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INTRODUCCION

Entre las caracteristicas  fundamentales de los erganismnos
pluriceluiares destaca su capacidad de dar una respuesta gichal a wun
estimulo dado ¥ se han hecho {innumerables esfuerzos para estudiar dicha
integracidn,

En los mamlferos, de manera general, la regulacibnvde las grandes vias
metabbiicas se ejerce a través de dos mecanismos principales, uno de
respuesta ienta que incliuye el ajuste en |a slntésis de enzimas y otrp en In
que la respuesta és de ias enzimas pre-existentes., Una de las vias
netabdlicas nhs inportantes, cuya fntegracibn y regui acidn (1]
insuficientemente conocida es el de la sintesis de la urea en los wamiferos.
Emta tesis se refiere al estudio de algunos aspectos de la regulacion, de
instalacién inmediata en la sintesis de la urea por el higado de la rata.
lLos antecedentes importantes que se han'descrito son; la participacién del
N-aceti]l glutamato como sfector alostérico de la carbami] fosfatc sintetama
I, el papel de la L-arginina como activador alostérico de la N-acetil
glutanato sintetasa I, Ja regulacidn de ia sintesis de citruilna dada pnr'll
dispanibilidad de la ornitina y el eiecio de las diferentes hormonas

{glucagon, epineirina) sobre la velocidad de sintesis de la urea,.

En el pro;onte trabajo se presenta el efecto de algunps fActoros
metabdiicos que influyen smohre el ciclo de ja urea, y se estudid en detalle
ia intluencia que tienen los nuciedsidos adenosina e inomina wmobre ia
velocjdad de sintesis de urea en hepatocitos aisiados de rata, as] como las
interrelaciones que muestran, en la velocidad de sintesis de urea, Ia accidn
de los nucledsidos anotados y Ilas hormonas ureogénicas glucagon vy

epinefrina.



REGULACION HORMOWAL

El sistema enddcrino estik formado por glandulas que sintetizan
mensayeros gquimicos u *hormonas®, transportadas por la sangre en cantidades
mindsculas hasta determinados brganos, los cuales constituyen sus blancos u
obyetivos, donde regulan una gran variedad de actividades +isioléigicas ¥
metabblicas. Las hormonas de los mamlferos son clasificades desde el punto

de vista quimico en tres tipos:

al hormonas esteruﬁées, derivadas del colesternl y de naturaleza
lipidica (estirbgenos y testosterona, etc.t.
b) hormonas peptidicas {glucagon, adrenpocoerticotropica, etc.l.

¢} hormonas derivadas de aminobcidows (tiroideas, catecolaminas, etc.l.

También pueden mer clasificadas ias harmonas en funcién del tiempo de
latencia en el gue actdan. Es decir el tiempa que transcurre entre la
interaccidn de la hormona con su receptor y la manifestacidn del efecto
hormonal, £1 tiempo de latencia es variable, y puede ser de segundos o
ninutos, hasta tiempos de latencia mbs prolongados de horas o dias. Ei
wecanismo de accion de law hormonas cuyo tiempo de latencia es corto varia
notabienente en comparscibn con las de tilewpo de latencia largn.
Oeneralmente, ias hormonas con una corta latencia para responder no penetran
&l interlor de ia céluia, y su accibn cansiste en activar 1los receptores

especificos que se en:uentran‘ iocalizados sobre la cara externa de in

menbrana plasnktica (i),

Fara Ias hormonas cuyo tiempo de latencia es iargo, el necanismo de
accibn incluye =u peneiracian a través de la membrana plassktica y su

asociacidn con receptores splubles localizados en el citopiasma o:nllunindq



cambles en la masa y composicion de la c&iula (1) Fig. i,

I'e aqui que puede afirmarse que el sistema endocrino nmedla las
necesidades adaptativas cronicas del organismo por cambips en la composiclén
celuiar, inducidos por hormonas de acciégn Jlenta, y las nececidadesn
adaptativas a situaciones agudas y iransitorias, por cambioen la dinamica

celular induycidos por hormonas de accién rdpida.
EFINEFRINA

La epinefrina es gapaz de producir efectos rdpldos sobre la célula. Uno
de los efectos mas comunes es el oque produce la epiﬁeirina scbre un
heterogéneo tipo de células, disparando una serie de respuestas que prepara
el organismo vertebrado para *luchar o huir®, Dentro de estas respuestas se
tiene el aumento en la presibn sanguinea, &l incremento en el ritmo cardibco
y e}l rendimiento deil corazén, el relajamiento del misculo iieo ¥y la
contraccién de otros teyidos musculares. AdemAs, eastimula la glucogenblisis
hepitica y la lipblisis en el tejido adiponso. La epineirina funcluna- como
una hormona circulante que es iiberada por la médula suprarrenal, es una
catecolamina, que para cbtener 1as respuestas arriba indicadas, interacciona
con receptores especiticos, de los cuales existen, cuando menos en los
hepatocitos, dos tipos primarios, los receptores w- y los receptores
t-adrendrgicos. Los receptores adrenérgicos son también distinguidos en
base al mecanismo por el cual transmiten la seral de la hormona al interior
de ia ctiula, es decir el mecanismo de transduccidn. Los receptores & i y e
aciudn a través del sistema adenilato ciclasa, y de manera similar a la
descrita para el glucagon, activan a ia enzima produciendp una acuaulacisn

intracelular de AHFc. Los receptores « 2 adrendrgicos tanbién actban a
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través del sistema adenilato ciclasa pero de manera opuesta a ias aminas &
adrenérgicas ¥y del glucagon, es decir inhiben i1a actividad de Ia enzimajy ¥
la estimulacién del receptor « 2 adrenérgico, puede contrarrestar la accldn
de los receptores que activan a la adenilato ciclasa., 5e propone que Jas
acciones o« 1 adrenérgicas son medladas por un recambio en el metabolismo del
fosfatidilinositol (fosfolipido de ia membrana celular)., Este recambio se
infcia con la hidralisis det fosfolipldo, par una tostarijama,
convirtiéndose en inositol-i-F y diacilglicérido, El diacilglicérido es
fosforilado a Acido fosfatidico y regenera, tras de dos pasos enzimidticos,
al fosfatidilinositol. Este recambio del fosfatidiiinositol es el punto
ciave en la citostasis del calcin, el cual puede ser acoplador on el sistesa
eséinulacibn efecio o sea comp segundo mensajero. Es decir este <+endmeno ’
gue modifica 1a homeostasis de Ips iones de calgio, ¥y estos jones par se
juegan un papel importante. La movilizacitn de los iaones de calcio en ﬁl
higado de rata, inducido por hormonas dependientes de caicio, =se explica no
spio en términos de la inhibicidn de la enzima ATFasa dependiente de calcio,
iocalizada en ia membrans cejular, sinc que el flujo de calcio parece ser
debido a la mavilizaclén de este catidn de los organsios jntraceiulares
hacia el citosol {(2).

Exton y colaboradores (1777} presentan evidencias experimentales que
indican Ja presencia de calcin ljbre en el citoplasma, de¢ varios tipos

celulares, en respuesta 2 alqunas hormonas como €l giucagon , Ia epinefrina,

etc.
GLUCAGON

El 9lucagon, es una hormona polipeptidica del pancreas, secretada a la






de 91u§bgonu, un incremento en ia glucogendlisis Y Un& mayar
gluconeogénesis, .

Una de ias acciones del glucagon es ja estimulacion directa de ia
secrecidn de fnsulfna por las células beta, que ha servido como base para ia
descripcion de un sistema de reéroalinmenizcién nagaiéiva, enire la insuiina
y el glucagon, mientras que &ste estimula la secrecitn de {nsulina (41,

La elucidacitn del mecanismo a través del cual el glucagon es capaz de
estimular 1a glucogendiisl{s fue de gran importancia para ia conpronllbn‘ dei
mecanismo de ia acecibn hormonal., £1 giucagon aumenta los nlveies hepdticos
de AHP clclico (AFPc), el cual a su vezr es gapaxr de activar una enzima
l1lamada, proteina tinasa como un eslabén mniés en el llanado Fenbweng de
cascada {Fig. Z). El AHFC se forma a partir de ATF con ljiberacidn de
pirofosfato, en una reaccibn cataifzada por la enzima adeniiato ciclasa, la
cual se encuentra en nuchos tejidos anjmales, a nivel de la cara interna de
* 1a membrana plasmatica (35).

La actividad de esta enzima es dependiente de nagnesjo y ' estd
constituida por:

a) un receptor especifico

b) un compiejo protéico que acopla a este receptor con ia subunidad
catalitica de la ciclasa, cuya actividad esfl regulada por los naucledsidos
Jo guanina, y

c) la subunidad catalitica de la enzima ciclasa.

La unién de Ia normona, en este caso el glucagon, a su receptor prnv;:n
un cambio de conformacibn iocal en la membrana que origina la activacidn de
ia adenilato clciasa, con o que s¢ eleva ia concentracibn del AkPE. A mu
vez, el AHPFc asi formado se une a la subunidad reguladora de una proteina

cinama, de ia que ilbera a ia subunidad catalltica en forma activa, la cual
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fosforila, a expensas de ATP, ¥y en presencia de calcin a diversas enzimas,
La fosforilacian de las enzimas por el mecanismo descrito es uno de low
principales sistemas celulares para regular la actividad de enzimas clave de
ias diversas vlas metabélicas.

S5e conoce que la aceleracidn de la glucogenftiisis hephtica por el
glucagon es el resultado de un incrementio en la actividad de la fosfori{lasa
®a%, upa de las enzimas fosforiladas y asi activada por sccian de 1ia
proteina cinasa, A su vez la fosforilasa cinasa Jostorila a la glul:'bgonn
fogforilasa *b*, convirtiéndola en glucdgeno fosforilasa *a* que es Ia forma
mas activa de la enzima, capaz de catalizar Ia degradacién del gluctgeno a
glutonsa i-fosfato, a partir de la cual se forma glucosa S—-fosfato y deapubs
ia glucosa libre de ia sangre.

£1 giucagon parece tener un papse] importante en la disminucidon de la
actividad de ta enzima hidroximetiiglutaril CpA reductass {HHG=-CoA
reductasal, y por lo tanto, una dieminucion en ia sintesis hephtica del
colesteral i(&l.

El glucagon, ademas de estimular la gluconepgbnesis, enstimula tnnﬁltn
ia sintesis de urea; el mecanismo medianie' el cual se lleva a cabo la
estimnuijacion de la sintesis de urea adn no esth completamente dilucidado
(%), -

Se ha‘ descrito que el glucagon produce una aceleracidn de la
protedlisis hepitica,s{multineamente con ia jinhibicitn de ia sintesis
proteica en el mismo drgano. Aparentemente se retrasa la terninacitn de .las
cadenas polipeptidicas en ios ribosomas, por Io que se ha sugerido la accién
de la hornona a nivel de la eiongacidn o de ia terminacitn de las cadenas
plipeptldicas. E] efecto neto de estas dos - acciones independientes de la

hornona es incrementar el reservorioc hephtico de anminokcidos, Favoreciendn



NH4+2 ATP+HCO3
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FIG. 3 MODELO DE LA REGULACION DE LA PRIMER ENZIMA DEL
‘ CICLO DE LA UREA. _ .
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asl l1a +ormacieén de urea y proporcionando precursores para la

gluconengénesis,
CICLO DE LA UREA

£l estudio del cicio de la urea ha desempenado un papel importante en
el desarrplio de la bioquimica. Con el se introdujo por primera ve:z 01-
concepto de ciclo metadblico, tue uno de los primeros ejenplos de procesos
compartamentalizados y su anhlisis ilusterd la adaptacion del metabolismo al
entorne e impulsd 1a {nvestigacidn bloquimica comparada,

La urea fue descubierta en 1773 por Rouelle, al evaporar una musstra de
orina en presencia de etanol (10}, Fourcroy y Vavquelin en 1798 fueron los
primernos en utllizar el término de wuwrea. En 1823 Prevost y Dumas
realizaron experimenios de anblisis elemental y encontraron gue existia urea
en sangre {i0}, Wolher, quimico alemdn, en 1628, demostrd la Fformacién de
urea a partir de clanata de amonio calentado {10},

Krebs y Henselelt en 1732 dempstraron las etapas principajes del ciclo
de la urea a partir de su observaclén de quo' con la adiciédn de peguenas
cantidades de urnitlna,_a de arginina estimulaban cataliticamente la
produccibn de amonio en cortes de higado iii). 1Investigaciones posteriores
efectuadas en el laboratorio de Cohen y Hayano, establecieron 1o detalies
de las etapas enzimit{cas en la sintesis de la urta.-

En 1a mayoris de los vertebrados terrestres el amonio es excretado "en
forma de urea., La sintesis de la urea se ileva a cabo en el hlgado, y esta
constituida pnr-la reacciones esquematizadas en ia Fig.d.

La sintesis de la urea me inicis a partir de bicarbonato, dos nojécuias

de ATF y amonio. Las dos primeras enzimas del ciclo de Ja urea son 1la

14
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MIDEL ML R E U IS T PIMY RNy

carbamll fosfato sintetasa I ({CFS-I) y 1ia ornitiniranscarbamilasa (OTC)
iogalizadas dentro de 1a mitocondria, mientras que las otras tres enzimas se
localizan en el citoplasma, ¥ son ia arglnosuccinato sintetasa, la argino
succinasza y la arginasa,

Existe atra enzima, 1a HN-acetiigliutamato sintetasa, de Ilocalizacion
mitocondrial, la cual no interviene directamentie en el ciclo de la urea, sin
embargo parece ser muy impartante para su reguiaciéon {12},

La enzima carbamil fosfato sintetasa I esta presente en la matrlz
mitocondrial del hlgado de animales ureptélicos, representa el Z20% del total
de la proteina de la mitocondria. La CF5-1I se ha encontrado. ademas eon
cantidaes bajas, pero metabdblicamente activas, en la mucosa intestinal de
animales ureotélicos (iZ}, -

La CF3-1 catallza la {formacién de un mol de carbamilfosfato, dos mples
de ATF ¥y un mol de fosfato inorginico a partir de un mol de amonin, up mol
de bicarbonato y dos moles de ATP.

La LF5-1 requiere como cpfactor obligatorio el W-acetil  glutamatopr 1Ia
entima s8 totalmente dependiente de la presencia de este, adenas de reguerir
iones de magnesioc, cobalto, potasio y calcio pars su Gptima actividad,

Los estudios iniciales sobre @i efecto que produce el N-acetilglutemato
se lievaron a acabo en preparaciones crudas de higado y se obuervh la
necesidad de un cofactor derivado del glutamato para la activacion de 1a
enzima CF5-I (13},

bespués de realizar epsayos ':ﬁn diferentes anhipgos del
N-acetilgiutamato {HAG! se encontrd gue este Gltimo es el mas activo de
todos . 7

La reaccidn enzimbtica para la sintesis de HN-acetiigiutamato s ia

l}guionto;



@lutamato Acetll-CoA M-Acetilgiutamato

HOOL-CHa~CHz-CH-CO0H + CHa-U-5~CoA --~% HOOGC-CH-CHz-CHx-COOH
i ‘ " 1
#Hz Y] NH

—

CHa

£n el higado de 1os mamiferos, la H-acetil glutamato acintetasa y el
fi-acetilglutamato =e encuentra en forma predominante en ia wvatriz
mitocondrial,. A su wvez, 1la HN-acetj] 9glutamato sintetasa es activada
furtemente por cohcentraciones pequenas de arginina, aunque la sencibilidad
a este aninodcido puede depender de 1a sjtuacion nutpicional (id)., Aungue se
desconoce o] significedo fisioldgico ¥y la importancia +uncional de esta
activacidn ze sabe que la administraclén de arginina, i» vive, incrementa
1a concenkracitn de N-acetilglutamato en el higado {i31 Fig.3.

El siguiente paso ¥n el ciclo de la wrea o8 la transferencia del grupo
carhbaniio dei’ carbamii tosfato a otra molécula, ita ornitina, en una reaccidn
catalizada por la segunda enzima mitpcandrial del cicle ’ la
ornitintranscarbamilasa (GTC). .

El producto de esta reaccitn es el wsminodcido citpulina, el cual
abandona )a matriz mitocondriai y pasa al citosol en donde tiene Ilugar ia
condensacion del grupo amonio de una molécula de aspartato con el grﬁpn
carbami lo dé ia citrulina, en presencia de ATF, para formar e}
arginosuccinatn, cataiizada por esta reaccidbn por la Arginuiuccinato
sintetasa {A55)., S« formn ndeill en esta reaccibn pirofosfato, que al ner

hidrolizado, por una pirofosfatasa, forma fosfato inorghnico y desplaza el

14



equiiibrio de Ia reaccion a la formacibn del arginosuccinato.

La siguiente reaccidn es catalizada por la arginosuccinato lliama, 1Ia
cual convierte al arginnsuccinato en arginina y fumarato)] ia arginina asi
formada es el precursor inmediatn de la u;ea, mientras que el Fukarato
eventuaiments retorna al componto i~ iatermediarios del ciclo de los Acidos
tricarboxilicos, Le Gitima reaccidn del cicio es cataiizaua Dor la arginasa,
la cual a apartir de la arginina ¥ con la introduccién de una molécula de
agua forma la urea y regenera la ornltinaj dicha reaccién tiene lugar en el
citnusnl. La urea es excretada como tal, mientras que ia ornitina puede ser.
recirculada (iz? Fig.4.

La ecuacién giobal del ciclo de Ia urea es la sigutente;

Ll

ZNHe + HCDo + SATP + GHZ2D -=--% Urea + AHF + d4F{ + ZADF

Como e discutird mhs adelante, el cicio de la urea gue se lleva a cabo
en el higada de animales ureotélicos, convierte los nivelem potenciaimente

toxicos de amoniaco en un metabolito no tbxice, comd lo es la urea.
REGULACION DEL CICLO DE LA UREA

La slntesis_ de la urea como todos y cada uno de los procesos
netabblicos importantes 1llevados a cabo en organismos pluricelulares, eostd
sujeta a diferentes niveies de regulacitn netabbjica,

Se han anaji{zado las propiedades fisicas estequiomitricas y cinkticas
de ias enzimas purificadas Que catalizan las diversas reacciones del ciclo
de la urea,

Adends se han hecho varios estudios acerca del mecanismo de la reaccibn |

15



y la regulacldn de cada una de ellas., (omo ya se menciond,la via completa de
sintesis de urea incluye reacciones enzimaticas presenties tanto en el
citopiasma como en ia mitocondria, ngque estan sujetas a control por la
cancentracibn de sustratos, activadores, inhibidores,etc.

Existe un gran nimero de estudios gue intentan identificar el o los
pasos limitantes en la via de la slntesis de Ja urea.

5# ha analizado: ia disponibilidad de eguivalentes reductores {(ia), la
disponibilidad de ATF (17}, 1os niveles de 1los diferentes lpnes y la
act{vidad de sistemas de transporte de aniones iocalizados en la membrana
mitocondrial (lé), la disponibilidad de susiratos en la regulacibn del mismo
il8),etc.

En los hepatocitos aisiados se ha encontrado que bajo condiciones
fisiolbgicas, 1a sintesis de la urea ge ve limitada por la actividad de la
primera enzima del cicla, Ia CF5-I (i¥]).

Como ya se menciono la CF5-1 constituye del Z0-30% de la proteina total
nitocondrial y su actividad se ve limitada por Ja disponibilidad de su
cofactor, el NAG, Ia enzima participa en la fijacian prinarisa del amonio ¥
ei bicarbonato, requiere dos moles de ATF, magnesio, calcio, potasio Yy
cobalto para su actividad mdxima (23) Flg.3,

Uno de loz aspectos mas estudiados en el cicip de la urea ha sido e] de
los canbios adaptativos por cambios en la cantidad de la enzima del ciclo.
Estos estudios han sido realizados en el higado de rata sujeta a variacionss
en ia cantidad de protelna en 1ia dieta, Schimke {24), publicd que los
niveies de enzimas hephticas participantes en la biosintesis de urea aumenta
coordinadamente en funcibn del aumento ﬂo protelna de la dieta, mientras gque
las ratay alimentadas con dietas libres de protelnas, pero adecuada en

calorias, mostraron una disninucién de todas las enzimas del cicio, agquellas
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HORMONA RECEPTOR MENSAJERO ~ EFECTO METABOLICO

BETA===== =~ ~-» ADENILATO —————% UREOGENESIS
CICLASA : ' ‘
EPINEFRINA |
P/ —— -+ RECAMBIO ~—————% - UREOGENESIS
1 FOSFATIDIL +,
INOSITOL Ca
' GLUCAGON R=G*=emmeo » ADENILATO CICLASA ———+ UREOGENESIS

i
R=G" receptor del glucagon.

FIG. % MODELO DEL PROBABLE MECANISMO DE TRANSDUCCION DEL GLUCAGON Y EPINEFRINA,
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con ayuno prolongado tuvieron un incremento. -

Ademds demosird Schimke gque en una dieta balanceada en proteinas, la
actividad de 1a enzima W~AGS y por lo tanto el nivel de NAG, aumenta en
proporcibn directa a la protelna ingerida.

Recientemente Cederbaun ¥ cols. reportaron gue los cambjos en 1la
cantidad de enzimas sintetizadoras de urea, producides por un aito contenido
de proteina dietetica, se deben a una wmayor sintesis de sus respoctlﬂos
RHAm, muy espaciainente en el caso de ta carbamii fosfato sintetass I,

El conocimiento de todos los procesos moleculares que para regular l1a
via blosintétjca de la urea todavia es {ncompleta, Existe un interes
particular para el entendimiento de los procesos que participan en’ lIa
degradacién de las entimas protenilticas y todavlia queda por analiizar el
facter o Jos factores que operan para regular ios nivejes de las clnco

enzimas de la bipsintesis de urea de una manera coordinada,
REGULACION HORMOMAL TE LA BIOSINTESIS IE UREA

Los ofoctql hormonales sobre ia biosintesis de la urea se han estudiado
en varios sitemas que incluyen el higado de rata fetal, ol hloado de +eto
humano, los hepatocitos aislados y ias mitocondrias aisladas de hlgadn de
rata, asi cono tambidén ios animaies intactos.

Las hormonas estudiadas son los corticoesteroides (25), el glucagon
(26,27}, las hormonas do_:recinientn {25}, y‘lns hormonas tiroideas GZGi..
Gebhart y Heke (2%} publiicaron la accién de hormonas en hepatocitos Iillldol-
de rata; al usar cultivos de celulas, en mnnn:apl;. can perfusidn no
obwervarcn efectos estimuladores del glucagon ni con Ia dexametasona _lobré

ios niveles de las enzinas del ciclo de ia urea.
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En caso de ia metamorfosis de los anfiblos, una de las respuestas . mas
tempranas a las hormonas tirpideas es la de la CF5-1 (30), con un sunento
cuordinadﬁ en los piveles de la enzima e Incremento en su actividad {30},

Los etecins glucanengénicos del glucagon y la epinefrina han sldo
. descritos {3l). Sin embargo el mecanismo a traves del cual estas horaohas
estimulan l1as enzimas limitantes de esta via no se conoce, se ha descrito Ja
estimulacién de la urepgenesis en el hlgado por el glucagon y la epinefrinaj
{32) sin embargo es poco conpcida el mecanismo a traves del cual estas
hormonas estinuian la ureogénesis (3Z).

_ 5S¢ bha reportado acerca de ios diferentes tipos de receptores
adrenérgicos que medfan la respuesta ureogénica en hepatocitos aislados de
rata (33}, la edad como un factor importante en su regulacibin (34}, asi como
e] papel de} caleio en la produccidn de ios efectos ureogénicos del glucagon

y la epinefrina (35} Fig.5,
ADENGSINA

tn fechas recientes se ha anpliado considerablenent® ios conocimientos
sobre las funciones y las acciones patalbgicas del nucle&sido de adencsina,

La adencsina no solo es un  intermediaric mas en e netabolismo de
nuciebtidos paricos, ya que interviene en varios procesos celuiares.

Dentro ‘de los diversos efectos metabdiicos se encuentran::

a) Efectos sobre la concentracidn Intracelular de nucledtidos d;
adencsina comp o es la elevacibn de los niveles de ATFP fﬁ vive o in
viéro., La adenosina eleva Ios niveles de AYF celular en el animal integro
sin modificar jos niveles de ADF y AHP, en algunos casos se acompana e

aumento de ATF-con una disminucidn del fosfato inorgdnico (35},
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bl Incremento en la relacion NAD/NADH, La adenosina administrada n
vive incrementa hasta 7 veces la relacién ﬁADINABH mitocondrial sin
modificar su relacibn en el citosal (37).

¢} hecidn ant{lipolitica de la adenosina fn viéro. S5e sabde gque la
adenbsina ¢iene un efecio antilfpelitico fn vive e In vitro, el cual se
encuentra med{ado por el efecto del nuclebsido al disminuir los niveies de
AFiPc del adipotito {35).

dl Aumento de Ja actividad de la glucthgena sintetasa de higado de rata,
e incrementa 1ia incarporacion de *#*{-glucosa al glucogeno hephtico
{glucogénesis) {(3%). El nucledsido aumenta & veces la incarporacidén de
it4aC-alanina ai glucdgeno hepitico {(gluconengénesis-glucogénesisl.

Ademis, la adenoslna mimetiza y potencia la estinulacién de la
oxidacibnde la glucoss producida por I8 insulina en teyido adiposo de pata
(40},

Existe un gran Interés sobre las acciones de la adenosina coms hormona
y como neuromodulador {d4i). Se han hecho esfuerzos Importantes para
caracterizar ios receptores de adenosina.

Con base en lon efecton en ia actividad de la adenilato cliclasa e han
clasificado los receptores de adenosina y son divididos en 2 tipos: A Ll y A
£, los cuales modulan ia actividad de la enzima adenilato ciciasa J{estimula
o inhibej. Independientenente de la accitn de 1a adenosina, wedjada por
receptores, schre la adenilato ciclasa, la adenosina actua scbre la enzisa
en un sitio regulador, denominado °F" e} cual ejeprce una accidn inhibitoria.
Este sitio se encuentra Jlocalizadio en el interior de Ja nembrana
:itoplnlniti:n. formando parte de ja unidad reguladora del cnnpnhonto
catalitico {47} Fig.&, Haslam y Lynham (4Z2] propane que ia ldonnllni rolliil

un efecto bifasico en, bajas concentracipnes (2-25 phi estinuia ia enrima
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adanilato ciclasa mientras gue altas :un:eﬁtra:iones {100 pH} 1a inhiben.

%1 bien algunos eiectos producidos por la acclédn de la adenosina
extracelular ae encuentran carreliacionados con los niveles de AbFc, cﬁtn In
inhibicibn de la agregacion plaquetaria (431, la inhibicidén de Ia 1ipdlisis,
(44) 1a Iphibicibn de la citbiisis wediada por linfocitos (45) v la
expresibn del antligeno y de los receptoree de la membrana de ios llnfa:itu-
T {45). Existe una serie de fendtmenos fisiojdgicos mediados por receptores
de adenasina (Adc), para los cuzles no ha sido posible denostrar su relacibn
con los niveles de AfiFc. Entre estos fenbmenos se encuentran la aceibn
depresora de la adenosina en clertas neurcnas del SHCG, su efecto resulador
del flujo sanguineo en corazén, cerebro y miscuio esquelético y wu efecto
vasoconstrictor en la carteza renal,

Con respecto a ja accidn de ia adennsina en el metabolismo y ¢+isiologlia
de ios smeres vivos en especial de los mawiferos queda un gran panorawa por

dilucidar,
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HIPOTESIS

Existe suficiente evidencia experimental svtbre el papel de 1a adenosina
como neuromodtlador en el sistema nervioso central (46}, La existencla de
receptores de 1a adenosina se pan encontradn en diferentes tejidos incluso
en el higado de rata {45). Ademan se ha sefalado Ia existencia de 2 clases
de receptores en el propio higade (97). La presancia de tales receptores
orienta hacia un posibie efecto de la adenosina como hormona. Keppens y Wulé
{47} han descrito una activacibn de ia glucogenoc fosforilasa, en hepatocitos
aisladps de rata, al ser estos estimulados por concentracicnes micrnﬁnlnrol
de adenosina. E} dato anterior identifica a Ia adenosina cowmo “hormona®
semejante al de la epinefrina y el glucagon Y senaia una via noénhbllcl
especificamente estimulada por el nucledslido.

En vista de io lntoriurlse proguntnrl; ¢la adenosina es una hormons que
en la gihndula hepdtica regule otras vias metab&licas?, Entre Jas vias
metabblicas regulabies por hormonas, una de gran inportancis para mantener
i1a homeostasis, que adomas reguiere de energla para su operacitn es la
urcogbnolli por lo tanto en este trabajo se investigh ei posible edfecto

regulador de 1a adenosina sobre la ureogénesis hephtica.
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Los experimentos fueron realizados emoleando hepatocitos aisiados de
rata macho de la cepa Wistar, Las células obtenidas +ueron incubadas en
presencia o en ausencia de los diferentes agentes cuyus< efectos se

estudiaron,
AISLAHMIENTD DE HEPATOCITOS

Los hepatocitos fueron aisjados empleando ia técnica descrita por Berry
y Friend en 1%6% {2z} La tecnica se basa en exponer los espacios
interceluiares del higado a I1a accién de Ja colagenasa, por wedio de upa
infusién continua de dicha enzima a traves de la vena porta,

La colagenasa es una enzima que degrada gran parte de los elementos
adehnuiyus presentes entire las células, se recircuia durante quince minutos,
en un medig salino amortiguado, E8 de gran importancia nantener una
concentracibn adecuada de ia enzima, ys que ja colagenasa contiens ademas
proteasas dque en exceso pueden darar Ja menbrana citoplasmhtica del
hepatocito.

El medio utiiizadn en los experimentos fue solucién Ringer-Bicarbonato
con la siguiente conposicifin: WaCl 120 wH, KC1 4.75 mH, KHaFOs 1.2 wh,
Fg504 1.2 wi, NaHCOm 12 mM, Calimx .2 0, & pH 7.4 & temperatura de 37
~C equilibrade con 0sx/COmx ({53-5%). La solucidn Ringer-Krebs con
colagenasa es recirculada hasta que ia consistencia de ei higado se vu;lvo
tlanda y éste se desintegra faciimente al presionario con una esphtula. E]}
tepjdo dispersado se #iltra a traves de una maila de nylon vy li_ suspensidn

de céluias asl obtenidas se centrifuga a ZzZ0OUrpm durante un minuto, el
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sobrenadante se descarta y Jas cklulas se resuspenden en la soluciédn de
Ringer-Krebs suplementado con albumina bovina al [%. B5e realiza 1la mnisma
oparnclﬁg por tres veﬁes, cbtepiendo asi' las células libres de particulas y
colagenasa.

. £l aparato utilizado para ia perfusion y aisiamiente de células se
muestra en la Fig.7,

Se resuspendieron los hepatocitas en Ringer-Krebs con albumina y se
agregaron aljcuptas de la suspensibn de hepatocitos a tubos de plistico en
ios cualen se enconiraba el Ringer-Krebs suplementado con aibimina al 1%, ¥

.con glutamina o carbonato de amonio IO wH, ornitina 3 whH, 9giucosa 10 nH,
Ademas se agregaron los agentes cuyns efectos fueron estudiados, Los tubos
fueron tapados ¢ incubados &n un barp en agitacibn a 37 ~{, durante &0
minutos.

La viabilidad de lom hepatocitos fue cuantificada por la tecnica de

exclusibon de azul de tripan, E1 ATP se cuantificd por el método de Lamprecht
Trautschd, §iy74 (ZZ).

DETERWINACIGN UE UREA

Al final de la incubacidn la urea fue cuantificada mediante la thcnica
descrita por Gutman y Bergmeyer (Z2l). Se incuban alicuotas del spbrenadante
de células en presencia de ureasa, con lo cual se obtiene la hidrbdlisis de
ures presente, dando una cantidad equimoiar de amonio, E] amonioc' es
cuantisicado mediante 1a técnica colorimbtrica basada en la reaccibn de

Berthelot, en ja cual se forma azul de indofenoi (lZ}.
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FiG.7 APARATO DE PERFUSION EMPLEADO PARA EL AISLAMIENTO DE HEPATOCITOé.

Fig.7.. Aparato de perfusidn smpleado para el aislamiento de hepatocitos.

El recipiente R, de doble pared contiene Ringer-Krebs, con sl cual el hf-

. gado aislado, perfundido y dessngrado se coloca en el recipieants P, E1
medic es desachado después del pasc por el higado, Despuds ee recirculs -

con Ringer=-Krebs con calcio y colaganasa contenido en el recipiente C.

Esto se racircula mediante una bomba peristaltica E, La temperatura s *

mantenida mediante la recirculaciSn de agua a 37°C por la doble pared de

1oa racipientes M Los medios ase mantienen saturados de 03/CO2 nod:llntl

burbujeo 0,
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RESULTADOS
ios resultados obtenidos muestran que la adenosina v la inosina

producen una estimulacién de ia ureogénesis hepat{ca, se realizd una curva
dnsis respuesta a la adenosina ¥y a la inosina y se obtuvieron valores de Ka
de .08 g y 5 pil respectivamente {(vepr artlculo £ffect of adenosine and
inosine on ureogenesis in hepatocyies), HNo mostraran ningun efecto
urepgénico los siguientes derivados metabblicos de 1a adenosina:
hipoxantina;xantina y acido urico (Tabla Z del articulo £ffect of adenosine
and fresine on ureogenesis in hepatocyies), En la mezcla de {ncubacién de
estos compuestos desaminados se anadibd WHaCl a la concentracian de 10 nmH,
con el objetc de simuiar la concentraclén de amonio pbtenido por
desaminacibn exaustiva de ia adenosina en su carbono ndmero 25 sln  enbargo,
se obtuvieron resultados fdénticos al aadlr o nD el NHaCI,

La estimulacion de la wreogéneris obtenida con adenosina documentada en
l1a Fig.l y ia Tabla 2 del articulo, contrasta con la inhibiclén de la propia
ureogénesis, reportada por Lund y colaboradores en i¥73. En los experipentos
de Lund y colaboradores (IF7735! se incubaron 40 mg de peso hdmedo de células,
provenientes de ratas ayunadas por 45 hrs. por &0 min. a 37 ~( en proloncl;
de 10 wH lactato, 1 mi oleato, 10 wmFl cloruro de ann&iu y 3 mH de arnltlni.
En estas condiciones experimentales se obhserva una Inhbicidn de]l 23-65% en
la sintesis de urea, cuando Ia adenosina se adiciont a concentraciones de
0.5 a 4 mil, Los experimetos de la tabla 3 incluyen una comparacibn de
algunas condicliones experinmentales usadas por Lund y colaboradores (i373) vy
por nosotros, con la Intenclbn de encontrar una explicacién a las
diferencias entre ios resultados pcbtenidos por ellos ¥y por nosciros., Asl,
las células se incubaron con lactato y oleato en lugar de qlucosa y con
cloruro de amonio en jugar de giutamina. Sin embargo la concentracitn de

adenusina, fue mantenida en 10 pH y no se empled a ias altas
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concentraciones usadas por Lund y colaboradores (I%73).

Se vbtuvo la misma respuesta ureogénlca a bajas concentraciones de
adenosina al emplear glutamina, carbonato de amonio (tabia 3} & Incluso
cloruro de amonio tal como se observa en la tabla 3a.

La sustitucién de la glucosa por e} lactata mas oleato anula el efecto
urengénico de ia adenosina, lndependientemente de cual gea 1a fuente de
amonio: glutamina, carbonato de amonio (tabla 3} o cloruro de amanio ({tabla
3bl; ademas se registraron resultados similares con inosina en lugar de
adenosina (tabla 3c).

Hay un aspecto que requiere informacién adicional, La centidad de urea
sintetizada por miligramo de peso himedo de células, durante 60. min, ¥
expresada en moles es dej [4.48, en la Fig.l y en la tabla 2, 7,60 en la
tabia 3 y 2%.6 (n=8) en ratas aiinentadas con Ia tercer dieta ({(tabla L)..
Este Gltimo valcr es parecido al encontrado por Lund y colaboradores {1973},
En este Gltimo grupo de ratas, la adenosina produjo una estimulacién en la
que varid del I4 al Z3%, cuando la concentracion de adenosina aumentd de 0.1
WH & i0 pHs en tales condiclones no se modifict la poza celular de ATF.
For lo tanto; 1a adenosina es capaz de sstiwular la urecgénesim con iam tres
dietas comerciales usadas en este traba)o.

tomo la intencién de conocer i mecanismo por el cual la adencsina y la
inosina estivuian la urecgbnesis se estudio la capacidad de estimular la
sintesis de urea 4pur ambos nuclebsidos, en presencia de glucagson o
" epinefrina, hormonas que para las cuajes se Vhl descrito un efecto
ureogénico.

Al mezclar ia adenosina o ja inosina con &1 giucagon s» ant#gunlzan
nutuamente, respecto a la accidn ureogenjica que cada uno waniiiesta por

separadoj sin embargo no se medifica la respuesta ureagdnica de la
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rdl.os hepatocitos fueron incubados per 60 min en Ringer-ikrebs bicarbonatae,
-Jsupiemntadu con 10 mif de giucoza, 3 mwii de ornitina, iD mi de giutamina., Los ™
resuitados son expresadus como porcentage del control, ei valar fue de id.4

d'- 3.0 nmoies de ura formada 760 min /fmg de peso ndmedoc de céluias i(nwgl,

30



i 200
L EHNA
‘ b - s
- & T g
.8 1004
= § Q\1 '
<=
-8
N
| ::'—*ﬁ s L ‘qe ' .
‘ 2 10 8 . U
. . l . _Loq [M] .
g, 10, ' ' |

+.os hepatocitos fueron incubados por 60 min en Ringer-Krebs bicarborato,a pH
':“.4 suplementado con 10 wi de 9iucosa, iU mil de giutanmina, 3 wH de ornitina,.

“ontrolj o diferentes concentraciones de EHNA.@Los resultados son expresados
-

como porcentage del control, el valor tue de 4.4 +- 3.1
1

< raada /60 min /ng de peso himedo de céluias in=d},

nnocles de¢ urea

! : _ 2
e



I T

L.

3

200 4
3 - |
3
S B
~d
S
E 100 - g
3
3
. ! o o
2 10 8 6 a
. ~Log IM
Fig. l1.

Los hapatocitos fueron Incubados por 60 min en Ringer-Krebs bicarbonato, a
pH 7.4 suplemenrado con IO wil de 9glucosa, 3 nmi de urnitiné., i0 wH de
giutamina, oControl; @ i nii de EHNA was diferentes concentraciones de
adenosina) 4 1 nil de EHNA mas diferentes cuncer_utracidnés “de. luowina. Las
resul tados son expresadas en por:oﬁtaga de; toatrol, @l vaiaor fue de [d.,4 »-
-3.ilnno!g! de wrea fo 31 /60U min /mg de pésu hinedo de célujas (n=ai, -ﬁ(
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epinefrina (tabla 4)j, Es de interés mencionar gque Ja estinulacién de la
sintesis de urea por ambos nuclebesidos, al ser empleados a concentraciones
de 10 a U.1 pH, no se observa cuando a las células se les elinmina el
calcio endogentn por pretatamiento con EGTA y ademas dichas células se
{ncuban en Ringer-Krebs que pa contiene calcio Fig. & y ¥,

Existen evidencias experimetales en ias gue, en las células hephticas
hay una gran actividad de la enzima adenosin deaminasa {ADA}, Ia cual libera
&l grupo amonia de la adenosina convirtiéndoia en inosina. Uno de los
inhibidores de esta enzima es el erltro-hidroxi-nonili-adenina {EHNA), EI
EHWA es un inhibidar alostérico de 1a en:zima adenosin deaminasa, por lo
tanto Impide la desaminacitin de la adenosina ¥ en teorla incrementard 1ios
niveles de adenpsina dentro del hepatneito por lo cual se verd faciiitada la
accidn del nucledsido lo que podra ser medido por medio de ia sintesls de
urea. Al realizar una curva dbsis respuesta con EHNA se puede abservar que
no tiene efecto alguno psobre la sintesis de urea Fig. 10. &5in embargo al
empiear el EHNA a una conceniracidn #i{ja de I nanomolar, en presencia de
diterentes concentraciones de adennsina e inosina, se observa una respussta
bifhsica en la eintesis de urea con ambos nuclebsidos (Flg. ll).

Otro de los inhibidores del metaboiismo de ia adenosina es el
dipiridamol, conocido tom fdrmaco Inhibidor del transporte de adenosina con
lo que ippide su desaminacidn . Al Impedir ei transporte de la adenosina, se
pu#ril espesrar que el dipiridamol potencia la accién urtugbﬁlcn del
nuciedsido al mantenerlo continado en el exterior del hopatdcltn y con mayor
posibllidad de actuar sobre los receptores membranales,

Se realizd una curva dbsis respuesta con el dlpiftdnnul sobre la
gintesis de urea {Fig. 12}, Se adlclbnb giucagon cuyo efecic es o] de

estimular ia biosintesis de urea. En presencia de glutamina como sustrato
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urepgénico el efecto estimulador del glucagon sobre la urogénesis se vio
bloqueado por el dipiridamol . 5in embargo en presencia de carbonato de
amonio como susirato ureogénico del glucagon en presencia del dipiridamol,
no se¢ blogued dicho efecto Fig. 13,

Los datos anteriores indican que el dipiridamol iwpide la accian
ureogénica de ia adenosina y el glucagon, Gnicamente cuando ia +Fuente de
amonin proviene de la giutamina. For io tanto se Investigd el papel del
dipiridamol en el metabolismo de ia glutamina. LTichos resultadas nos indican

nue el dipiridamol noc interfiere en la actividad de la glutaminasa.
CONCLUSION

La adenosina y Ia i{nosina producen una activacién de Ia ureogénesis que
depende de 1a dosis, y esta capacidad no 1la poseen otros productos
catab&licoa de dichos nuciedsidos, Se descartd 1a posibllidad de gque 1la
adennsina o la {nosina actuaran como sustratos ureagénicas produciendo por
elino un efecto estimulador, en base a lo sigulente:

i) Los metabolites c&tabbllcua de ia inosina, en presencia de cloruro
de amonio, no estimularon la sintesis de urea, Z} Al suprimir en un 100X 1la
desaminacion de la adenosina a una concentracién de 10 micromolar la
contribuci®n del amonio formado seria despreciable comparada con la poza de
amonio (10 nild, en el sustrato afadido para la sintesis de urea.

E)l hechp de que el efcto estimulador de la adenosina y la lnosina se
pbservara con glutamina y con carbonato de amonip, descarta la particlipacibn
de Ja gitaminasa en el mecanismo responsable de los pasos reguladores de
ambos nuclebsidos en Ja sintesis de urea.

La respuesta bifasica presentada por la adennsina en presencia del
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{nhibidor de la desaminasa, el EHNA, nos guia al pensar sobre la existencia
ie sitins especiiicos de regulacidn del cicleg de la wurea, ademas de lgs
receptores ya mencionados para la adenosina. La estimulacitn de la
ureogénesis por 1a adenosina y la inosina es dependiente de calicio .,

Ademds el antagonismo wmutuo entre 1la adenosina o la inosina y el
glucagon, pero no con la epineftrina, abre mas posibilidades para estudiar el
necanismo {si inhvolucrade en la sehai de transduccién para hormonas
particularmente en ia regulacidn de la ureogénesis, una ruta metabdlica en
la cual faitan estabones en Ia respuesta metabGlica final,

For otro lado, la concentraciédn de adenosina en céluias .de. hlgado de
rata es del orden de 10 mlcromolar {44) ¥y se calecula que el 754 de la 7
adenosina del te;ldo total esta unida a proteinas Intracelulares (45). For
altimp, ios resuitados reporiados en el presenie trabajo estan eﬁ el rango
de concentraciones fisinifigicas de rcuanda menos uno de ios nucledsidos
usados por nosntros, 7 se sugiere que la accién aqul descrita para la
adenosina y la inosina, &n lreguiacidon de 1a biosintesis de urea, tiene

relevancia fisiclbgica, .
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Effect of adenosine and inosine on ureagenesis in hepatocytes

Raquel GUINZBERG P., Irma LAGUNA, Alejandro ZENTELLA,* Ricardo GUZMAN and Enrique PINA
Departamento de Bioquimicn, Facultad de Medicina, Universidud Nzclonal Autonoma de Mexico, A, Postal 70159, Mexico,

D.F. 04510, Mexico

Adenosine and inosine produced a dose-dependent stimulation of ureagenesis in fsolated rat hepatocytes.
Hypoxanthine, xanthine and uric acid were without effect, Half-maximally eflective concentralions were
0.08 M for adenosine and 5 uM for Inosine. Activation of ureagenesis by both nuclecsides had the following
characteristics: (a) it was observed with elther glutamine or {(NH,),CO,, provided that glucose was present;
(b) it was not detected when glucose wus replaced by lactate plus oleate; {c) it was mutually-antsgonized
by glucagon, but not by ndrenuline; und («) it was dependent on Ca', We suggest that the action of
adenosine and Inosine on ureagenesis might be of physiologlcal significance.

INTRODUCTION

Our knowledge of the physiological and patho-
physiclogical functions of the nuclecside adenosine hus
grown considerably. Among the described actions of the
nucicoside on hepatic metabolism, it has been reported
that adenosine increases ATP concentrations and the
energy charge of the liver (Chagoya et 4l., 1972). This is’
of interest, owing to the role of these metabolic
indicators In the regulation of cell metabolism (Atkinson,
1977). Of even greater Interest are the well-documented
actions of adenosine as a hormone and as a neuro-
modulator (Burnstock, 1981; for a more recent review,
sce Stefanovich e al,, 1985), Considerable effort has been
made to characterize adcnosine receptors (Burnstock,
1981; Londos et al., 1983), and to design more potent
adenosine-receptor antagonists (Bruns ef af., 1983). Liver
colls mro in the growing list of cells containing adenosine
receptors; ltolated hepatocyles, on stimulatlon with
adencsine, and at least two of [ts analogues, produce a
response in the adenylate cyclase activily (Londos et af.,
1980). Furthermore, adencsine and adenine nucleotides
cause dosc-dependent activation of glycogen Bhowho-

lase In isolated hepatocytes (Keppens & De Wulf,
1985). To increass our knowledge of adenosine actions,
its role on urea blosynthesis was explored, Ureagenesis
is one of the metabolic routes affected by numerous
hormones, either dependent or not on modifications in
the activity of adenylate cyclase (Corvers & Garcla-Sdinz,
1982). Thus a response of ureagenesis to adenosine will
give a more integrated plcture of the actlons of the
nucleoside on the regulation of liver metabolism. Lund
et al. (1975) [ound that adenosine added to isolated
hepatocytes inhibils urea biosynthesis; a 0.5 mm dose of
the nucleoside was required to produce maximal
inhibition, this concentration being several orders of
magnitude higher than the concentration of adenosine
used as a hormone (Londos et al,, 1980). The greunt
paper describes the response in urea biosynthesis by liver
cells, incubated with Jow doses of adenosine or inosine
within the range uscd to cxert their role as hormones,
Both aucleosides wers tested alone or in combination
with one of two well-known ureagenic hormones,

ucagon and adrenaline (Titheradge & Haynes, 1980;

rvera & Garcla-Shinz, 1982).

MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats (]150-200 g) starved 24 h before the
beginning of the experfment were used, unless stated
otherwise. Three different commercial diets were used -
(Table 1): initially, Purina rat chow imported from the
United States (experiments reported in Fig. 1, Tables 2
and 4, and the ATP-pool assays); when the Mexican
govarnment forbade the importation of rat chow, the
experiment wag contlnued by feeding the rats with
‘Npuuicubos'. made in Mexico (experiments reporied in
Table 3, and those with hepatocyles depleted of Cat®), *
Since the rate of urea biosynthesis was low with this dle‘a
some control experiments were performed with a thi
diet, combining et‘ull parts of ‘Nutricubos® with
* Ladrina'; this combination produced (a) a batter growth
rale than with ‘' Nutricubos® alone, and () a growth rats
identical with the optimal one reportsd by Lane (1971).

Hepatocytes were Isolated by the method of &
Friend (1969), but tho recommended Ca%#-freo Hanks

Table 1. Compaosltion of commercial dista used

Values (3 ) are from the manufacturers’ labels.

Nutricubos
" Rodent
Purine chow® Laboratory
5001 Chow distt Ladrinat

Crude protein not 2.0 230 - 210
less than .o

Crude fat not less X 1 25 - 9.0
than .

Crude fibre not more 60 60 4.5
than :

Ash not more than 3.0 80 - 100

Added minerals not 25 e -
more then ¢ .

Nitragen-free extract - 48.5 39.5

* Ralston Purina Co., St. Louls, MO, U.S.A.
t Purina,S.A.deC.V. Km.4.5 Carr. Constitucién Queréiaro,
Qro. C.P, 76180 México.

* Present addreas: The Rockeleller University, 1230 York Avenue, Now York, NY 10021-6399, U.5.A.
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solution was replaced by Krebs-Ringer bicarbonate
[Krebs & Henseleit (1932) prepared without Ca*] plus
10 mM-glucose (the latter was omitted In some experi-
ments, as indicated below); the liver was perfused with
these Cat*-free solutions; for the subsequent collagenase-

" digestion step, 1.2 mm-Ca** was added to the solution. In

the first nine experiments, cell vinbility was measured by
ATP contents and Trypan Blue exclusion. A valuc of
2.2930.32 gmol of ATP/g (meanis.EM. for nine
scparate batches of cells) was obtnined, which is
comparable with the values found in the literature {e.g.
Lund et al,, 1975); at least 90% of these cells excluded
0.2% Trypan Blue, Later, Trypan Blue exclusion was
routinely assayed in all the experiments, and hepatocytes
were uscd when their viability was above 85%.

The isolated cells were incubated under continuous
shaking In Krebs-Ringer bicarbonate buffer In_an
atmosphete of Q,/CO, (19:1) for 60 min a1 37 °C, The
Krebs—Ringer buffer with 1.2 mm-Ca®* was supple-
mented with 10 mm-glucose, 10 mM-L-glutamine, 3 mM-
L-ornithine and 12/ bovine serum albumin; the pH was
adjusted to 7.4, [n some experiments, as detailed in the
Results section, 10 mM-glutamine was replaced with
10 mM-(NH,),CQ,, and glucose by 10 mm-lactaie plus
[ mM-oleate in the incubation medium, Furthermore,
when cells were incubated with lactate 4 oleate, glucose
was absent from the initial perfusion medium and the

- collagenase-digestion medium.

In o series of experiments, hepatocytes were dissoclated
in a Ca'*-free medium supplemented with | mm-EGTA.,
‘These cells were incubated in Krebs-Ringer bicarbonate,
free of Ca®*, but supplemented with 10 mM-glucoss,
10 mM-(NH,),CO,, 3 mm-L-ornithine and 134 bovine
serum albumin, ’

Each assay was routinely performed in duplicate. Each

" tube contained 25-30 mg wet wt. of liver cells, At the end

of the incubation period, the tubes were placed in an ico
bath for 5 min, und then centrifuged ut 30 g for 10 min,
The supernntant was kept. for urea quantification
{Gutman & Bergmeyer, 1974), The numbers of obser-
vations given in Fig. | and the Tables, for any given
experimental condition, refer to separate batches of cells.

ATP was quantified by the method of Lamprecht &
Trautschold 11974). Adenosine, inosine, hypoxanthine,
xanthine, uric acid, giucagon, L-adrenaline, L-glutamine,
L-ornithine hydrochloride, urease (type III) and bovine
serum albumin {fraction V) were obtained from Sigma
Chemical Co., St, Louis, MO, U.S5,A. Collagenase was
from Worthington, Other reagents were analytical grade,
from Merck, Mexico.

RESULTS

Dose-response curves (Fig, 1) yielded X, values of
0.08 um for adenosine and 5 uM for inosine on urea
biosynthesis. Other metabolic derivatives of adenocsine,
i.e. hypoxanthine, xanthine and uric acid, did not show
any ureagenic action (Table 2). The incubation mixture
of these d ated compounds was supplemented
with 10 au-NH,C! to stimulate the concentration of
NH,*, obtained by exhaustive deamination of C-2 of
adenosine, but identical results were recorded without
this supplomentation (not shown). The data obtained
with sine, shown in Fig. 1 and Table 2, contrast
with the inhibition of ureagenesis obtained in hepatocytes
incubated with the same nucleoside (Lund et a/,, 1975),

W 3
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]

-
T Y
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=log L[Adenosins}or [Inosine] {u))
Fig, 1. Stimulatlon of urea synthesls by adenoaine and Incsine

Hepalocytes were Incubated as described in the Matsrials
end methods scction: ©, control; @, with Inodoe; &,
with adenoslne. Results aro expressed as parcen of
the control value, which was 14484312 nmol of urea
formed/60 min per mg wet wi. Valuea plotted are the
means, and vertical lines represent 8.a.M., of duplicate
Incubatlons Irom four to six coll preparstions,

control sumple, with 19 ccll preparsiions. Sia!
significance versus control ls [ndicatsd: *P< 0,05,
P < 0,001,

In the experiments of Lund « al, (1975), 40 mg wet wt,
of liver cells from 48 h-starved rats was incubated for
60min at 37°C with 10 mm-Iactate, 1 mm-oleate,
10 mM-NH,Cl and 2 mM-ornithing; their data show an
Inhibition of urea synthesis by adenosine, ranging from
23 to 65%, when the nucleoside was at
concentrations from 0.5 to 4.0 mM. Some experimental
conditions used by those authors were assayed In the
experiments shown in Table 3. The hepatocytes were
incubated with 10 mu-laciste and 1 mm-oleals, instead
of glucose, and with 10mM-NH,Cl or .
Instead of glutamine; however, ndenosine concentration
was kept at 10 M, The same response to low
concentrations of adenoszine was obtained with glu-
tamine, (NH,),CO, (Tabl.3) and NH,C1 (results. not
shown). Interestingly, replacement of glucoss by lac-
tats+oleate abolished the sffect of adenosine,
with either glutamine or (NH,},CO, (Table 3). Similas
results (not shown) were obtained with 10 sM-Inosine
instead of adenosine,

One point requires additional information. Ths basal

rate of urea syn was (in nmol/60 min per mg wet
wt. ofcells) 14.48 in Fig. 1 and Table 2, 7.60 in Table 3,
1987
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Effect of adenosine and Inosine on ureagenesls

Table 2, Effect of adenosine catabolltes on urea blasynthesls

n

Isolated hepatocytes were incubated as described in the Materinls and methods section and supplemented with the concentrations

of compounds indicated, Results ere cxpressed as the means of (nmo! of urea formed/60 min per mg wet wt. of cell)) 8.8.&.
of dupl?:ate samples from the numbers of preparations in parentheses. Statistical significance versus control {s Indlcatad.
No purin With 10 um- With 10 am- With 10 am- With 10 zaM- - With 10 sM=
detl"iemlv: adenosine Inoslne :nd hyl:oxsnlhl#e and xanthine and uric acid wnd
o NH,Cl o NH,CI 10 um-NH Cl 0 uM-NH,C1 10 uu-NH,Cl - 10 wu-NH,C1
14484312 (15) 25.163:3,76 (3) 24.16:£2.76 (3) 15004 1,72 (3) 16,164 2,74 (3) 16.0410.38 (3)
£ < 0.00] P <005 F<09 P<09 P<c0Y

Table 3. Comparlson of the urengenlc actlon of adenosine in cells Incubated with different sources of oxidizable substrate and with

different scurces of ammonla

Hepatocytes were incubsted in Krebs-Ringer bicarbonate,
10.mu-lactate plus | mm-oleate, 10 mat-glutamine, or 10 mM

&H 7.4, supplemented with J:nu-amhhlno, 10 mu-glucose, or

.).CO. Other condltions were as in Tabla 2,

Uren formed (nmol/60 min par mg

Source of wet wt. of cells) \
oxidizable Source of .
substrate ammonin No adenosine + 10 um-adenosine
Glucose Glutamine 7.6010.50 (5} 19.3612.64 (3)
. P <001
Glucose (NH L CO, 7421090 (15) 21.3640.20 {6)
P<000]
Lactate+oleate Glutamine 7.244:1.00 (4) 6.5010.74 (4)
P <005
Lactate+olente * {NH,)yCO, 7.64 4 1.46 (4} 6.2;;{;%29(3)
<0,

Table 4. Effects of adenotine or Inosine on uren blosynthesly stimulated by glucagon and adrensling -

Isolated hepatocytes were incubated as described In the Malerials and methods section with the indlcated :ddIIIon:. Other

condjtions were as in Table 2,

Urca formed (nmal/60 min por mg'wat wi. of cells)

Additlons K No nucleoside + 100 #M-Adenosine +10 gi-nosine '
No hormane 14.48£3.12 (19) 25.38:+2.4 (10) 24164276 )
' P <0001%
Glucagon (1 43.46:£4.00 (7) 7742142 (4 :zu L 4o 3
9 Ltoon e PEho
P <0001t P<uosr
Adrenaling (0.1 ) 3204:£2.20 (1) 37.72:£2.00 (6) 24.12:£3.48 (3)
P < 00011 P<oore PL09
P<0lt ’ P<0.lt

* Siatistical significance versus control with nuc]:oudeibul without hormone, .

t Suatisticel significance versus control with hormane,

ut without nucleoside,

and 29.811.6 (2= 8) in rats fed with the third diet
{r able 1), a value similar to that found by Lund er a/.
915). In tho last uol:r of rats, adenosine produced a
cae-related stimulation, ranging

ﬁ-om 145 at O.I MM to 25% at 10uM, at which
concsntrations no increase in the ATP pool of isolated

hepatocytesis observed. Thus the abliity of adenosina to

stimulate um.ancsin was observed with three different
. commercial dists
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To gain information on the mechanism Involvod inthe

ability of adenosine and inosine to stimulate h
their responses were com, with those of ‘
and adrenaline; the possi flddillu.Mmdu

cxplored (Table 4). A mmura of high dosss of adenosine
or inosine with glucagon mutually antagonised the sffect
of the nucleosides and that of the peptids hormone;
however, the urea; response to adrenaline was not
modified by either adenosine nor lnocine (Tabie 4), :
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