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RESUMEN 

Diaz Cruz Antonio: Erectos metabólicos de la adrnosina en hepatocitos aislados de rata. Bajo la 

dirección de:/Jr. Enrique Pilla <iar:a y M. e11 C. Raquel Gui11:berg /'erru.•q11ia. Trabajo de tesis para la 

obtención de grado de Maestro en Ciencias, área : Bioquimica, realizado en el Depto. de Bioqulmica, 

Lab. 5, Fac. Medicina, UNAM. 

Uno de los productos del catabolismo del ATP es el nucleósido de adenina ( adenosina ), mol~ula que se 

caracteriza por actuar como regulador fisiológico en una gran variedad de procesos enzimáticos en 

diferentes órganos, tejidos y sistemas. En este trabajo se revisó la participación de la adenosina en la 

regulación del metabolismo hepático, a través del sistema de células aisladas, las cuales fueron incubadas 

en presencia de epinefrina, ¡¡lucagon y adenosina, a una concentración de 10 ·• M cada una, los 

indicadores metabólicos cuantificables fueron: capacidad gluconeogénica de la adenosina y efecto de la 

adenosina sobre el movimiento de calcio celular. Los resultados obtenidos son: 1. - La adenosina y la 

inosina estimulan la sintesis de glucosa a partir de lactato., 2. - El efecto gluconeogénico de la epinefrina 

y del glucagon se inhibe en presencia de adenosina., 3. - La adenosina no modifica los niveles basales de 

AMPc, 4.- La sintesis de AMPc estimulada por glucagon se inhibe en presencia de adenosina., S.- El 

efecto ureog<nico de la adenosina, se inhibe en ausencia de calcio en el medio de incubación., 6.- La 

adenosina incrementa los niveles de calcio citosólico a e.pensas del calcio extracelular., 7.- Cuando los 

hepatocitos son incubados en ausencia de calcio en el medio de incubación, ta adenosina promueve un 

peque~o y transitorio aumento de calcio citosólico. De estas observaciones se propone al calcio como el 

mensajero intracelular para los efectos metabólicos de la adenosina en los hepatocitos de rata 



INTRODUCCIÓN 

EFECTOS METABÓLICOS DE LA ADENOSINA 
EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA 

En 1929 los investigadores Druiy y Sunt Gyorgyl (12) dieron a conocer el nombre de una 

molécula obtenida de extractos de músculo cardiaco, cerebro, riftón y ba7.o, la cual ejercía efectos 

pronunciados sobre la función cardiovascular, dicha molécula fue la adcnoslna. A partir de estas 

observaciones, diferentes grupos de investigadores se dedicaron al estudio de las acciones fisiológicas de 

la adenosina (l l, 15,29,46). Estos trabajos pcnnitieron asegurar que la adenosina no solo participa en la 

rq¡ulación metabólica del flujo coronario ( S ) sino que también interviene en la regulación de la función 

fisiológica de otros órganos, incluyendo el cerebro ( 6,3 7), el músculo esquelético ( 1 O ) y el ri~ón ( 31 ). 

Se sabe que la adenosina es un nucleósido fonnado por adenina y ribosa, unidas por un enlace ll - N 

glucosldico ( fig. 1 ) y cuyo mecanismo de slntesis y degradación es complejo. Seis enzimas son las que 

están involucradas en el metabolismo intracelular de la adenosina: 1.- nucleotidasa S' citsólica, 2.- 5' 

ectonucleotidasa, 3.- fosfatasas no especificas y 4.- S - adcnosilhomocistein hidrolasa, las cuales 

intervienen en el proceso de síntesis de adenosina. Participan en la fase catabólica de la adenosína las 

enzimas: 5.- adenosin quinasa y 6.- adenosin deaminasa ( 34,39,40 ) De las reacciones catali1J1das por 

estas enzimas, dos son las que se relacionan principalmente con Ja formación de adcnosina; la 

desfosforilación del AMP por acción de Ja S'nucleotidasa y la fosfatasa alcalina, asl como la hidrólisis de 

la S-adenolil-L-homOcisteina ( SAH ) por la SllA-hidrolasa, pua la producción de adenosina y 1.-

homocisteina, (fig. 2 ). En la mayoria de las especies y órganos estudiados, la 5-nucleotidasa es 

predominantemente una ectoenmna responsable de la degradación del A TP liberado al espacio 

extracelular, para producción de adenosina ( 33 ), ciert• fracción de esta enzima se encuentra también 



el citosol y los lisosomas ( 8,26 ). La enzima SAH-hidrolasa es una enzima exclusivamente citsólica y 

amplia distribución ( 44 ), cuyos productos de su actividad son la adenosina y la L-homocisteina, los que 

son transformados por la adenosin quinasa o adenosín dearninasa y la metionín quinasa a cistationln-B-

sintetasa. Son de interés los estudios sobre el recambio de la adenosina en el plasma humano, donde la 

vida media del nucleósido, a con«ntraciones fisiológicas de 80 nanomolar a 1 micromolar, es de 6 O. a 

1.5 segundos; se menciona, sin embargo, que existen diferencias considerables entre lu especies ( 30 ). 

Fig. 1 Estructura de la ldenosina. 
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El estudio sobre el mecanismo de formación de adenosi¡ta en diferentes tejidos es de gran 

importuicia, ya que de él, depende el entendimiento de las varias funciones adscritas a este nucleósido. 

El patrón de desfosforilación extracelular a partir de A TP --+ ADP --+ adenosina ha sido 

observado en células de músculo liso y endotelio ( 17,32 ). asl como en linfocitos B ( 2 ) y plasma 

humano ( 42 ). 

/ ATP V METIONNA 

AOP ----. d SAM 
SAM X-H t sbx-H3 

e 

AMP A 
~OENOSINA 

4 

HOMOCISTEINA 

s ! e ! 
INOSINA CISTATIONINA 

! ! 
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Fig. 2. Vía de producción citosólica de 1denosina y homocistelna por el proceao de 
1ransmetil1ción: SAM, S - ldenosil • L- metionina; dSAM. desoxi • S· adenosil • L • metionina; SAH; S 
• adenosil • L- homocistein; X. H, aceptor de metilos; tu enzimu: (1) S' nucleotidul (EC 3.1.3.5); (2) 
adenosin quinaSI (EC 2.7.1.20); (3) 1denosin dnmi11111 (EC 3.1.3.5); (4) SAM • hidrol851 (EC 3.3.1.l); 
(5) cist1tionin • ll · sintetHa (EC 4.2.1.22); (6) 5' metiltctrlhidrofolato • homocistein metil transferasa 
(EC 2.1.1.13) Fuente: Schrlder, J.: Adenosine and Adenine Nucleotides as Regulators of Cell Function 
(1991). 
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Como se mencionó anterionnente, los efectos de la adenosina no están limitados al sistema 

cardiovascular, otras de las funciones de la adenosina incluyen: estimulación de la secreción gástrica, 

regulación de la función linfocitaria, inducción de broncoespasmo, inhibición de la agregación 

plaquetaria, inhibición de la lipólisis en tejido adiposo, inhibición de la liberación de renina y el tono 

vascular en el riñón, ( 38,42 ). Tenemos asl, que la mayoria de órganos y sistemas corporales son 

parcialmente regulados por la liberación local de adenosina. 

En 1970 Sattin y Rall reportaron que la adenosina estimuló la acumulación de AMP·ciclico 

(AMPc) en rebanadas de cerebro y que este efecto fue bloqueado por la teofdina ( 38 ); a partir de estos 

datos y con los trabajos de Van Claker ru! ( 45 ) y Londos ~ ( 25 ) se estableció que la mayoría de 

los efectos de la adenosina extracelular son mediados por receptores localizados en la superticie de la 

membrana celular, los cuales están acoplados a diferentes componentes del sistema adenilato ciclasa, 

estos receptores fueron denominados A, y A, El receptor A1 inhibe la actividad de la adenilato ciclasa 

por interacción con una protelna que requiere la presencia de GTP , identificada como Gi, mientras que 

el receptor A, actúa via una protelna Gs, para la activación de la enzima. Ademls de los receptores de 

membrana para la adenosina, existe otro sitio, sensible al nucleósido, llamado sitio P, localizado sobre la 

superficie interna de la membrana y parece ser un sitio de inhibición de la subunidad catalltica de la 

adenilato cilcasa, la cual media los efectos inhibitorios de elvadas concentraciones de adenosina. Datos 

recientes indican que este segundo sitio inhibitorio puede ser el blanco fisiológico para el 3'. AMP y 2' -

desoxi- 3-AMP ( 4 ). 

Los receptores A1 y A, se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo, la T1bi. I, 

mucstra 11 distribución de estos receptores en algunos tejidos y sus efectos. 
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A partir del descubrimiento del AMPc y de la identificación de receptores de adenosina 

acoplados al sistema adenilato ciclasa en sistema nervioso ( 9,38 ), adipocitos ( 25 ), hepatocitos ( 24 ) 

Tabla I, Receptores de adenosina acoplados al sistema de la adenilato ciclase 

en varios tejidos y células, posible' furlción fisiológica 

Tejido o Célula. Receptor Efecto Fisiológica 

Células adiposas A1 Inhibición de la lipólisis 

Corazón A1 Depresión de la función cardiaca 

Plaquetas A, Inhibición de la agregación 

plaquetaria. 

Hlgado A, Estimulación de la glicogenólisis 

Glándula endocrina A, Estimulación de la sintesis o 

liberación de hormonas 

Rillón A, Vasoconstricción 

Tejido nerviosos A1 Inhibición de ta liberación de 

nerotransmisores 

Fuente:Daly, J. W.: Adenosine Receptors: Estructure, Activity Relationships. (1985). 
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pl1quetu ( 24 ), entre otros tejidos, se propuso que el AMPc es el mediador de los efectos metabólicos 

de la adenosina. Sin embargo datos recientes indican que algunas de las acciones de la adcnosina ocurren 

independientemente del AMPc, por ejemplo, la conductancia del potasio en células arteriales y células 

del hipocampo, donde el receptor parece estar acoplado a un canal de porasio, via una proteina G, 

sensible a la roxina pertusis, denominado Clk ( 43 ). Por olro lado se ha visto que la adenosina inhibe 

corrientes de calcio sensibles a voltaje en el hipocampo y otros tejidos neuronales, dicho porceso 

involucra un Clllll iónico, que al parecer, es el responsable de la entrada de calcio y la liberación de 

transmisores ( 16 ). Riberio y Sebastiao ( 35 ) proponen la existencia de un tercer subtipo de receptor 

para la adenosina, denominado A,, acoplado a un canal de calcio. Kunz ( 22 ) ha presentado evidencias 

de que el músculo liso vascular posee receptores de adenosina que se acoplan a la guanilato ciclasa. 

Hay rambién varios reportes que sugieren la presencia de recep!ores de adenosina que median la 

inhibición del recambio de fosfoinosilidos ( 23 ); se menciona además que los receptores de adenosina 

pueden disminuir los niveles de AMPc por un mecanismo alremo, al estimular fosfodiesterasas que se 

encuentran unidas a la membrana plasmática ( 13,22 ). Se sugiere que la actividad de la guanilato ciclasa 

en células vasculares de músculo liso y una fosfodiesterasa del AMPc de baja Km en células adiposas 

pueden ser modificadas por el receptor A1 ( 13,29 ). 

Por otro lado, el sistema efector de la fosfolipasa para estimular a las células corticales de los 

tubulos colecrorcs parece estar acoplado al receptor A1 ( l ). 

El higado es otro de los órganos que se ve influenciado por la acción de la adenosina. Sin 

embargo, eiciste controversia sobre la posible participación del AMPc como mediador de en las acciones 

de la adenosina en células hepáticas. A continuación se enlista una seire de datos, obtenidos de 
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bepatocitos aislados de rata, incubados en presencia de adenosina, como un antecedente de los datos 

reportados en este trabajo. 

En membranas plasmáticas de estas células han sido identificados receptores para adenosina del tipo A, 

( 32 ). Marchand §JI! ( 28 ) reportan un incremento en la concentración de AMPc a concentraciones de 

1 mM de adenosina; Bartrons i:!JI! ( 3 ) encuentra un aumento de AMPc, a concentraciones de 25 a 250 

µM de adenosina; mientras que Fain§JI! ( 14) reporta una disminución en los niveles de AMPc, a 

concentraciones de 200 µM del nucleósido de adenina. Por su parte Lowenstein i:tll! ( 26 ) observan un 

aumento en los niveles de AMPc con 100 µM de adenosina y Carabaza ru! ( 7) reportan disminución 

de AMPc en células hepáticas de rata ayunada, incubadas con 0.5 mM de adenosina y un aumento en los 

niveles de este nucleósido ciclico en hepatocitos de rata alimentada, incubados en presencia de con 100 

. µM del nucleósido. Por otro lado, existen también discrepancias sobre los efectos metabólicos que 

produce la adenosina en estas células. Tal es el caso de Fain, quien no encuentra efecto de la adenosina 

sobre el metabolismo del glucógeno ( 14 ). Bartrons, reporta una activación de la fosforilasa ( 3 ). Lund 

!:l.lll ( 27 ), mencionan una inhibición de la gluconeogénesis a partir de lactato, a concentraciones 

inilimolares de adenosina. Guinzberg U ( 18 ) reporta un efecto ureogénico de la adenosina a 

con<:entraciones micromolares y Zentella ~ ( 4 7 ) reporta un efecto ¡¡luconeogénico a 

concentraciones micromolares de adenosina. 
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La información previa indica que aun no se dispone de suficiente evidencia experimental'sobre el 

sistema de señalamiento utilizado por la adenosina en Ja regulación funcional del hepatocito. 

El objelivo del presente trabajo es tratar de dilucidar el mecanismo de transducción de la 

adenosina en hepatocitos aislados de rata. 

En base a la información presentada, es probable que las acciones de Ja adenosina en células 

hepáticas invlucren un mecansimo de transducción diferente al sistema de Ja adenilato ciclasa, reportado 

en otros tejidos. 
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DISCUSIÓN DE LOS ARTICULOS PRESENTADOS. 

Los artículos presentados en este trabajo soit: 

Trabajo I .· "ffonnone - like" e11ect or adenoslne and lnosine on 1luconto1tnesi1 from lactare In 

lsolated hepatocytes. 

Trabajo 2.· Metabolic responlH or isolated hepatocytes to adenosine; dependence on eatemal 

calclum. 

Se procedió a estudiar un indicador del efecto metabólico de la adenosina y la inosina para actuar 

a la manera de una hormona: el indicador fue la síntesis de glucosa a partir de lactato. En este trabajo se 

presenta una curva dosis • respuesta de los hepatocitos a la adenosina y la in o si na ( Fig.. I, trabajo 1 ). 

Ambos nucleósidos estimulan la gluconéognesis. Se muestra también que de la mezcla glucagon o 

epeinefiina, con la adenosina, resultó en un antagonismo mutuo de la acción gluconeogénica para cada 

uno de los compuestos ensayados individualmente, se observa también que la inosina disminuyó la 

estimulación de la gluconeogénesis generada por el glucagon y que no se sumanron las respuestas 

gluconeogénicas, al incubar los hepatocitos con una mezcla de epinefrina e inosina ( Tabla I, trabajo 1 ). 

Se revisó lambién la acción de los análogos de la adenosina sobre la conversión de lactato a 

glucosa, en donde la 5' -( N-etil ) carboxarnido-adenosina ( NECA ), análogo de la adensina con mayor 

afinidad para el receptor A,, estimuló la gluconeogénesis aun más que la propia adenosina, mientras que 
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el análogo N6 - ( L-2-fenilisopropil ) - adenosina ( L • PIA ) con mayor afinidad para el receptor A, y la 

3 - isobutil-1-metil·xantina ( IBMX ), un inhibidor de la fosforideslerasa, no produjeron una 

estimulación de la gluconeogénesis ( Fig .. 2, trabajo 1 ). Por otro lado, los dalos sobre la velocidad de 

convesión de glucosa, a panir de lactato, en hepalocilos incubados con el nucléosido y sus análogos, 

resultó en una disminución del efecto gluconeogénico de la NECA, dependiente de la concetración de 

adenosina ( Fig .. 3, trabajo 1 ). Por su parte, la mezcla de adenosina y PIA presenta un efecto inhibitorio 

de la sintesis de glucosa. Comparativamente, la estimulación de la gluconeogéneis por la inosina no se 

llteró en presencia de la NECA o PIA ( Fig .. 3, trabajo 1 ). 

Queda claro que la adenosina y la inosina poseen un efecto gluconeogénico en células aisladas de 

hlgado de rata, que la NECA posee un efecto gluconeogénico, debido probablemente a la activación del 

receptor A,. ya que la literatura reporta la existencia de este tipo de receptor en hlgado de rata ( 25,3 ) 

y que el PIA no estimula la síntesis de glucosa. Sin embargo, cuando se mezclan estas moléculas, el 

efecto gluconeogénico de la adenosina no se manifiesta, y el de los análogos de adenosina se modifica en 

presencia del nucleósido de adenina. Con respecto a la inosina, es importante mencionar, que no se le ha 

dado continuidad al estudio de sus efectos metabólicos en hepatocilos aislados de rata. 

Sewndo trabajo: 

En este reporte se propone al posible mensajero intracelular mediador de las respuestas 

metabólicas de la adenosina en hepatocitos islados de rata. Los datos presentados aquí, mestran que la 

adenosina no aumenta los niveles baslles de AMPc en comparación con el gluca11on, y que además el 

nucleósido impide el aumento en la poza del nucleótido ciclico promovido por el glucagon ( tJll>la 1, 
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trabajo 2 ). La adenosina, a concentraciones de 1 11M o menores, estimula la gluconeogéneis a partir de 

lactato ( 47 ) y la ureogénesis ( 18 ); sin embargo, a esas concentraciones de adenosina no hay cambios 

en los niveles basales de AMPc ( Tabala I, trabajo 2 ). Por otro lado, en los hepatocitos incubados en 

ausencia de calcio ( tratados con EGTA ), la adenosina, a concentraciones de 1 ¡lM, no fue capaz de 

activar la sintesis de urea ( tabla 11, Trabajo 2 ), lo que nos indica la esencialidad del calcio para obtener 

en el higado los efectos metabólicos de la adenosina. 

Los siguientes experimentos fueron encaminados a revisar la relación existente entre el calcio y 

adenosina en células hepáticas. Los datos aqui reportados indican que la adenosina promueve el flujo de 

calcio extracelular a través de la membrana plasmática hacia el citosol, ya que en los hepatocitos 

cargados con Quin - 2, un indicador fluorescente de calcio intracelular e incubados con 1.2 mM de 

calcio en el medio, se observó un incremento en la fluorescencia cuando las células son estimuladas con 

adenosina. Trazos similares fueron obtenidos cuando las células fueron expuestas, bajo las mismas 

condiciones a ionomicina, un ionóforo de calcio o bien con la hormona epinefiina ( Fig .. I, trabajo 2 ). 

En ausencia de calcio exógeno no se modificó el movimien10 de calcio en respuesta a la 

epinefrina, pero solo hubo una respuesta pequefta y de corta duración a la adenosina. En los hepatocitos 

donde la adenosina manifiesta la respuesta pequefta y transitoria, la epinefiina produce un efecto 

semejante al que registró en presencia de calcio externo ( Fig .. 1, trabajo 2 ). 

Por último, se revisó la capacidad de la adenosina para movilizar calcio de los compartimientos 

intracelulares en las células del hJgado. El contenido total de calcio en los hepatocitos se determinó por 

la adición consecutiva del FCCP, un desacoplador de la fosforilación oxidativa y un ionóforo de calcio, 

el A23187. La adenosina ailadida antes del FCCP, produjo una pequeftisima salida de calcio hacia el 

espacio extacelular, mientras que la epinefrina ocasionó una salida de casi un tercio del total del calcio 
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celular. la fuente de este Cllcio parece ser la mitocondria, ya que la magnitud de la respuesta al FCCP 

disminuye cuando se asrega adenosina o epinefiina antes del desacoplador, al medio de incubación. 

Estos datos muestran que la adenosina promueve la liberación de calcio almacenado en una de las pozas 

celulares, aunque la magnitur de esre Rujo no es tan marcada como el incremento en la concentración de 

calcio citosólico que se da, cuando las células son incubadas en pretenCia de calcio eKtemo más 

adenosina. 

~: 

A continuación, se enumeran los datos reportados en estos dos trabajos, obtenidos de células 

aisladas de hígado de rata: l.· La adenosína y la ínosina estimulan la slntesis de glucosa a partir de 

lactaro .. 2.· El efecto gluconeogénico de la epínefrina y del glucagon se inhibe en presencia de 

adenosina .. l.- La adenosina no modifica los niveles basales de AMPc., 4.- La sintesis de AMPc 

estimulada por el glucagon se inhibe en presencia de adenosina., S.- El efecro ureogénico de la adenosina 

en hepatocitos se inhibe en ausencia de calcio en el medio de incubación., 6.- La adenosina, incrementa 

los niveles de calcio citosólico a expensas del calcio extracelular., 7.- La adenosína promueve un 

pcque~o y tmsitorio movimiento de calcio al espacio intra y eKtracelular, cuando los hepatocitos son 

incubados en ausencia de calcio en el medio de incubación. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

El hígado, al igual que muchos órganos, está sujeto a un control metabólico especifico, en donde, 

la adenosinajuega un papel importante en la regulación de varios procesos enzimáticos. Es un hecho que 

en el sistema de hepatocitos aislados, este nucleósido ha mostrado un efecto ureogénico ( 18 ) y 

gluconeogénico ( primer trabajo ). Los datos aquí presentados señalan también, un movimiento de calcio 

a través de la membrana plasmática, regulado por la adenosina, proceso que se menifiesta de forma muy 

marcada, cuando las células se incuban en presencia de calcio, en donde además este nucleósido de 

adenina, no modifica los niveles basales de AMPc, por otro lado, en ausencia de este ión, no se observa 

un aumento en la síntesis de urea, estimulada por la adenosina, por lo que en base a los datos reportados 

en este trabajo, y por las evidencia experimentales que se han dado sobre la participación del calcio en 

los efectos fisiológicos de varias hormonas, se propone a este ión como el segundo mensajero, utilizado 

por la adenosina, en su sistema de transducción, en células hepáticas. 

PERSPECTIVAS 

Para la continuidad del presente trabajo, se propone revisar el mecanismo por el cual la 

adenosina regula el Oujo de calcio del espacio extracelular hacia el citosol. Si este movimiento se 

realiz.ara a través de un canal de calcio, se sugiere: a.· Someter las células a procesos de polarización. 

despolarización, para saber si es dependiente de voltaje., b.- Acompañar este proceso con técnicas de 

"patch-clam" para apoyar la hipótesis de la presencia de un canal sensible a la adenosina., c.- Investigar 
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si en la apenura o cierre del Oujo de calcio inl~ienen proleinas de la familia G , sensibles a la tm<ina 

pertusis., d.· Revisar si exisle un receplor para adenosina responsable de aclivar la entrada de calcio, via 

un canal., e.· Investigar si el mecansimo de acción de la adenosina, es únicamenlc a lravés de calcio, o 

puede estar involucrado olro sistema de transducción. 

14 
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Surmaary 

In iaolated rat hepatocytea adenoaine and inoaina 
ahowed a dosc-depemlent incTHH in the Tate of 

~~~&º:~d e~n!h~~!I ~:º~.!::::~:.~~~h A:a~ftc:f o~. :h~• 
action vas recordad vith: IMP. xanthodne, 
adenine, hypoxanthine, and uric actd. A 
reciprocal inhibition of intlividual gluconeogcnic 
atiaulation vaa found in cella incubated vith 
glucagon or epinephrin• and adenostne, but not 
vieh inosine. 5'-CN-ethyl) cairboxamido adgnoaln• 
vns more potcnt thnn adeuoaine, vhereas N -(L-2-
phenyliaopropyl) .. adenosinc antagonized th1 
1tiaulation of ¡luconaogenesis by adenosine. 
Neither of the analogs used modified the 
sci111ulatory role oC inosine on the studi•d 
pathvay. Adeno&ine and inoainc iaay be involved 
1n the short tcrm rcgulation of gluconeogeneais. 

The aetabolic responses to adenosine range fro111 "hormone-like11 effectl 
scen .o.t lov concentrations1 to direct participation in adenine nucleotide 
1MtaboU1m1 observcd at concentrations around 1 1llM (aH 1 for nviav). 
GluconeogenHis is one of the pathways alterad by mUUaobr concentrationa of 
thc nuclcoutde. Lund et nl. (2) repoTted that adcnosine decreaaea hepatic 
¡luconeo¡eneds from 18Ctat'e; thie findlng vo.s confirmed by two other groupa 
(3-!t). Lavoinne 2!. !!.!· (5) suggested that tho mechaniam by vhich m1llb1olar 
concentratlons of adenosine inhibit hepatic gluconeogeneaie from lactate, 
probably resi.alts from ita conversion tnto adonine nucleotidH. 

On t11e oth~r &id• are the "hor.one Uke" effecta of th• nucleoside on the 
ltver. Hoffer and Lowenstein (6) reported et1111ulation of gluco•• "relea.se, 
¡lyco¡en losa aml the conversion of ¡lyco¡en phosphorylaH b to a by 
•1cro=olar concentrationa of adenoaine and 5 1-deoxy-!i'-chlofoadeñoa1n1. 
Guinzber1 !!. .!!.• (7) found that micromolar concentrationa of adenosine or 
tnoatne lncuaaed thc rata of urea synthea11 in iaolated hopatocytee. Thia 
papar deals •lth the "hormonc-Uke" action of adenosine, and ao .. of ita 
cmtabolitea •nd analoga • on the hepatic gluconeogcneeia from lactat•, 

Glucon1ogene1J.s and urcogeneaia aro relatad metaboUc pathways, they 
1hare 1nzy111e1, tunaport cystcms, and •ctabolic aignal 90leculea tn the 
m-.inalian liver (8). Sav•ral hormones attmulate both patbway1 (9, 10), and 
bportant supe in uuai •Ynthcsia and 1lucon1ogencsis have bHn found to vary 
in parallll (11). Since adenoline amJ 1nosine, uaed at near physiolo11cal 

0024•J20S/89 $3.00 + .oo 
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concentrationa, incraased tho rau of urea syntheais in isolated rat liver 
celb (7), a •ti•ulation of glucaneogcneais aight be anticipated vith 
hepatocytH incubated in the prosence of thesc nucleosides. Stimulation of 
aluconeogeneais by adenosine in renal cortical fragmenta (12) and by 100 M 2-
chloroad.aoaine in ilolnted hepatocytes (3), both Crom fed rots, vas reported 
previoualy. Preliminary resulte from this work were presented elsewhere (13), 

Materialll and Kethods 

Kale Whto.r nt• (lSO - 200 g) atarvad for 24 h and allovad to drink 
vater frHly, win usad in these experimenta. lsolated hepatocytes vera 
prepar.d by the m1thod of Berry and Friand (14), as detailed previoualy (7). 
Cell viability vas a.ssayed by tha Trypan Blue axcluaion uthod; axpariments 
vera perforud when a 90% of viability vaa recorded. HepatocytH vera 
incubated under the experimental condiciona deacribed in Figurea and Table. 

· At the and of the incubation period, tubea ve re placed in ice cold water 
durina $ ain and apun at SO ¡ for 10 ain. The aupernatant vas usad to 111eaaure 
aluCOH by the uthod of Pales ( 15). 

the folloving reagents vere from Siglllll. Cheaical Co. St. Louia, Ho. USA.; 
l.KP, atnthoaine, adenoaina, inoaine, adenine, hypoxanthine, xanthiae, uric 

(~!!;cf!:c;f:n;o~i!:!::::r~~;~e Li~)~1~b~(~ .. ~Y:~::~l~!!:;~P;~)'~::.::!~:e ª~~~::~ 
S'•(N-ethyl) carboU11ido-adeno1lne (NECA); l-isobutyl00 l 00aethyl•xanthin1 
(llKX). Other raagents vere analytical grade from Herck.-Kédco. 

TABLE 1, Effects of adenosine or inosinc on gluconeogcnesia froa lactate, 

Additions 

No hor90na 

Gluca¡on 
(1 1111) 

lpinephrine 
(l 1111) 

1timulated by glucagon and epin1phrine. 

NO- nucleoside 

0,37 :!: o.os (3) 

1.2 :!: 0.08 (3) .. 
p < 0,001 

Adonoaine (1 llM) , lnostne ( l µlt) 

0:96. :!: o.os (3) 

Isolated hepatocytes vere 1ncubat~d~ ~~\1f:~~-~Íb~d '·~-n Pig. 1, and supplemented 
v1th thc concentrationa of the indicated i;::.~•pounda, Reaulta ara expresaed as 
the aeana ± S.E.K. of duplicated aampl~s:.: ~ha nuabcr of ccll praparationa is 
:lndicated in parantheale. ~ · 

·.. ~ . ,: . 

• Control va nucleosido, without hormone 
•• Control va hor11<>n• vithout nucleoaide 

•u Hor110ne (glucagon or epinep~~lne) va ad9nolline plus hormone 

Reaulta' .. 

Tha gluconeoaenic dosa•reaPonse curves to •denoaifte ancl.1noaine •H ahovn 
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tn fil• 1 ¡ K• valuea of 7 .S x 10-a and 9 x 10-8 H vere ~'ecó~,~~~. ·. re~p'ectively. 
In th1.incubation ayatem deacdbed in thc legend of Fig •. ;1, n~ne.of.the 
following compound• aticulated gluconeogeneais ~en t~~~~d ~-~; concentrations. up 

• Jog [Adenosine °' lnoslnt (M)J 

F!G, 1 
Stiaulation of 1lucoH ·ayntheda from lactate by adenoain• or 
inosine. In a final volwae of 1 al, JS mg of hepatocyta• (wet 
vdght) were incubated for 60 mln in Krebs-Ringer 
bicarbonate, pll 7.4, vith 3 mM ornithine, 10 lllM.loctate, S mH 

!:~~!i:l' e s:pr:::"~::.~~!h e d;r;~r(n: )º:::~!!~~~-º:!.:~ta 
are 1tven os the means and vertical Unea repreaent the 
S.E.M. of duplicated incubations from 4-6 cdl preparationa. 
Stot1stical significance versus control is indicated: •p < 0.001. 

to 10 micro•olar: IMP, xanthusine, adenine, hypoxanthine, Hnthine, and uric 
acid (data not shown). 

Th• mixture of glucagon or epinephrine with adenodne n•ulted in mutual 
antagonis• of the gluconeogenic action prometed by each compou~d ossayed alone 
(Tablo 1). Otherwise, thc act1on of alucugon &timulatin¡ glucose ayntheab 
vas di•iniehed by inosine to the value · obtlined with thiu nucleoside alone. 
Lack of iln additivc gluconeogenic reeponse waa obtained in hepatocytes 
incubaud with epinephrine and inosinc. 

Aeong the adeno&ino analo¡s tasted, NECA, vhich activates ·the a~enylate 
cycllH •Y•te• (16), increaaed the rate of gli.acose production froai lactate 
more efUciently than th• natural nucleoside (Pis. 2). Moreover PIA and IBKX, 
inhibitors of the adenylate cyclase ayatem (16), did not chilnge the basal rate 
of glucosa forution (Fig. 2). The rate of glucoae aynthesis from lacta te vas 
influcnced distinctively vhen adenosine ar tnosine were incubatod vith t:he 
hcpatocytes in the presence of a aingle duae from tvo adenoaine an.iloga. MECA 
and PIA (Fi&• 3). At lovcr do:;ca of adenodne the action of NECA predominated 
over thc efhct of the n.Jtural nucleodde. The mixture of adenoain1 and PlA 
reaulted in an inhtbition in tliu rote oí slucon aynthesis, thh reault ia 
ra.ther surprhtnc whcn thc individual dfects of adenosino nnd PIA are 
constdered indepcndcntly (Figs. 1 and 2). The ability of inosine to stinaulate 
glucon1011nests vc.s not 111odified by the acldition of NECA ar PlA (fig. J). 
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~ ..•.... ·.···_.·.·.•·.·······.·.··.··.··.·. ' ... . . . 

.- ' · .. 
. . 

·bJ CANALOGS (MIJ 

PlG. 2 

Eff.iCt '.- of;· ··adeñosine analogs an th• 
gluconeogeneais;·. Hepatocyte1 ven 

- incubated .·as desédbed in Fig. l, and 
supplemented vith different concentrationa 
of .· the: following -adenosine analogs: NECA 
.( eq~- PlA :. ("O)" and IBHX (a)¡ control 
'(O~).·-;-~Valuea·plotted·are the Mana, and 
vertical~;_, linea repreaent s.E.H, ·of 

· dupl1-oted ·" incubations from 3 independent 
cell preparations. 

' Dia~~~'~toft- \ 

Adenoain• ha• an opposite actioR\1ii'hepÍ1tic_-1lUConcogenesta froa lactate 
depending on the concentrations. used ·a f~ the: nucleoaide; 'the inhibition ·· · 
observad vith 0.5 mH adenosine (2-S)-.becomes'an·activation·_by._lowering its. ". 
concentration to th• micro. range -(Fia.~.;1). ~"'-Similar" res~lts. were., reported for 
th• efhct of the nucleoaide on Uver_,urcogcn~sia::,an inhibition·.at high ·. · 
concencration1 (2) 1 and an activation; at near, phyaiolo¡ical concentrations , 
(7). the total cellular content of ATP · remained. unmodified under experimental 
conditiona tn which the nucleollide eUcited ·a clear ureogenic action· (7). 
'Eheae data, together with the lov conccntrations required to obtain a good 
1luconeogenic effect (Fig. 1) and the distinctive gluconeogenic response 
ob .. tved vith aelected adenoaine analogs (Fig. 2) 1 auggest an action of the 
nucleoaide throuah itl interaction with 11embrane receptor~. 

Adenolin• recepton that udiate atimulation or inhibition of adenylatl 
cyclaH activity have bHn discriminaud with appropriate adeno~iae analogs 
(17). Accordinaly 1 the relative potency of adenosine analogs at the 
1tlaulatory receptan vas NECA >., adenosine > 1 PIA, whereaa the revene 
potency ordu vaa aeen vith inhibitory nceptors (17). On these bases the 
resulta obtained in this papar (Fias. 2 and 3) indicate that the gluconeogenic 
action of adenosine might b• mediated by its interaction vith cell surface 
receptora, which activat8 the adenylate cycluse ey&tem. The ability of 
adenosine or 2-chloroadenoatne to decrease the concentration of fructose 2,6-
bisphoaphate in hepatocytas was accompanied by nn increase in the 
concentration of cyclic AMP (J). Also, liver glycogenolysia promoted by 
adenoaine and certain of ita andoas vas the result of a at111uloted converdon 
of alycoaen phoaphorylHe l!. to !.• preceded by a riae in the basal levels of 
cyclic AHP (6). 
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1 ' 

• log [Adenosine or lnos.ine IMIJ 

FlG. 3 

Collpadaon of aluconeo¡tnic action of 
adenoaine and inoaina in cella incubatad 
vith adenosine analoge. Hepatocytca vere 
incubated aa deec~ibed in Fil• 1 in 
prescnce of !!UCA 10 K plua adenoaine 

~~-A; ~IAP~~. i:o:~:: (~)º:~• P~: ~~-U!~ 
plus inoaine ( O ) ; control ( • ) • 
Resulta are given aa the iaeana and 
vertical lines repreaent the s.E.H. of 
duplicated incubationa froa 3 cell 
preporations. 

Saveral intr11uin¡ differencea in the glyconeogenic raapon&e to adanosine 
or inoaine vere observed vhen the hepatocytea vere cbolbn¡ed vlth eithar ene 
of thtH nucleoaidH, aupplemented vith a hotsiane or an adanoaina analo¡. the 
reco¡niaed 1lucon1ogenic effect of glucogon (9) or epinephrina (10) vas 
iapaired with adenoaine, but waa al.cDost unmodified vith incline (Table l). A 
lesa Ukdy altcrnativt 11 that atimulation of gluconeogeneais mi¡;ht be due to 
inoaine formad fro• adenoaine (table 1) 1 while inhibition of glucagon and 
epinaphrina action is direct due to adenoaine effecu. Koreover, PIA block.ed 
the gluconeogen1c efhct of adenosine, not that of inosine (Fig. 3). These 
dUferenc11 point toward indepcndent routea promoting hcpatic gluconeogenesis 
for either, adcnosinc itself, or inosina. lnhibition of 111.ttabolic neponaea 
to 1lucagon or epinephdne by .:tdenos1n• wcu describcd previously by Fain and 
Shepherd (18); th• nucleodde (200 ~M) reduced the stiraulation of 
glycogenolysis by 1luca.gon or epinephrine in iaolated tat Uver cella. In 
contra.st, in thil ayatem, 2 1 ,S 1 -did1oxyadenodne was an inefftctive inhibitor 
of glycogenolys1s vhUe lt w111 much llOta potent than 1deno1inc 18 8.n inhibitor 
of cyclic AHP accumulation (18). thHe resulta augge:at: that glucosa ralease 
by rat liver cella can be dh1ociated from alteratlona in cyclic AMP (18). 
the data of thia papcr previda only indtrect evidence in favor of a 
phyaioloa.ical role of cyclic AKP aa mediator of adenoaine in atimulating Uver 
gluconeo¡enesis (Figs. 2 and 3). · 

tha abundance of adenosine and lnosine in mamaalian th1uea (19,20), 
thetr ability to atimulate Uver Ntabollc pathvnys 1uch as glyco¡enolyaia 
(data for adcnosine only, in refcrencea J and 6), ureogenesia (7), and 
1luconeo;enea11 (ng, 1), the affact of adanosine impaidng thc gluconeogenic 
reeponH to glucagon and epinephrine (tablo 1), and the action of both 
nucleoaidea block.in¡ the ureoaenic role of glucagon (7), aake further etudiea 
necHaary to defina tha physioloaical a11niUcance and the in vivo 
relationehipa of th•H facts. - --
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Swrx 

~~ci::•• (c:f• ) c~:1!~;a::~::!~~c ~:::~:::":!•ad!:=!. :: 
etudted tn laolatd hepatocytH froa fed rat•. In th• 
pteHnca of 1. 2 aM Ca but not ta th• •baence of c.2• , 
adenoaine atlaulatld urHaened• vithout increaling · cMP. 
Adenomtne tnhibited the gluca9on Mdtated tncre&H in cAKP. 
Aclenamln• lncreH•d frea cytoplHaic Ca 2• provtd•d that 
cllb vare tncub.cld in th1 preHnc• of extemal ea2• ~ ln 
the abHnce of added Ca2• ad1nostne dtd not au .. 1ate 
urea11nHis or th1 aovement• of Ca2+. lt ta au11Ht•d that, 
in the liver cell, Ca2• aay be a Hcond .. IHDIH for 
ad1nolln1. 

C1cllc MP and c.2• have bHn propoHd H the Hcond Maaea1era Mdiattn1 
the re1ponH1 of hapatocyte1 to adenoein•· Hovavar. the availaible lnforution 
on chana•• in cNtP in hepatocytea incubated vith ad1noain1 i• contradictory: 
Patn and Sheph1rd (1) reportad that adenostn1 and 21S'dtd1oxyadenoatn• did 
not tncreaee tha basal value of cAHP. tn contra•t• Marchand et al. (2) 
and lartons et al. (3) found that the aynthHia of cAMP vaa ett.li'ate'd by 
adeao•tne or ~-Cliloroailenostne. In additlon, in h1patocytea treated vlth 
tncr••••d concantration• of adanoeine. a doH dependent rbe in cAHP hai• bHn 
reported (4). Carabaza !.! !!· (5) obeerved that e~ la incraHad by 
adeno1t.ne only ta hepatocytH from fed rate but 1.a not affected In atarved 
an1aale. Hovaver, recent reporta ahov tlult even in hepatocytH froa •tarved 
rmu, adenoaine increHed the rata of urea ayntheaill (1Ca•7.S a urª H) (6) and 
the rate of 1lucoH ayntheata froa lactate (K.•8xto·8 M) (7). All thaa1 rHulta 
have led to controversy on vheth1r cNtP parttctpataa in th1 reaponH of 
he¡iatocyta• to adenoaine. 

la contr••t vith the cAMP data, there la tndtrect avidenca tnvolving caz• 
•• a poaatbla Mdtator of th1 rea pon•• of tha hapatocyte to adenoatne e. I• 
the increHed rmta of urea ayntheaia vlth adenoain• vas ahent in pravtoua 
experU.nta uatng a caZ• free aediua (6). Likewhe, tha adeaoatne •dietad 
productlon of 1luc:o11e den1Hed aharply in lov Ca Z• (7uM) parfU9atee (8). 
Carabaaa !S !!• (5) propoHd th8t Ca 2+ •diataa the activation of 
pho1phoryla1e by ad1no1tn• becauH EGTA blocked the effect. 

The eff1ct1 of adenostne on hepatocytH •H• to b• 1p1:cUtc for thia 
cnpound and not for othlf relatad aoleculH. lnoatne can •tatck the 
reapon1ea of hapatocyta• to adenoatne but ATP, uric acld or hypoxanthlne do 
not have aay effacte (6). In thi• vork, the putativa rola of cAKP or CaZ• in 

00'21-320~/91 u.oo + .oo 
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the adenoalne Mdiaud increaae in the rate of urea production vaa atudiad in 
bolated rat h1patocyt••· 

H1patocxte ~· !tale \l'letar ratl veighing 150 to 200 a and fad .!.4 
llbitua wre anHtheei&ed vith ether and hepatocyt111 vare iaolated u.ina 
iiiiht" •dUicatlona (6) to the method of Berry and Friend (9). 

MHaura .. nta of cAHP and urH. Cyclic AHP vaa deunlned in duplicate 
uaing the AMrahu Kit ""ffi4]2" añdüna vae aeasund accordlng to Gutaan and 
....... ,.. (10). 

~ loadina .2! bepatocrt111. lt vaa done according to Chanat !!. !!• 
(11). Brlafly, bolated hepatocytH van dlluted in ltnba-Ringer bicarbonate, 
to approalaately 50 111 w/al and incubated et 37•c under an O 2 /C02 (9S/5l) 
&t90aphara for 10 ain. 'the hepatocytaa vete incubated for 20 .ara alnutea ln 
the pHHnce of 100 uM quin2IAH add•d froa a 20 aM atock aolutlon ln tJKSO. 
After lncubatton vlth quin2/AM, th• cdh vere VHhed tvica by cantrUu1atlon 
at 500 rpa/3 ain in a cUnical cantrlfuge. Liver calla vara diatributad in 
200 ul aU.quoU in !.ppendod alcrofuge tubH and i•HHd in lea until UHd 
(12). 

FluorHcance aeaaure1111nta. A 200 ul 1ample of calh va1 dilutld vith 2.J 
al of l.reb1•1lln1ar blcarbonata at room temperature and incubated under 
constant agltation in a uciprocal water bath shalter (Nev Brunavlclt R.76) at 
37'C under an ataoapher1 of 0 2/C0 2 (95/5%) for 10 ain. Then tha cllh vare 
tranafarad to a 3 al cuvetta and the fluoreecenca 11Haurad in a Fernnd Mark 1 
ap1ctrofluoroaeter at 340•500 na. At tha end of evary trace, 10 uM ionoaycin 
vaa addad to daUrain• aaxiaal fluoraacence (12) • then 100 uH MnCh vaa addad 
to quanch Htracalluler quin2 (13) and la1t, 0.11 v/v triton X-100 vaa added 
to detanalna ainiaal fluoraacence (12, 13). 'Ihe concentration of quin2 in 
celh va1 utiaatad by additlon of ltno11n emounu of quin2 acld to trltonX-100-
traated non-loaded cilla and asauming a cellular volUlle of 2 ul/mg prot. 
(12, 13). 

!.xtraaltochondrittl calctum movea.enta. Were meaaured vith anenaao 111 in 
an. SLK DW2•C apectrophotoaeter tñd'üili.üWde at 675-685 na. Roth arHnaao tll 
an.d tha react1on mUtun vare treated vlth th• Ca 2• ch•lator chelu.-100 (Bio
lad) prnioua to the aaperiaenta in order to depleta all Ca 2• froa th• 11adiu11. 
pR vaa alvaya checlted and adjusted after chelex treataent (11, 14). 

leolated hepatocytea lncubated in l uM adenoalna fallad to lncraaae the 
bH•l concantrat ion of cAKP (Table 1). Gluc•gon did incruH cAKP but 
adeno.tna 1 n ac¡ulmolar concentrationa • inhiblted th• effect. of glucaaon on 
cAMP (Tabla t). 'Ihue reaulta agre• vlth reporta lndlcating that adenoain• do•• not iacraaH cAltP (l). Adenoaina concentratlona of 1 to 100 uH vare 
te•tad in axperlaente dallar to those raported in Table 1 and no lncreaae in 
cAMP va• obHrvad et any of th• adenoaine concentratlona teated (neulta not 
ahown). 

Koffer and t.oventteln (4) did Und 401 lncnaaed cNIP vhen thay used 10 
uM adanoalna. Kovever, at lover concantrationa of adanoaln1 (5 uH), no 
lncreaH in cNlP v111 detectad vhlla tha activlty of phoaphorylan did incraaaa 
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.ubatantidy. Thll only dtfferenc• batwmn thdr ay•tea and our1 ta thllt thay 
added ZO • 1luco1• to thdr tncubatton atxture (4). Thua, tt a1au that 1n 
h1patocytH hol1ted fro• fed rat• or in th• pr111nca of h1ah alucoH 1t ie 
poHtbl• to 1ncreH• the level• of cAKP 1f the concentrat1on of •d•nolline h 
10 uM or htahlr (2-5). Wtth 10 uK adenoline or leH no tncrHH in the cAMP 
1 .. 118 wr1 ob1erved vhen addtn1 1 to 100 uM edenoline (Table 1, reaulta pot 
ahovn ead refer1ncH 2-S). Tht• .te in contrHt vith the atUiuleUon of 
1l1co1anol7ata (4) • urea1•nHil (6) and aluconeoa•n•d• (7) obHrv1d 1ven at 
a concentratton of edano.tne H lov H 1 uM. ln addttton. 2•,s•
dtdeo.,1d1noetn1 tnhtbitad the rtee tn cAKl' dua to 1lucagon but did not 
inhibit the tncreH• in aluCOH re111H prOllOted by tha .... horaone (1). AU 
thtH dete are atron1ly au11eat1v1 that cAHP •Y not be • Mdiator of the 
•taboltc reaponH to adanollin• in 1aolated rat hepatocyt••. 

TAJILE 1 

!ffecu of Adenoatn1 and Glucaaon on cycUc AMP Accuaulatton 
by llat Ltver Cella. 

ADDITIONS 

llon• 
1 uH dtucaaon 
l ull Ad1nodne 

piiOl cMll'/WI w h1patocyt1a 

1 uK Glucagon + 1 uK Ad•nodne 

1,26 + 0.10 (6) 
2,JO :¡:O.JO (4) 
1.JJ :;: o.u (4) 
1.JJ ± o. u (J) 

H1patocyt1a wre incubated at J1•c for 2 atn in Kraba-Rtn1•r 
bturboute buffer vith J. 2 8" CaCl2 vtthout 1luco11 and 
vithout an tnhibitor of phoaphodbateraee. Reeulta are 
upreHed aa the .. ana !; s. l. H. of dupUcated Haplea. The 
nu•b•r• betvHn bracketa ere the experiaent• p•rforud. • 
Sndlcatee a etaUettcal atantficanc• of p c0.05 a1atnet 
tbe control (no add1t1ona). 

Adeaolin• co.1-10 uK) onl)" 1ttaulated ure•a•neab 1f th• cella .,.,. 
tacubat•d ta th• preHnce of ca 2•. Tha 1ffecu of 1 uK •d•noain• are ehova tn 
Table 11 (•H aleo 6) • thil rHult and aarUer •vid1nce 1u111at1d that Ca Z+ 

TABLE 11 

Co.pertaon of the UrH1•ntc Actlon of Adano•tne in 
llllpatocyua Jncubated vlth or vtthout Calcium. 

Urea (uoh/q vv cella/hour) 

ADDITIONS 1 ... !GTA 

llooo 8.6 :!: 0.18 9.2 :!: O.JO 
1 uM Adenoatn• 10.2 :!: 1.20• 17.2 .± 0.70** --------------------------------------------
HepatocytH wre incubaud for one hour in Kraba-Rirlger 
ltcarbonate pH 7.4, v:lthout calc1Ull ncept vbere 1ndtcatedt 
Ttw Mdtua •• auppleMnhd vith l -" ornithtna 1 10 llH 
:!:c;~~l.Hd ' .. (NH4) 2C03• n• .5, *pie0.05 1 
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•diH•• th• •tt•ulation of glycoaanolyab by ad•noain• (S,8) indicate that 
Ca 2• and not cNIP, uy be tha .. dtator of certain aataboUc rHponeae to 
adaaodna in hapatocytea. 

Iono.,( a 
Epi.,'/:. b íii 

~/---CP -u ·¡¡: 
e :::> e CP 
u >. UI ... 
f o d Epi'! 
o ... -::::11 :s Ado'!/"-¡¡: ... e s 

Ado'I,~ f 

o 
time (mln) 5 

PIG. 1 

lffecte of Adanoatne and Eptnaphrina on the Pluoraacenca of 
Qu1n2 Loadad Hapatocytaa. 

Qutn2 loadad hapatocyta• (2S to JO q w) vere incubaud in 
2.5 al of ltr1ba .. Rtn1er bicarbonate. Added ca2• vaa eithar 
1.2 9" (tracin&• a, b and e) or O (tractnaa d, a and f). 
Vh•r• indtcated, 10 uH iono•yctn, 4 uH adanoatna, 4 uM 
apinaphrine. The exper111ent 1• repreaentattva of three 
dtffarent upari•anta perfoned in differant daya vhera 
H••ntially tha sa .. rHulta _.,.,._ohtained. 
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TM effecca of ad1nolln• on fue cytoplH•ic calctua (Ca f ) v1r. 
aaplored MHUriftl Ca 2• in quin2 loadld hepatocytH (Pilo 1) • lo thfe figure, 
4 ull ad1noline VH UHd, althouah ve obtalned eH•nttally the .... rHulta at 
concentrattona of adenoain1 fro• 0.1 to 10 uH (neulte not ahovn). Ba1d ca, 
vaa fr• 160 to 200 nPt. The addition of iona.yctn hd to tha hiahHt ca, 
concentratton and VH tak1n •• ntAX (12). Thb incra••• vaa obtain1d 
raaardleH of vh•thar th• external Mdiua vae auppllmented wlth 1. 2 1111 calctua 
chlorld• (ft1. 1, a) or not (rHulta not ahovn). ln th• preHnca of Ca2• , 
calla r11pondad to •ptnaphrtna (Ft1. 1, b) and to adenodne (P11. 1, e) tn a 
et.llar unnar. t.e. Ca f tncreaa1d to o.e to 1.2 uK. ln the abHnca of ca2• 
(rta. 1, d to f) the response to eptn1phrine vaa not 110difled (rtg. J, d). tn 
contraat, whan adenoaine vaa addad in the ab11nce of Ca2• only a sull and 
tranalant increa11 in Car vaa ob1arY1d; to • concentration of 240 nM or 
haa (rt1. 1, a). The last tnctna ahowa that in the sa•e cdh vh1n 
adeno.tne could elictt only a ... u and transient Ca f increaaa, eptnephrine 
1an1ratad a rHponH •i•ilar to that aeen In the pr11ence of Ca2• (Ftg. 1, f). 

Tbe resulta vith qutn .. z au11Hted that adanoatne could aediata an 
increaae in free cytoplasaic Ca2• only 1f externa! Ca 2• vaa avaUable. Thia 

o 3 
time (min) 

flG, 2, 

lffecu of Adenoline and lptnaphrtna on tha Endoaenoua 
Calclua Pooh of laolatad Hapatocytea. 
lepatocytH (8 to 10 .. vv/al) vere lncubatad at 37•c in 3 al 
of chaha treatacl ltreba-lin1er blcarbouta .. dlu• in the 
preaeace of SO uH areanaao 111 under contiauoua aaraUon vtth 
9'1 OJIJ'&en/U carbon dlo•ide and conatant aaltation for four 
.Snuua. Then th1 H•Ple vaa tranafarad to a DW-2 Aalnco 
apactrophotOMUr equlpped wtth • .. anetic attrrer •nd • 
th1r.oatated vaur bath (37'C). Abaorbence vaa raad ln the 
dual moda at 675 .. 685 nm. AddlUone vere: Ado: 4 uM 
adeaoatne, lpt: 4 uM epinephrtne, FCCP1 6 uM carbonyl cyantde 
P-lrifluor0Mthoxy•phenylh7draaone, A23187: 1 uH A23187. 
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led ua to determine vhethar adenoein• could eatract Ca h froa tha .tntnnal 
ca 2• pool• of th• liver ull (11) (Pia. 2). The toUl content of ea 2• ia 
bmpatocytea VH determinad by tha Hquential addition of an uncoupler (PCCP) 
anda ca 2• tonophore (A.23187) (Fig. 2) and eatiaatad to be 1.5 to 1.8 naolH 
of ca2•1111"" of calh (11). Thia vH •Uahtly hiaher than reported befare 
(14). The addition of 4 uH adanostne prior to PCCP rHulted in aa al1101t 
n11l11ible efflux of Ca 2•. Epinephrine (4 uM) led to tha afflux of about one 
third of cdl Cal+, appuaatly fro• both the FCCP Hnattiva aad tha FCCP 
tn1endUve poola (Fig. 2) (11). 

Adanoeine incr.a91d the Cal• flux froa tha •adiua into the cytoplHa 
(Pi&• 1). In contramt 1 no relHH of Cal• froa the internd atarea into th 
cytoplH• (Fia. 1) or into the external mediu• VH detectad (Fta. 2). In 
addUton, vhen no externa! Ca2* vae prHent, ad•noaine va• not capable of 
•dtating an tncre••• in the r•U of ureageneaia by the hepatocyte (Table U). 
Thb evtdence, together vith the lack of adenoa1ne ••diated tncreaH• in dKP 
(Table 1) •U88Ht• thet Ca2* and not cAMP may ba • aecond aeaaena•r for th• 
ad•noatne reaponH of 1ou 11.etaboltc pathvays of the hepatocytea. 
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