
pressin and angiotensin Il is presented. The meta-
bolic effects of vasopressin, angiotensin I and «,-
adrenergic agonists seem to be refated to Ca®* fluxes
through the plasma membrane and release of this ion
from internal stores, including mitochondria (Black-
mote et al,, 1982). After this release, mitochondria,
isolated from hepatocytes treated with a-udrenergic
amines, display enhanced rates of Cal* uptake and
prolonged retention of this ion (Taylor ef al., 1980).
Our data suggest that the activity of mitochondrial
glutaminase is sensitive to the mitochondrinl Ca®t
concentration. Thus the possibility exists that the
effects of the hormones on the activity of the enzyme
might be mediated by the changes in mitechondrial
ionic fluxes. This interpretation is supported by the
marked decrease in the activity of the enzyme when
cells were incubated with no Ca® and Ima-EGTA,
which decreases intracellular Ca?' stores. When
Ca? was added back to the incubation huffer, the
activity of the enzyme returned to near-nonmal
values. ‘This, however, does not rule out the
possibility that Ca?* depletion may result in changes
in the concentration of other fons {(Lardy &
Merryfield, 1981) or metabolites in the environment
of the enzyme which might themselves modulate its
activity.

Joseph e al. (1981) found no effect of EGTA on
the activity of the mitochondrial glutaminase when
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the chelator is added directly to the mitochondria.
Our experiments are not comparable, since we
studied the effects of EGTA in whole cells, whereas
they studied the effect on isolated mitochondria. The
possible existence of cytosolic factors that modulate
Ca? cfflux from liver mitochondria (Fleschner
et al, 1982) further stresses this difference. The
stimulation of mitochondrial ghitaminase may be
partially responsible for the effects of the hormones
on urea biosynthesis from glutamine, Both glu-
taminase aclivity and urea synthesis are strongly
stimulated by adrenaline and glucagon., and to a less
extent by vasopressin and angiotensin 1. Also, the
extracellular Ca®* requirements for the stimulation
of mitochondrial glutaminase by the hormones are
similar to those observed for the stimulation of urea
synthesis from glutamine (Corvera & Garcia-Siinz,
1982). However, factors besides glutaminase acti-
vation also participate in hormonal stimulation of
urcogenesis by vasopressin, angiotensin 11, adrenal-
inc and glucagon; this is evideneed by the enhanced
citrulline synthesis from NH,Cl by mitochondria
isolated from hormone-treated hepatocytes, In sum-
mary, glicagon, adrenaline, vasopressin and angio-
tensin 11 stimulated the activity of liver mito-
chondrial glutaminase; this stimulation seems to
contribute to the urcogenic action of these hor-
mones. A role of Ca?* in the hormonal stimulation
of this enzyme is suggested.

We thank Mrs. Guadalupe Rumirez for typing the
manuseript. This research was partially supported by
Grant ICCBNAL 800 637 from CONACyT.
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DISCUSION

La‘épiﬁefrina es capaz de producir.una marcada estimulacidn en 1a
sfntésis derurea pof hepatocitos aislédos de rata. En este tipo de célu-
lés; se han identificado tres tipos de recépfores adrenédrgicos utilizan-
do la técnica directa de pegado especifico con radioligandos selectivos
(25). Se han identificado los receptores B adrenérgicos, mediante el uso
de un antagonis;a selectivo, el dihidroalprenolol. Estos estudios mues-
tran que existe un solo tipo de receptor 8 adrenérgico, en higado que co
rresponde al subtipo 82. El niimero de sitios cspecificos en membranas de
higado de ratas adultas es de aproximadamente 100 fmolas/mg de proteina
(25). Se han identificado dos subtipos de receptor o adrenérgico, en
membranas de higado de rata. Utilizando [3H]prazosina como radioligando
selectivo para los receptores de tipo ap y [3HJyohimbina para los recep-
tores a,, se ha encontrado que el nimero de sitios a adrenérgicos es
de aproximadamente 700;fmol/mg mientras que el niimero de ?itios 02 es de
alrededor de 200 fmol/mg (44). Estos estudios claramente muestran que el
subtipo de receptor predominante en el hfgado de rata adulta es el o

Los receptores de tipo o) representan cerca del 80% del total de
sitios a adrenfrgicos. La cstimulacién de estos receptores estd estre—
chamente asociada a efectos adrenérgicos tales como la activacién de la
fosforilasa y la entrada de calcio a la c@lula (45).

El efecto estimulatorio de la epinefrina sobre la sintesis de urea,

en la rata adulta es blogueado completamente con antagonistas a adrendr-

gicos, pero no es modificado por el antagonista B adrenérgico, propranolol,
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El antagonista oy adrenérgico,-pragqsing;1esf¢apa?;d¢”51§quearvel efecto

de epinefrina a concentraciones >100 veces menores que el antagonista oy

adéenérgico, yohimbina (ver primer trébaﬁo)g?ﬁéfévélarémente demuestra -
que el receptor adrenérgico involucradoléﬁ la éstimulacidn de la ureogé-
nesis en la rata adulta es de tipo a. A diferencia de lo encontrado em
pleando ratas adultas, en hepatocitos aislados de ratas jGvenes, la esti
mulacidn de la ureogenesis por epinefrina no es bloqueada totalmente por
prazosina. La estimulacidn residual observada cn presencia del antagonis
ta @, es bloqueada por el antagonista 8 adren@rgico propranolol. Ademds en
presencia de una concentracidn alta de propranolol, el efecto urcogénico

sf puede ser totalmente bloqueado con concentraciones crecientes de pra-

zosina. Esto indica que en la rata joven, la estimulacidn de la ureogene

sis por epinefrina puede estar mediado tanto por receptores de tipo oy
adrenérgico como por receptores de tipo g (ver trabajo 2).

Estos datos demuestran que la densidad y el subtipo de receptor
adren€rgico en un tejido es susceptible de ser modificada'por distintas
condiciones fisioclGgicas, concretamente la edad del animal es uno de los
factores que pueden influir sobre los receptores adrenérgicos involucra-
dos en la modulacidn del metabolismo hepidtico.

El conocimiento del subtipo de receptor invelucrado en la mediacidn
de los efectos adrenérgicos es importante, por el hecho de que cada sub-
tipo de receptor se encuentra asociado a un mecanismo de transduccidn di
ferente. E1 receptor « adrenérgice no estd asociado a la adenilato cicla
sa, sino que su estimulacién produce cambios importantes en la citoestasis
del calcio (26). Esto sugiere que este ion de alguna manera pudiere estar

regulando la velocidad de flujo a través del ciclo de la urea en la

célula. La estimulacidn de la ureogenesis por cpinefrina puede estar me-
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diada a través de dos mecanismos distintos, uno asociado a cambios en
la citoestasis del caleio, desencadenado por la estimulacién de los re-
ceptores a, adrendrgicos, y otro asociado a la estimulacidn de la adeni-
lato ciclasa desencadenado por la estimulacidn de les receptores B adre-
nérgicos. La importancia relativa de estos dos mecanismos en la mediacidn
de los efectos de laepinefrina depende de las condiciones fisioldgicas
del animal y de la influencia de &stas sobre 1a poblacidn de receptores
adrenérgicos en el higado.

La identificacién del receptor o) adrenérgico como el involucrado en
~la estimulacidn de la ureogenesis por epinefrina en la rata adulta hizo
surgir la pregunta de si otras hormonas, con mecanismos de transduccidn
similares al del receptor o, adrenfrgico también pudieran ser capaces de
estimular la sintesis de urea.

Los dos péptidos vasopresores, vasopresina y angiotensina II, pare-
cen actuar mediante un mecanismo de transduccidn similar al de las aminas
ay adrenérgicas, Es decir, estos péptidos no alteran los niveles basales
de AMP ciclico en hepatacitos de rata, pero al igual que la epinefrina
(al) estimulan el recambio de fosfatidilinositol e inducen una elevacidn
en los niveles citoplismicos de calcio (46).

E1l glucagon es capaz de estimular la produccidn de urea en hepatoci-
tos de rata. La acciones de glucagon, a diferencia de las acciones oy
adrenérgicas, son mediadas a través de la activacidn de la adenilato cicla
sa, producienﬁo una acumulacién de AMP ciclico y la consecuente activa-
cidn de las protein kinasas AMP cfclico-dependicntes, Los receptores B

adrenérgicos parecen actuar de una manera similar al glucagon, es decir,

asociados activatoriamente a la adenilato ciclasa,
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Se realizaron experimentos con el propdsito de estudiar sistemdtica
mente los efectos de las tres hormonas cuyo mecanismo de transduccidn
estd asociado al recambio de fosfatidilinositol y a la elevacidn de cal-

cio citopldsmico, es decir los efectos o, adrenérgicos* de vasopresina y

1 .
de angiotensina II, y de los efectos del glucagon, cuyo mecanismo de trans
duccidn estd aso¢iado a la adenilato ciclasa.

La siptesis de urea se estudid utilizando glutamina como fuente de
amonio, La concentracién de este aminoacido en el plasma es mucho mids al-
‘ta que la de cualquier otro, y la sintesis de glutamina es el mecanismo
principal mediante el cual Grganos distintos al higado logran una detoxi-
ficacién inicial del amonio formado (2). También ha sido observado que la
glutamina es uno de los mejores substratos para la sintesis de urea tanto
in vivo como en preparaciocnes de higado {13). Los pasos involucrados en
la biosintesis de urea a partir de glutamina han sido estudiados en higa
do perfundido (13). El wmetabolismo de este aminoacido se inicia con su i
transporte hacia el interior de la c&lula, el cual no parece ser un paso
limitante en su metabolismo. La glutamina es degradada por alguna de dos
isoenzimas de glutaminasa presentes en el higado, una dependiente y otra
"independiente de fosfatos. La acciBn de esta enzima da como producte glu
tamato y amonio. En presencia de ornitina el amonio es inmediatamente con
vertido en urea. Fn el higado perfundido, la urea es formada en cantida-
des equivalentes a la glutamina consumida (13). Fn las condiciones de

los experimentos presentados en los trabajos realizados con hepatocitos

* P iy . . .
para estudiar los efectos a, adrenérgicos se utilizé epinefrina siempre

en presencia de propranolol 10_5M para bloguear totalmente cualquier -’
efecto B adrenérgico.
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aislados,,la'sintesis de urea fue lineal por ib menos durante 60 minutos
de incqbécién en presencia de glutamina y ornitina (ver trabajo 1). Bajo
estas condiciones;'las cuatro hormoﬁas estudiadas producen una estimula-
cidn potente de la sfntesis de urea (ver trabajo 3). La estimulacidn es
dependiente de la concentracidn de la hormona, y saturable en un rangoe
de 2 a 3 ordenes de magnitud. La efectividad de las hormonas para estimu
lar la sfntesis de urea fue variable; la estimulacidn producida por glu-
cagon fue un poco mayor que la producida por epinefrina, y estas fueron
considerablemente mayores a la estimulacidn producida por los pebtidos
vasopresores .

E1l hecho de que tres hormonas que producen cambios en la citoesta-
sis del calcio sean capaces de producir una estimulacidn de la sintesis
de urea, sugiere que este ion juega un papel en la regulacidn de la ac-
tividad de esta via metabdlica. Con el fin de conocer mds acerca del pa-
pel del calcio en la modulacién del ciclo de 1a urea y en el mecanismo de
accién de las hormonas éstudiadas, se recalizaron experimentos en los cua-
les el calcio fue omitido del medie de incubacién. Bajo estas condiciones
se observd que la produccidn basal de urca disminuye significativamente.
Esto indica la presencia de un sitio sensible a calcio localizado en al-.
gin paso entre la captacidén de glutamina por la célula y la formacién de
urea. Bajo estas condiciones, ne fue posible detectar un efecto estimu-
lador de la sintesis de urea por los péptidos vasopresores. Sin cmbargo,
tanto el glucagon como la epinefrima produjeron una estimulacidn signifi
cativa de la sintesis de urea en ausencia de caleio,

La inhibicidn del efecto ureogénico de los péptidos vasopresores pe
ro no del efecto 4y pudiera indicar la existencia de factores adicionales

en el mecanismo de transduccidn ul adrenérgico, que no estin presentes
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en las acclones de vasopreslna y angloten51na II.

Con el f1n de locallzar‘el sitio’ sensible a ‘caléio en el proceso de
sfnte81s de urea-a. partlr de glutamina, ademds del orlgen del bloqueo del
efecto ureogénico de la vasopresina y la angiotensina II, se cstudiaron
los efectos hormonales, tanto en presencia como en ausencia de calcio,
sobre 1) el recambio de fosfatidilinositol 2) La acumulacidn de NH, in-
tracelular; 3) La acumulacidn de citrulina intracelular.

Los efectos de estas hormonas sobre el recambio de fosfatidilinosi-
tol, medido como resfntesis, fueron analizadas. Las tres hormonas produ-
jeron fuerte estimulacidnde la incorporacidn de [BZP]Pi a fosfatidilino-
sitol tanto en presencia como en ausencia de calcio, Esto indica que los
efectos hormonales sobre el metabolismo de.este fosfolfpido no son secun
darios a la movilizacidn de calcio, sino que son un evento primario que
probablemente precede y quizds produce los cambios de permeabilidad mem-
branal al calcio.

La acumulacién intracelular de amonio fue estudiada con el fin de
detectar 1la sensibilidad de la CFS al calcio v a los efectos hormonales.
Tanto en presencia como en ausencia de calecio, el amonio total intracelu-
lar permanecid en niveles basales (Fig. 5). Lo mismo fué observado cuando
los niveles intracelulares de citrulina fueron cuantificados (Fig. 5).
Estos datos sugieren que ni la actividad basal de la CFS ni el de la ASS,
(que son dos de las enzimas que pueden ser limitantes para la sintesis de
urea a partir de glutamina) son fuertemente dependientes de la presencia

de calcio.
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Fig, 5.— Esquema de los pasos involucrados en la Sintesis de Urea a
partir de Glutamina, y los efectos de las Hormonas sobre algunos de los
Intermediarios del Ciclo.

Los valores presentados cstdn expresados en nmolas por mg de peso
hiinedo, y corresponden a las concentraciones de los metabolitos después
de 60 minutos de incubacifn en ausencia (C) o presencia de las hormonas
indicadas, a las siguientes concentraciones: Vasopresina (V) 10 mu/ml;
angiotensina II (A) IO—SM; epinefrina (E) 10“5M; glucagon 10_7M (G). la
parte superior del esquema corresponde a los datos obtenidos en ausencia
de caleio, y la parte inferior a los obtenidos en presencia de este ion.
Los asteriscos indican valores significativamente distintos al control
(ver trabajos). La efectividad relativa con la cual las hormonas produ-

cen los efectos estimulatorios tambiéa se indica.
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Anteriormente hé sido‘repoftado qQé la'estimulaciSn de hepatocitos
aislados"b‘hfgaao inﬁabto ﬁor giuﬁagpn, produce cambios a nivel mitocon-
dfial,'que'sefcraducen.en un aumeﬁto‘en.ia‘actividad energdtica de las
mitocondrias aisladas (36,41f. Las funciones mitocondriales que se en-
cuentran estimuladas incluyen la carboxilacidn del piruvato, la activi-
dad de deshidrogenasa succinica, la fosforilacidn oxidativa, el potencial
de membrana, el gradiente de protones, y la sintesis de citrulina (36).
"En el tercer trabajo, se presentan experimentos realizados con el fin de
conocer si las hormonas calcio dependientes eran capaces de producir un
cambio similar en la actividad mitocondrial, con ;na estimulacién en la
capacidad de las mitocondrias de sintetizar citrulina, y los efectos del
calcio sobre este pardmetro.

En estos experimentos, se incubaron células en presencia y ausencia
de calcio con las concentraciones efectivas miximas de las cuatro hormo-
nas estudiadas, Después de 10 minutos de incubacifn, las mitocondrias fue
ron aisladas e incubadas en presencia de NHA’ ornitina y succinato como
sustrato respiratorio. Bajo estas condiciones, la actividad de la ornitin
transcarbamilasa es mds de veinte veces mayor que la de la CF$S (41), éor
lo que la cantidad de citrulina producida es funcién direeta de la acti-
vidad de esta Gltima enzima, El estudio de los efectos del calecio y de
las hormonas sobre la CFS es relevante cn virtud de que esta enzima ha
sido probuesta como el paso regulador principal del flujo a través del
calcio de la urea. Los resultados obtenidos (Fig. 6) muestran que la ac-
tividad basal de la CFS no se ve disminufda por la ausencia de calcio.

Esto confirma lo sugerido en los estudios con c@lulas iIntegras, en 1las
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Fig. 6.- Esquema de la Formacidn de Citrulina a partir de NHA'

Los valores estdn expresados en nmolas de citrulina/mg de proteina
mitocondrial obtenidos después de 10 minutos de incubacidn del extracto
mitocondrial, obtenido a partir de células incubadas con las hormonas

como se indica en el pie de la figura 5.
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cuales no se observd una'acumuiaCiﬁn de NH, en ausencia de calcio,
la incubacin de’las células con las cuatro hormonas estudiadas pro

dujo un aumento marcado en la actividad de la CFS en las mitocondrias
subsécuentemente aisladas., Es interesante notar que las cuatro hormonas
" estudiadas fueron igualmente efectivas\en la produccidn de este aumento
en 1a.capacidad citrulinogénica mitocondrial, Esto contrasta con los
efectos de las hormonas sobre la sintesis de urea, donde el glucagon vy
la epinefrina son marcadamente mds efectivos que vasopresina y angioten-
sina II, Esto pudiera indicar que el glucagon y la ebinefrina estimulan
en un sitio adicional al de los péptidos vasopresores, y otra vez sefiala
una diferencia entre los mecanismos de accidn Gl adrendrgicos y de vaso--
presina y angiotensina II. Cuando las c&lulas fucron incubadas en ausen-
cia de calcio, las cuatro hormonas fueron capaces de producir aumentos
en la capacidad citrulinegénica de las mitocondrias aisladas, aunque de
upa magnitud significativamente menor que cuando las c&lulas fueron incu
badas con calcio, Estos datos muestran que aunque la actividad basal de
la CFS no depende de la presencia de calcio, la magnitud &e estimulacidn
de la actividad enzimitica por las hormonas si estd influida por este ion.
Esto sugiere que los efectos hormonales no se ejercen directamente sobre’
la CFS, sino sobre otros factores que modulan la actividad de esta enzi-
ma, como pudiera ser la disponibilidad de ATP o del activador alostérico
N-acetil glutamato. Aunque no puede ser excluida la primera posibilidad,
es‘poco probable en virtud de que, bajo las condiciones de aislamiento

de mitocondrias que fueron empleadas en estos cxperimentos, los cambios
que las hormonas inducen en los parimetros emergéticos mitocondriales son
muy pequefios (47). Es posible que las cuatro hormonas produzcan un aumen=-

to en los niveles de N-acetil glutamico, y que este efecto sca sensible
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a cambiosen la concentracién de calcio. Es interesgntevnotar que a pesar
de que en ausencia de calcio extracelulaf no ésnéosible_detectar una es-
timulacién de la sintesis de urea por vasopresina o ‘angiotensina II, 1la
medicidn directa de la actividad de la CFS, si permite observar un efec-
to de estas hormonas bajo estas condiciones (Hg. 6). Esto indica que aln
en éusencia de calcio, estas hormonas generan una seflal intracelular; el
calcio parece ser necesario para amplificar este efbcto. También cabe no
tar que en ausencia de calcio, la estimulacidn de la capacidad citrulino
génica mitocondrial producida por epinefrina y glucagon es mayor que la
estimulacidn por vasopresina y angiotensina IY, lo cual nucvamente sugie

re la presencia de un sitio adicional involucrado en los efectos de epi-
nefrina y glucagon.

Cuando la capacidad citrulinogénica mitocondrial fue evaluada susti
tuyendo al NHA por glutamina como fuente de nitrdgeno, se observd que la
sintesis de citrulina disminuyd a un Valor de solo “20% del observado en
presencia de NHA (Fig. 7). Esto claramente indica que la degradacién de
la glutamina es un paso limitante para la sintesis de citrulina (y por lo

'tanto de urea) a partir de este aminoacido., Cuando las c&lulas fueron in
cubadas con las hormonas, y se estudid la capacidad citrulinogénica mito
condrial a partir de glutamina, solamente se detectaron efectos estimula

" torios de epingfrina y glucagon y no de vasopresina o angiotensina II.
(Fig. 7). Esto pucde deberse a que la actividad limitante de la glutami-

nasa mitocondrial da lugar a un flujo basal muy bajo a travds de la CFS,
con lo cual los efectos de vasopresina y angiotensina II sobre esta enzi
ma se vuelven dificiles de detectar.‘Estos datos apoyan la posibilidad de
que la cpinefrina y el glucagon actuen sobre dos sitios distintos mien-

tras que los péptidos vasopresores actuen preferentemente sobre un sitio;
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"Fig. 7.- Esquema de la Formaci6n de Citrulina a partir de Glutamina.

Las indicaciones son las mismas que las del pie de la figura 6,
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es decir, epinefrina yvglucaéon éstimﬁlan fuertemente las actividades de
la CFSy de'la glutaminasa mitocondrial, mientras que vasopresina y an-
giotensina II estimulan preferentemente la actividad de la CFS.

Se realizaron experimentos con el propdsito de estudiar de una mane
ra directa los efectos hormonales sobre la actividad de la glutaminasa
mitocondrial, En estos experimentos se emplearon concentraci;ncs mis al-
tas de glutamina que las utilizadas en los experimentos de citrulinogén&
sis, y se cuantificd el glutamato broducido. Los resultados de estos expe
rimentos (Fig. 8) muestran que la actividad basal de la glutaminasa es
fuertemente dependiente de la bresencia de calcio: la actividad enzimdti-
ca en ausencia de calcio es solo 25% del valor en presencia de este ion.
Esto explica la disminucidn en la sintesis basal de urea a partir de glu-
tamina observada en hepatocitos aislados incubados en ausencia de calcio
extracelular.l i

En presencia de calcio, las cuatro hormonas estudiadas produjeron Qi‘
timulacidn de la actividad de glutaminasa mitocondrial; sin embargo, los
efectos de epinefrina y glucagon fueron de una magnitud mucho mayor que
los de vasopresina y angiotensina IL. En ausencia de caleio, la actividad
basal de la glutaminasa se encontrd disminuida. Sin embargo, los efectos
estimulatorios de la epinefrina y el glucagon pudieron ser detectados,
mientras que los efectos de vasopresina y angiotensina II no pudieron ser
observados, Estos datos sugieren que el sitio adicional de estimulaci®n
por la epinefrina es la glutaminasa mitocondrial.

En resumen, los datos presentados sugieren que existen cuando menos
dos ;itios involucrados en la modulacién hormonal de la ureog@nesis en
los cuales el calcio puede jugar un papel, Uno de &stos, es la actividad
de la CPS; aunque la actividad basai de esta enzima no parece depender de

calcio, la magnitud de la estimulacién hormonal de esta enzima si depende
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Fig. 8.- Esquema de la Estimulacidn de la Glutaminasa Mitocondrial,

Los valores estdn expresados en nmolas de glutamato/mg de protefna

mitocondrial. Las otras indicaciones son como las del pie de 1a Fig. 6.
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de'este ion. Tanto epinefrina, glucagon, vasopresina y angiotensina
influyen sobre la actividad de esta enzima, quizds a travds de cambios
vcalcio—dependientes en los niveles de N-acetilglutamato. El otro sitio
identificado eé la glutaminasa mitocondrial. Esta enzima es factor limi
tante en la sintesis de urea a partir de glutamina, y su actividad basal
dependé de calcio; sin embargo, la estimulacién hormonal de 1a enzima no
depende de este ion, es decir, tanto en presencia como en ausencia de
calcio, la epinefrina y el glucagon estimulan fuertemente la actividad
de la enzima, mientras que los péptidos vasopresores ejercen un efecto
muy pobre.
En conclusidn, los datos sugieren : 1) que el receptor involucrado

en la estimulacién de la urcogénesis por epinefrina es de tipo o, adrenér

1
gico. 2) Que los péptides vasopresores, vasopresina y angiotensina II
son capaces de estimular el ciclo de la urea. 3) Que todas estas hérmonas
producen aumentos estables en la capacidad citrulinogénica mitocondrial.
4) Que el calcio juega un papel importante en la modulacidn del ciclo de
la urea y en la mediacidn de los efectos hormonales sobre esta via., 5)
Que la estimulacidn @ adrenérgica y por glucagon de la sintesis de urea
se localiza en dos sitios: la actividad de la CPS y la actividad de la
glutaminasa mitocondrial. 6) Que la cstimulacidn de la urcogénesis ‘por
vasopresina y angiotensina II se localiza fundamentalmente en un sitio,
la actividad de la CFS, y por esto es m3s dependiente de la presencia de
calcio, Por Gltimo 7) que en el mecanismo de transduccién o adrenérgico
participan factores adicionales a los involucrados en las acciones de los

péptidos vasopresores,
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