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RESUMEN

“EFECTOS METABOLICOS DE LA ADENOSINA EN HIGADO DE MAMIFERCO: DEPENDENCIA
DE CALCIO Y/O AMP-CICLICO EN LA ESTIMULACION DE LA GLUCONEOGENESIS Y LA
GLUCOGENOLISIS”

En la regulacion de la gluconeogénesis y la glucogenolisis hepaticas participan tanto el calcio como
el AMP-ciclico (AMPc). Ambos moduladores estimulan & las dos vias metabolicas. La adenosina es un
nucledsido de purina que juega un papel importante en el metabolismo hepatico. La adenosina es capaz de
estimular a la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la ureagénesis. La adenosina ejerce sus acciones a través
de receptores de membrana especificos. Hasta la fecha se han identificado cuatro subtipos de receptores a
adenosina: Al, A2a, A2by A3. Los receptores a adenosina pertenecen a la superfamilia de receptores de 7
dominios transmembranales, acoplados a proteinas G. Los receptores Al se acoplan a proteinas Gi, por
medio de la subunidad a inhiben a ta adenilil ciclasa, disminuyendo los niveles de AMPc; y por medio de
las subunidades By estimulan a la fosfolipasa C (PLC), aumentando los niveles de calcio y activande a la
protein cinasa C (PKC). Los receptores AZa se acoplan a proteinas Gs y activan a la adenili! ciclasa,
aumentando los niveles de AMPc. Los receptores A3 se acoplan & dos tipos de proteina G, la Gi y la Gq.
Por medio de las Gi se inhibe a la adenilil ciclasa y por medio de las Gq activan a la PL.C.

El proposito de este trabajo fue el investigar si las acciones de la adenosina sobre la
gluconeogénesis y la glucogendlisis hepaticas son a través de un receptor especifico para cada una de las
vias mencionadas. Ademas el investigar si las acciones de la adenosina sobre las vias metabolicas
estudiadas y sobre el AMPc, dependian de la presencia de calcio extracelular.

Para este proposito se aislaron hepatocitos de ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 150-
200 gr. La gluconegénesis se midié como la formacién de glucosa con el método de glucosa oxidasa en
hepatocitos de ratas ayunadas por 24 hrs. Se utilizo como sustrato gluconeogénico al lactato 10 mM. La
glucogenélisis se midié como la formacion de glucosa con el método de glucosa oxidasa en hepatocitos de
ratas alimentadas ad libium. El AMPc se midi6 por radicinmunoensaye en hepatocitos de ratas
alimentadas ad libitum. En los tres casos se hicieron dos grupos experimentales: células en la presencia de
CaCl12 1.2mM y células en ausencia de calcio extracelular. Este tiltimo grupo experimental fué tratado con
EGTA 1.2 mM 10 min. previos a la incubacién. En todos los experimentos las células fuercn incubadas en
presencia de diferentes concentraciones de adenosina o de los agonistas especificos. Se utilizé como
agonista A1 el CCPA con una Kd=0.4nM; para el A2a el CGS21680 con una Kd=15 nM; y para el A3 el
IB-MECA con una Kd=1.1 nM y el APNEA con una Kd=15.5 nM.

En los resultados se observd que la adenosina estimula a la gluconeogénesis v a la ehicnganalicio da
uua wauciy dependiente de la concentracion y estos efectos no dependen de la presencia de calcio
extracelular. La estimulacion de los receptores Al resultd en: (i) una inhibicién de la gluconeogénesis
(60% por debajo de la basal), independientemente del calcio extracelular; {ii)una estimulacion de la
glucogendlisis (130% por arriba de la basal), dependiente de 1a concentracion e independiente del calcio
extracelular; y (iii) una inhibicion de tos niveles de AMPc en un 40%, dependiente de la presencia de calcio
extracelular, ya que en ausencia de éste no hubo cambio en los niveles basales de AMPc.

La estimulacion de los receptores A2a resulté en: (i) a concentraciones nanomolares promueven la
gluconeogénesis (100% por arriba de la basal), independientemente del calcio extracelular; sin embargo a
concentraciones micromolares en ausencia de calcio estimulan la gluconeogénesis en un 200% y en
presencia del mismo la mantienen un 20% por arriba de la basal; (ii) una estimulacion de 1a glucogendlisis
(30% por arriba de la basal), dependiente de la concentracion y del calcio extracelular; y (iii) un aumento
en los niveles del AMPc¢ en un 50%, efecto que depende del calcio extracelutar,

I



La estimulacion de los receptores A3 con IB-MECA, resulto en: (i} a concentraciones nanomolares
promueven la gluconeogénesis en un 40%, mientras que a concentraciones micromoiares inhiben esta via
en un 40%, ambos efectos dependen de la concentracion y del calcio extracelular; (i) un pequefio aumento
del 30% en la glucogendlisis en presencia de calcio, mientras que en ausencia del mismo no se modificaron
los niveles basales; y (iii) una disminucién de los niveles de AMPc en un 40% dependiendo de la
concentracion y del calcio extracelular,

La estimulacion con ef agonista APNEA resulto en: (i) una estimulacion de la gluconeogénesis en un 40%
dependiendo de la concentracion y de! calcio extracelular; (ii) a concentraciones nanomolares estimuld la
glucogendlisis en un 50%, mientras que a concentraciones micromolares la disminuyd hasta los niveles
basales, ambos efectos dependientes del calcio extracelular; y (i} un gran aumento de los niveles de AMPc
en un 100% en presencia de calcio extracelular, mientras que en ausencia de éste fue capaz de disminuir
los niveles basales en un 40%, ambos efectos dependientes de ia concentracion.

La respuesta bifisica obtenida en muchos de los resultados se puede explicar por la falta de
selectividad de los agonista. Al utilizar concentraciones mayores de la Kd sefialada, un agonista puede
estimular a otro(s) subtipo(s) de receptor.

Sin embargo, se puede llegar a las siguientes conclusiones: (i) se demostro metabolicamente la
presencia de tres subtipos (Al, A2a y A3) de receptores a adenosina en higado de rata; (i) en las acciones
de la adenosina sobre la gluconeogénesis, predomina el subtipo de receptor A2a; (jii) en las acciones de la
adenosina sobre la glucogenolisis, predomina el subtipo de receptor Al (iv) a pesar de que el efecto de los
agonistas a adenosina sobre €l AMPc parece depender de la presencia de calcio extracelular,
aparentemente no es asi en la estimulacion de las vias metabolicas.

Ciertamente los resultados obtenidos nos dejan ver la complejidad de las vias de transduccion de
sefiales y de la regulacion del metabolismo celular. Sin embargo, dan la pauta para investigaciones
posteriores, tomando en cuenta la expresion de otros tipos de receptores y de vias de regulacion que
coexisten en este disefio experimental, la célula nativa.
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TABLA DE ABREVIATURAS

Aq receptor de adenosina del subtipo 1
Az, receptor de adenosina del subtipo 2a
Axp receptor de adenosina del subtipo 2b
A receptor de adenosina del subtipo 3
Ay receptor de adenosina del subtipo 4
ADO adenosina

ADP adenosin disfosfato

ai subunidad o de la proteina G;

AMP adenosin monofosfato

AMPc adenosin monofosfato-ciclico,
APNEA N®_2-etiladenosina

aq 6 Gqo subunidad o de la proteina Gq

as subunidad o de ia proteina Gy

Al adenosin tnstosrato

By 6 GBy subunidades By de la proteina G
Brilo subunidades py de la proteina Giy,

c subunidad catalitica

ca® calcio




CaM-Ca*" calcio-caimodulina

CCPA 2-cloro—N6-cicIopentiladenosina
CGS21680 2-{4-(2-carboxietil)-feniletilamina)-5'-N-

etilcarboxamidoadenosina

CHO ovocitos de hamster chino

Cv-1808 2-fenilaminoadenosina

DAG diacilglicerol

EXT. extracelular

Gu subunidad o de la proteina G

GDP guanosin disfosfato

GTP guanosin trisfosfato

iB-MECA Ns-(3-iodobenciI)adenosina-S'-N- metiluronamida
IcraC corriente de calcio activada por liberacidn de calcio
IMP inosin monofosfato

INT. . intracelular

iP3 inositol-1,4,5-trisfosfato.

K potasio

uM micromolar

mM milimolar

nM nanomolar

P1 receptor purinérgico tipo 1

P2 receptor purinérgico tipo 2




PCR reaccion en cadena de polimerasa

PIP2 fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato

PKA proteina cinasa dependiente de AMPc

PKC proteina cinasa dependiente de calcio.

PLC fosfolipasa C

PLCB isoenzima B de la fosfolipasa C

proteina G proteina de unién de nucledtidos de guanina
RE reticulo endoplasmico

RECOR receptor

RNAmM acido ribonucleico mensajero



I
INTRODUCCION

1.1. GLUCONEOGENESIS.

En los mamiferos existe un equilibric de glucosa sanguinea que permite muy
pocas variaciones. Uno de Jos mecanismos para mantener la glucemia es la sintesis
“de novo” de glucosa a partir de precursores no azucares, proceso conocido como
giuconeogénesis. La gluconeogénesis se lieva a cabo, principaimente, en el higado
y en la corteza renal. La gluconeogénesis y la sintesis de urea representan las vias
biosintéticas principales de! higado durante el ayuno [1]. Algunos de los substratos
gluconeogénicos son: lactato, piruvato, glicerol y alanina, siendo el lactato uno de [os
mas importantes.

En la regulacion de la gluconeogénesis cabe destacar el papel de la fructosa-
2 6-bisfosfato, una molécula sefial. Al aumentar los niveles de fructosa-2 6-bisfosfato
se inhibe la gluconeogénesis, debido a que actia sobre la fructosa-1,6-bisfosfatasa.
La fructosa-2,6-bisfosfato se forma por fosforilacion de la fructosa-6-fosfato, en una
reaccién catalizada por la fosfofructocinasa-2. También la fructosa-2,6-bisfosfato es
hidrolizada a fructosa-6-fosfato por la fructosa-2,6-bisfosfatasa. Tanto Ia
fosfofructocinasa-2 como la fructosa-2,6-bisfosfatasa se encuentran en la misma
cadena peptidica 55 kd (Fig. 1). Esta enzima bifuncional contiene un dominio
regulador en la regién amino terminal, seguido por un dominio quinasa y un dominio

fosfatasa [3].




ENZIMA BIFUNCIONAL

r fosfofructocinasa-2
Fructosa-6- Fructosa-2,6-
fosfato bisfosfato

T Jructosa-2,6-bisfosfatasa

Figura 1. Sintesis y Degradacién de 1a Fructosa-2,6-bisfosfato. La fructosa-2 6-bisfosfato se
sintetiza y se degrada por una enzima bifuncional. La fosfofructocinasa-2 cataliza su sintesis a
partir de la fructosa-6-fosfato y la fructosa-2, 6-bisfosfatasa cataliza su hidrélisis hacia fructosa-
6-fosfato.

Esta enzima bifuncional puede ser regulada tanto por el AMP-ciciico (AMPc)
como por el calcio. Un aumento en la concentracion def AMPc activa la subunidad
catalitica (C) de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA). La PKA fosforila a
las enzimas fosfofructocinasa-2 y fructosa-2 6-difosfatasa; de este modo, se inhibe {a
sintesis de fruclosa-2 6-difosfato y se activa su degradacion (Fig. 2). La PKA también
fosforila a la piruvalo cinasa, inactivandola, esto disminuye e! ciclo fatil
piruvatoffosfoenolpiruvato, con lo que se reconduce al fosfoenolpiruvato hacia la
sintesis de glucosa (Fig. 2). La adrenalina promueve la glucongogénesis por
estimulacién de los receptores a-1 adrenérgicos, incrementando el caicio citosélico, y
disminuyendo la concentraciéon de la fructosa-2,6-difosfato. El aumento de calcio
activa a una proteina cinasa dependiente de caicio (PKC), que fosforita a la

fosfofructocinasa-2 (Fig. 2) {2].



Lacéato ampe 4 ycar

Piruvato piruvato*—(i— PKA PKC
cinasa
Oxaloacetato ) (-)
Fructosa 2,6 bisfosfato
Fosfoenolpiruvato Glucosa
3 P Jructosa-1,6- ‘/(')

Fructosa-l,6-BPM> Fructosa-6P -——»(lucosa-6P
Figura 2. Regulacién de la Gluconeogénesis por el AMPc y el Calcio. Un aumento de
AMPc citosdlico o de calcio, activan a una proteina cinasa dependiente de AMPc
(PKA) o a una proteina cinasa dependiente de calcio (PKC), respectivamente. Tanto la
PKA como la PKC inhiben (-) la sintesis de la fructosa-2,6-bisfosfato, la cual a su vez
inhibe (-) a la fructosa-1,6-bisfosfatasa. Ademas, la PKA también inhibe (-) a la
piruvato cinasa, disminuyendo el ciclo futil de piruvato/fosfoenclpiruvato. Tanto el

calcio como el AMPc van a promover la gluconeogénesis.

1.2. GLUCOGENOLISIS.

Otra forma de abtener glucosa libre es por la degradacién del glucégeno. En la
glucogendlisis primero actua la enzima glucdgeno fosforilasa, la cual acorta las
cadenas del glucégeno eliminando los restos glucosilos terminales que aparecen en
forma de glucosa-1-fosfato. Posteriormente la enzima desramificante cataliza dos

reacciones sucesivas: la primera es una glucosiltransferasa y la segunda {amilo-1.6-



glucosidasa) es la hidrélisis del residuo que permanecia unido por enlace o 1-6 para
dar glucosa libre. Tanto la sintesis como la degradacion del glucogenco se regulan por
efectores alostéricos (AMP, ATP, glucosa-6-fosfato, entre otros) y por modificacion
covalente a través de fosforilacién y desfosforilacién {3].

La glucdgeno fosforilasa es un dimero con un sitio activo para unirse al
glucogeno, ofro para la glucosa, un sitio de unién al AMP y un sitio inhibidor. Cada
uno de los mondmeros puede ser fosforilado en ia serina-14. La fosforilacién de este
sitio convierte la forma b o inactiva, en la forma a o activa. 1.a enzima que fosforila a
la glucogeno fosforilasa es la fosforilasa cinasa, formada por 3 subunidades: o, B y 8.
La subunidad & es la calmodulina, proteina que también existe separadamente, que
juega un papel regulador. La calmodulina liga cuatro iones calcio por mondmero;
cuando las subunidades de calmodulina de la fosforilasa cinasa estan activadas, la
molécula entera cambia a la conformacion activa y es capaz de fosforitar a la
glucégeno fosforilasa. De esta manera el incremento en la concentracién de calcio
provoca la degradacién del glucégeno. Por medio de la adrenalina, el complejo
adrenalina-receptor convierte al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato a inositol-1,4,5-
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol [3]. El IP3 es capaz de liberar calcio del reticulo
endoplasmico e incrementar su concentracion en el citosol. Al final se obtiene una
activacion de |a fosforilasa cinasa por medio de fa calmodulina (Fig. 3) [3).

La glucogendlisis hepética responde también a los incrementos en los niveles
de AMPc. El AMPc activa a las subunidades C de la PKA, enzima capaz de fosforilar
las subunidades a y B de la fosforilasa cinasa y de esta manera activarla y promaover

la glucogendlisis (Fig. 3) [3].



(+)

ﬁ rCa2+
Glucggeno

glucdgeno fosforilasa ~———

fosforilasa cinasa

Glucdsa-1-fosfato

Glucisa-6-fosfato GAMPC

Glucosa
Figura 3. Regulacién de la Glucogenélisis por AMPc¢ y Calcio. Un aumento de AMP¢

(+)

intracelular fosforila a las subunidades By de la fosforilasa cinasa y de este modo se
activa la glucégeno fosforilasa y se promueve la glucogendlisis. La subunidad §
(calmodulina) de la fosforilasa cinasa liga cuatro iones Ca®', activandose y

promoviendo la glucogenolisis. Los simbolos (+) indican activacién.

1.3. ADENILIL CICLASAS.

La adeniiil ciciasa es una enzima que transforma al ATP en AMPc. Se han
identificado ocho tipos de adenilil ciclasas transmembranales en mamiferos {1 - VIil).
En higado de mamifero se encuentran los tipos IV, V, Vi y VIl (4], Los aiversos lpus
de adenilil ciclasas pueden ser regulados de diferentes maneras, dando como
resultado una gran complejidad en la regulacion de las vias de transduccién de
sefales. Las adenilil ciclasas se clasifican en tres grupos en base a sus vias de

regulacion. El grupo 1 formado por los tipos 1, it y VI, el grupo 2 formado por los



tipos ll, IV y VIi; y el grupo 3 formado por los tipos V y VI [4]. Los tres grupos de
adenilil ciclasas son activados por la subunidad o de las proteinas Gs.

El grupo 1 es activado por la subunidad a de la proteina G y por un aumento
en |a concentracion de calcio intracelular. El calcio intracelular aumenta a expensas
de caicio extracelular (canal) o a expensas de depoésitos intracelulares. Este grupo es
inhibido por la subunidad « de las proteinas G;,, . La adenili{ ciclasa tipo | se inhibe
también por las subunidades By de las proteinas Gy, (Fig. 4) [4].

El grupoe 2 tiene en comin que las subunidades o de las proteinas G; activan a
la enzima sélo en presencia de la subunidad « de las G; y solo la adenilil ciclasa tipo

Il puede ser activada por medic de la PKC. No se conoce un mecanismo inhibitorio

para este grupo (Fig. 5) [4].




Las adenilil ciclasas del grupo 3 son activadas por ciertas isoformas de la
PKC, inhibidas por la subunidad a de las proteinas G;, por ia PKA (retroalimentacion

negativa) y por bajas concentraciones de calcio intracelular (0.1 - 1 uM) proveniente
del medio extracelular y no de almacenes intracelulares (Fig. 6) [4].
De esta manera se puede integrar una regulacion intema de diversas vias de

transduccién de sefales: AMPc, calcio-calmodulina y PKC.



GRUPO 1

Ligando

REC {TTTE
By

@ q

PLC

IPs3

Figura 4. Regulacién del Grupo 1 de Adenilil Ciclasas. El grupo | estd compuesta por las
adenilil ciclasas LIl y VIIL. Este grupo es activado (+) por {a subunidad o de las proteinas Gs
(us) y por calcio-calmodulina (CaM—CaZ+). El incremento de calcio citosélico puede provenir de
calcio extracelular (a través de un canal) 6 por activacion de una proteina Gq (mqPy) por
interaccién ligando-receptor {(REC), La proteina Gg activa a la fosfolipasa C (PLC}) la cual da
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3). El IP3 libera calcio del reticulo endoplasmico (RE). El grupo 1
es inhibido (-) por las subunidades By (Byi/e) y por la subunidad o (/o) de las proteinas Gig.

GRUPO 2

EXT. igando Adenilil Ciclasas L jgando L" ando
; REC 11, IV ,V II rec ¥ REC ;|
INT. L N
PLC
By \“9’6'( A BY Yo i
f a! PK C
D

> AN

. — L

Ca?
Figura 5. Regulacion del Grupo 2 de las Adenilil Ciclasas. El grupe 2 esti compuesto por
las adenilit ciclasas tipo II, IV y VI Este grupo es activado (+) por la subunidad o (as) de las

proteinas G,. La subunidad o (ai) de las proteinas G; es capaz de potenciar el efecto de las
subunidades « de las proteinas Gg. Este grupo también es activado por la proteina cinasa C
(PKC), dependiente de calcio. La PKC puede ser activada por una proteina G, (qfy}. No se

conoce un mecanismo inhibitorio para este grupo. La abreviatura (RECY) significa receptor.
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GRUPO 3

2+ . -
et Ca iaando T Ligando ando
: - h Vv, VI REC
| ¥ ; REC L ’ REC .
INT. .
By as ‘ | By \ anY PLC
adi

' - {PKC
Ca?* @ .
@

Figura 6. Regulacién del Grupo 3 de las Adenilil Ciclasas. E! grupo 3 estd compuesto por
las adenilil ciclasas del tipo V y VI. Este grupo es activado (+) por la subunidad o (as) de las
proteinas G y por la proteina cinasa C (PKC), dependiente de calcio (Ca2+). La PKC puede ser
activada por las subunidades de una proteina Gy (ctqfy), las cuales activan a la fosfolipasa C
(PLC). Este grupo es inhibido por las subunidades o de las proteinas G; (ci), por la proteina

cinasa dependiente de AMPc (PKA) y por un aumento en el calcio citosolico proveniente del

medio extracelular. La abreviatura (REC) significa receptor.

L4. LA ADENOSINA Y SUS RECEPTORES.

La adenosina es un nucledsido de purina que es intermediario en la via de la
degradacién de las purinasl. La adenosina es 1ransportada nacia 1as ceiuias por
medio de difusion facilitada, pero también es formada en las células a partir del 5'-
AMP ¢ de la degradacion de la S-adenosithomocisteina. El 5-AMP intracelular es
degradado hacia adenosina por una 5'-nucieotidasa especifica {5,19]. La adenosina
es degradada hacia inosina por la adenosin deaminasa y hacia AMP por la adenosin

cinasa (Fig. 6) [5, 19].
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Intracclular Extracelular

S-adenosithomocisteina

adenosin \

[deaminasa MDENOSINA

S'nucleotidasa
adenosin cinasa

AMP———T—8ADP <a—ATP

' v

Inosina -—— |M P

ADENOSINA

v

Hipoxantina

A cido arico
Figura 7. Metabolismo de 12 Adenosina, La adenosina puede ser transporiada al interior de
las células por medio de difusion facilitada. La adenosina en el citosol es sintetizada a partir de
AMP por medio de una 5'-nucleotidasa especifica. La adenosina es degradada hacia inosina por

medio de la adenosin deaminasa y hacia AMP por medic de la adenosin cinasa.

Entre las propiedades bioldgicas de la adenosina se encuentra su toxicidad en
las células de mamiferos y bacterias [5]. En sistema nervioso central produce
disminucién en la liberacién de neurotransmisores, sedacion, disminucién en la
actividad locomotora, hiperalgesia y actia como anticonvuisivante. En el sistema
cardiovascular produce vasodilatacion, vasoconstriccion, bradicarala, un eivuiu
inotrépico negativo e inhibicién de la agregacién plaquetaria. En rifidn produce
disminucién en el filtrado glomerular, funciona como antidiurélico e inhibe la
liberacién de renina. En ol sistema respiratorio produce broncoconstriccion,

broncoditatacién, secrecién de moco y depresidn respiratoria. En el sistema



gastrointestinal produce inhibicidn de la secrecion de acido géstrico [6]. Las acciones
opuestas de la adenosina en un mismo sistema se deben a la activacion de
diferentas receptores de membrana para la misma [6).

Actualmente hay evidencia de |a existencia de un gran nimero de células que
contienen recaptores de membrana donde la adenosina actGa para modificar las
funciones celulares [7]. Estos receptores son (lamados, en general, purinoceptores,

los cuales estan subdivididos. En un principio fueron clasificados como receptores P4
y P2, siendo los primeros mas sensibles a la adenosina y al AMP y los responsables
de la modulacién de la actividad de la adenilil ciclasa, mientras que los P; son mas
sensibles al ATP y al ADP [19]. Actualmente los receptores P4, especificos para la
adenocsina, se subdividen en cuatro subtipos: Aj, Aza, Azp ¥ A3 [8] ; recientemente se

propone la existencia de un quinto tipo de receptor denominado A4 {38,39], el cual no
ha sido clonado.

Tradicionalmente, los receptores para la adenosina han sido clasificados en
subtipos, basandose principalmente en sus caracteristicas de uni6n del ligando y las
respuestas bioquimicas obtenidas por su activacion. El primer parametro incluye las
afinidades relativas de una serie de agonistas como también la sensibilidad a
antagonistas. La clonacién de los receptores de adenosina se inicid en 1989 con el
aislamieﬁto de los cDNAs dei “recepter huérfano”, denominados RDC7 y RDCS, por
Libert y cols. [9]. Posteriormente se confirmé que el RDC7 y el RDCB codificaban al
receptor A1 [10] v a el receptor Az {11], respectivamente. Los receptores de

adenosina pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G y se
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caracterizan por siete dominios transmembranales de aproximadamente 22 a 25
amino&cidos hidrofébicos (Fig. B) [12]. Se considera que el lado intracelular de estos

receplores,

=

4 2| 3| 4| 5| ¢ 7

Figura 8. Modelo Esquemitico de un Receptor de 7 Dominios Transmembranales. El area
sombreada intracelular representa a las asas intracelulares 3-4 y 5-6, junto con la porcion

carboxilo terminal. En estas regiones se presupone que interacciona la proteina G acopladora.

particularmente las regiones de las asas intracelulares 34 y 56; y la porcidn

carboxilo terminal, interacciona con la proteina G acopladora (Fig. 8) [13].

L5.1. Estructura y runcion.

Las proteinas de unién de nucledtidos de guanina o proteinas G son
heterotrimeros compuestos por las subunidades o, B y v. Las proteinas G se
clasifican en base de su subunidad o [14]. Hasta la fecha, se conocen 23

subunidades o codificadas por 17 genes diferentes y pueden ser subdivididas en

cuatro familias, baséndose en el grado de homologia de la secuencia primaria; Gy,
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Gai Gaq ¥ Gu12 [15). Las concentraciones celulares de proteinas G que pertenecen a

la familia Gijo exceden considerablemente a aguellas de las otras familias [14]. La

subunidad o consiste en dos dominios: un dominio con actividad de GTPasa y un
dominio de a-hélice, que es comin a todas las subunidades a. Las proteinas G se
encuentran normalmente en repecso unidas a GDP. Cuando ocurre la unién del
agonista al receptor, y activacion del mismo, el GDP se intercambio por GTP
citostlico y la proteina G se disocia en dos componentes: la subunidad o« unida a!
GTP y las subunidades py. Eventualmente, la subunidad « se inactiva a si misma
(actividad de GTPasa) y, ya unida a GDP, se vuelve a reconstituir fa proteina G con

sus tres subunidades o, B y v (Fig. 9) [14].
Ligando

Receptor
GaBy-GDP — G py

b A G \ Proteinas
- ! x efectoras
Gpy . /
Ga-GDPp -~ - - - - — - — Ga-GTP

Firmra 0 Madala Fennamdétira de I Activacién v Desactivaciébn de las Proteinas G. La

proteinas G se encuentran normalmente en reposo unidas a GDP (Gafy-GDP). Cuando ocurre
activacion del receptor por union del ligando existe una salida del GDP y se separan las
subunidades en By (Gy) y en subunidad o (Ga). La subunidad o intercambia el GDP por GTP.
Entonces la subunidad & unida a GTP (Go-GTP) junio con las subunidades Py son cepaces de
activar a las proteinas efectoras. Posteriormente por la actividad de GTPasa de 1a subunidad o
se hidroliza al GTP y vuelve a quedar unida la subunidad ¢ al GDP (Ga-GDP) y en este

momento se unen las subunidades By (GBy) para volver a reconstruir el trimero unido &8 GDP.



Se han descrito cinco subunidades B y diez subunidades y [16]. Las
subunidades f y v se encuentran ascciadas fuertemente y se les puede manejar
como una sola unidad funcional. Tanto las subunidades o unidas a GTP como los
dimeros Py son moléculas activas por si mismas y modutan la actividad de proteinas

efectoras especificas [17,18).

[.5.2. Conformacion del Receptor y Transmision de la Sefial.

Recientemente se ha propuesto la existencia de multiples estados de
activacion de los receptores acoplados a proteinas G [20]. Los estados de activacién
permiten explicar el hecho de que un solo receptor activado puede “escoger” entre
miltiples vias de transduccion por las proteinas G. Diferentes estados de activacién
de un receptor difieren en su habilidad para unirse a una proteina G especifica,
influido por la unién de un soélo ligando (Fig 10). Si se postulan diferentes
conformaciones del receptor gque de manera preferencial se acoplan a disti.ntas
prottings G, 33 isgiuid ealeder i iudsiu IB1IGIUNEUL y PrOPoNer 18 nipotesis de
que diferentes agonistas pudieran estabilizar la formacion de complejos temarios
(ligando-receptor-proteina G) con diferente eficacia {Fig. 10). E! acoplamiento de

proteinas G con los receptores de 7 dominios transmembranales puede ser regulado

a nivel del receptor, por modificaciones del propio ligando {Fig. 10) [14].
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Figura 10. Modclo Hipotético de Diferentes Estados Conformacionales de un Receptor. Se
propone que un receptor acoplado a proteinas G puede tener un sdlo estado inactivo (R ) y dos
diferentes estados conformacionales activos (R* y R**). Una conformacién dada va a
determinar si el recentor s¢ acoola oreferencialmente a una u otra proteina G (G vs. G). El
receptor puede interactuar con (A) un ligando (L} o con (B) dos ligandos (L y L;) diferentes.
En el ultimo caso cada uno de los dos ligando va a estabilizar al receptor en un estado
conformacional. Todas las conformaciones posibles de un receptor van a existir
simultaneamente en equilibrio. Este equilibrio va a estar controlado por una constante, K para
la transicion entre R y R* y K’ para la transicion entre R* y R**. Se desconoce si exista una
transicién directa del estado inactivo, R, al estado R** o si solo R** se puede lograr a través de
R*.
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1.5.3. Vias de Transduccién Divergentes.

La activacién de una sola proteina G puede da una bifurcacién en la sefal:
después de la activacion del receptor, la subunidad o manda una sefa! a los
efectores, pero el dimero By también propaga parte de la informacién [17]. Se han
descrito diversos receptores que son capaces de inhibir la adenilil ciclasa y
simultaneamente estimular a la fosfolipasa C (muscarinicos, serotonina, dopamina,
adrenaling, efc.). En este tipo de acoplamiento dual, la inhibicién de la adenilil ciclasa
ocurre a bajas concentraciones del agonista y es independiente del nimero de
receptores. En contraste, la activacion de la fosfolipasa C requiere de
concentraciones considerablemente mayores del agonista (de 20 a 50 veces) y esta
correlacionada directamente con la abundancia del receptor [14]. Ambas vias de

transduccién son sensibles a la toxina perlussis y por medio de anticuerpos se

identificaron las subunidades G,i. Ambos efectores, la adenilil ciclasa y la fosfolipasa

C. se ven activados por una sola proteina G que pertenece a la familia G;. Las

subunidades a de la proteina G; son las responsables de inhibir la actividad de la

adenilil ciclasa y las subunidades Py de activar a la PLC [14]. Un aspecto
caracteristico para la serializacion via Gpy, en contraste a las subunidades o, es el
hecho que se necesita una mayor concentracién del dimero By [21].

El patencial para respuestas celulares divergentes a un receptor estimulado
puede depender de la diferente expresion de los elementos de transduccién de
sefales (proteinas G, efectores y proteinas moduladeras) en un tipo celular. Esto da

como resultado la necesidad de considerar criticamente, y con precaucién, si las
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respuestas obtenidas en las células transfectadas proveen informacién util  que

pueda extrapolarse a una célula intacta.

Diversos receptores acoplados a proteinas Gs estimulan a la fosfolipasa C.

Entre estos receptores se encuentran los de la hormona estimulante del tircides
(TSH), la hormona Iuteinizante (LH-CG), la hormona foliculo estimulante (FSH), la
calcitonina, el glucagon, la secretina, el receptor D4 para dopamina y un receptor
adrenergico de pavo [14]. La activacién de la fosfolipasa C por los receptores

acopiados a la proteina Gg requiere un mayor numero de receptores y una mayor

concentracién del agonista. La activacion de la adenilil ciclasa y de Ia fosfolipasa C

por los receptorés acoplados a Gg ha sido interpretada como la unién de dos
proteinas G diferentes (Gs y Gq). También como la generacion de Gys unido a GTP y

de dimeros By derivados de Gg [22].

1.5.4. Selectividad de un Receptor con una Proteina G.

Muchos receptores son capaces de activar diferentes proteinas G tanto in situ
como en sistemas reconstituides, dando como resultado bifurcaciones en las vias de
transduccién. Un mecanismo para impartir selectividad en el proceso de transduccién
puede ser la compartimentalizacion de los componentes del mismo [22). La
selectividad de interaccion entre un receptor y una proteina G puede originarse de

diferentes afinidades o eficacias de los componentes de transduccién.
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Una célula esta provista de un cierto numero de receptores, de efectares y de
subunidades a, B y ¥ de proteinas G. La expresion de diferentes subunidades de
proteinas G puede resultar en un gran nimero de heterotrimeros ofy diferentes, si es
que todas ias subunidades se asocian al azar. Todavia no se sabe si ciertas
subunidades o se combinen preferenciaimente con ciertos complejos By. Existe
evidencia de que no todas |las combinaciones posibles de By se formen en realidad
[23, 24]. Se ha observado que, en general, las subunidades § determinan la unién
con el receptor y las subunidades y determinan la interaccién con el efector [25-27].

Los receptores acoplados a proteinas G han evolucionado de entidades
esldticas hacia moléculas muy dindmicas capaces de converger sefales por un
cambioc confarmacional. Muchos de los receptores acoplados a proteinas G no sélo
se transducen por activacion de una sola proteina G para generar una sedal
intracelular, sino lo mas frecuente es que diferentes proteinas G son activadas por un
sblo receptor. [14]. Las seflales de transduccién mediadas por proteinas G pueden
ser observadas como una red de sefales muy organizada, permitiendo ia

intercomunicacion (“cross-talk”) entre ellas [28].



|
ANTECEDENTES

IL1. ADENQSINA Y EL AMP-CICLICO.

Existe controversia sobre las acciones de la adenosina en el metabalismo
hepatico y, principalmente, sobre su mecanismo de accion. Se ha observado que en
los hepatocitos aislados de rata, concentraciones micromolares de adenosina
estimulan la sintesis de urea [29], 1a glucogendlisis [30] y la gluconeogénesis [31].

Se han propuesto como segundos mensajeros tanto al AMPc como at calcio en
la modutacién por adenosina de ias respuestas de los hepatocitos. Sin embargo, la
informacion acerca de los cambios del AMPc¢ en los hepatocitos de rata incubados
con adenosina es contradictoria: Fain 'y Shepherd [32] reporlaron que
concentraciones micromolares de adenosina y de 2’5’ dideoxiadenosina no
aumentaban el valor basal del AMPc. En contraste, Marchand y cois. [33] y Bartons y
cols. [34] encontraron que la sintesis de AMPc era estimulada por concentraciones
milimolares de adenosina o por la 2-cloroadenosina.

Carabaza y cols. [35] observaron que el AMPc se incrementaba por la

AN NNt e

sdamanion ndls e honatocitne da rotac alimantardae narn nn asi An Animalas an
ayuno. Sin embargo, en otros estudios se muestra que en hepatocitos de ratas
ayunadas, la adenosina aumenta la sintesis de urea [29] y ta gluconeogénesis a
partir de lactato [31). Ademés, hepatocitos aislados incubados con adencsina (1puM)
no aumentaron las concentraciones basales de AMPc [32,36] en contraste con la

estimulacion de la ureagénesis, glucogendlisis y gluconeogénesis [29-31].
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I1.2. ADENOSINA Y EL CALCIO.

Existe evidencia que involucra al caicic como posible mediador de la
respuesta del hepatocito a ta adenosina. Carabaza y cols. {35} proponen que la
adenosina moviliza calcio en la activacion de ia glucégeno fosforilasa. En el trabajo
ds Diaz y cols. [36] se observa que la sintesis de urea, estimulada por la adenosing,
se ve suprimida cuando los hepatocitos son incubados en ausencia de calcio. En
este mismo trabajo se sugiere que la adencsina aumenta al calcio citosélico sélo si el
calcio extemo estd disponible. Esta evidencia es apoyada por el reporte de
Guinzberg y cols. {37], en donde se sugiere que la adenosina estimula is entreda de
calcio en los hepatocitos, probablemente, a través de canales de calcic operados por

receptor, los cuales son cerrados por la despolarizacién de la membrana plasmética.

I1.3. VIAS DE TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES A ADENQSINA,

La adenosina ejerce sus acciones a través de receptores de membrana
especificos, designados Ay, Az, Agp ¥ Az, recientemente se propuso la existencia de
un quinto tipo de receptor denominado As [38,39), el cual no ha sido clonado. Por

medic de experimentos de PCR con transcriptasa reversa se detectaron, en higado
de rata, niveles muy bajos de RNAm, muy similares para los cuatro subtipos de
receptor a adenosina [40}.

El receptor A1 es una proteina de 328 aminoacidos y de 36,700 Daltcnes. Se

encuentra abundantemente expresado en cerebro (principaimente en la corteza,



cerebelo, télamo e hipocampo), médula espinal, adipocitos, testiculo, corazon y rifén
{55]. Estos receptores se encuentran acoplados preferenciairente a proteinas Gj, y

se han asociado clasicarmente con la inhibicién de la actividad de |a adenili! ciclasa

{41,42] La activacién de |a fosfolipasa C (PLC) mediada por receptores Aq y la
subsecuente elevacion de IP3 y de los niveles de calcio intracelular es contradictoria.

Algunos autores mencionan que en células o tejidos intactos los agonistas A1 no

tienan efecto sobre la actividad de ta PLC [43], otros que activan la PLC [44,45),
mientras que otros més mencionan que aumentan {46,47] o disminuyen [48,49] la
actividad de !a PLC. Se ha reportado fa estimutacion directa de la PLC por agonistas

A4 en células de los tubulos colectores renates de conejo [44]. La activacion de la

PLC fue abolida por la toxina pertussis y se demostrd que era independiente de los
cambios en los niveles de AMPc [44]. Se han publicado resultados divergentes en lo
que se refiere a la activacién de PLC en células de mamiferos, transfectadas con el
receptor Ay humano [S0] y canino [51]. La activecion del receptor Ay humano por

agonistas produjo un sumenio moderado de calcic intracelular, el cual

nemennbtannmeds Adacacsdia de deasheibas abeaashdeassas Eana lalalall 0 de Boandas
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extracelulares (fase sostenida) {Fig. 11) [S0]. En tejidos cardiacos la activacion de
este receptor involucra la activacion de canales de potasio [52] y en sistema nervioso
ta modutacién de canales de catcio (Fig. 11) [53]. En un estudio con hepatocitos de
rata [54] se sugiere que la estimuiacion de este receptor es capaz de activar a la
fosfodiesterasa y de esta manera disminuir los niveles de AMPc, se observd que

bloquea el efecto inhibitoric que tiene el glucagon sobre la fosfodiesterasa, accion
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que es sensible a la toxina pertussis. Por lo anterior se puede suponer que el

receptor A; acopiado a ung proteina Gj es capaz {por medio de su subunidad a) de

inhibir la actividad de ia adenilil ciclasa, mientras que el dimero By activa a la PLCP v,

probablemente, a la fosfodiesterasa (Fig. 11).

Ca?t

(') * Cat

K+

Adenilil ciclasa 2 1
i I LD o
{lampe ATP

Figura 11. Modelo Esquemético de las Vias de Transduccién del Receptor Al Ei receptor
A; por medio de la subunidad o de 1a Gj inhibe la adenilil ciclasa, disminuyendo los niveles
intracelulares de AMP¢. Por medio del dimero py de la G; activa a la PLC que promueve la
degradacion de PIP; a DAG e IP3. El IP3 tiene un receptor-canal en el RE, al unirse a éste se
promueve una salida de calcio al espacio intracetular. El DAG junto con un aumento de Ca*’
intracelular activan a la PKC. La PKC es capaz de fosforilar, y asi activar un canal de calcio. Las
abreviaturas utilizadas son: fosfolipasa C (PLC), fosfatidilinositol4,5-bisfosfate (PIP;);
diacilghicerol (DAG), proteina cinasa dependiente de calcio (PKC); fosfatidilinositol-1,4,5-

trisfosfato (IP3); reticulo endopliasmico (RE); inhibicién (-), y activacién (+).
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El receptar Az, es una proteina de 410-412 aminodcidos y de 45,000 Daltones.
Se encuentra ampliamente distribuido en cerebro, también se encuentra en humano
en corazén, rifién, pulmén, higado y plaquetas [55]. La activacion de este receptor se
ha asociado con la activacién de la adenilil ciclasa por medio de una Gs (Fig. 12)
[41,42]. En miocitos arteriales la activacidn del receptor por medio de agonistas abre
canales entrantes de potasio que son sensibles a la fosforilacién de la PKA (Fig. 12)

(56}

EXT.

INT.

ADENILIL
CICLASA

ATIP A+MPc O

Figura 12. Modelo Esquemaitico de las Vias de Transduccion del Receptor Aza. E! receptor
Ap, por medio de la Gy activa la adenilil ciclasa, aumentando los niveles de AMPc intracelular.
Este aumento de AMPc activa a la PKA, la cual fosforila y activa a un canal de potasio sensible
a la misma. Las abreviaturas utilizadas son: como agonista A2a e! (2-p-carboxietil) fenilamina-
5’-N-carboxamidoadenosina (CGS21680), proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), y

activacion (+).
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La discriminacién de dos subclases diferentes de los receptores A; se ha
propuesto basandose en las diferencias observadas para la unién de los agonistas
(A2, alta afinidad y Agy, baja afinidad) y las variaciones en la distribucién anatémica
{A2a en el cuerpo estriado; Azp en otras regiones cerebrales) [55). Ovocitos de
Xenopus, transfectados con el RNAm del A, respondieron a ia adenosina o NECA

con la produccion de una corriente entrante, tipica de aquellos receptores acoplados
a la activacién de la PLC (Fig. 13) [57]. Sin embargo, evidencias de activacion de la

PLC por este subtipo de receptor estan limitadas a este sistema experimental. En

estos mismos ovocitos transfectados se ha propuesto que el Azp puede activar

canales de calcio (Fig. 13} [55).

Ca?t
EXT.
INT.
w
v
Ca2+

Figura 13. Modelo Esquemitico de las Vias de Transduccién de los Receptores A2b. No se
conoce un agonista especifico para este subtipo de receptor ni a que tipo de proteina G se
encuentra acoplado. Lo (nico que se sabe es que es capaz de activar a la PLC y se encuentra -
asociado a un canal de calcio. Las abreviaturas utilizadas son: fosfolipasa C (PLC); activacién

{+); y cuando no se sabe el mecanismo (7).
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El receptor A; es una proteina de 320 aminoacidos que comparte una
homologla en la secuencia primaria con el A; del 47% y con el Ag, del 42%. La

estimulacion de este receptor da come resultado una inhibicién en la actividad de la
adenilil ciclasa estimulada por forskolina y este efecto es sensible a la toxina
pertussis (Fig. 14} {58]. Existen diferencias importantes entre especies en cuanto a la
distribucion tisular del receptor. En rata el lugar mas abundante es el testiculo {55].
En ovocitos de hamster chino (CHO) transfectados, se demostré que la activacién del

receptor inhibe la actividad de la adenilil ciclasa con un maximo de inhibicion del 40-

50% [58-60]. También en células CHO transfectadas se ha observado que el A; es
capaz de acoplarse a dos tipos diferentes de proteinas G: G; y Gq (Fig. 14) [61,62].
Por medio de la subunidad o de la G; inhibe la actividad de la adenili! ciclasa, por el
dimero Gipy activa de forma moderada a la PLC, ambos efectos son sensibles a

toxina pertussis (Fig. 14). Por medio de la Gq, el receptor Az activa a la PLC (Fig.

14). En células cebadas se ha observado que la activacién de este receptor activa
canales de potasio (Fig. 14} {55]. Sin embargo, la informacién disponible acerca de
E3iad aLLIVIHED lall UiV ST pUBtE UUIGHET o Paliil U osius Sisiolias SARS G e,

ya que no se han realizado estudios en células o tejidos nativos.
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ADENILILL CICLASA RE
AL’ AMPc

Figura 14. Modelo Esquemitico de las Vias de Transduccién de los Receptores A3, Este

tipo de receptor se puede acoplar a dos tipos diferentes de proteinas G, Por medio de la
subunidad e de G; inhiben a Ia adenilil ciclasa y disminuye ei AMPc intracelular. Por medio del
dimero Py de G; junto con la Gq activan la PLC, la cual induce la degradacién de PIP2 en DAG
¢ IP3. El IP3 tiene un receptor-canal en el RE, el cual al ser activado promueve la salida de
calcio. El DAG junto con un aumento de Ca®* activan a la PKC. La PKC fosforila y activa un
canal de potasio sensible a ésta. Las abreviaturas utilizadas son: fosfolipasa C (PLC);
fosfatidilinositdl-4,S-bisfosfsto (PIP2), diacilglicerol (DAG); proteina cinasa dependiente de
calcio (PKC); fosfatidilinositol- 1,4,5-trisfosfato (IP3); reticulo endoplasmico (RE); inhibicién (-
), y activacion (+).
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Recientemente se ha propuesto la existencia de un quinto tipo de receptor
denominado A4 [38,39). Con el nuevo agonista, [3H]CV 1808, se ha observado que
en ciertas dreas del cerebro de rata, cuerpo estriado e hipocampo, este nuevo
receptor promueve un aumento en la entrada de potasio (Fig. 15) [38]. Sin embargo,
no se tiene mas informacién acerca de su secuencia o a qué tipo de proteina G se

encuentra acoplado.

EXT.

INT.

K +
Figura 15. Modelo Esquemitico de las Vias de Transduccion del Receptor A4, Acerca de

este nuevo subtipo de receptor no se conoce a que tipo de proteina G se encuentra acoplado. Lo
unico que se conoce es que se encuentra relacionado con canales entrantes de potasio en

cerebro de rata. Las abreviaturas utilizadas son: cuando no se conoce el mecanismo .
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E| LCIO EN CE EXi

En células no excitables, como los hepatocitos, el proceso de entrada de
calcio y el mecanismo por el cual es activado este proceso se encuentra poco

definido. Existe evidencia de que la entrada de calcio estd controlada por el

contenido de calcio en los almacenes sensibles a IP3 y a ryanodina [67]: cuando

estos almacenes se depletan como resultado de la generacion de IP3, la entrada de

calcio es activada. E| mecanismo de comunicacién entre los almacenes de calcio yla

via de entrada del idn no ests claro. Se ha propuesto que existe una interaccion

entre la porcion citoplasmica del receptor a IP3 y la membrana plasmética. La sefial

se fransmite a través de una interaccion proteina-proteina [68). Otra propuesta es la
existencia de un factor de flujo de calcio, el cual es liberado desde los almacenes y
activa los canales de calcio en la membrana plasmatica [67,68]. E! mensajero
propuesto ha sido purificado parciaimente, pero su naturaleza quimica no ha sido

definida [70].

Para distinguir a la corriente capacitativa de caicio de otras corrientes por
canales, Hoth y Penner [71] designaron el término de corriente de calcio activada por
la liberacién de calcio (Icrac). Esta corriente capacitativa de calcio son canales no

acarreadores. E| calcio actia de manera bifasica, a bajas concentraciones de calcio
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activa el canal y altas concentraciones de calcic inactiva el canal. La deplecién del
calcio del reticulo endopldsmico activa a el canal, de igual manera ei IPa activa el
canal. La PKC inactiva a el canal. La entrada de calcio por el canal es bifasica, se
activa de manera muy rapida, pero después se revierte igual de rapido [72]. En

hepatocitos de rata se ha demosirado la presencia de este tipo de corriente de calcio

fcrac [73).



I1I
HIPOTESIS

Las acciones metabélicas de la adenosina scbre |a gluconeogénesis y la
glucogendlisis involucran la estimulacion de un receptor especifice para cada una de
las vias metabolicas mencionadas.

La adenosina moviliza calcio y genera AMP-ciclico para llevar a cabo dichas

acciones,

IV

OBJETIVOS
IV.1. OBJETIVO GENERAL:

Precisar el mecanismo de transduccién de la adenosina en la regulacion del
metabolismo hepatico.
IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Explorar si los efectos de la adenosina sobre la gluconeogénesis y la
glucogendlisis son a través de receptores de membrana especificos de la adenosina
para cada una de las vias metabdlicas mencionadas y si es asi, investigar a qué
subtipos pertenecen.
2. Investigar si los efectos de la adenosina dependen de la presencia de calcio
extracelular.
3. Investigar los efectos de la estimulacion de los diferentes subtipos de receplores
sobre la acumulacién de AMP-ciclico y si éstos dependen de la presencia de calcio

extracelular.
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\Y
MATERIAL Y METODOS

V.1. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS:

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 150 a 200 gramos, las cuales
fueron anestesiadas con éter. Los hepatocitos fueron asilados utilizando el método
de Berry y Friend {74] con pequefias modificaciones [29]. Brevemente, después de
anestesiada la rata se practica una laparotomia. Se hacen a un tado los intestinos
junto con epiplén, posteriormente se localiza la vena porta y se marcan en ella dos
ligaduras, una distal y otra proximal con respecto al borde hepéatico. Se ata la
ligadura distal y se canula la vena porta entre las dos ligaduras. La vena se canula
con solucién Ringer-Krebs bicarbonato a 37.5°C y pH de 7.4. Posteriormente se
espera a que el higado se encuentre perfundido en su totalidad y la canula se liga
junto con la vena con la ligadura proximal inicial. Finaimente se separa e! higado y se
sacrifica la rata con un corte de los nervios vagos. El higado unido a la canuia se
coioca en el aparato de perfusi6én manteniendo la temperatura y el pH constantes. La
solucion Ringer-Krebs bicarbonato se cambia por una solucién de colagenasa al 1%.
Se deia perfundir el hinsado con colaaanasa durante 10 min aproximadamente,
Posteriormente, se coloca el higado en una caja de Petri de plastico y se lava con
solucion Ringer-Krebs bicarbonato y se termina de deshacer con un tube de ensayo
de plastico. El higado separado junto con la solucidén Ringer-Krebs bicarbonato se
filtran hacia un recipiente de plastico. Obteniéndose de esta manera los hepatocitos,

tos cuales fueron lavados en dos ocasiones antes de cada experimento.
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Las células fueron suspendidas en Ringer-Krebs bicarbonato: NaCl 120 mM,
KCI 5.7 mM, KHzPO4 1.2 mM, MgSQa 1.2 mM y NaHCO3 12 mM, ajustado a pH de
7.4 a 37.5°C y equilibrado con O2/COz2 (95%/5%). La viabilidad celular se comprobé
por medio dei método de exclusidn de azul de Tripano y todos los experimentos
fueron realizados cuando se obtenia un >90% de viabilidad. Cada experimento se
realizé de manera rutinaria por duplicado. Cada tuba contenia de 35 a 45 mg de peso

humeda de células hepaticas.

V.2. AGONISTAS DE L.OS RECEPTORES A ADENOSINA:

Para la estimulacidbn de los receptores A; se utilizd el 2-cloro-N®-
ciclopentiladenosina (CCPA)}, el cual tiene una Ky para los Ay de 0.4 nM y para los
Agza de 3900 nM [8]. Para la estimulacion de los receptores Az, se utilizd el (2-p-
carboxietil)fenilamina-5'-N-carboxamidoadenosina (CGS21680), el cual tiene una Ky
para los Ay, de 15 nM y para los At de 2500 nM [8]. Para la estimulacién de los
receptores Az se utilizé el NP-2-etiladenosina (APNEA)}, ol cual tiene una K4 para los
A; de 155 nM (12, 55) y también se utilizd el NB-(3-iodobenci!)adenosina-5’-N—
metiluronamida (IB-MECA), el cual tiene una Ky para los Az de 1.1 nM (12, 55). Las
concentraciones utilizadas estuvieron en el rango de 10 a 10* M. En los

experimentos de gluconeogénesis y glucogendlisis también se ulilizd adenosina

como agonista fisiologico.
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V.3. GLUCONEOGENESIS:

Los hepatocitos aislados de ratas ayunadas por 24 hrs fueron incubados a
37°C durante una hora en presencia de lactato 10 mM y de adenosina (de 10°° g 10
M) 6 de los diferentes agonistas de adenosina. Se hicieron dos grupos
experimentales: células en la presencia de CaCl, 1.2 mM y células en ausencia de
calcio extracelular. Este altimo grupo fue incubado con EGTA 1.2 mM durante 10 min
previos a la exposicion de los diferentes agentes utilizados. La glucosa liberada
hacia el medio se midié en el sobrenadante después de centrifugar los tubos a 50 g a
3°C por 10 min, utilizando el procedimiento de glucosa oxidasa (75). Los resultados
se obtuvieron como pmolas de glucosa formada por gramo de peso humedo de

hepatocitos en una hora.

V.4. GLUCOGENOLISIS:

Los hepatocitos aislados de ratas alimentadas ad libifum fueron incubados a
37°C durante 45 min en presencia de adenosina (de 10" a 10* M) 6 de los
diferentes agonistas para los receptores a adenosina. Se hicieron dos grupos
GXpe il HelEies. LEIUES Ol D MIESEGE Uy Gaciz 1.2 10 Y WEiuias S auas ivia g
calcio extracefular. Este ultimo grupo fue incubado con EGTA 1.2 mM durante 10 min
previos a la exposicion de los agentes mencionados. La liberacidn de glucosa al
medio fue medida en e! sobrenadante depués de centrifugar los tubos a 50 g a 3°C

durante 10 min, por medio del procedimiento de glucosa oxidasa (75). Los resutados
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se obtuvieron como umolas de glucosa formada por gramo de peso himedo de
hepalocitos en 45 min.
V.5, ACUMULACION DE AMP-CICLICO:

Los hepatocitos aislados de ratas alimentadas ad fibiturn fueron incubados a
37°C durante 2 min. en la presencia de los diferentes agonistas de adenosina. Se
hicieron dos grupos experimentales: células en la presencia de CaCl, 1.2 mM y
células en ausencia de calcio extracelular. Este Gltimo grupo fué incubado con EGTA
1.2 mM durante 10 min previos a la exposicién de los agentes mencionados. Al final
de la incubacion se adicioné a cada tubo 100 pl de HCi 2 N. Posteriormente, los
tubos fueron calentados en un bafio de agua hirviendo por 2 min. y luego fueren
neutralizados al adicionar a cada tubo 100 ul de NaQH 2 N. El AMPc fue
determinado wutilizando el Amersham Kit TRK432. Los resultados se obtuvieron como

pmolas de AMPc por mg de peso himedo de hepatocitos.
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A
RESULTADOS

VL1, GLUCONEOGENESIS:

El nivel basal de glucosa fue 19.8 + 1.8 umolas de glucosa formada por gr. de
peso humedo en 1 hr + error estandar, siendo el promedio de 30 experimentos
realizadas por duplicado con diferentes preparaciones celulares.

La adenosina a la concentracion de 1 nM en presencia de calcio extracelular
rno modifico el nivel basal de glucosa (Fig. 16), sin diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (Tabla 1). A la concentracion de 10 nM en presencia de
calcio 1a adenosina aumentd un 15% la produccién de glucosa (Fig. 16} (P<0.01 vs.
control) sin diferencias significativas con el grupo sin calcio (Tabla 1). La adenosina a
0.1 uM aumenté la produccién de glucosa en un 33% (Fig. 16) (P<0.01 vs. control)
tanto en presencia como en ausencia de calcic exracelular (Tabla 1). A la
concentracion de 1 uM fa adenosina en presencia y ausencia de calcio extracelular
(Fig. 16) aumenté el nivel de glucesa en un 40% (P<0.01 vs. control) (Tabla 1).
Finalmente, la adencsina a 10 uM en presencia de calcio aumenta un 23% la
produccion de glucosa (P<0.01 vs. control) (Fig. 16), mientras que en ausencia de
calcio la aumenta en un 45% {P<0.01 vs. control) (Fig. 16). A 10 uM de adenosina

existen diferencias significativas entre los dos grupos experimentales (P<0.05) (Tabla
"

En general, la adenosina estimula la gluconeogénesis hasta en un 40%
dependiendo de la concentracion e independientemente de la presencia de calcio

extracelular,
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FIGURA 16. EFECTO DF LA ANFENOSINA SORRF 1A O NCONENCENECIC
Hepatocitos aislados de ratas ayunadas por 24 hrs fueron incubados durante 1 hr con diferentes
concentraciones de adenosina en presencia { __) 0 en ausencia {(—-) de calcio extracelutar. Los
resultados estén expresados como el porcentaje con respecto al control, cuyos valores fueron de
19.8 + 1.8 umolas de glucosa formada por gramo de peso hiumedo de hepatocitos en una hora +
error estindar y son el promedio de 14 experimentos realizados por duplicado con diferentes

preparaciones de células.
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La estimulacién con CCPA (Figs. 17A y 17B) disminuyd el nivel de glucosa en
un 56% (P<0.01} (Tabla 1). No existen diferencias estadisticamente significativas
enlre los dos grupos experimentales (Tabla 1).

ElI CGS21680 a 0.1 nM aumentd en un 45% la produccion de glucosa (P<0.01
vs. control) tanto en presencia como en ausencia de calcio extracelutar (Figs. 17A y
B) (Tabla 1). A la concentracion de 1 nM el CGS21680 aumenta el nivel de glucosa
en un 65% (P<0.01 vs. control) (Figs. 17A y B) sin diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (Tabla 1). EI CGS21680 a 10 nM aumenté en un 105% la
produccion de glucosa (P<0.01 vs. control) {Figs. 17A y B) sin diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales (Tabla 1). A la concentracidn de
0.1 uM de CGS21680, en presencia de calcio, se aumenta la produccidn de glucosa
en un 102% (Fig. 17A) (P<0.01 vs. control); mientras que en ausencia de calcio la
aumenta en un 142% (Fig. 17B) (P<0.01 vs. control). A 0.1 yM de CGS21680 existen
diferencias significativas (P<0.01} entre los dos grupas experimentales (Tabla 1). El
CGS21680 a 1 uM en presencia de calcio extracelular estimula la produccién de
glucosa en un 95% (Fig. 17A) (P<0.01 vs. control); mientras que en ausencia de
calcio aumenta un 186% la produccion de glucosa (Fig. 17B) (P<0.01 vs. control). A 1
uM de CGS21680 existen diferencias significativas (P<0.01) entre los dos grupos
experimentales (Tabla 1). En presencia de calcioc el CGS21680 a una concentracion
de 10 uM aumenta la produccion de glucosa en un 80% (Fig. 17A) (P<0.01 vs.
control); mientras que en ausencia de calcio extracelular la estimula en un 180%
(Fig. 17B) (P<0.01 wvs. control). A 10 uM de CGS21680 existen diferencias

significativas (P<0.01) entre los dos grupos experimentales (Tabla 1). Finalmente, el
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CGS21680 a 100 uM en presencia de calcio aumentd la produccion de glucosa en un
50% (Fig. 17A) (P<0.01 vs. control); mientras que en ausencia de calcio la estimula
en un 200% (Fig. 17 B) (P<0.01 vs. control). A 100 uM de CGS21680 existen
diferencias significativas (P<0.01) entre los dos grupos experimentales (Tabla 1).

En resumen, el CGS$S21680 a concentraciones nancmolares estimula ia
gluconeogénesis hasta en un 105% sin diferencias entre los dos grupos
experimentates. Mientras que a cohcentraciones micromolares en presencia de calcio
con el CGS21680 se observa un descenso moderado de la produccién de glucosa
{50%), pero nunca por debajo de la basal; en ausencia de calcio aumenta tres veces
el nivel basal de glucosa con diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales.

L.a estimulaciéon con IB-MECA, en presencia de calcio extracelular (Fig. 17A), a
concentraciones de 1 a 10 nM, aumentd el nivel basal de glucosa hasta en un 30%
(P<0.01 vs. control} sin diferencias significativas con el grupo sin calcio (Tabla 1).
Mientras que a concentraciones de 0.1 a 100 uM se observé una dramética
disminucién, inhibiendo a la gluconeogénesis en un 40% (P<0.01) (Fig. 17A). En
contraste, en ausencia de calcio extracelular (Fig. 17B), a concentraciones de 0.1 a
100 uM e! IB-MECA no modifict el nivel basal de glucosa (Tabla 1).

La estimulacién con APNEA, en presencia de calcio extracelular (Fig. 17A),
resulté en un aumento del 50% (P<0.01) (Tabla 1), de manera dependiente de la
concentracidn (0.1 nM - 100 uM). Existen diferencias significativas (P<0.01) (Tabla 1)
entre los dos grupos experimentales. En ausencia de calcio extracelular (Fig. 17B) el

APNEA nunca rebasd el nivel basal de glucosa (Tabla 1).
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FIGURA 17. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE
ADENOSINA SOBRE LA GLUCONEOGENESIS. Hepatocitos aislados de ratas ayunadas
por 24 hrs. fueron incubados durante 1 hr. en presencia (A) 6 en ausencia (B) de calcio
extracelular con los diferentes agonistas de los receptores de adenosina: CCPA ( @ ),
CGS21680 (@ ), IB-MECA (M )y APNEA (W ). Los resultados estan expreéados como el
porcentaje con respecto al control, cuyos valores fueron de 19.8 + 1.8 pmolas de glucosa
formada por gramo de peso himedo de hepatocitos en una hora + error estindar. Los
resultados son el promedio de cuatro experimentos realizados por duplicado con diferentes

42




~
=

‘{0Qyv) eusouspy ‘olojed
LIS/U0D "SA GO0 > d (se) 'OID[ED LIS/UCD SA LO'0 > d (,) [CIIUOD 'SA GO'0 >d (++) '0HUOD 'SA LO'Q > ¢f {+} (PIEPUEISS JOUS ¥ BIOU BUN U SBINPD
ap opawny osed ep oweib Jod esoonB ap sejound g') ¥ g'64) toNuod e ojoedsar Loo sieluadicd 19 OWOD Sopesaldxa UEISe SOPEYNSa) S0

VK Ly 201 OF 0z'80l 06 00'00¢ +ZF 0'6€ o000 000 t

FE 99’001 LS on'oLlL 2’6 00’682 +0' 05 'St tG G'bbl 5

.0 £9'98 S oo'piL «+0'8 6l'02¢ +0'¢ L5 8F ) g'ovl 9
H+l'E £l's8 ~+GE 00'BLL b8 18’12 +Q'€ 80'/6 +p g'zel l

YN L¥'08 +1'p og'0z} +1S €102 +£G L8'EL ++/ LZ2ZL 8

e 89'cl +/'G 08021 +5'9 80'69L +1G FANE:) S g'lLL 6

wt0C 6Z'89 8t t9'a8 +82 LE'spl +£°¢ £90F 000 o000 o
++'3'3 vaNdY -+ 332  voaAws8l | ++'33 08912890 -+ 33 vddD -+ 33 oav | w bol-{esiuobe]

(JOJIUOT (9P % ESOON|D) OID[ED UIS SISaUboauoIN|E

+8E £L'1G) <487 oF'09 0P S6'B¥4 +Q'p oc'st 000 000 [

0E Z9'vPL «+8°€ £¥'b9 RY XY 8L'B.1 +0't 06 25 ~t0'E 8’721 G

-+0E £Z'8EL YA or'go H4E8 GL'G6L +8€ oL'l5 +0'p S'vEL 9

«+0'€ 6208 H+8E 1508 PG £6°L02 +0'¢ 0529 +0'F gcel )
»++8E Z4'611 +8¢ LT'8EL +0y It'80Z +G'G ZZ'59 ++0°¢ 6L 8

«8'E 0g'80L ++0'6 L8'0EL +2'€ 56291 +L°¢ 66 25 0's L'€0l 8
et tQP 60'/8 ++§'€ g95't8 +£'y £9'8El +0C 9/'0v 000 000 oL
-1+33 YINY <+33  wvdaAwal | v+33 089LzsSOD| -+ 33 vd2D -i+'3'3 oav | w borlersiuobe]

(joxuod 19p 9% esoan|B) owjes uod sisaugboaupon|c

HYINTIOVHLXE O1D1vD 30 VIONISNY NI A YIONISIHd N3 SISINIDOINOINTD °L vIavl




V1.2, GLUCOGENOLISIS:

El nivel basal de glucosa fue 62.3 + 1.6 umolas de glucosa por gr. de peso
himedo de células en 45 min. + error estandar, siendo el promedio de 20
experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones celulares.

La adencsina a 0.1 nM en presencia de calcio aumentd la preduccién de
glucosa en un 25% (Fig. 18) (P<0.05 vs. control); mientras que en ausencia de calcio
no modifico el nivel de giucosa (Fig. 18). A 0.1 nM de adenosina existen diferencias
significativas (P<0.05) entre los dos grupos experimentales (Tabla 2). A Ia
concentracion de 1 nM la adenosina en presencia de calcio extracelular aumento la
produccion de glucosa en un 30% (Fig. 18) (P<0.05 vs. controf); mientras que en
ausencia de calcio la adenosina la aument en un 15% (Fig. 18) (P<0.05 vs control).
A 1 nM de adenosina existen diferencias significativas (P<0.05) entre los dos grupos
experimentales (Tabla 2). La adenosina a 10 nM en presencia de calcio extracelular
estimula la produccién de glucosa en un 42% (Fig. 18) (P<0.05 vs. control); mientras
que en ausencia de calcio la estimula en un 18% (Fig. 18) (P<0.05 vs. control). A 10
nM de adenosina existen diferencias significativas (P<0.05) entre los dos grupos
experimentales (Tabla 2). En presencia de calcio extracelular, 0.1 uM de adenosina
aumenté la produccién de glucosa en un 57% (Fig. 18) {P<0.01 vs. control); mientras
que en ausencia de calcio la aumentd en un 33% (Fig. 18) (P<0.05 vs. control). A 0.1
UM de adenosina existen diferencias significativas (P<0.05) entre los dos grupos
experimentales. La adenosina a concentracion de 1 uM en presencia de caicio
extracelular estimula la produccién de glucosa en un 63% (Fig. 18) (P<0.01 vs.

control); mientras que en ausencia de calcio la estimula en un 48% (Fig. 18) (P<0.01
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vs. control). A 1 uM de adenosina existen diferencias significativas (P<0.01) entre los
dos grupos experimentales (Tabla 2). La adenosina a 10 uM estimula la produccion
de glucosa en un 57% (Fig. 18) (P<0.0% vs control) tanto en presencia como en
ausencia de calcio extracelular (Tabla 2). Finalmente, la adenosina a 100 M no
madifica el nivel basal de glucosa en presencia y ausencia de calcio extracelular
(Fig. 18) (Tabla 2).

En general la adenosina estimula la glucogendlisis desde 1 nM a 1 uM,
siendo esta ultima concentracidn el méximo de estimulacién (63% por arriba de la
basal). A concentraciones de 10 a 100 uM diminuye ia produccion de glucosa hasta
el nivel basal. El calcio extracelular va a potenciar el efecto estimulatorio de la

adenosina sobre la glucogendlisis.
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FIGURA 18. EFECTOS DE LA ADENOSINA SOBRE LA GLUCOGENOLISIS.
Hepatocitos aislados de ratas alimentadas fueron incubados durante 45 min. con diferentes
concentraciones de adenosina en presencia (___} ¢ en ausencia (----) de calcio extracelular. Los
resultados estan expresados como el porcentaje con respecto al control, cuyos valores fueron de
62.3 + 1.6 pmolas de glucosa formada por gramo de peso himedo de hepatocitos en 45 min. +
error estandar. Estos resultados son el promedio de cuatro experimentos realizados por
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La estimuiacién con CCPA en la presencia de calcio extracelular (Fig. 19A)
aumento hasta un 140% el nivel de glucosa (P<0.01 vs. control) (Tabla 2), de manera
dependiente de la concentracién (0.1 AM - 100 uM). En ausencia de calcio
extracelular (Fig. 19B) el CCPA incrementd hasta en un 80% (P<0.01 vs. control) el
nivel de glucosa (Tabla 2), dependiente de la concentracion (0.1 nM - 100 uM). Sin
embargo, existen diferencias significativas entre los dos grupos experimentales
(P<0.01) (Tabla 2).

La estimulacion con CGS21680, en presencia de calcio extracelular (Fig. 19A),
aumentd hasta un 50% el nivel de glucosa (P<0.01 vs. control) de manera
dependiente de la concentraciéon (0.1 nM - 1 uM). En contraste, el CGS21680 en
ausencia de calcio extracelular {Fig. 19B) disminuyd hasta en un 40% el nivel de
glucosa (P<0.01 vs. control) (Tabla 2), de manera dependiente de la concentracion
(0.1 nM - 100 pM). Existen diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales (P<0.01) (Tabla 2).

La estimulacién con IB-MECA, en presencia de calcio extracelular (Fig. 19A), a
cancentraciones de 0.1 nM a 10 pM produjo un sumento de glucosa hasta del 30%
por arriba de la basal (P<0Q.01 vs. control) (Tabla 2). Mientras que en ausencia de
calcio extracelular (Fig. 19B) a concentraciones de 10 nM a 100 pM no modificd el
nivel basal de glucosa (Tabla 2). Existen diferencias significativas entre los dos
grupos experimentales (P<0.01) (Tabla 2).

La estimulacion con APNEA, en presencia de calcio extracelutar (Fig. 19A), a
concentraciones de 0.1 a 10 nM aumentd hasta un 35% el nivel de glucosa (P<0.01

vs. control} (Tabla 2). Mientras que a concentraciocnes de 0.1 a 100 uM se observa
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una disminucién importante hasta el nivel basal. En contrasle, en ausencia de calcio
extracelular (Fig. 19B) disminuye la produccion de giucosa hasta en un 50% por
debajo de la basal (P<0.01 vs. control) {Tabla 2) de manera dependiente de la
concentracion (0.1 - 100 uM). Existen diferencias significativas entre los dos grupos

experimentales (P<0.01) (Tabla 2).
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EFECTO DE LOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE

ADENOSINA SOBRE LA GLUCOGENOLISIS. Hepatocitos aislados de ratas alimentadas

fueron incubados durante-45 min. en presencia (A) 6 en ausencia {B) de calcio extracelular con

los diferentes agonistas de los receptores para la adenosina: CCPA (@ ), CGS21630 @ ), IB-
MECA (4 )y APNEA ( W ). Los resultados estan expresados como el porcentaje con

respecto al control, cuyos valores fieron de 62.3 + 1.6 pmolas de glucosa formada por gramo

de peso himedo de hepatocitos en 45 min. + error estandar. Estos resuttados son el promedio

de cuatro experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones celulares.
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VL.3. ACUMULACION DE AMP-CICLICO:

Estos experimentos se llevaron a cabo en ausencia de un agente estimulatorio
de la adenilil ciclasa o en presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa. E! nivel
basal de AMPc fue 0.87 + 0.09 pmolas de AMPc por mg de peso humedo de células
* error estandar, siendo el promedio de 20 experimentos realizados por duplicado
con diferentes preparaciones celulares,

La estimuladén con CCPA, en presencia de calcio extracelular (Fig. 20A), a
concentraciones de 1 a 10 nM, resultd en una inhibicién hasta del 40% (P<0.01 vs.
control) (Tabla 3). En ausencia de calcio extracelular (Fig. 20B) a concentraciones de
0.1 a 100 nM produjo una inhibicion moderada hasta del 20% (P<0.05 vs. control)
(Tabla 3). A las concentraciones mencionadas existen diferencias significativas entre
los dos grupos experimentales (P<0.05) (Tabia 3).

La estimulacion con CGS21680, en presencia de calcio extracelular (Fig. 20A),
a concentraciones de 1 nM a 1 uM, aumenté el nivel de AMPc hasta en un 45%
(P<0.01 vs. control) (Tabla 3). En ausencia de calcio extraceiular (Fig. 20B) no
modificd los niveles basales de AMPc (Tabla 3). Existen diferencias significativas
entre los dos grupos experimentales (P<0.01) (Tabla 3).

La estimulacién con IB-MECA (Figs. 20A y 20B) inhibié los niveles de AMPc
hasta en un 40% de manera dependiente de la concentracién (0.1 nM - 100 uM), sin
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos experimentales
{Tabla 3).

La estimulacién con APNEA, en presencia de calcio extracelular {Fig. 20A), a

concentraciones de 0.1 nM a 10 uM, resulté en un aumento de AMPc¢ hasta el doble

51



por arriba de la basal {P<0.01) (Tabla 3). En contraste, en ausencia de calcio
extracelular (Fig. 20B) a concentraciones de 0.1 nM a 100 uM inhibid la produccion
de AMPc en un 40% por debajo de !a basal (P<0.01) (Tabla 3). Existen diferencias

significativas entre los dos grupos experimentales (P<0.01} (Tabla 3).
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FIGURA 20. EFECTQ DE LOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE
ADENOSINA SOBRE LA ACUMULACION DE AMP-CICLICO. Hepatocitos aislados de
ratas akmentadas tueron incubados en presencia (A) © en ausencia (B) de calcio extracelular con
los diferentes agonistas de los receptores de adenosina; CCPA( ® ), CGS21680 ( M), IB-
MECA { 4 )y APNEA ( W ). Los resultados estin expresados como ¢l porcentaje con
respecto al control, cuyos valores fueron de 0.87 + 0.09 pmolas de AMPc por miligramo de
peso himedo de hepatocitos & error estindar. Estos resultados son el promedic de cuatro

experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones celulares
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Asi mismo, se llevaron a cabo una serie de experimentos en la presencia de 1
UM de forskolina como agente estimulatorio de la adenilil ciclasa y utilizando el
mismo protocolo de agonistas que los experimentos anteriores para la medicion de
AMPc. Tan sélo se realizé un grupo experimental en la presencia de CaCls 1.2 mM.
Los niveles basales estimulados por forskolina fueron de 5.8 + 1.2 pmolas de AMPc
por mg de peso himedo de células + error estandar.

La estimulacién con CCPA (Fig. 21) inhibié 1a produccién de AMPc hasta en
un 80% (P<0.01 vs. control) (Tabla 4) los niveles basales estimulados por forskolina
de manera dependiente de la concentracion (0.1 nM a 100 uM),

La estimulacién con CGS21680 (Fig. 21) a concentraciones de 1 nM a 10 puM
aumento la produccidn de AMPc hasta en un 36% (P<0.01 vs. control) por arriba de
la basal estimulada por forskolina (Tabla 4).

La estimulacion con IB-MECA (Fig. 21) inhibié Ja produccién de AMPc hasta
en un 80% (P<0.01 vs. control) (Tabla 4) de manera dependiente de la concentracién
(0.1 nM - 100 pM).

La estimulacién con APNEA (Fig. 21) aumentd hasta en un 56% (P<0.01 vs.
control) (Tabla 4) los niveles hasatas da AMD: astimidodon con Songiate s G0y

dependiente de la concentracion (0.1 nM - 100 uM).
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FIGURA 21. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE
ANENOSINA SOBRE LA ACUMULACION DE AMP-CICILICO, ESTIMULADO
CON FORSKOLINA. Hepatocitos aislados de ratas alimentadas fueron incubados en
presencia de 1 pM de forskolina para la estimulacion de la adenilil ciclasa, 1.2mM de CaCl y de
los diferentes agonistas: CCPA ( ® ), CGS21680 (M ) [B-MECA ( 4 )y APNEA('W ).
Los resultados estan expresados como el porcentaje con respecto al control con forskolina, Los
valores corntrol sin forskolina fueron de 0.87 + 0.09 pmolas de AMPc por miligramo de peso
hiumedo de hepatocitos y los valares control con forskolina fiseron 5.8 + 1.2 pmolas de AMPc
por miligramo de peso himedo de hepatocitos + error standard, Los resultados son el promedio

de tres experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones celulares.

55



10°0 > d 8P |ORUOD 'SA BROUBJBYIP BUN aUSY 0}S8) | '|oquod |B opedsau U0 seageoyiubis senualo)p

uasixe oN (,) 108D ep Ww 2'L ep eruasasd us sopezijeal UIeN sojaLLNedx? $07 "SaJeIN[Ho seusiogiedaid sajueIa)p
uo2 opedlidnp Jod sopezies) sojuswuedxe sal ap otpewosd [0 S soyep SO (PIEPUEIS JONE T+ SBIMPO 8p opawny osad
op owriBiw Jod agY 8p sejowd 2°} ¥ §'G) BuloysI0) LoD [0AU0S |ap Blejusciod owed Jesosdxe 8s sopeynsal s0}

g oE'vil 4 9922 ) 00's0! 9 00'0Z e
9 00'951 g 562 5 0£'224 [ 0l'ce G
¥ 00'.S1 v 08'¢cE ¥ 00'oElL g L1'oe 9
S 00'esSi £ 0568 € 04421 ¥ £E'8E L
g 00'051 |4 00'GY 4 0L'6L1 £ GZ'ob 8
9 ov'sclL g 0,25 £ 09'8LL ¥ Lb'29 5
g 0L'6Z4 g 0E'¥S 5 0£'801 t ZZ'eo 0t
J+ WIS VANdY |-+ W3S VOIW-EI | ++ WIS 08912890] ++ W3S __ vdOD W bo|{eisiuobe]

(BUI0YS10} UOD JOUOD |3P % IJINY) BUIIOYSIOS UOD EPEINLRSE IJWY 9P UCIDONPOIg

"YNITONSHO4 3@ W't 30 VIONISIdd N3 0211919-dWY 3a NOISONAONd ¢ viavl

56



VII

DISCUSION

Vil.1 La adenosina como agente fisiolégico.
Las concentraciones fisiologicas de adenosina en e espacio extraceiular son
del orden micromolar (1-7 uM) [19]. La adenosina es capaz de estimular a los

receptores Ay a concentraciones nanomolares, mientras que a concentraciones
micromolares estimula a los receptores Ay [76].

Zentella de Pifa y cols. [31] reportaron que la adenosina estimula Ia
gluconeogénesis, en presencia de calcio, a concentraciones de 10 nM a 100 uM.
Estos datos concuerdan con los resultados reportados en este trabajo, donde se
cbserva un aumento hasta del 56% a concentraciones de 10 nM a 10 uM de
adencsina y de manera concentracién dependiente (Fig. 16). Estos resultados no
concuerdan con los obtenidos por Lund [77), Marchand [33] y Bartrons [34}], quienes
reportan que la adenosina inhibe la gluconeogénesis. Estos autores utilizaron
concentraciones milimolares de adenosina y explican la inhibicién de la
gluconeogénesis como resuitado de la conversion de adenasina hacia nucledtidns de
adenina.

Londos {41], Bartrons [34], Keppens {30] y Hoffer [78] reportan que
concentraciones micromolares de adenosina y de 5'-deoxi-5'-cloradencsina estimulan
la glucogendlisis, en presencia de calcio. Estos dates concuerdan con los resultados
obtenidos en este trabajo, donde se observa un aumento hasta det 80% a 1uM de

adencsina (Fig. 18). Sin embargo, desde concentraciones nanomolares se puede
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observar estimulacion de la via. Fain y cols. [32] reportan que concentraciones
milimolares de adenosina no modifican |a glucogenélisis en hepatocitos de rata.
Hasta la fecha no existen estudios donde se investigue la dependencia de
calcio extracelular de adenosina para estimular la gluconeogénesis y la
glucogendlisis. Se ha observado que el efecto de la norepinefrina, vasopresina y
angiotensina il sobre la gluconeogénesis a partir de lactato es dependiente de caicio
extracelular [79). Asi mismo, el efecto de la vasopresina sabre la glucogendlisis se ve
potenciado en presencia de calcic extracelular [80]. En este trabajo se observa que la
gluconecgénesis, estimulada por adenosina, no depende de la presencia de calcio
extracelular {Fig. 16). Mientras que, la glucogendlisis, estimulada por adenosina, se
ve potenciada en presencia de calcio extracelular (Fig. 18). Tanto en la
gluconeogénesis como en la glucogendlisis el efecto méximo de la adenosina se
observa a 1 uM. Por lo que la adenosina a concentraciones fisiolégicas actaa como

un agente hiperglucemiante.

VII1.2 Gluconeogénesis.
Hasta la fecha no se han descrito estudios acerca de la gluconeogénesis con
agonistas especlficos para los receptores de adenosina.

La estimuiacidn de los receptores As, con concentraciones nanomolares del

agonista CGS21680 (Kg = 15 nM) aumenta la gluconeogénesis (Fig. 17A y B)

independientemente de la presencia de calcio extracelular. Estos resultados

concuerdan con los obtenidos con adenosina, la cual estimula la gluconeogénesis

principaimente a concentracicnes micromolares (activacion de los receptores Ag) y
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de igual manera independiente de la presencia de calcio extracelular (Fig. 16). E!
receptor Az, Se acopla a una proteina G;, por medio de la cual, estimula a la adenilil
ciclasa y aumenta el AMPc intracelular [41,42).

La estimulacion del receptor A4 inhibe |la gluconeogénesis independientemente
de la presencia de calcio extracelular (Fig. 17A y B). El receptor A, se acopla a una
proteina G;, por medio de la cual inhibe a la adenilil ciclasa y disminuye el AMPc
intracelular [41,42].

La estimulacién del receptor A; con el agonista IB-MECA (K5 = 1.1 nM) a
concentraciones nanomolares estimula la gluconecgénesis independientemente de la
presencia de calcio extracelular {(Fig. 17A y B). De manera similar al receptor Az; ¥ a
la adenosina. En contraste, a concentraciones micromolares del agonista, el receptor
Aa inhibe la gluconeogénesis (Fig. 17A y B). De manera similar al receptor A4, con la
diferencia que el receptor Az depende de la presencia de calcio extracelular.

La respuesta bifasica de! receptor A; se pudiera explicar como que a
concentraciones nancmolares del agonista {IB-MECA} el receptor Az se une a una
proteina det tipo G4. Por medio de G, el A; eleva el calcio citosélico y activa a la PKC

[61,62). En higado de mamifero existen adenilil ciclasas del grupo 3 (Fig. 6) que
pueden ser activadas por la PKC [4] y de esta manera aumentar el AMPc intracelular.

En contraste, a concentraciones micromolares del agonista (IB-MECA)

probablemente el receptor Az se une a una proteina G;. Por medio de G;, el receptor

A3 inhibe a la adenilil ciclasa [58-60), disminuyendo el AMPc intracelular. Esta
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propuesta coincide con el modelo hipotético de diferentes estados conformacionales
de un receptor (Fig. 10A) [20].
Aparentemente ia gluconeogénesis, estimulada por adenosina, es

principalmente a través de AMPc y por estimulacién del recaptor As,.

VII.3. Glucogendlisis:

Hasta la fecha no hay datos reportados en la literatura acerca de la
glucogendlisis hepética y los agonistas especificos para los receptores de
adenasina.

La estimulacion del receptor A+ con concentraciones del agonista CCPA (Kq =
0.4 nM) desde 0.1 nM hasta 0.1 uM promueve la glucogendlisis (Fig. 19A y B). La
estimulacion se ve potenciada en presencia de calcio extracelular (Fig. 19A). Estos

resultados concuerdan con los obtenidos con adenosina. La adenosina desde
concentraciones nanomolares (activacién de los receptores A;} promueve la
glucogendlisis y de igual manera su accién se ve potenciada en presencia de calcio
extracelular (Fig. 18).

i 1ouopiul A4 SU acopia @ una proteina Gi. For medio de la subunidad o inhibe
la adenilil ciclasa [41,42] y por medio de las subunidades Py activa a la PLC [44,45].
Probablemente la estimulacion de la glucogendlisis en ausencia de calcio
extracelular se deba a que el receptor Ajes capaz de aumentar el calcio citosélico a

expensas de depdsitos intracelulares [50]).



La estimulacién del receptor Az, aumenta Ia glucogendlisis en un 50% de
manera dependiente de la presencia de calcio extracelular (Fig. 19A y B).

La estimulacién del receptor A; con el agonista IB-MECA promueve la
glucogendlisis en un 30% de manera dependiente de la presencia de calcio
extracelular (Fig. 19A y B).

Aparentemente, la glucogendlisis, estimulada por adenosina, es
principalmente a través de calcio y por activacion del receptor Aq. Sin embargo, no se
puede descartar la participacion del AMPc. Los receplores Ay, se acoplan a un
proteina G, estimulan a la adenilil ciclasa [41,42] y son capaces de aumentar la

glucogendlisis en un 50%. Este hecho puede explicar porqué el agonista A; a

concentraciones micromolares (Ky para los receptores Az, de 2.4 uM) estimula la
glucogenolisis hasta un 140%, en presencia de calcio extracelular. A estas

concentraciones (micromolares) se suman los efectos de los dos receptores (Al y

Azg) (Fig. 19A).
VL4, AGUIIUIGUION Ue Al —oionss.

Es importante mencionar que no hay en la literatura estudios que investiguen
la relacién entre el calcio extracelular y el efecto sobre e! AMPc por parte de los
agonistas de fos receptores de adenosina.

La estimulacion de los receptores A; a concentraciones nanomolares dei

agonista (Kq = 0.4 nM) inhibe el nivel de AMPc en un 40% (Fig. 20A) y el efecto

61




depende de la presencia de calcio extracelular (Fig. 20B). Estos resultados
concuerdan con los reportados en la literatura [41,42), en presencia de calcio

extracelular.

La estimulacion de los receptores Ay con el agonista IB-MECA inhibe el nivel
de AMPc en un 40% (Fig. 20A) y a diferencia de los receptores Aq es independiente
de la presencia de calcio extracelular (Fig. 20B). Estos resultados concuerdan con
los reportados en la literatura [58-60], en presencia de calcio extracelular. Cabe
mencionar que los estudios realizados hasta la fecha con los receptores A han sido
sdlo en células transfectadas [58-60].

La estimulacion de los receptares Az, a concentraciones del agonista (Kg = 15
nM) de 1 nM a 1pM aumenta el nivel de AMP¢ en un 45% (Fig. 20A). Esta
estimulacion es dependiente de calcio extracelutar (Fig. 20B). Estos datos
concuerdan con los reportados en la literatura [41,42], en presencia de calcio
extraceluiar.

Debido a que la mayoria de los estudios realizados [41,42,44,58] se han
hecho en presencia de forskolina, se decidi6 realizar una serie de experimentos en
presencia de este agente estimuiZlono ge ia wdwiin waase. wos rocutodorn
obtenidos en presencia de 1 uM de forskolina y en presencia de CaCly (Fig. 21) son
similares a los obtenidos en ausencia de la misma (Fig. 20A).

Con los resultados obtenidos se puede suponer que en higado de rata se
coexpresan diferentes tipos de adenilil ciclasa. Probablemente exista una relacion

entre el subtipo de receptor de adenosina y el tipo de adenilil ciclasa.
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El receptor A inhibe la adenilil ciclasa por medio de una Gy, y por las Gipy.

Este efecto inhibitorio es dependiente de calcio extracelular. Probablemente se trata

de una adenilil ciclasa que pertenece al grupo 3 (Fig. 6) [4]. Este grupo es inhibido
por Gi, ¥ por un aumento de calcio citosélico a expensas def medio extracelular [4).
El aumento de calcio citosdlico a expensas del medio extracelular mediado por el
receptor Aq puede deberse a que por medio de las Gig, provoca un aumento de ca®
a expensas de depésitos intracelulares [50] y esta elevacién de ca®* provoca la
activacién de una Icrac [71-73]. Probablemente de esta manera el receptor Ay sea
capaz de promover la entrada de calcio [50] en el hepatocito de rata.

El receptor Az, estimula la adenilil ciclasa por medio de una G [41,42]. Este

efecto es dependiente de la presencia de calcio extracelular (Fig. 20A y B).

Probablemente se trata de una adenilil ciclasa del grupo 1 (Fig. 6) [4]. Este grupo
puede ser activado por Gus ¥ por un aumento del calcio citosdlico a expensas del
medio extracelular [4]. El mecanismo por el cual el receptor Az, pudiera promover la
antrada de calcio en el hepatocito se desconoce, ya que en este tipo celular no
existen canales Qe CaICID Sensibius a ia oaivinacien por DWA TRR 74731 Asi mismo.
no se ha podido comprobar si los dimeros By de la proteina Gs pueden activar a la
PLC [14,22] y de esta manera activar una Icrac [71-73).

El receptor Az inhibe a la adenilil ciclasa por medio de una G;. El efecto es

independiente de la presencia de calcio exiracelular (Fig. 20A y B). Probablemente
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se trata de una adenilil ciclasa del grupo 3 (Fig. 6) [4]. Este grupo es inhibido por la

subunidad o de la proteina G; [4].

VIL5. APNEA ;un nuevo receptor?

El agonista APNEA se habia utilizado como agonista de los receptores Az (Kq
= 15,5 nM) [12,55] hasta el desarrollo de un nuevo agonista més especifico, e! IB-
MECA {K4 = 1.1 nM) [12,55].

Los resultados obtenidos con APNEA son inesperados y no concuerdan con lo
que se ha reportado en la literatura [58,61]. Cabe sefialar que los estudios realizado
con APNEA, como agonista Az, han sido realizados en células transfectadas
unicamente.

En hepatocitos aislados de rata el agonista APNEA: (i) estimula la
gluconeogénesis en un 50% (Fig. 17A); (ii) estimula a glucogendlisis en un 55% (Fig.
19A), y eleva el nivel de AMPc en un 100% (Fig. 20A). Todos estos efectos
dependen de la presencia de calcio extracelutar (Figs. 178, 19B y 20B).

A partir de estos resultados tan solo se pueden especular varias hipotesis:

a)Diferentes estados de activacion gei revupiur Ay, Gopoindicids dol linandn
Baséndose en el modelo propuesto por Hofman y cols. [20], donde se propone que
un ligando puede modular que un receptor se acople preferencialmente a un tipo de
proteina G (Fig. 10B). Probablemente el APNEA haga que el receptor Az se acople
preferencialmente con una proteina Gq [61,62]. Eleva el calcio citosdlico, activa a la

PKC y puede activar a la Icrac. De esta manera aumenta la gluconeogénesis (Fig. 2)



[2). la glucogendlisis (Fig. 3) [3] y ! AMPc por medio de |a activacién de una adenilil
ciclasa del grupo 1 (Fig. 4) [4].

b)Potenciacién de la actividad del receptor Az,.. Debido a que el agonista
APNEA es no selectivo [55], no se puede descartar la posibilidad de que pueda estar
estimulando a mas de un subtipo de receptor de adenosina. Se propone que puede
potenciar las acciones de! receptor Ag,, debido a que los efectos obtenidos del
APNEA son similares a estos receptores, con la diferencia de que el APNEA
depende en todo momento de la presencia de calcio extracelular,

c)Estimulacion de un °‘nuevo” sublipo de receptor de adenosina. No se puede
descartar la posibilidad de la existencia de un subtipo diferente de recaptor de
adenosina en hepatocitos de rata. En cerebro de rata se propone la existencia de un

quinto subtipo de receptor de adencsina, el A4 [38,39]. Se propone que &! receptor A4
tiene acciones similares a los receptores Az, pero con diferente localizacion y

diferente afinidad hacia los agonistas [39)].
Sin embargo, todas estas son tan sélo especulaciones. Es necesario realizar
estudios posteriores con antagonistas especificos y de biologia molecular para poder

descartar o aprobar las hip6tesis formuladas.
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VIII

CONCLUSIONES

En hepatocitos aislados de rata:

La adenosina:

4 La adenosina a concentraciones micromolares actGa como un agente
hiperglucemiante,

& La adenosina no depende de calcio extracelular para eslimular la
gluconeogénesis.

4 El calcio extracelular potencia el efecto estimulatorio de la adenosina sobre |a
glucogenolisis.

Los receptores de adenosina y las vias metabélicas:

# Se demuestra la existencia de tres subtipos de receptores de adenosina: A4, Aga y
As.

4 Principalmente el receptor A2a estimula la giuconeogénesis.

& Principalmente el receptor A1 estimula la glucogendlisis.

& EI receptor A3 participa (en menor grado que los otros 2 receptores) en la
estimulacion tanto de la gluconeogénesis como de ia glucogendlisis.

& Elagonista APNEA estimula la gluconeogénesis y la glucogendlisis.

Los receptores de adenosina y el AMPc:

+ Elreceptor A1 a concentraciones nanomolares inhibe el nivel de AMPc.

# Elreceptor A2a aumenta el nivel de AMPc,
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L]

El receptor A3 estimutado por IB-MECA inhibe el nivel de AMPc.

Ef agonista APNEA aumenta el nivel de AMPc.

Dependencia de calcio:

L]

El efecto del receptor A2a a concentraciones nanomolares sobre la
gluconeogénesis no depende de calcio extracelular.

Ei efecto del receptor A2a sobre el AMPc depende de calcio extracelular.

El efecto de! receptor A1 sobre la glucogenélisis se ve potenciado por el caicio
extracelular.

El efecto del receptor A1 sobre el AMPc depende de la presencia de calcio
extracelular.

El efecto del receptor A3 sobre la gluconeogénesis y la glucogendlisis depende
de la presencia de calcio extracelular.

El efecto del receptor A3 sobre ef AMPc no depende det calcio extracelular.

Los efectos del agonista APNEA todos dependen de la presencia de calcio

extracelular.

Eslo denota fa complejidad de las vias de fransduccion de sefales y la

intercomunicacién entre ellas. Tan sblo se puede observar el producto final de la

estimulacién de un receptor (activacion o inhibicién de una via metabdlica). En este

trabajo se evalué una pequefia parte de toda una red de sefiales. Los resultados

obtenidos permiten esclarecer un poco los mecanismos por los cuales la adenosina

actta en el higado de mamifero y dan la base para estudios posteriores.
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