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INTRODUCCION 

Entre las caracterlsticas +undamentales 

pluric~lulares destaca su c&paciáad áe dar una 

estlMUlo dado y se han hecho innumerabl•& e&fuerzos 

integración, 

de loa organla~o• 

reepueata global a un 

para estudiar dicha 

En los mamlferos 1 de manera general, la regulación de las grand•• 

metabbllcas se eJerce a través de dos mecanismos principales, uno 

vlaa 

d~ 

respuesta lenta que incluye el &Juste en la slntesis de •nziMas y otro en la 

que la respuesta es de las enzimas pre-existentes, Una de las vlas 

m•tabbllcas mAs ihportantes 1 cuya lntegracibn ~ re9ulacJ6n •• 

insuficientemente conocida es el de la &intesi& de la ur•a en los mamlferaa. 

Esta tesis se refiere al estudio de algunos aspectos de Ja reguJaci6n, d• 

inatalaclbn Inmediata en la slnt•ais de la urea por el hlgado de la r•ta. 

Lo• ant•c•denteu Importante& que se han· descrito son: la partlclp•ci6n del 

N-acetll 9lutamato co~o •fector alosttrico de la carbamll fa•f&to •int•t••• 

I, •1 papel d• la L-ar9lnina camo act1vadar alo•t8rico de la N-acelll 

9lutamato slntetasa 11 la re9ulaclOn de la slntesls de cltrullna dada por la 

di•panibllldad de la ornitlna y •1 ~tecla d• las diferente• hor•ona• 

(glucagon, epin•frina) sobre la velocidad de slnt•sis de 11 urea. 

En el preaente trabaJD &• presenta el ef•cto d• alguno• factor•• 

metabólicos que influyen &obr• el ciclo de la urea, y se estudió en detall• 

la influencia que tienen los nucleb1Jóo& adenosina e inosina •obr• la 

velocidad de slntesls de urea en hepatocJtos aislados de rata, asl co•o las 

Interrelacione• que mue1tran, en la velocidad de slnt••ia de ur•a, la accl6n 

de las nucJebaidos anotados y las hormona& ureoginicas 9luca9on y 

•pln•irlna. 
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REGULAC IQI~ HORMONAL 

El sl&tema endocrino esta iormado por gllndula& que &intetizan 

mensaJeros qulmtcos u =hormonas=, transportadas por la sangre en cantidades 

minúscula& hasta determinados br9anos 1 los cuales conslit~yen sus blancos u 

DbJetlvos 1 donde regulan una gran variedad de actividades f lslológlcas y 

metabólicas. Las hormonas de lo• mamlteroe &en cla&lflcadt.s de•d• el punto 

de vista quimico en tres tipos: 

a) hormonas esteroldes 1 derivadas del colesterol y de natural•Z& 

lipldica (estrbgenos y testosterona, etc.}, 

b) hormonas peptidicas (glucagon 1 adrenocorticotr6plca 1 etc.}, 

e) hormonaa derivadas de amino&cidos lliroideas, calecolamlna• 1 etc,), 

También pueden ser cla1if icadas la• hormona• •n funci6n d•l ti••PD de 

latencia en el que actUan. Es decir el tiempo que lranscurr• enlre la 

lnleracclbn de la hormona con 1u receptar y la manif••tacibn del efecto 

hormonal, El tiempo de l&tencla es variable, y puede •~r de segundas o 

ll'llnu.tos, ha•ta ll•apo1 de latencia m .. 1 prolon9ado1 d• hora• o dl••· El 

11•cani&mo de acclbn de las hormonas cuyo tiempo de latencia es corlo varia 

notable11ente en co•p•racibn con las de tle11pa de latencia largo. 

Generalnente 1 l•• hor11ona1 can una corta latencia para responder no penetran 

al interior de la c•lula, y 9U acctbn can1i1te en activar lo• receptares 

e1peclflcas que Be encuentran localizado& sobre la cara externa de la 

membrana pla1máttca (i), 

Para las hormonas cuyo tiempo de latencia es lar90, 

acci6n incluye su penetracibn a traves de la membrana 

el mecani••o de 

pla•altlca y •U 

asoclacibn con receptores 1ol~ble• localizados en ~l citoplasaa ocaalanandQ 
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cambies en la masa y composición de la célula (1) Fi9, l. 

De aqul que puede afirmarse que el sistema endócrlno media las 

necesidades adaptativas crbnicas del cr9anlsmc por cambios en la composlclbn 

celular, inducidos por hormonas de accibn lenta, y las nececidad•s 

adaptativas a situaciones agudas y transitorias, por cambicen la dinámica 

celular inducidos por hormonas de acción rapida. 

EFINEFRll<A 

La epineff"ina es ca.paz de producif" efectos rlpldos sobre la c61ula. Uno 

de loB eiectos más comunes es el que produce la eplnefrina sobre un 

heterogénea tipo Qe celulas, disparando una serl• de respuestas qu• prepara 

el organisMo vertebrado para ªluchar o huirª. Dentro de estas respu•staa •• 

tiene el aumento en la presibn san9ulnea1 el incremento en el rllmo cardtlca 

y eJ rE-ndlmiento del ccrazbn, el relaJamiento del rnlisculo liso y la 

cantraccl6n de otros teJldos musculares. Ademka, estimula la 91ucogen011als 

heplllca y la lipbllsis en el teJ ido adiposo. L& •pinafrlna funciona coma 

una hormona circulante que •• liberada por la m•dula suprarrenal, •• una 

calecolamlna, que para cbten•r la• r•1pue1tas arriba indlcada1, lnleracclona 

con rec•ptare1 •speclf lcas, de los cuales existen, cuando menas en lea 

hepatacito1 1 dos tipos primarios, los reoc9ptcre1 ex- y 

6-adren•rglcos. Los receptores adrenér9lcos son tambl•n 

l 01 receptor•• 

dl1tln9ulda1 en 

base al m•canismo por el cual transmiten la señal de la hormona al interior 

de la célula, es decir el mecanisna de transducción. Los receptores 6 ! y 2 

aclu&n a trav•s del sistema adenilato clclasa, y de manera si•llar a la 

descrita para el glucagon, activan a la enzima produciendo una &CU•~l•ción 

1ntrac•lular de AHFc. Loa rec•ptores « 2 adrentr9lcos lambl6n act6an & 
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HORMONAS DE TIEMPO DE LATENCIA CORTA 

1 - Membrana plasmática 
2- Estimulo 
3- Receptor 

7 ~ª 4-Hormona 

6 5- Adenllato clclasa 

6-ATP 
7-AMPc 
8 - Proceso metabólico 

CE LULA 

HORMONAS DE TIEMPO DE LATENCIA LARGA 
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5- Nucteo 
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tr-aves del slsterna adenllato ciclasa per-o de maner-a opuesta a 1&1 artln&• e 

~drener-9lcas y del 9lucagon, es decir inhJben la actividad d• la enzlma1 y 

la estJmulaci6n Oel receptor ~ 2 adr-en6r9Jco 1 puede contrarrestar Ja 

de las receptores que activan a la adenilato ciclasa. Se propon• 

acclOn 

qu• IH 

acciones ~ l adrener-9icas son mediadas por un recambio en el metabollsao dtl 

Tostatidilinosftol (fosfollpido áe la 11embrana celular). Este r•c••blo •• 

inicia con la hJdr6lisls del fosTollpldo, par- una faaforf Ia1a, 

convirtiendoae en inositol-1-F- 'I QiacilgllcerJdo. El dlacilgllctrldo as 

fcsforilado a Acidc iosfatldlco y r"E'9enera, tras de doa pasos enzlm•tlco• 1 

al foafatldilinosital. Este recambio de-1 fosfatidilino•itol •• el punto 

clave en la citostasJs dE'l calcio 1 el cual puede ser acopl•dor- •n •1 •l•l••& 

~•t /11ulacibn e-t"~cto o sea como !U!•9undo ME'n&aJero. Es decir eat• t1n6meno 

que modifica la homeostasls de los iones de calcio, y estos iones p•~ •• 

JUegan un papel importante. La mov111zaci0n de loe Jane• de calcio •n •1 

h19ado d• rata, inducido por hormonas drpendientes de calcio, s• explica no 

solo· en t•r-minoa de la JnhfbJclOn de la enzima ATPa&a dependi•nt• d• calcio, 

localizada en la membrana c~Iular, sino que el tlUJD d• calcio par•c• ••r 

d1bido al• movilizaci6n de este catión d~ loa organ•loa Jntracelular•• 

hacia •l citoaol (2). 

Exton y col•borador•• \1Y77J pre•entan 

indican Ja pr-es•ncfa de calcio Iibr-e en el 

evld•nciaa exp1ri••ntale• 

citoplaama, d• vario• 

que 

ti P"• 
celul•res 1 en respu1ata a algunas hormonas como ~l 9luca9on 1 la •pin•frlna, 

etc. 

GLUtAGüN 

El 9lucagon, es una hormona pollpeptldlca del pincr•••• s•cr-•t&da a la 
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un en la 9luca9•n6lJ•i• y una m•)'or 

gluconeogenesls. 

Una de la• accione• del glucagon ea la ••timulaclón dlr•cla de la 

secrecfOn de Insulina por las c9lulas beta, que ha servido como ba•e para la 

descripcJ6n de un sistema de retraali~ent4cián "esativ• 1 entre la insulina 

y el glucagon 1 mientras que este estimula la secreclbn de insulina (~). 

La elucidacibn del mecanismo a través del cual el glucagon •• capaz de 

estimular la glucogenbilsls iue d~ gran Importancia para la compren•l6n del 

mecanismo de la accibn hormonal. El 9Jucagon aumenta los niveles h•p•tlco• 

de AHP· clcl ice lAi'IPc), el cual a au veoz es capaz d• activar una •nzl11a 

J !amada protelna el nasa como un eslabbn m~s en el l la11ado lttnb••na de 

ca!lc•a'a (Flg. 21. El Ai'IF-c se for111a a partir de ATP con llberaci6n de 

pirofosfato, en una reacción catallzada por la enzima adenllato ciclasa, la 

cual •• •ncu•ntra en muchos te1ldo1 animales, a nivel d• la cara interna d• 

la membrana plasmática (5). 

La actividad de ••t• enzima e-s dependiente d• inagne•io y · eatl 

constituida por; 

•1 un receptor e1peclf Jco 

b) un compleJD prol~ico que acopla a •ste receptor con la •ubunidad 

catalltlca de la ciclasa, cuya i1ctlvidad estA. regulada por los nuc1•6alda• 

d• guanina, y 

cJ la subu.nidad c1talltJca de la enzJ11& ciclasa. 

La u.ni6n d• la hormona, en e1t• ca10 el glucagon, a su receptor provoca 

un cambio de conformacJbn local en la membrana que origina la activaciOn de 

la a.denila.to cJcJ&sa, con lo que se •leva la concentracibn del A~iPc. A eu 

vez, el AMPc asl formada se une a la subunid•ci reguladora de una prat•lna 

cina1a, d• la que lib•ra a la subunidad catalltica •n Terina activa; la cual 

? 



\ 

·~ 

.. 
·-

GLUCAGON 
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ATP------• AMPc---5AMP 

Protelno i Protelno 
clnoso- - - - - - - • ·clnoao 
Inactivo activo AMPc dependiente 

· ATP+ fosforllosa i ADP+ fosforilciso· 
cinasa - - - - - - -: - - - • clnoso 
Inactivo activa 

Fosforllosa . b i F~sfarlla1;t1 o 
clnoso- - - - - - - - - - - • clnaaa 
inactiva· activo 

Glucaoeno l Gluco•a 1.:p 
+1 - - - '."'" - - - .. + 

" Gluco01no (n) 

FIG. 2 MECANISMO DE TRANSOUCCION DE LA SEÑAL: DEL GLUCAGON, 
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fosforila 1 a expensas de ATP 1 y en presencia de calcio a diversa& enzimas. 

La fosforilaclbn de las enzimas por el mecanismo descrito ea uno de los 

principales sistemas celulares para regular la actividad de enzima• clav• d• 

las diversas vlas Metabbllcas. 

Se conoce que la aceleración de la 9luco9en6lisis hep&tica por el 

glucagon es &i resultado de un incremento &n la actividad de la fosforlla&a 

ªa;, una óe las enzimas fosforiladas y asl activada por acción de la 

proteina cinasa, A su vez. la fo&forilaua cinasa fasforlla a la glu.cbg•no 

fosforllasa •b•, convlrtlendola en 9lucOgeno fosforllasa ªaª que es la for•a 

m&m activa de la enzima, capaz de catalizar la degradacibn del 9lu.c69eno a 

9luco&a i-fo&fato, a partir da la cual se forma glucosa 6-fosfata y de&pu•a 

la glucosa libr& de la sangre, 

El 9luca9on parece tener un papel importante en la 

actividad de la enzima hldroxlmetllglutaril CoA 

dlaminuclOn de la 

reductasa IHHG-CaA 

slnt••I• h•p~tlca d•I reductasa) 1 y por lo tanto, una diemlnucibn 

colesterol (6:). 

en la 

El 9luca9on 1 además de estimular la gluconeo9bne11l11 1 estimula 

la &lnt•ai& de ureat el mecani&no mediante el cual &e lleva a 

•stlmulacl6n de la slntesls.de urea adn no eetl ccmpletam•nl• 

cabo la 

dilucidado 

(9). 

Se ha· descrl ta que el glucagon 

protebli1is h•pátlca,simultineamente con 

produce una aceleraclbn 

la lnhlblclbn d• la 

proteica en •l mismo brgano. Aparentemente •• retrasa la ternlnaclbn d• .laa 

cadenas polipeptldlca• en lo• riboso•as, por lo que se ha sugerida la accl6n 

de la hor~ona a nivel de la elongacibn o de la t•r•inacibn de laa ca••naa 

pllpeptldlcas, El efecto neto de estas dos ·acciones lnd•p•ndl•nt•• d• la 

hormona es Incrementar el reservarlo hepático de illllinoácida1, iavoreciendo 

9 



Carba mil 

fosfato 
sintetasa 

- ------ --(+) N-acetil glutcimato slntetasa · 
(+) N-actil glutamato 

o o 
11 11 

H2 N-C-O-P-OH 
1 
OH 

Carbamil fosfato 

(+)Modulación positiva 
(-) Modulacion negativa 

10 

(+) Magnesio 

'(+) argininii, 

(-) calcio 
(-) po'tós10 

.. 

.. . . . . 



asl la iortnaciDn 

9luconea9enesis. 

do urea y proporcionando 

CICLO DE LA UREA 

precursores para 

El estudio del ciclo de la urea ha desempeñado un papel important• •n 

el desarrollo de 1& biaqu.itnlca. Con el se lnlrodU.JD por primera vez el 

concepto de ciclo wetabblica, fue uno d~ los pri~eros eJemploa de proce•o1 

comparlam•ntalizados y su. anllllsis llustrb la. adaptaci6n d•l metabollaJDo al 

entorno e impulsa la invesllgaclbn bloqulmica comparada. 

La urea iue descubierta en 177a por Rou~lle 1 al evaporar u.na mue•tra d• 

orina en presencia de etanol (lúi, Fourcroy y Vavquel ln en 1798 tu.eran lo• 

prim•ras en utilizar el termino de urea. En 1023 Pr•vost y numa1 

realizaron experimentos de anhllsis elemental y encontraron que eKl•lla urea 

en sangre (10), Wolher 1 qulmlco alemán, en 1826 1 de1noslrb la formaclOn dw 

urea a partir de cianato de amonio calentado (10), 

Krebs y Htnselelt en 1932 demostraron las etapas principales dtl ciclo 

d• la urea a partir de su observaclbn de que con la adici6n d• p•qu•ñ•• 

cantidade1 de ornitlna. o de arginlna estimulaban catal lticaa1nt·• la 

produccibn d• amonio en corlea de hlgada \llJ. Invesligaclon•• pa•teriar•• 

•fectuada• en •1 laboratorio de Cohen y Hayano 1 ~atablecieron lo• d•t&ll•• 

de las etapas enzlmltlcas en la slntesis de la urea. 

En la mayorla de lo& vertebrados terrestres el amonio es excretado ·en 

forma de ur••· La slnteal• de la urea •• 1 leva a cabo en el higada, y ••t• 
constituida por la reacclon•• esqut•atlzadaa •n la Flg.4. 

La slnt••I• d•. la urea se Inicia a partir d• bicarbonato, dos moltculas 

de ATP y nonio. Las dos primera• enzimas del ciclo de la ur•• •an la 
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carbamll fosiato sintetasa l ltFS-1) y la ornitintranscarb•mlla•& IOTCl 

locali1adas dentro de la milocondrla, mientras que las otras tres enzl~as se 

lacali1an en el citoplasma, y son la arglnc&ucclnato •lntetaaa, la argino 

9ucclna9a y la arginasa. 

Existe otra enzima, la W-acei:.il'31ulamato sintetaea. 1 de localliaciDn 

rnitocondrial 1 la. cual no interviene directamente en el ciclo de la ur•a, sin 

embargo parece ser muy l~porlante para ~u regulacibn 1121. 

La •n2irna carba.mil fosfato slnteta1a l &&ta pre••nte en la matriz 

mitocondrlal del higa.da de animal•• ureol91icos 1 repre1•nla el 20¡ del total 

de la protelna de la mitocondria. La tFb-1 se ha encontrado. ad•••• •n 

cantidaes b&J&5 1 pero melabbltcamente activas, en la mucosa lnle&tlnal dt 

anlin•l•• ureotéllcos Ci2). 

La CFS-1 catallta la iorinacl6n de un 1101 de ce.rba1nilfosfato 1 dos mol•• 

de RDP y un mol de fo&fato Inorgánico a partir d• un mol de aaonlo, un mol 

de bicarbonato y dos mol~s de ATP. 

La CFS-1 requl•r• como cofactor obligatorio el H-ac1tll glutam&lDJ la 

enilma e& totalmente d•p•ndl•nle de la presencia de ••l•• ad•••• de r•querlr 

ion•• de ma~n••lo, cobalto, polaala y calcio.para su bpllaa actividad. 

Lo• ••tudlos Inicial•• •obr• el efecto que produce •l N-acetll9lut .. ato 

•• llevaron a acabo en pr•paraclon•• crudas de hlgado y •• ob•ervb la 

nec••idad de un cofactor d•rlvado del glutaaato para la actlvaclOn de la 

enilaa CFS-I (131. 

iie1puts de rea 11 iar ensayos con di.ferent•s dtl 

N-acetll9lutamato CNAG> se encontró que este 6ltlmo e& el mas activo d• 

todos , 

La reacción enzlmltlca para la slntesls de H-acelll9lutanato •• la 

siguiente; 

'· 13 



Glutamato Acet 11-CoA N-Acotll9lutamata 

HOOC-CH2-CHz-CH-CüOH • CH 0 -C-&-CoA ---~ HüOC-CH-CH.-CHa-COOH 
11 

NH. o NH 

C=ü 

CHa 

En el hi9ado de los mamiferas, la N-ac&til glutamato slnteta•a y el 

N-aceti l9luta.mato 

mitocondrial. tt 

se 

su 

encuentra 

vez 1 la 

en iorma. predominante en la 11alrlz 

N-acetil glutamato sintetasa activada 

furt•11•nt• por concentraclone• pequeñ"as de argln1na1 aunque la ••nc1b1lldad 

a este aminolcido puede depender de la situación nulriclonal 114), Aunqu• •• 

de1conoce el atgniftcado Tiaialé9ico y l• importancia funcional d• ••ta 

actJvactbn se eabe que la a.dmtntstra.clOn de arglnina1 in vlv~, incr•••nta 

la cancentraclbn do N-acetll9lutamato en el hl9odo 1151 Fl9,:;. 

El 1tguient• paaa en •l ciclo de la urea es la tran1ferencla del grupo 

carbaal lo del' carbami 1 fosfato a otra molecula, la. ornitina., en una reacc16n 

catalizada por la segunda •nzima mttocandrial del ciclo la 

ornltintranscarbamilaaa (OTC), 

El producto de esta reacci6n •• el 1.11ino•ctda citrullna, 

abandona la matriz mltacondrial y paaa al citasol en dond• tiene 

el cual 

lugar la 

cond•n••tibn del grupo .. onlo de una mal6cula d• 

c~rbamilo d~ la citrulina, en prea•ncia de 

argincsuccinato, catalizada por esta r•accién 

aapartata_ con •1 grupo 

ATF, para ior•a,. ol 

por la arglno•uccinato 

•intetasa <AS6), 6• ior•a •d••l• •n ••ta r•acclbn plrofosfato, que al ••r 

hl~rolizado, par una pirofoaTataaa, for~a fo1fato inor98nlco y d••plaza •l 
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equillDrio de la reacciOn a la iormacibn del ar9inosucclnato, 

La siguiente reacción es cata.Jizada por la arginosucclnato llaaa, la 

cual convierte a.l ar9lno&uccinato en arginina )' iumaralo1 la a.rginina asi 

forrnada es el precursor Inmediato de la urea, mientras que el tu:Aarato 

&ventuci.11A'lniP. r:-to1·1"11i al t:C1JIJlll11"11 11- 1.,ter11eiólarios del ciclo de los leidas 

trlcat"boxJlicos, Lr. (lltlma reaccibn del c1c10 es catc:&1a.ia.ua. por la argln&••• 

la cual a a.partir de la arglnina )' con la introducción de una mollcula de 

agua iorma la urea y regenera la ornltlnaJ dicha reacción tiene lugar en el 

citosol, La urea es excretada como tal, mientras que la. ornllina pu•d• ••r 

reclrculadá (12i Fig,4. 

La ecuación global del ciclo d• 1& urea es la slgul•nte: 

2NH .. " HCO~ ,. 3AT? " ~H2ü ---1 Urea ... Arl? ... i.JFl ... 2ADF 

tomo ae dlscutlrl mls adelantr1, el ciclo de la urea que se 1 ll'V& a cabo 

en el hlgado de anlmale& ureotélJcos, convierte lo• nivel•• pgtencialm•nt• 

tbxico1 de amoniaco en un melabolito no tóxico, como lo•• la urea. 

REGULACION DEL CICLO DE LA UREA 

La slntesls de la urea como todos y cada uno d• lo• proc••o• 

mtl&bblicos importantes llevados a cabo en organismos plurlc•lul•r••• eatl 

BUJ•ta a dif•rentes niveles de re9ulaclón metabblica. 

S• han analizado la• propi•d•d•• flsicas estequiaaltrlcas y cinltlc&• 

d1 la& enzima• puritJcada• que catallzan las dlveraa1 reaccion~• d•l ciclo 

d• la urea. 

Ademl• •• han hecho varios estudios acerca del mecanismo d1 la r1acci6n 
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y la regulación de cada una de ellas, Como ya se mencionb,la vla completa de 

slnt•sis de ure~ Incluye reacciones enzimáticas presentes tanto en el 

citoplasma como en ia mitocondria, que eatan SUJetas a control par la 

concentraclbn de sustratos, activador•s, inhibidore1,etc. 

Existe un gran nümero de estudios que intentan identificar e-1 o los 

pasos limltantes en la vla de la slntesis de la urea. 

5e ha analizado: la disponibilidad de equivalentes reductore& (16) 1 la 

disponibilidad de ATF C17} 1 los niveles de los diierentes lenes y la 

actividad de sistemas de tranaporte de anione& localizado& en l• meabrana 

mitocondrlal Clb), la disponibilidad de sustratos en la regulacibn del rnls110 

(!8J,etc. 

En los hepatocitos aislados se ha encontrado que baJO condiclon•• 

flsiol69ic11s 1 la slntesis de la ur1ta se ve limitada por la. actividad de la 

primera enzima del ciclo, la CF5-I (l;J. 

Come ya a• menciono la CFS~I conatituye del 20-30% de la pratelna total 

mllocondrlal y su actividad H ve limitada por la dl•ponlbllldad d• "" 

cafactor, •l NAG, la enzima participa en la flJaCibn primaria d•l ••onla y 

el bicarbonato, requl1tre das mol1ts de ATF-, ma9n••io 1 calcio, potasio y 

cobalto para su actividad mlxlma 1231 Fl9.3, 

Uno de los aspectos mas estudiados en el ciclo de la urea ha sido •l de 

las cambioa adaptativos por cambios en la cantidad de la enzima del cicla. 

Eato• •1tudioa han sido realizadoa en el hlgado de rata IUJ•t• a varlaclon•• 

en la cantidad di!' protelna en la dieta. 5chimke i24J, public6 que Jos 

nivele• d• enzimas hep•tica• participantes en la bioslnt•1i• d• ur•• au.••nta 

caardlnadaa•nt• en funclbn d•I aum•nla d• prol•lna d• la dl•l•r •lenlraa que 

I•• rala• all1•ntada1 can dl•las llbr•• d• prol•lna1, p•ro adecuada 1n 

caloria1, mostraran una di1nlnucl6n d• todas las •nzlmas d•l cicla, &qu•llas 

16 



.. 
i 

HORMONA RECEPTOR MENSAJERO EFECTO METABOLICO 
' 

' 
' 1 

BETA- - - - - - - - + ADENILATO ---.. UREÓGENESIS 
CICLASA ' 

' EPINEFRINA 

' 1 

' 
' 

ALFA - - - - - - - - - + RECAMBIO ----· UREOGENESIS 
1 FOSFATIDIL «;. 

INOSITOL Ca 
j 

l GLUCAGON R· G* - - - - - - 11> ADENILATO CICLASA--• UREOGENESIS 
e 

R-o* receptor del QlucaQon. 

FIG. l! MODELO DEL PROBABLE MECANISMO DE TRANSDUCCION DEL OLUCAOON Y !PIN!l'ftlNA: . . 

.• 

. . ·, . 
17 



con ayuno prolongado tuvieron un incremento. 

Ademas denostrb Schimke que en una dieta balanceada 

actividad de la enzima N00 AGS y por lo tanto el nivel de 

proporcibn directa a la protelna ingerida. 

en protelna1 1 

NAG 1 au11en ta 

la 

Recientemente Cederbaun y cols. reportaron que las cambios en la 

cantidad de •nzlmaa alnt•tizadoras de urea 1 producldow par un alto contenido 

dv protelna dletetica, se deben a una ~ayer slntesis de sus resp1ctlvoa 

RHA11 1 l'IU)' especial11eonte •n el casa d• la carbamil Taafata stnteta•a I. 

El conaclmlenta de todas los prace1as moleculares que par& regular la 

vla blosint6ttca de la urea todavla es lnco~pleta, Existe un lnl1r•a 

particular para el entendimiento de los procesas que participan •n la 

degradaci6n de las enzimas proteollticas y todavla queda por analizar el 

factor o loa factores que operan para regular loa niveles de las cinco 

enzima• d• la blo•lnt••i• d• urea d1 una manera coordinada, 

REGULACION HORNONAL DE LA BIOSINTESIS DE UREA 

Lo• •ficto• hor11onal•• aobr• la blo1Jnt••i• d• la urea•• han eatudiado 

•n vario• ail•m•• qu• incluyen •l hlgado de rata fetal, •1 hlgado de feto 

hu••no1 lo• hepatocltoa aislados y las 11itocondria• aialadaa d• hlgada de 

rata, &al co110 tambitn lo• animales inlactaa. 

Las hormona• estudiadas ~en los carticoesteroldes <25) 1 11 gluc19an 

(20 1 27) 1 las hor11an•• d1 cr•cl11iento (25) 1 y la• hor•anas tirold••• (2i). 

Gobhart y tl•k• 129) publicaran la acci6n d• har11anH "" h1tpataclta1 al1lada1 

d• rala1 al uaar cultivo• d• c•lulaa1 en monocapaa, con perfusl6n no 

ob••rvaron •Teclea ••ti•ul&dar•• del 9lucagon ni con la dex .. etaaana _aabr• 

loa nivele• de las •nzlnas del ciclo d1 la ur•a. 
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En ca&o de 1~ metamoriosl& de los aniibios, una de las r••pu.••t••. ••• 

tempranas a las hormonas tiroideas es la de la CF5-l C3UJ, con un 1.u11•nto 

coordinado en loa niveles de la enzima e Jncrem•nto en su actividad 1301. 

Lo& efectos 9lucaneagbnlcos del glucagon y la eplneirlna han •Ido 

descritos (31J. Sin embarga el mecanismo a traves del cual estas hor1onas 

estimulan las enzimas llmitantes de esta vla no se conoce, .. ha d••crito Ja 

••timulaclOn de la ureogenesls en el hl9ado por el glucagon )' la •plnofrlna1 

(32) •(n embar90 es poco canecido el mecanismo a travea d•I cual ••t•• 

hormonas •at imu 1 an 1 a ur•o9tn•s l s (32). 

Se ha reportado ac•rca de los dlferentH tipo• de receptare• 

adren&r9lcos que median la respuesta ureogénlca en hepatoclto• alaJadaa d• 

rata (33), la edad como un iactor importante en su regu.Jaclbn (34), a1i caino 

•l papel del calcio en la producciOn de los efectos ureo9,nlco1 del glucagon 

y la eplneirlna \35) Fig.5. 

AüENOSINA 

En f•ch•• recl•nt•• •e ha ampliado conaid•rabl•ment• loa canoci•lento• 

aabre l•• funcion•• y la• accione• patalOgica• d•l nucleb•ldo d• adeno•ina, 

La adenosina no 1010 •• un lnt•rm•diarla maa en •l ••t•boli••o d• 

nuclebtldo• p6rlco•, ya qu• int•rviene •n varia• proc•10• c•lular••· 

»•ntro · d• la• d lv•r•o• •f•cta• m•tabOl lco• •• •ncuent,.an; · 

&) Eiecto• sabre la conc•ntraciOn intracelular d• nucl•6tido• d• 

ad•noalna coma lo ~s la elevaci6n de los niveles de A7P in vivo • in 

vitro. La adenoslna eleva los nivel•• de AT? celular en el animal Integro 

ain modiTfcar los niv•l•• d• AüP y AtIP, en algunos ca•os se acompañ'a •l 

au••nto ó• ATP con una dl•mlnuciDn del fosfato lnarginlco (36), 
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b) Incremento en la relación NAD/NADH, La adenoslna adainiatr•d& in 

vivo incrementa hasta 7 veces Ja relación NAD/WADH milacondrlal sin 

modificar su relacJbn en el cJtosol (37), 

el Acción antilipolltica de la adenosina in vitra. Se sabe eue l• 

adenosina tiene un efecto antitipolftico in viva e in vitro, el cual se 

encuentra mediado por el efecto del nuclebsido al disminuir los nlv•l•• de 

AHPc del adlpoclto (381. 

d} Aumento de la actividad de la 9luc69eno sinteta1a de hlgado d• rata, 

& increment~ Ja lncorporaciOn de '~C-glucosa al 9luc69eno h•pltica 

(glucog•neais) (39), El nucleósido auinenta ci veces Ja lncorpar-aci6n d• 

'~C-alanina al 9luc69eno hepltico C9luconea9•n•sia-9luco9in••isJ. 

AdEinla, la ad~noslna mimetiza. y potencia la estl~ul1.ci6n d• la 

oxidaci6nde la glucosa producida por la insulina en teJldo adiposa de r•ta 

(~úl. 

Existe un gran Jnt&rés sobre las acciones de la adenaslna como hor•ona 

y como neuromodulador \4!J. 5eo han hecho estuerzo1 in.portantes para 

caract•rlzar los r•c•ptarea d• adenasina. 

Can base en los ef•ctos en la actividad de la adenllata clcl••• •• han 

cl&slTicada loa receptor•• de adeno•Jn• y san divJdJdos en 2 tipas; A 1 y A 

2, las cual•• modulan la activld•d d• la enzlna &denilato cicla•• (eati•ula 

a inhibe). Independt•nlenenl• d• la acci6n de la adena1ina, ••diada por 

receptores, sabre la adenllato cicl•••• la ad•nosina actua sobr• la •nzl•a 

•n u.n silla regu.ladar, denominado =¡;• •l cu.al •1•rc• una accl6n lnhlbltar.la. 

Este sitio •• .encu•ntra Ioc•lizada en el 1nt•rior d• la M•brana 

cttoplasmltica, formando parte de la unidad r•gulador• d•l col\pDn•nl• 

catalltlco i47l Fl9,6, Ha1laa y Lynhui í42l propon• que la aáeno1lna realiza 

un efecto biflslco •n, b•J•• concentraclpnea <2-25 pHI e1ti•ula la enzima 
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&denllata clclasa mientras que altas cancentraclones (lüO µH> la lnhlben. 

6l blen aJ9uno1 efecto& praduclda& par la accl6n de la &d•naslna 

•xtracelular •• encuentran carrelaclanadaa con los nlvel•• de AHPc, co•o la 

inhibición de la a9ro9acl6n plaquetaria !43l, la Inhibición de la llpbllaia, 

144) la. Inhibición de la. cltbllsls modio.da por linfocitos 14l5l y la 

expreslén del antlgeno y de los receptores de la membrana de los llnfocllo• 

T (45). E>Cllt.• una aerie de ienbmeno• :fialol69lcoa medlado5 por r•ceptor•• 

de 1.denoslna (Ado) 1 pa.ra los cuales no ha sido posible d111oslrar 1u r•laclbn 

con loa niveles de Ali?c, Entre eB.tos fenómenos se encuentran la acclbn 

depresora de la adenaslna en ciertas neuronas del SNC 1 su efecto r19ulador 

del flUJD sanguineo en corazón, cerebro y müsculo eaqu•l•ttco y su 1fecta 

va1ocon1trlctor en la corteza renal. 

Con r11p1cto a la acción de la ad1nostna en el m1laboll••o y fl•lala9la 

d• la• ••r•• vivo• en especial de loa ma•lfero• queda un gran panar .. a par 

dilucidar, 
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H!FúTE5!5 

Existe suficiente evidencia experimental sobre el papel d• la adeno•lna 

como neuromodulador en el slste-ma nervioso central {46), La •xl•l•ncla de 

receptores de la adenosina se han encontrado en diferente• l•Jldoa incluso 

en el h19ado de rata {<fti), Adenas se ha señ"alado la ex latencia de 2 el•••• 

de receptores en el propio hlgado (47l. La preaancla de tale• receptare• 

orienta hacia un posible e;ecto de la adenosina como hormona. K&PP•nl y Wulf 

C47i hti.n descrito una act.ivaclbn de la 9luco9eno fo5fortlasa 1 en hepatocitoa 

aislados de rata, al ser estos estimulados por concentraciones mlcromolara& 

de adenoslna. El dato anterior identifica a la adenosina como •horaona• 

••fl•J&nt• al de la epinefrina y el glucagon y &eñ"ala una vla 111tab6llca 

•&p•citlcamente estimulada por el nuclebsldo. 

En vial• de lo anterior •• pr•gunlarl1 lla ad•noslna •• una hormona que 

en la gl•ndula h•p,tlca r•gul• olr•• vla1 met1bOllca1?. Entre 1•• vlaa 

m•l&bbllcaa regulables por horMonas, una d1 gran l~portancia para mant•n•r 

la hameosl••l•1 qu• &dumas requl•r• d• •nergla para •U operacl6n •• la 

Ureog•n••l• par lo tanto •n este trabe.Jo ee lnv•allgO •1 posible eiecta 

re9ul1dar de la adenoalna sobre 1& urea9•ne1l1 hapltlca. 
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i'IATERIAL '1 i'IET0Ii06 

Los experimentos tueron realizados e~oleando hepatocltos aislada• d• 

rata macho de la cepa Wlstar. Las celulas obtenidas iueron incuba.das •n 

presencia o en ausencia de Jos diferentes agentes cuyos efectos se 

estudiaron. 

AISLAliIENTO DE HEPATOCITOS 

Los hepatoctlos fueron aislados empleando la licnlca d••crita por B•rry 

y FF'iend en 1969 <iú>. La tecnlca se basa en exponer lo• eapacio• 

intercelulares del hl9ado a la acclbn de la colagenasa 1 por medio de una 

ln+us16n ccnllnua de dicha enzima a traves de la vena poF'ta. 

La colagenaaa es una enzima que de9rada 9ran parte de 101 •l•m•nlos 

adehenlvos presentes •ntre las células, ¡e recircula durante quince minutos, 

en un medio uallna amortiguado, Es de gran importancia ~ant•n•r una 

concentraclbn adecuada de la en%lma, ya q~• la 

pral••••& que en •>ec••o pu&den dañar la 

hepaloclto, 

colagenasa contiene •d•••• 

m•mbrana cltopla.srn•tlca del 

El nedlo utilizado en los exp•rlrnentos fue soluciOn Rlng•r·Bicarbanato 

con la •lgulent• co11paslclbn: Netl 120 riH, Ktl 4.75 1nH, KHaP04 1.2 •ti, 

tl9SO• 1.2 '11i, NaHCO• 12 11H, CaCia !,2 11t1, a pH ;,.¡ a tHperatura d• 37 

Me equilibrada can Oa/COa (95-5~). La saiuclbn Rln9er-Krob1 can 

colag•n••• •• r•clrculada hasta que 1• con•lstencla de •1 hlgado •• vu•lv• 

blanda y 'sle s~ desintegra factlmtnt• al pr•slonarlo con una ••Pllula. El 

t•J 1 do dt•p•r1ado s• f t l tra a tr•v•• d• una malla d• nylon y la. su1pe11slbn 

d• ctlul•• ••l obt•nlda• se c•ntF'lfuga a 2000rpm durante un minuto, eJ 
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sobrena.dante se descarta y las celulas se resuspenden en la soluciOn de 

Rlnger-Krebs suplementado con &lbumina bovina al 1%. Se realiza la ml•ma 
¡ 

operaclCin por tres vece!i 1 obteniendo asi' las celulas libres de partlculas y 

colagena!la. 

El aparato utilizado para la perfusibn y aislamiento de células •• 

muestra en la Fig.7. 

Se resuspendieran los hepatocitas en Rlnger-Krebs con albumina y se 

a9r~9aron alicuotas de la suspensibn de hepatocltos a tubos d• pll•tico •n 

los cuales se encontraba el Rlnger~Krebs supl~mentado con albümlna al 1%, y 

con glutamlna o carbonato de amonio 10 11t1 1 ornitlna a 11H, gluco•• 10 Jnli. 

Ademas se agregaron los agentes cuyos efectos fueron estudiadas. Las tubo1 

fu•ron tapado• • incubado& ~n un baño •n agitacibn a a7 wc, durante 60 

minutos. 

La viabi 1 ldad d• lo• h•patocito& fu• cuantificada par la. ltcnlca d• 

excluslOn d• azul de tripan. El ATP se cuanllflcO por el m•todo de L .. precht 

Trau.tschd 1 lY74 (22), 

DETERMINAC ION DE UREA 

Al final de la lncubacl~n lo urea fue cuantlflcoóo ~•dlonte la ttcnlca 

de1crlta par Gutman y B•rgaey•r C2ll. Se incuban allcuota• del •obr•nadant• 

de ctlulas en presencia de urea1a, con lo cual ae obli•n• la hidr61i•l• de 

urea pr•••nt•, dando una cantidad equl~ol&r de amonio, El &9onia· •• 

cuantl;icado m•dlanl• la tiente& colorimttrlca basada •n la r•accl6n de 

Berth1lot, en la cual se forma azul de lndofenol (l2), 
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FIG. 7 APARATO DE PE~FUSION EMPLEADO PARA EL AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS. 

P:Lg.7:, Aparato de perfuai6n empleado para el ai•lamiento de bepatocitoa. 
El recipiente R, de doble pared contiene Ringer-Xraba, con al cual al bt
gado ai1lado, perfundido y de1angrado se coloca en el recipienta P. 11 
medio •• deaachado da1pufa del pa10 por el h!1ado. De1pu,. •• recircula 
con Rinsor-Krobo con calcio y colagen11a contenido en el rocipienta C. 
Beto ••recircula mediante una-bomba peri•taltica B, La teaparatura •• 
mantenida mediante la ·recirculacidn de agua a 37°C por la dobla parad da 
loa racipiantaa M Loa medio• ae mantienen aaturadoa de 01/C02 med:l.anta · 
burbujeo o. ' 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos muestran que la adenosina y la ino•ina 

produc~n una estimulaclbn de la ureoginesis hepAtlca, se realizo una curva 

dosis respuesta a la adenoslna y a la lnoslna y se obtuvieron valores d• Ka 

de CJ.Ots µH y 5 µM respectivamente <ver articulo iffect o( a.áenosln• •ná 

ino~ine on urt!!o9ene6i$ in hepatocyte-11). No rnoetr1.ron nf ngun 

ureo9énico los siguientes derivados hletabfl l i CDS de 1 a adenoalna: 

hipoxantina,xantina y ácido urlco (Tabla 2 del articulo liiect o( •á~no•ln• 

ano" fTiosfne on ureosenesis in hepa.tocytes>. En la inezcla de lncubacJ6n d• 

estos compuestos desamlnados se añ'adló NH .. i:l a. la concentración de lü mH, 

con el obJeto de simular la concentracibn de aman lo obtl!'nldo por 

desaminaclbn exauatlva de la adenosina en su carbono námero 21 sln enbar90 1 

se obtuvi&ron r&sultados ldbntlcos al aadir o no el NH.Cl. 

La •stimulaciOn de la ureo9tne•ls obtenida con adenostna documentada en 

la Fl9.l y la Tabla 2 del arllculo 1 contrasta con la 1nhiblc10n d• la propia 

ureo9tnesis 1 r~portada por Lund y colaboradores en 1973, En loa exparimenlo• 

de Lund y colaboradore• (1975} •• incubaron 40 m9 d~ P••D h6mado de c•lul••• 

provenientes d• ralas ayunadas por 48 hrs. por 60 mln. a a7 wc en pr•••ncla 

d• 10 inH lactato, 1 m~I alea.to, 10 11tl cloruro de amonio y a •ti de ornitlna. 

En ••ta• condiciones experimentales se obs•rva una lnhblclbn d•l 23-65~ en 

la slnt••i• d• urea, cuando la adenosina se adlcion6 a concentraciones d• 

0.5 a 4 mrl. Los experimelos de la. tabla a incluyen una coinparacibn de 

algunas condiciones experlnenlales usadas por Lund y colaboradores (1973} y 

por no1ot.roa 1 con la lntenclbn de encontrar una explicaci6n a la• 

diT•r•nciaB entre los resull&dc1 obtenido• por &llos y por nosotro•. A1l, 

las ctlulas •• incubaran con lactato y ol•ato en lugar d• 9lucosa y con 

cloruro d• .. anla •n Jugar de gluta•lna. Sin 

ad•noslna, fuo mantHlda en JO µH ~ no 
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Los ñ•palocilos fueron incubados por ciü mln en Kin9er-Krebs bicarbon•to, 

suplem•nta.do con 10 rni'i de ·3lucosa 1 .3rnÍ"i cie ornitina 1 iü rnii d• 9lulamina • 

. C.onlrol1'-'ü.i 111i de- adenosina con 1.i mÍ'i cieo calcio11/"/ü,l 111ii de 1.dtnasina 1in .. , 
J calcio. Los resliltados son •xpretados como porceonta91t del con~rol, ttl valor 

.. 
1 

fu• d'9' 1<1.4 •- :;,4 nraol.;os de urea ior111ada ióú ~in de peso ini11tdo 

•c•lutas (n•cii.~~ p\ o.;. 
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concentraciones usadas por Lund 1 colaboradores (1975). 

Se obtuvo la misma respuesta ureogénlca a baJ&S concentracion11 dt 

adenoslna al emplear 9lutamina 1 carbonato de amonio (tabla 3) e lnclu10 

cloruro de amonio tal como se observa en la tabla 3a. 

La sustituclbn óe la 9lucosa por el lactato mas oleato anula el efecto 

ureogénlco de Ja adenosina, Independientemente de cual sea la fu•nt• d• 

amonio: glutamlna, carbonato de amonio (tabla 3) o cloruro de amonio (tabla 

3bl¡ además se registraron resultados similares con lno•ina •n lugar d• 

adenoslna \tabla ~el. 

Hay un aspecto que requl•r• intornacl6n adicional. La cantidad d• ur•a 

sintetizada por fllillgramo de peso h6medo de celulas. durante 60 iaJn. )' 

expr•sada en moles es de1 14.46:, en la Flg,l y en la. tabla 2. 7.60 en la 

tabla::. y 29,S (n1:ti) en ratas allm•ntadaa con la tercer dieta (tabla 1) •. 

Este Ultimo vale~ ea parecido al encontrado por Lund y colabaradar•• (197S). 

En este último g~upo de ratas, la adenosina prodUJO una eatlmulacl6n en la 

que verib del 14 al 25%, cuando la concentracl6n de ad1no•in• aum1ntb d1 0.1 

µH a 10 µi'h en talf'!i condlctonea no se inodlflcb la poza celular d1 ATP. 

far la tanto·, lt. ad1noalna •• capiz d• ••til\ular la ur•a9•n••i• con la• tres 

dietas coinerclales usadas en este trabaJO• 

to•o la lntenclbn d• conocer el mecani1mo por 11 cual la ad1no1ina y la 

lno•lna ••tlmulan la ureogtn••ls 1e estudio la capacidad de •atlinular la 

1lnt1al• de urea por ambos nuclebsidos, en pr1•1ncla de 9luca9an o 

1plne-frln1.1 horinona1 que para laa cuaJes •• ha d11crlto 

ur109tnico. 

un 

Al mezclar la ad•noaina o Ja inoalna con •1 glucagon •• antaganlzan 

mutuamente, respecto a Ja •cc16n ur1091nlca que cada una aaniTf11ta por 

1•parado1 sin embargo no •• inodi-f lca la r•spue1ta ur109•nlca de la 
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rilas h11tpatacllos fueron Incubados por QO min en "inger-~r•bs bicil.rbonalo 1 

j'~plera•ntada c.on lO mrl deo 43Juco!!a, .; riiN de ornitJnaf iú mri de 9lut1•in&. Lo1 ·· 

r•1ultados '!on eoxpresados como porc>!nta9e del control, ei .valor fue d• ¡.¡,,¡ 
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,:.4 eupJ•m•ntado con 10 l'lfol d• 9luco•&1 lü mi'I d• 9luta11ina, .a 11H d• ornitJna •. 

--~ntroJ1 odJ;ertnte1 conc•ntrac~ones de EHNA.elo& r••ultada1 son •xpr11ado• 
_J 

CDllD porc•nta9e del contr.ol, Rl valor fue dt·i4.4 ~- 3.1 nmol•• d• urea 
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Los hepatocito3 fueron lncuOados por Oú min en Rin9er-Krebs bicarbonato, a 

pH 7.4 suplemenrado con lV rlli'J d.a- glu~osa, J mN de ornitina, iO 111H de 

9Iutarnina. 0Control1 • 1 ni'i de EHN,; rias áiteorentes concentr•c.ion11 d• 

J ad•nosinaJ '1 nH d• EHNA mas cilitreni:es concentracic.nes ·ii•· 1110°.ina. L.01 

resultados son 1txpre1Jados en porc•nt,,911 d•: .::.:i.1trol, •i. v1.iar iu.• d• ¡.¡,.¡. ... 

J .~.J n11tol4!1 -tt ur~a fo :a·JJ i6V ~in lm9·de peso ñürn•cia d• c&luJas ín•ei), p( 
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epi ne-trina (labla 4). Es de tnlerE-s mencionar que Ja •&tfrauJacl6n d• Ja 

sintesls de urea por ambos nuclebesidos, al ser empleados a concentracion•s 

de lü a ü.1 µJi, no se observa cuando a las ctiluJas se les elfnilna el 

calcio endogeno por pretatamlento con EGTA y ademas dichas c•lulas •• 

incuban en Rin9er-Krebs que no contiene calcio Fig. 6 y Y. 

Existen evidencias experlmetal~s en las que, en la& ctlula• hepltlca• 

hay una gran actividad de Ja enzima adencsln deamlnasa (ADA>, la cual llb•r& 

el grupo amonio de la adenoslna convlrtlindola. en inoalna. Uno d• 101 

inhlbidores de e-sta enzima es el eritro-hidroxl .. nonll-adenJna (EHNAJ. El 

EHNA es un lnhlbidcr alostérico de Ja enzima adenosln deainlnaaa, por lo 

tanto impide la desaminaclbn de la adenoslna y en teorla Jncrementarl 101 

niveles de adenosfna dentro del hepatoclto por lo cual se verl Tacilitada la 

acclbn del nucleO&ido lo que podrá ser medido por m&dlo de la •lnt•~ls de 

urea. Al realizar una curva dbsts respuesta con EHNA se puedt ob•erv•r que 

na tien• •fecto alguno sobre la slntests d• urea FJg. lü. 6in embarga al 

eimplear eJ EHNA a u.na concentra.cl6n fiJa dE< 1 nanomolar, •n preaencia d• 

diT•r•nte1 cancentracton&s"de ad•nasina e inoaina, se obs•rva una re1pU••ta 

blTlsica •n la &lntesl• de urea can ambos nucl•fl1ldos (Flg. J.I>. 

Otro d• loa inhibldor•a d•l m•tl.bol lsmo de la ad•no•lna •• •l 

dipirld•Nol, conocido com flrmaco inhlbldor del tran•port• d• •d•no•ina can 

la qu• Impide su desamlnaciOn • Al impedir al transport• de Ja ad•noalna, •• 

podrla esperar que el dipirldamol potenCia la acción ureag•nlca del 

nucl•flsldo al ~•nten•rlo con~inado en el exterior del hepataclta y con •ayor 

posJbllldad de actuar sobr• los receptores·m•mbranales. 

Se realizb una curva dbsls respuesta con el dlpi~ida•ol 

slnt••i• de urea (Fig. 12). Se adiciono glucagon cuyo ef•cto 

estimular la blo1lnt•sls d• urea. En presencia de glutamina como 
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_J Lo• hepatoc J tos tu eren 1 ncubados por Oú n1J n en R! n9•r-i\r~bs bJ.carbon•to, 

supJe1111tntado con 10 mH de glucosa, .; mii de ornl tina, 5 mii de catban&lo d• 

honio. o Control¡ o lnii de 9luca9onr o di;ereonte-s conc•n~racJon•s d• 

J dlpJrldamol. Los resultados son. ii!Aprtosadás coma porcenta9• del 

.¡aJor fu• d11 i:S,2 •- ~.2 nrnol~s oieo urea ior111ada ióü min in11 de p1tso 

cantra1, 
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ureogenlco el efecto estimulador del 9luca9on sobre la 

bloqueado por el dlpiridamol • Sin embargo en presencia 

amonio coma 1ustrato ureo9entco del 9luca9on en presencia 

uro96ne1ls •• vio 

de carbonato de 

del dlplrlda11al 1 

no se bloqueb dicho efecto Flg. 13, 

Lo• datoe anteriores indican que el dlplrid&111ol impide la accl6n 

ureog&nlca de ia adenosina y el glucagon 1 únicamentE' cuando la 

amonio proviene de la glutamlna. Par lo tanto se investlgb el 

fuent8' d• 

papel del 

diplrldarnol en el 1netabollsmo de la glutamina. Dichos resultados noa indican 

que el dtpirldamol no interfiere en la actividad de la glulaminasa, 

CONCLUS!ON 

La adenosina y la inoslna producen una activación de la ureog6n••l• qu• 

depende de la dosts 1 y esta capacidad na la poae•n otras producto• 

catabbllcoa de dichos nucle6sido•. 6• descartó la po•lbllidad d• que la 

adenoslna o la lnoslna actuaran como suatratos ureog•ntcoa produciendo por 

ello un efecto estimulador; en base a lo siguiente: 

11 Los metabolilos catabOlicos de la inoslna 1 en presencia de clorura 

de amonlo 1 no estimularon la slnlesis de urea 1 21 Al suprimir en un 100% la 

deaaminacibn de la adena•lna a una cancentracibn de 10 ~lcraaolar la 

contribución del amonio formado serla despreciable comparada con la poza de 

amonio (10 roi'U 1 en el sustrato añadido para la slntesis de urea, 

El hecho de que el ef cto estimulador de la adenosina y la lnosina se 

ob•ervara con glutamina y con carbonato de anonlo 1 descarta la partlclpac16n 

de la gltu:ilnasa en el mecanlsna responsable de los pa•os reg~lador•• de 

1.11bos nucl•Dsida1 en la slnle•i• de urea. 

La r••puesta bifásica pr••entada por la adenoslna en presencia del 



lnhibldor de la desaminasa., el EHNA, nos gula al pensar sobr• la •xl•t•ncla 

de sitias especitJcas de re9ulaclbn del ciclo de la urea, ade~a• d• loa 

receptares ya mencionados para la adenaslna. La e•li11ulacibn d• la 

ureagénesls por la adenosina y la lnaslna es dependiente de calcio • 

Ademas el ant•9onia~o mutuo entre la adenoalna o la lna•in• y •1 

9luca9on, pero no con la eplnefrlna, abre 11ae posibilidad•• para ••ludiar el 

mecanismo (s) involucrado en la señ'al deo transduccJbn para har•ona• 

particularmente en la regulaclbn de la ureagenesis, una rula 11•lab6llca en 

la cual tal tan eslabones en la respuesta metabbllca final, 

F-or otro lado, la concentración de adenosina en cilulaa de hl9ado d• 

rata es del orden de J.ü 11Jcramolar <46) )' se calcula qu.e el 75~ d• la 

adenosina del t.&Jido lot1.l esta. unida a protelnas lntracelulareis <46). Po,. 

ñltlmo, los re&ullados repartado5 en el presente trab&JD ••tan en el "'ª"9º 

d• concentraciones fislolbgicas de cuando ~•nos una de 101 nucle61lda1 

uaadas por no•otros. Y •• augf•r• que la 

adenaslna y la inoslna, •n lregulaclón d1 

r•l•v•nci& ii1lol69Jca. 
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Effect of adenosine and inosine on ureagenesis in hepatocytes 

Raquel GUINZBERG P., lrma LAGUNA, Alejandro ZENTELLA,• Ricardo GUZMAN and Enrique PIRA 
Dcp11r1amen10 de Dloqulmlca, Fncuhad de Medicina, UnJvcrsldud Nacional Aulonoma de MexJco1 A. Poual 701591 Mo.dco, 
D.F. 04510, Mcx!co 

Adenosine ond inosine produccd o dose-dependcnt stimulntion of ureogenesfs Jn (solated rat hcpatOC)'lct • 
Hypoxanthine, xanthine and uric ncid werc wilhout eft'ect. Half-moximally cft'ecdvo concentratJon1 wera 
o.os µM íor ndenosfne nnd s µM far inoslnc. Activndon ofureascne1!1 by both nucleoaidu had tho rollowlna 
chorncteristlcs: (a) h wo.s observed wlth elthcr glutnmlne or (NH4) 1C01 , provlded that slucoao wu preaont: 
(b) it wns not dctected when glucose wus rcploced by lnctotc plus oleatc; (e) lt wa1 mutua1Jy.ant11onlzed 
by glucngon, but not by odrcnuline¡ nnd (el) it wns depcndent on Ca••. Wc 1uue1t that tho actJon of 
adenoslne and inoslnc on urengencsls mfght be of physfologlcnl signlftcance. 

INTRODUCT!ON 

Our knowlcdgc of the physiologicnl nnd patho· 
physiologicnl fUnctions of the nuclcosidc udenosinc hus 
grown considcrnbly. An1ong thc describcd nctions of thc 
nllclcosidc on hepatic mctnbolism, it hns bcen rcported 
that adcnoaine incrcnses ATP conccntrations and the 
energy charae ofthc Jiver (Chogoyn et al., 1972). This is· 
of intcrcst, owlng to the role of these metnboJic 
Indica tora In thc rcaulotlon ofccll metobolism (Atkinaon, 
1977). or even areatcr interest are the wcll·documentcd 
actlona or adeno1Jne os a hormone and a1 a ncuro· 
modulator (Bum1tock, 1981 ¡ foro more recent revlew, 
acc Stefanovlch 11 al., 1985). Considerable ctrort has been 
mado lo characterlzc adcnoslne recep1or1 (Burnatock, 
1gs1: Londo1 •I al., 1983), and to dc1isn more potent 
adonoaine .. receptorantaaonlsts (Bruns el al., 1983). Llvcr 
colb aro In tho ¡rowina lilt ofcell1 contalnln1 adeno1Jno 
rocepton: ilolated hepatocytc1, on atlmulation with 
adonoaJno, and at toa1t two or Jts anatoaucs, produce a 
reaponae In tho adenylate cyclase octlvlty (Londos et al., 
1980). Furthcrmore, adenoaine and adenlnc nuclcotldcs 
cauae doao-dopendcnt actlvation of ¡lycogcn _pho~pho
rylato In lsolaled hepatocyte1 (Keppena &: De Wulr, 
1985). To fncreaao our knowled¡o of adeno1Jnc actlons, 
Jll rolo on urea bJ01ynthciJ1 wa1 explored. Ureagenesis 
b ono of tho mctabollc route1 aft'ected by numerous 
honnonc1, eJthcr de¡>endcnt or not on modlftcations in 
tho 1ctJvity of adonylatoc~Jase (Corvera & Oarc/a .. Slllnz, 
1982). Thus a response of urea¡Cncsis to adcnoslne wHI 
¡¡lve a more intc¡¡rated picturc or the acllons of the 
nucleoaido on tho re¡ulatlori of Jiver metaboUsm. Lund 
et al. (1975) found thot adenosine added to isolated 
hepatocytes inhibita urea bio1ynthesis; a O.S mM dose of 
thc nucleosidc was requircd lo produce maximal 
inhibltion, thil conccntration bcin¡ aevcral ordcrs of 
maanJtudo hi¡hor than tho concontration of adcno1ine 
used u a hormono (Londoa et al., 1980). Tho preacnt 
paperdoacrlbol tho responso In urea blosynlhal1 by llvcr 
<0U,., lnc:ubatod wilh low dolCI or adonoaino or lnollne 
witrua lho ranae usod to .. en lheir rolo u hormones. 
Bolh nuclooaldOI werc tesled alone or In comblnatlon 
with oae or two weu .. tnown ureapnic honnone•, 
aluca¡on and adrenalino (Titheradgc &: Haynes, 1980; 
Corwra el/: Oarcla-Siin%. 1982). 

MATEI!MLS ANO METHODS 

Malc Wistnr rata (JS0-200 s) 1tarved 24 h beforo tho 
bcginnlng of the expcriment werc uscd, unleu atatcd 
otherwise. Threo dift'ercnt common:ial dioll wero uaed 
(Tnble 1): lnltlnlly, Purlna rat chow lmported lrom lhe 
United States (experimcnts rcported in FJs. 1, Tablea 2 
and 4, ond thc ATP-pool asaaya); when tho MuJcan 
government forbade thc importatJon or rat chow, tha 
experiment w111 contJnuod by roocUna the ntl with 
"Nutrlcubos', made In Mcxlco (ox~CI npqr\cd Jn 
Tablo J, and thoac wlth hopatocyta doplotod Gr Cal+). ' 
Sincc the rote or urea blol)'llthelll wu low wltb 11111 dlot. 
somo control oxpcrimonll wero pertormod wltll 1 Wrd 
dlet, comblnln¡ equll par11 or 'Nutrlcubol' wllh 
l Ladrina '; thi1 combinatJon prochad (o) a betterpowth 
rato thon wlth 1Nutdcubo1' atone, and (b) aaroviih rata 
ldondcal wlth tho opdmal ono npotlOd li)' Wal (11171), 

Hopatocytu wero l1ol1ted by lho melhod ol lltrry & 
Frlend (1969), but tho reco~monded Ca•+.ftoeo Hanks 

Tibie 1, ComJ>Olltlon ofcommerdal dJ1t1 mtd 

Valuct (%)are from the manufacturcn'.labela. 

Nutrlcubo1 
· Rodent 

Purina chow• Laboratory 
5001 Chow dlett Ladrlnat 

Crude proleJn not 23,0 23.0 · 27.0 
lcss than 

Crudo fat not Jeas 4.S 2.5 ·9,0 
thnn 

Crudo ftbrc not more 6,0 6.0 4.S 
than 

A1h no! moro Iban B.O B.O 10.0 
Added mlncroll not 2.5 1.6 
moro than • 

Nltrogcn.frcc cxtract 48,S 39,5 

• Ralaton Purina Co., SL Louf1, MO, U.s.A. 
t Purina,S.A.deC. V, Km.4.5 C&rr. ComUtuclón Quen!taro, 

Qro. C.P. 76180 Mlxko. 

' ~l addreu: 1bo Rockoícllcr Unlvcn.lly, 1230 York Avenue, Ncw York, NY 10021-6399, U.S.A. 
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solution \Vas rcplaccd by Krcbs-Rlngcr blcarbonatc 
lKrcbs & Hcnsclclt (1932) preparcd without Ca1+] plus 
10 mM·slucosc (thc Jattcr was omittcd in sorne· cxpcri
mCñts, ns indicntcd bclow); the livcr was pcrfuscd with 
thcsc ca•t.frcc solutlons; for thc subscqucntcollagcnasc
digcstion stcp, t.2 mM·Ca•+ was nddcd to thc solution. In 
thc ftrst ninc cxpcrimcnts, ccll viabllity was mcnsurcd by 
ATP contenta and Trypon Bluc cxclusion. A valuc of 
2.29±0.32µmol oí ATP/g (menn±s.E.11. for nlne 
acparatc batchcs of cclls) was obtaincd, which is 
comparable with the vnlues found in thc litcraturc (c.g. 
Lund et al., 1975); nt lcast 90% of thcse cells cxcluded 
0.2% Trypan Bluc. Latcr, Trypan BJuc cxclusion was 
routincly assaycd in ali thc experiments, nnd hepotocytes 
werc used whcn their viability wns obove 85%. 

Thc fsolntcd cclls werc lncubntcd under continuous 
ahaking in Krcbs-Rlnger blcnrbonntc buffer In nn 
ntmosphcrc of 0 1/C01 (19:1) for 60 mio ot 37 ºC. Thc 
Krcbs-Ringer buffer with 1.2 mM-Cn1+ wns supplc· 
mentcd with 10 mM-glucosc, 10 mM·L·glutamine, 3 mM• 
L·ornlthlnc and 1 % bovinc scrum albumln; thc pH wns 
adjuatcd to 7,4, In sorne cxperlments, ns delniled in lhc 
Rcsults section, 10 mM·glutominc wos replnced wlth 
10 mM-(NH,)1CO:a, and glucose by 10 mM-lnctalc plus 
1 mM-olcatc in the incubntlon medium. Furthermorc, 
when cclls were lncubated wlth lactate+olente, glucosc 
was abscnt from thc inilial pcrfUslon medium and thc 
collogcnasc-digcstion mcdium. 

In a series of cxpcrlmcnts, hcpatocytes were dissoclatcd 
in a Ca•+.frcc mcdlum supplcmcntcd wlth l mM-EOTA. 
Thcsc cclls wcrc incubatcd in Krebs-Rlngcr blcarbonatc, 
free of Ca•+, but supplcmcnted with 10 mM-glucose, 
10 mM·(NH,)1CO:a, 3 mM·L·ornlthlnc nnd 1 % bovlnc 
acrum albumln. · 

Each a1ny wa1 routlncly performcd In .duplica te. Each 
tubo contalncd 25-30 mg wct wt. of llvcr cclls. At thc cnd 
of thc incubation pcriod, thc tubc1 wcrc placed in an lec 
bath for 5 mln, und thcn ccntrlfuacd ut 5011 for 10 mln. 
Thc 1upematanl wa1 kcpl · for urca quantlficallon 
(Oulmln & Ber1111eyer, 1974). The numbcrs or obser· 
vatiom aiven In Fig. 1 and thc Table1, for any given 
u.~mcntal condltlon, rcfer to acparatc batchc1 ofcclls. 

ATP Wll quantlfted by lh~ method or Lampreehl & 
Trau11<:bold (1974). Adenoslne, lnoslne, hypoxanthlne, 
xanthinc, uric acid, glucagon, L-adrcnalinc, L·¡lutamlnc, 
i.-omithinc hydrochloridc, urcasc (typc 111) and bovinc 
acrum i.lbumln (fractlon V) wcrc obtalned from Sigma 
Chcmical Co., St, Louis, MO, U.S.A. Collagenasc was 
from Worthlngton. Othcr rcagcnts wcrc analytlcal grade, 
from Merck, Mcxico. 

RFSULTS 
l)osc-rcsponsc curves (Fig. J) yicldcd Ka v&lucs of 

0.08 µM for adcnoslnc and 5 µM for inosine on urca 
blo1ynthc1is. Othcr mctabollc dcrivadvcs of adenosinc, 
1.c. hypoxanthinc, xanthlne and uric acid, did not show 
a.ny ureagcnlc action (fablc 2). Thc incubation mixture 
of th.,. deamlnaled eompound1 wu 1upplemcnled 
wJth 10 J*·NH.CI to 1timulatc thc conccntration of 
NH1 +, obtalned by exhau1tlvc deamlnatlon of C·2 oí 
adcnoainc, but Jdcntical resulta wcrc recordcd without 
thlJ 1upplementatlon (not ahown). Tho data obtalned 
witb adOnoainc, lhown in Fia. ·¡ and Table 21 contrut 
wltb tbo Jnblbltlon ofurea¡eneall obtained In hepatoeytes 
lncubated wilh tho samo nucleoslde (Lund et al., 1915). 

1,4 3 
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-1011 {(Ad1no1ln1Jor Uno1lnt) (u)) 

FI~. J, Sllmul1tlon or urea l)'nth~ by adeaoslae and JAOll.DI 

Hcpntocytcs werc Jncubatcd aa dcacribcd la. tho Ma&aiala 
11.nd mcthod1 1cctJon: (), control; •• wi&h. lnoebae: ,6, 
wlth 'adcnollnc. Rc1ult1 an oxpnllld u Plftllll' ..... or 
thc control valuc, whJch wu 14:48%3.12 amol or una 
formed/tSO mln per ma wet wt. Valuea plotled .,. lhl 
mean•, and verdea! linea rcpreacnt 1.1.w.1 ot duplk:ate 
lncubatlons rrom rour to alx ceU prepanllom. 9ICIPl lht 
control nmplo, wlth 1 St goll prtpara\Jona. l&a'1a&loal 
•la:nlftcancc venus control la lncllcaied: •JI< 0,05, ••p < 0.001. . 

In the experimenta oí Lund 11 al. (1915), 40 m1 wel wt. 
oí livcr cells from 48 h·starved rata wu lncubatad Cor 
60 mln at 37 •e wlth 10 IDM•lactate, 1 mw-oleate, 
10 mM-NH,a and 2 mw-omJthfnc; thclr data lhow an 
lnhibltion of urca 1ynthcai1 by adonollne, ran:!f'cfcc, &om 
23 to 65 % 1 when thc nucleOJJdo wu at 
conccntrntions from O.S to 4.0 mw. Some experimental 
conditions uscd by thoae authon wcn uaa)'ld In thc 
experiments shown in Table 3. The bopatocytea were 
ineubatcd with 1 O m>1-lactate and 1 mw-oleate, lnatead 
or glucose, and with IO mw-NH,a or -(NH,).C01 
Instcad of glutaminc: bowever¡ aclenmlae oowuation 
was kept at 10 µM. The umo weqoalo lllpOllll to low 
conccntrations of adcnoainc wu obtalDOd with aJu .. 
lamine, (NHJ,CO, (Tablo. 3) and ~a (IWlllll aot 
1hown) .. lnloreltinafy, roplacemeot ot jl1IOÓll by · 1ac
tatc +ol~tc abolilhed tbe weqaúo ~ ot·d1ciadM, 
wlth elther afutamlno or (NHJ,CO, (l"obla 3). Similar 
rcsults (not ahown) wcre obtalnod Wlth IO,t111-lnOl!no 
instead or adenosJne • 

Ono polnt requlm addltlonal lníonnatlnn. Tbo bual 
ralo of urca 1ynlhellzed wu (In mnol/60 mln por ma wet 
wt. ofeclls) 14.48 In Flg. 1 and Tablo 2, 1.60 la Tablo 3, 
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Table 2. Eft'ccl or adcnoslnc catabolllcs on urca blos)'nlhcsls 

I1olalcd hcpnlocytcs wcrc lncubatcd as dC!crlbcd In lhc Mntcrlnls nnd mcthods acc:tJon and supplcmcntcd with tho conceatratJons 
of compounds lndlcalcd, Rcsults are cxprcucd as thc mcans of (nmol of urca fonncd/60 ñúa pcr m¡ wot wc. of celll):t:a.a.w. 
or duplica le samplcs írom tho numbcrs of prcparatlon1 In parcn1hcsc1. Stallsllcal 1f¡nlflcanco versus con1roJ 11 JndJCl&ed. 

No purino 
derivativo 
No NH,CI 

14.48±3.12 (19) 

.Wilh 10 ,,..,. 
adcnollnc 
No NH,Cl 

25.16±3.76 (3) 
p < 0.001 

Wlth 10 µJ.I• 
lno1lnc and 

10 µM·NH,CI 

24.16±2.76 (3) 
p <o.os 

\Vllh IOµM· 
hypoxanthlnc and 

1 O pJ.t·NH,Cl 

IS.00±1.72(3) 
P<O.SI 

Wltb 10 /'M· 
xanthJne and 
IOpM·NH,CI 

16.16±2.74 (3) 
P<0.9 

16.04±0.JI (3) "< 0.9 

Tablo J. Comparlaon oí tho urcn¡cnlc aclfon o! adcnoslnc In cclls Jncubalcd wllh dltrcrcnt &o\lft'CI ot oxldlubJ• IUbatrata aod wlth 
dlll'ereol aourcn ot ammonla 

Hepzatocytel wcrc lncubnlcd In Krcbs-Rlngcr blcarborialc, pH 7.4, supplcmcnted wUb 3 nuco.0mJtblac, 10 mM•alucose, o'r 
LO.mN·lactatc plus 1 mJ.1·olc11tc, 10 mM·glutnmlnc, or 10 mM (NH,),CO,. Othcr condltlon1 wero u In Tablo 2. 

Sourcc of 
Urca fonncd (nmo~60 mln pcr ma 

wct wt. o cclll) 
oxidlznblc Sourcc of 
substrato ammonla No adcnoslno +IOpM·adenoaJnc 

Olucose Glutamlnc 7.60±0.SO (S) 19,36±2.64 (3) "< 0.01 
Glucosc (NH 1) 1C01 7.42±0.90 (IS) 21.36±0.20 (6) 

P<0.001 
Lactato+ olea te Olulamlnc 7.74±1.00(4) 6,50±0.74 (4) 

. P<0.0$ 
Lactntc+olcato · (NH,).co, 7.64± 1.46 (4) 6.28±2.2 (3) 

P<0.9 

TUle •· Uectl oí adcnoslae or lnoslnc on urca bloaynlbcalt 1tfmulatcd by ¡Juca¡on and adrtnallnt · 

ltola&ed bt.,.tocytq wero lncubatcd a1 doscrlbod In the Ma1orlal1 and mothods acctJon wllh lho lndlcalOd addlU.ona. Otber 
condUJons wens u In Tablo 2. · 

Una fortncd (nmoi/60 mln por m1'wet wt. otceUi) 

Addltlom 

Nohormonc 

Oluca¡¡on (1 µM) 

Adnmallno. (0.1 µM) 

No nuclcoaJdc 

14.48±3.12 (19) 

43.46±4.00 (7) 
P<0.001• 

32.04±2.20 (7) 
I' < O.OOlt 

+ 100 ,MM-AdonoaJnc 

25.38±2.4 (10) 
1'<0.001• 

7.74± 1.42 (4) 
p < 0.001• 
I' < O.OOlt 

37.72±2.00 (6) 
P<O.OJ• 
P<O.lt 

24.16±2.76 (3) 
P<O.OJ• 

12.11± 1.40 (3) 
P·<O.OOJ• 
P<O.OSt 

24.12±3.41 (3) 
P < OJ• 
P<O.lt 

• Statl1t1C1) 1lanfllcaacc venus control wlth nuclcosidc¡,but wilbout bormono. 
f Statlllical alinfftca~ venus control wlth honnonc, ut wlthout nuclcoaJdc, 

and 29.S± 1.0 (na 8) in rata ~d with lho third dicl 
(Table 1), a valuo limllar lo lhai found by Lund ., a/, 
(1975). la lho wl sroup ot rata, adcaOllnc produccd a 
atadlllcally alpi"""nl dooe-11laled 1tlmulaUon, ranalnJ 
liolll 14~ al o.r,... 10 25" at IOµw, 11 wlilch 
-lraaou no lac,.... la the ATP pool ot !Jolaled 
bepe10011e1 ll obaerved. Thm the abllity ot adono1ine 10 
alÜDulate llllllOIWil wa1 oblerved wllh thtce dlll'crcnt 

. c:ommen:lal dlota~ 
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To pin informaUon on the rnoch1nl1111 lnvolwd la lho 
abilily of adonOlln0 and lnoolno lo lllmulata ~· 
thcir 111po111C1 "'"" coml!llld wllh lllal9 or n 
and ad11nallne; lbe poulbllity otlddlUwllllCli-allo 
cxplored (Table 4). A lllÚllure otlllab da9 ol'ld1nod.,,, 
or lnOllne wllh lillCllOll mutual!f Ulllp-htt' lha tll'lot 
of tbe nucleolldea and lhat ot lbo ~ "-oat; 
howe\'Or, lhe ...,....,.. _._lo ldiwaallna wu not 
modlftcd by cllher adenOllne nor lnOllno (Tablo 4), 
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