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Resumen.

ACOSTA TRUJILLO CARLOS. Mecanismos de sefializacion de los receptores de
adenosina Aya Y Az en la ureogénesis, glucogendlisis y gluconeogénesis en
hepatocitos aislados de rata (bajo la direccion de la Dra. Raquel Guinzberg

Perrusquia y el Dr. Enrique Pifia Garza).

En hepatocitos aislados de higado de rata se estudio el efecto de los receptores de
adenosina A,a Y Ags en la sefializacién celular via AMPc (PKA o Epac), sobre la
ureogénesis, gluconeogénesis y glucogendlisis. Los hepatocitos aislados de rata se
incubaron con agonistas selectivos de los receptores Aza Y Az, con analogos del
AMPc especificos para activar a PKA o Epac, e inhibidores de la PKA 'y la Epac. Los
resultados obtenidos indican que cuando estimulamos a los hepatocitos con el
anélogo Aza en presencia del H89, inhibidor de la PKA, se inhibe el aumento en la
concentracion de urea y glucosa, previamente detectado en presencia del analogo
solo. Al estimular con el andlogo selectivo A,s en presencia del mismo H89 no se
inhibié la activacion de la gluconeogénesis, glucogendlisis ni de la ureogénesis
registrada con el analogo Ays solo. Cuando la mezcla de incubacién contenia al
agonista selectivo Aza y Brefeldin A, un inhibidor de la Epac sobre la sintesis de
glucosa y urea, no se ve afectado el efecto estimulatorio del agonista de Aza, en
cambio si la mezcla de incubacion esta constituida por Ags y Brefeldin A se observa
un efecto inhibitorio del estimulo del agonista A,s al activar la gluconeogénesis,
glucogendlisis y ureogénesis. Estos datos nos permiten sugerir que en hepatocitos

de rata, la sefalizacion celular del receptor de adenosina A, es a través de la



cascada de amplificacion dependiente de PKA y la sefializacion celular del receptor

Azg es por medio de la correspondiente cascada de amplificacion ligada a Epac.



Lista de abreviaturas usadas en este trabajo.
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PKA proteina cinasa dependiente de AMPc.



Introduccion.

Gluconeogénesis.

La glucosa ocupa un lugar central en el metabolismo, como combustible y
como precursor de otras biomoléculas. Las células del cerebro y los glébulos
rojos dependen casi por completo de la glucosa como fuente de energia. La
capacidad del higado para almacenar glucogeno solamente basta para
suministrar glucosa al cerebro durante medio dia en situacion de ayuno. De
este modo, cuando se ayuna la mayor parte de la glucosa necesaria debe ser
aportada por gluconeogénesis (literalmente, nueva sintesis de glucosa) que es
la biosintesis de glucosa a partir de precursores que no son carbohidratos. La
gluconeogénesis y la sintesis de urea representan las vias biosintéticas
principales del higado durante el ayuno[1]. La gluconeogénesis se lleva a cabo,
principalmente, en el higado y en la corteza renal. Algunos de los sustratos
gluconeogénicos son: lactato, piruvato, glicerol y alanina, siendo el lactato uno
de los mas importantes.

En la regulacién de la gluconeogénesis cabe destacar el papel de la fructosa-
2,6-bisfosfato, una molécula sefal. Al aumentar los niveles de fructosa-2,6-
bisfosfato se inhibe la gluconeogénesis, debido a que actua sobre la fructosa-
1,6-bisfosfatasa[2]. La fructosa-2,6-bisfosfato se forma por fosforilacion de la
fructosa-6-fosfato, en una reaccion catalizada por la fosfofructocinasa-2.
También la fructosa-2,6-bisfosfato es hidrolizada a fructosa-6-fosfato por la
fructosa-2,6-bisfosfatasa. Tanto la fosfofructocinasa-2 como la fructosa-2,6-
bisfosfatasa se encuentran en la misma cadena peptidica de 55 kD. Esta
enzima bifuncional tiene un dominio regulador en la region amino terminal,

seguido por un dominio quinasa y un dominio fosfatasal3].
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Esta enzima bifuncional puede ser regulada tanto por el AMPc como por el
calcio. Un aumento en la concentracion del AMPc activa la subunidad catalitica
de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA). La PKA fosforila a las
enzimas fosfofructocinasa-2 y fructosa-2,6-bisfosfatasa; de este modo, se
inhibe la sintesis de fructosa-2,6-bisfosfato y se activa su degradacion. La PKA
también fosforila a la piruvato cinasa, inactivdndola, esto disminuye el ciclo fuatil
piruvato/fosfoenolpiruvato, con lo que se reconduce al fosfoenolpiruvato hacia
la sintesis de glucosa. La adrenalina promueve la gluconeogénesis por
estimulacién de los receptores a-1 adrenérgicos, incrementando el calcio
citosolico, y disminuyendo la concentracion de la fructosa-2,6-bisfosfato. El
aumento de calcio activa a una proteina cinasa dependiente de calcio (PKC),
que fosforila a la fosfofructocinasa-2[4].

El control a corto plazo de la gluconeogénesis puede ser ejercida por hormonas
como el glucagon. La gluconeogénesis también es controlada por sus
productos finales como la glucosa y es incrementada durante la diabetes y el
ayuno[5]. Las propiedades del glucagon para estimular la gluconeogénesis
desde el lactato en preparaciones de higado aislado fueron informadas por
primera vez por Schimassek & Mitzkat en 1963[6]. El glucagon incremento la
tasa aparente de gluconeogénesis en un 30%-70% cuando se utilizaron
higados perfundidos de ratas en ayuno, y de 200%-400% con higados de ratas
alimentadas[7-9]. El glucagon no solo estimula la gluconeogénesis desde
lactato y piruvato, también lo hace desde sustratos como glutamato[10],
glutamina[1l] y propionato[12] , que entran en la via metabodlica a nivel de
oxaloacetato, o como fructosa[13], gliceraldehido y dihidroxiacetona[14], que

son convertidas a triosa fosfato.



Glucogendlisis.

Otra forma de obtener glucosa libre es por la degradacion del glucégeno. En la
glucogendlisis primero actia la enzima glucogeno fosforilasa, la cual acorta las
cadenas del glucégeno eliminando los restos glucosilos o glucosidicos
terminales que aparecen en forma de glucosa-1-fosfato. Posteriormente la
enzima desramificante cataliza dos reacciones sucesivas: la primera es una
transferencia de glucosilos terminales y la segunda (amilo-1,6-glucosidasa) es
la hidrolisis del residuo que permanecia unido por enlace a 1-6 para dar
glucosa libre. Tanto la sintesis como la degradacion del glucégeno se regulan
por efectores alostéricos (AMP, ATP, glucosa-6-fosfato, entre otros) y por
modificacion covalente a través de fosforilacion y desfosforilacion[3].

La glucégeno fosforilasa es un dimero con un sitio activo para unirse al
glucdgeno, otro para la glucosa, un sitio de union al AMP y ademas un sitio
inhibidor. Cada uno de los monémeros puede ser fosforilado en la serina-14. La
fosforilacion de este sitio convierte la forma b o inactiva, en la forma a o activa.
La enzima que fosforila a la glucogeno fosforilasa es la fosforilasa cinasa,
formada por tres subunidades: a, B y 6. La subunidad & es la calmodulina,
proteina que también existe separadamente, que juega un papel regulador. La
calmodulina liga cuatro iones calcio por monomero; cuando las subunidades de
calmodulina de la fosforilasa cinasa estan activadas, la molécula entera
cambia a la conformacién activa y es capaz de fosforilar a la glucogeno
fosforilasa. De esta manera el incremento en la concentracion de calcio
provoca la degradacion de glucogeno. Por medio de la adrenalina (receptor
alfa), el complejo adrenalina-receptor convierte al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
a inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol[3]. El IP3 es capaz de liberar calcio

7



del reticulo endoplasmico e incrementar su concentracion en el citosol. Al final
se obtiene una activacion de la fosforilasa cinasa por medio de la
calmodulina[3].

La glucogendlisis hepética responde también a los incrementos en los niveles
de AMPc. El AMPc activa 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 promover la glucogendlisis[3].

El glucagon aumenta la glucogendlisis hepatica por la estimulacién de la
adenilil ciclasa que causa un incremento en los niveles de AMPc celular que
activa a la PKA y esta a su vez conduce a la activacion de una glucégeno
fosforilasa para la degradacién del glucogeno[15]. Al mismo tiempo, la PKA
fosforila y ayuda a inactivar la sintesis de glucégeno[16].

Ureogénesis.

La urea es formada en el higado por un proceso ciclico en el cual la ornitina es
primero convertida en citrulina y después en arginina[17]. La reaccion hidrolitica
de arginina produce la urea y regenera ornitina. La urea es el principal producto
final de nitr6geno en el metabolismo de mamiferos y muchos otros organismos,
ademas el ciclo de la urea requiere de enzimas mitocondriales y
citosolicas[18].

La ruta del nitrégeno removido por el higado del exceso de aminoacidos es la
siguiente: La transaminasas transfieren nitrégeno de glutamato a 2-
oxoglutarato. Como la urea contiene 2 atomos de nitrogeno, 2 moléculas de
glutamato deben donar su grupo amino. Una molécula es desaminada
directamente por glutamato deshidrogenasa. Esta molécula de amonio es
combinada con bicarbonato para formar fosfato de carbamoil, el cual transfiere

8



su grupo carbamoil a ornitina para formar citrulina. La segunda molécula de
glutamato transfiere su nitrdgeno por transaminacion al oxaloacetato para
formar aspartato. La molécula de aspartato es incorporada intacta a
argininosucinato mediante una reaccién con citrulina. Después por una
reaccion de eliminacién, la cadena de 4 carbones de argininosuccinato es
convertida a fumarato con la aparicion de arginina como producto de
eliminaciéon. Finalmente la hidrolisis de arginina nos da urea y se regenera la
ornitina.

La carbamoil fosfato sintetasa I, la enzima mitocondrial que cataliza el primer
paso del ciclo de la urea depende de Mg*'y ATP[19], es regulada por cambios
en la concentracién de Ca** en la matriz mitocondrial[20] y es activada
alostéricamente por el N-acetilglutamato[21].Este metabolito es sintetizado a
partir de glutamato y acetil-CoA por la N-acetilglutamato sintetasa, e hidrolizado
por una hidrolasa especifica. La velocidad de produccion de la urea por el
higado est4, de hecho, en correlacion con la concentracion de N-
acetilglutamato. Cuando aumenta la degradacion de aminoacidos generando
un exceso de nitrdgeno que debe ser excretado, se requiere un aumento en la
velocidad de sintesis de urea. El incremento en esta tasa de degradacion
implica un aumento en la concentracion de glutamato a traves de reacciones de
transaminacion. Esta situacion, a su vez, provoca un aumento en la sintesis del
N-acetilglutamato, estimulando a la carbamoil fosfato sintetasa y, por lo tanto, a
todo el ciclo de la urea. Las enzimas restantes del ciclo de la urea estan
controladas por las concentraciones de sus respectivos sustratos.

El glucagon incrementa la actividad de las cinco enzimas del ciclo de la urea en

el higado de rata [22].



Adenilil ciclasa.

La activacion de la adenilil ciclasa (AC) da como resultado la produccion
intracelular de AMPc a partir de ATP, es iniciada por el enlace de hormonas a
receptores de superficie de células[23]. Adrenalina o epinefrina, dopamina,
prostaglandina PGE2, adenosina, y glucagon son solo algunos ejemplos de
muchas hormonas que activan la AC mediante enlace a receptores de
membrana. En mamiferos se han identificado nueve genes que codifican para
la adenilil ciclasa de membrana(AC1 a AC9)[24-27] y un gen que codifica para
una isoforma soluble(sAC)[28]. Estas diez isoformas de adenilil ciclasa pueden
ser divididas en cinco familias distintas basadas en la similitud de la secuencia
de aminoécidos y sus atributos funcionales. Las isoformas sensibles a Ca®" y
Ca”*-calmodulina son los tipos AC1, AC3 y AC8. Las que son estimuladas por
la subunidad By de las proteinas G son AC2, AC4 y AC7. La AC5 y la AC6 se
distinguen por su sensibilidad a ser inhibidas por Ca*" y las isoformas de la
subunidad a; de las proteinas G (Gao, Gai;, Gaip, Gaiz y Ga,). AC9 es la mas
divergente de la familia y es altamente insensible al diterpeno forskolin. La
dltima isoforma, sAC, es la més divergente de todas las ciclasas de mamifero y
es similar a las ciclasas encontradas en cianobacterias[28]

En higado de mamiferos se ha reportado la existencia de la AC4 y AC5, en
general todas las isoformas de AC se encuentran, aunque no limitadas, en

tejidos exitables como son las neuronas y el masculo[24, 29].
Proteinas G

Las sefales de transduccion mediadas por proteinas G es un complejo y muy
versatil sistema de sefalizacion transmembranal que envuelve cientos de

receptores diferentes y multiples proteinas G y efectores[30]. Las proteinas de
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union de nucledtidos de guanina o proteinas G son heterotrimeros compuestos
por las subunidades a, By v, y se clasifican con base a su subunidad a[31]. Las
proteinas G heterotriméricas que acoplan receptores a efectores, pueden ser
divididas en cuatro grupos expresadas en familias, Gs, Gi/Go, G¢/Gi1 Y
G12/G13[32-34]. Las concentraciones celulares de proteinas G que pertenecen a
la familia Gj, exceden considerablemente a aquellas de las otras familias[31].
La subunidad a consiste en dos dominios: un dominio con actividad de GTPasa
y un dominio de a hélice, que es comun en todas las subunidades a. Las
proteinas G, en reposo, se encuentran normalmente unidas a GDP. Cuando
ocurre la union del agonista al receptor, y activacion del mismo, el GDP se
intercambia por un GTP citosdlico y la proteina G se disocia en dos
componentes: la subunidad a unida al GTP y las subunidades [ y V.
Eventualmente, la subunidad a se inactiva a si misma (actividad de GTPasa) y,
ya unida a GDP, se vuelve a reconstituir la proteina G[31].

Se han descrito cinco subunidades [ y diez subunidades y[35] Las
subunidades B y y se encuentran asociadas fuertemente y se les puede
manejar como una sola unidad funcional. Tanto las subunidades a unidas a
GTP como los dimeros B y y son moléculas activas por si mismas y modulan la

actividad de proteinas efectoras especificas[36, 37].
Adenosin monofosfato ciclico.

El concepto de segundo mensajero en sefalizacion naci6 con el
descubrimiento del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y su habilidad para
influenciar el metabolismo, la forma celular y la transcripcion genética[38] via
fosforilacion reversible de proteinas. EI AMPc es producido por la adenilil
ciclasa en respuesta a una variedad de sefales extracelulares como son
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hormonas, factores de crecimiento y neurotransmisores, este AMPc difunde
rapidamente en la célula para activar las proteinas cinasas dependientes de
AMPc y también estimula la fosforilacion de un grupo selecto de proteinas. La
disminucién en los niveles de AMPc en citosol es debido a la hidrélisis del
AMPc por las fosfodiesterasas. En la ausencia de fosfodiesterasas el AMPc es
extremadamente estable. Durante mucho tiempo se pensé que el Unico
objetivo del AMPc era la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)[39], que
se ha convertido en un modelo de estructura y regulacion de proteina cinasa
[40-42].

Proteina cinasa dependiente de AMPc.

En la mayoria de las células eucariotas, el AMPc ejerce una gran influencia
dentro de la célula principalmente a través de la activacion de la proteina
cinasa dependiente de AMPc (PKA), una enzima clave con numerosos
sustratos intracelulares[43]. La PKA fue una de las primeras proteinas cinasas
en ser descubiertas[39]. La PKA estd compuesta de dos subunidades: la
catalitica (C) y la reguladora (R). La subunidad C es inicialmente fosforilada en
el aminoacido treonina 197 (T197)[44, 45]. La fosforilacion de T197 es
necesaria para la maduracion y actividad biologica optima de la PKA[46, 47].
Una vez fosforilada la subunidad C de la PKA es totalmente activa, y el T197
fosforilado no se desactiva rapidamente[48]. La subunidad C de la PKA es
entonces regulada via interaccion con la subunidad inhibitoria R, el mayor
receptor intracelular de AMPc que secuestra la subunidad C para formar una
holoenzima heterotetramérica inactiva, R,C,. EI AMPc se une a la subunidad R
e induce cambios conformacionales que permiten la disociacion de la
holoenzima en sus constituyentes subunidades C y R[49]. La subunidad C
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Antecedentes.

Adenosina y sus receptores.

La adenosina es un nucledsido de purina y es intermediario en la via degradativa del
ATP. La adenosina es transportada hacia las células por medio de difusion facilitada,
pero también es formada en las células a partir del AMP o de la degradacion de la S-
adenosilhomocisteina. EI AMP intracelular es derivado hacia adenosina por una
nucleotidasa especifica[58, 59]. La adenosina es degradada hacia inosina por la
adenosina desaminasa o llevada hacia AMP por la adenosina cinasa[58, 59].

Entre las propiedades biolégicas de la adenosina se encuentra su toxicidad para las
células de mamiferos y para las bacterias[58]. En sistema nervioso central la
adenosina produce disminucion en la liberacion de neurotransmisores, sedacion,
disminucién en la actividad locomotora, hiperalgesia y actia como anticonvulsivante.
En el sistema cardiovascular produce vasodilatacion, vasoconstriccion, bradicardia,
un efecto inotropico negativo e inhibicién de la agregacién plaquetaria. En el rifion
produce disminucién en el filtrado glomerular y funciona como anti diurético e inhibe
la liberacion de renina. En el sistema respiratorio produce broncoconstriccion,
broncodilatacion, secrecion de moco y depresion respiratoria. En el sistema
gastrointestinal produce inhibicién de la secrecion de acido gastrico[60]. Las acciones
opuestas de la adenosina en un mismo sistema se deben a la activacién de
diferentes receptores de membrana[60].

Actualmente hay evidencia de la existencia de un gran numero de células que
contienen receptores de membrana donde la adenosina actia para modificar las

funciones celulares[61]. Estos receptores son llamados, en (general,
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purinoreceptores, los cuales estan subdivididos. En un principio fueron clasificados
como receptores P; y P,, siendo los primeros mas sensibles a la adenosina y al AMP
y los responsables de la modulacion de la actividad de la adenilil ciclasa, mientras
gue los P, son mas sensibles al ATP y al ADP[59, 62]. Actualmente los receptores P4,
especificos para la adenosina, se subdividen en cuatro subtipos: A1, Aoa, A Y A3[62];
se propone la existencia de un quinto subtipo de receptor llamado A4[63], el cual no
ha sido clonado.

Tradicionalmente, los receptores para la adenosina han sido clasificados en subtipos,
basandose principalmente en sus caracteristicas de union del ligando y las
respuestas bioquimicas obtenidas por su activacion. El primer pardmetro incluye las
afinidades relativas de una serie de agonistas como también la sensibilidad a
antagonistas. La clonacion de los receptores de adenosina se inicié en 1989 con el
aislamiento de los cDNAs del “receptor huérfano”, denominados RDC7 y RDC8, por
Libert et al[64]. Posteriormente se confirm6 que el RDC7 y el RDC8 codificaban al
receptor A1[65] y al receptor A;[66], respectivamente. Los receptores de adenosina
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a las proteinas G y se
caracterizan por siete dominios transmembranales de aproximadamente de 22 a 25
aminoacidos hidrofébicos[67]. Se considera que el lado intracelular de estos
receptores, particularmente las regiones de las asas intracelulares 3-4 y 5-6; y la
porcion carboxilo terminal, interaccionan con la proteina G acopladora[68].

En higado de ratas se ha detectado los ARNm que codifican para los cuatro subtipos
de receptores de adenosina, aunque se detectd que el ARNm del receptor de
adenosina Aj estaba presente en mayor cantidad[69-71].

En higado de ratas se han informado concentraciones de adenosina de 0.01 uM [72],
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mientras que en plasma y suero son de 2.4 uM [73] y 8.0 uM [74] respectivamente.
Se ha estudiado que en hepatocitos aislados de rata concentraciones micro molares
de adenosina estimulan la glucogendlisis[75], la gluconeogénesis[76] y la
ureogénesis[77].
La respuesta ureogénica a la estimulacion de los receptores de adenosina A; 0 Az, es
estrictamente dependiente del incremento de la concentracion de calcio intracelular y
extracelular respectivamente[78], mientras que la respuesta ureogénica el receptor
Aza No depende de la concentracion de calcio[79].
Se sabe que en hepatocitos aislados de rata la concentracion de AMPc se
incrementd en respuesta al estimulo de los receptores de adenosina Az y Agg, al
igual que la ureogénesis[80]. Es de gran interés hacer notar que al inhibir la adenilil
ciclasa en presencia de bloqueadores especificos, la respuesta ureogénica de los
receptores de adenosina A, Y Azs Se bloquea, pero no la respuesta de los receptores
A1y A3[80].
En hepatocitos aislados de rata se encontré6 que la activacion del receptor de
adenosina Aa estimula la gluconeogénesis mediada por AMPc[81].
También se ha reportado que la estimulacion del receptor Azg incrementa la liberacion
de glucosa, probablemente por un proceso dependiente de AMPc[82].
En conclusion para los efectos de este trabajo los datos importantes son los
siguientes:

i. Los receptores hepaticos de la adenosina cuya sefializacién ocurre via AMPc

son los Aza Y Agg.
ii. La estimulacion de dichos receptores produce en el higado un aumento en la

gluconeogénesis, la glucogendlisis y la sintesis de urea.
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iii. Parece redundante y no existe ninguna explicacion al hecho de que 2
receptores distintos, que son activados por el mismo agonista (la adenosina),
producen las mismas respuestas metabdlicas via la cascada de amplificacion

del AMPc.

En vista de lo anterior, y de que se ha reportado dos rutas diferentes en la cascada
de amplificacion de AMPc, una via PKAy otra via Epac, se propone la siguiente
hipotesis:
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Hipotesis.

La via de sefializacion del AMPc, generado por la activacion de los receptores Asa 'y
Azg en el hepatocito, corre rio abajo por dos rutas; una en la que interviene la PKA 'y

otra en la que participa la Epac.

Objetivo.

El objetivo es investigar la participacion de la PKA y la Epac como parte de la
respuesta a la estimulacion de los receptores A;a ¥ Axg de la adenosina en la

glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis.
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Material y Métodos.

Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 15 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 180 a 200 gramos,
alimentadas ad libitum, con alimento comercial'. Los animales fueron mantenidos
durante una semana con temperatura controlada de 20°C, colocados por parejas en
jaulas con dimensiones de 24cm de ancho, 40cm de largo y 20cm de alto, con lecho
comercial’> elaborado de maderas duras libres de patégenos, alquitranes y
aflatoxinas.

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio), y aprobados por el Comité Institucional de Etica de la
Facultad de Medicina y por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México.

Reactivos.

Se utilizaron los siguientes reactivos: analogo de adenosina especifico para estimular
los receptores Aa (CGS-21680)[83]; anédlogo de adenosina especifico para estimular
los receptores A,s (NECA) [84-86]; analogo de adenosina para inhibir los receptores
A: (DPCPX); anadlogo de AMPc especifico para estimular PKA (6BNZ)[87]; analogo
de AMPc especifico para estimular EPAC (8pCPT)[87]; inhibidor especifico para PKA
(H89)[88, 89]; inhibidor especifico para EPAC (BFA)[90].

'Harlan 2018S de la marca Harlan TEKLAD elaborado en Madison, Wisconsin.

Aspen Chip de la marca NEPCO.
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Debido a que NECA también estimula a los receptores A;, se afiadio un inhibidor
especifico para éstos receptores; por lo que al hablar del analogo de adenosina
NECA se hace referencia a la mezcla del agonista del receptor Az con el

antagonista para el receptor A;.
Aislamiento de células hepaticas.

La rata se anestesid utilizando farmacos aprobados por la NOM-062-ZO0-1999
(ketamina y xylazina 75mg/Kg + 10mg/kg IP) y se realizd la eutanasia por
exanguinacion, se aislaron las células hepaticas por el método de Berry y Friend[91],
modificado por Guinzberg R.[77], el cual consiste en la perfusidon del higado, a través
de la vena porta, con solucién Ringer-Krebs-Bicarbonato (NaCl 120mM, KCI 5.7 mM,
KH2PO4 1.2mM, NaHCO3 12 mM) adicionado con colagenasa tipo IV con lo que se
digiere el estroma hepético. Se obtienen las células hepaticas macerando el higado
y lavando con la misma solucién Ringer-Krebs-Bicarbonato; la solucion de
hepatocitos se vacié en un tubo, se centrifugd y se decanté el sobrenadante. La
muestra celular se sometié a la prueba de exclusion con azul de tripano, para evaluar
la viabilidad celular, obteniendo una viabilidad mayor del 90%. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado.

Determinacion de glucosa (Gluconeogénesis).

Se utilizaron ratas en ayuno (24 hrs). Se obtuvieron los hepatocitos con el
procedimiento ya descrito, las células aisladas se separaron en tubos y se incubaron
en presencia de lactato (como sustrato), analogos de adenosina, los analogos del

AMPc y los inhibidores de la PKA'y la Epac, la incubacién se hizé durante 60 minutos

20



en un bafio de agua con una temperatura de 37°C y con agitacion continua,
posteriormente se centrifugd a 2700g durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante.
La determinacion de la concentracion de glucosa se hizo en el sobrenadante con el
método de Fales[92], el color desarrollado se midi6 a 540 nm en un
espectrofotometro de luz visible. Se evalud el efecto gluconeogénico de los analogos
de adenosina en presencia de analogos del AMPc y los inhibidores de la Epac y la
PKA comparandolos con un basal.

Determinacion de glucosa (Glucogenalisis).

Las células aisladas se separaron en tubos y se incubaron en presencia de analogos
de adenosina, con la adicibn de los mismos reactivos utilizados para
gluconeogénesis (excepto lactato), durante 45 minutos en un bafio de agua con
temperatura de 37°C y con agitaciébn continua, después se centrifugdé a 2700g
durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante. La determinacibn de la
concentracion de glucosa se hizo en el sobrenadante con el método de Fales[92], el
color desarrollado se midi6 a 540 nm en un espectrofotbmetro de luz visible. Se
evaluo el efecto glucogenolitico de los analogos de adenosina en presencia de
analogos del AMPc vy los inhibidores de la Epac y la PKA comparandolos con un

basal.

Determinacion de urea (Ureogénesis).

Las células aisladas se separaron en tubos y se incubaron en presencia de
carbonato de amonio (como fuente de nitrégeno), ornitina (para la sintesis de urea),
analogos de adenosina, asi como los analogos del AMPc e inhibidores de la PKAYy la

Epac. La incubacion se hizé durante 60 minutos en un bafio de agua con temperatura
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de 37°C y con agitacién continua, posteriormente las muestras se centrifugaron a
2700g durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante. La concentracién de urea se
determind en el sobrenadante con el método de Gutman y Bergmeyer[93]. Se evalud
el efecto ureogénico de los analogos de adenosina en presencia de analogos del

AMPc y de inhibidores de la Epac y la PKA comparandolos con un basal.
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Protocolo del experimento.

La incubacion de los hepatocitos con los diferentes reactivos se realizé de acuerdo a

la Tabla 1.

NECA 6-BNZ 8pCPT

Tabla 1. Protocolo para la incubacion de los hepatocitos que representa las diferentes
condiciones experimentales con los agonistas de receptores de adenosina, los anédlogos de
AMPc y los inhibidores de la PKA y la Epac.

De lado izquierdo se encuentran los tratamientos hombrados con las literales del alfabeto griego, en la
parte superior estdn los nombres de las sustancias adicionadas y al centro se indica con un signo (+)
la adicion de 10 pL de la sustancia para obtener una concentracion final de 1 uM de dicha sustancia.
Al basal no se le adiciona ninguna de las sustancias mencionadas. El mismo protocolo se utiliz6 para
la determinacion de glucosa y de urea. CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular
los receptores A, (AGOSEL A,p); NECA, anadlogo de adenosina especifico para estimular a los
receptores A,z (AGOSEL Ayg); 6BNZ, andlogo de AMPc especifico para estimular a la PKA; H89,
inhibidor especifico para la PKA; 8pCPT, anadlogo de AMPc especifico para estimular la Epac; BFA,
inhibidor especifico para la Epac.
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Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos de las determinaciones de glucosa y urea se presentan
como la media + error estandar (ES). Se utilizé el procedimiento de andlisis de
varianza (ANOVA) para realizar el andlisis de los datos para todos los casos,
considerando una p < 0.05 como estadisticamente significativa. Se utilizé el método
de Bonferroni para realizar las comparaciones multiples de medias cuando existid
diferencia estadistica significativa en el ANOVA. Se utiliz6 el programa estadistico

Sigma Stat v.1 para el sistema operativo Windows.
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Resultados.

Glucogendalisis.

En este experimento los resultados son el promedio de 3 ensayos realizados por
duplicado, la glucosa basal liberada fue de 68.40 + 3.48 pmoles de glucosa por mg
de hepatocitos en 45 minutos de incubacion y este valor se tom6 como el 100% de
glucosa liberada, y los diferentes tratamientos se compararon contra este porcentaje.
En la Figura 1 se muestran las respuestas obtenidas a la estimulacion de los
receptores Aza Yy Azg, Y el efecto producido por los analogos de AMPc, y los
inhibidores de la PKAYy la Epac en la glucogendlisis. Los hepatocitos (obtenidos de
ratas comidas) que fueron incubados con el H89 (95.77% + 4.95) y el BFA (101.03%
+ 3.55) no mostraron aumento en la liberacién de glucosa que fuera estadisticamente
significativo comparados contra el basal, en cambio cuando los hepatocitos
estuvieron incubados con agonistas de receptores Aza (150.09% + 8.63) y Azs
(148.49% + 9.66) la liberacion de glucosa aumento y fue estadisticamente
significativo comparando contra el basal. Los analogos de AMPc, el 6BNZ (113.22%
+8.31) y el 8pCPT (106.82% + 6.38), aumentaron la liberacién de glucosa pero no
hubo diferencia estadisticamente significativa con respecto al basal.

En la Figura 2 se muestran las respuestas obtenidas a la estimulacion de los
receptores Az junto con el efecto producido por los anédlogos de AMPc, y los
inhibidores de la PKAYy la Epac en la glucogendlisis. Cuando la mezcla de incubacion
estuvo constituida por el agonista de receptores Az Y el H89 (96.56% + 3.34) no se
percibiod el estimulo ocasionado por el agonista Az y no hubo cambios en la

liberacion de glucosa que fueran estadisticamente significativos comparando contra
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el basal, mientras que en las mezclas del agonista de receptores A,a con el 6BNZ
(140.39% + 5.45), el 8pCPT (139.01% + 7.02) y el BFA (139.88% + 7.35) si
mostraron un aumento en la liberacion de glucosa y fue estadisticamente
significativo comparado contra el basal.

La informacion de la Figura 3 es muy similar a la informacion de la Figura 2 en
cuanto a tratamiento se refiere, pero la incubaciéon fue en presencia del analogo
especifico del receptor de adenosina Agg con los analogos de AMPc especificos para
la PKA y la Epac y los inhibidores de la PKA y la Epac. Esta vez donde no hubo
efecto por la estimulacion del receptor A,g con su agonista selectivo fue cuando la
mezcla de incubacidén estuvo constituida por el agonista de receptor Ass y el BFA
(100.39% + 5.27) por lo que no hubo diferencia estadisticamente significativa
comparando contra el basal, en cambio en las mezclas del agonista de receptores
Asg con el 6BNZ (142.89% + 9.22), el H89 (140.96% + 7.94) y el 8pCPT (141.76% +
5.74) si existio incremento en la liberacion de glucosa y fue estadisticamente

significativo comparado contra el basal.
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Glucogenolisis

160 ~ - *

140 ~

120 A

100 ~ I

% de glucosa liberada

Figura 1. Respuestas obtenidas a la estimulacion de los receptores A,, Y Asg, Y €l efecto
producido por los andlogos de AMPc, y los inhibidores de PKA 'y Epac en la glucogendlisis.

Los valores son el promedio + el error estdndar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores A,a);
AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ayz); 6BNZ
(analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA); 8pCPT
(analogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la Epac).
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Glucogenolisis
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100 ~

AGOSEL A2A

Figura 2. Respuestas obtenidas por la estimulacion de los receptores de adenosina A, y su
bloqueo con el H-89 en la glucogenalisis.

Los valores son el promedio + el error estandar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores A,a);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (analogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).
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Glucogenolisis

160 ~ >
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100 ~

AGOSEL A2B

Figura 3. Respuestas obtenidas por la estimulacién de los receptores de adenosina A,z y su
bloqueo con el BFA en la glucogendlisis.

Los valores son el promedio + el error estandar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ag);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (andlogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).

Gluconeogénesis.

En este experimento los resultados son el promedio de 3 ensayos realizados por

duplicado, la glucosa producida del basal fue de 21.8 + 1.26 ymoles de glucosa por
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mg de hepatocitos en 60 minutos de incubacion y este valor se tomd como el 100%
de glucosa producida, y los diferentes tratamientos se compararon contra este
porcentaje.

En la Figura 4 se tienen los datos de los experimentos cuando los hepatocitos se
incubaron con los agonistas para receptores A,a Y Az, analogos de AMPc
especificos para la PKA y la Epac e inhibidores de la PKAy la Epac. Los hepatocitos
que fueron incubados con el H89 (99.52% + 6.51) o el BFA (97.41% + 5.39) no
mostraron cambios en la produccion de glucosa que fueran estadisticamente
significativos comparados contra el basal, en cambio cuando los hepatocitos
estuvieron incubados con agonistas de receptores A (167.30% + 11.52) y Az
(147.38% + 9.98) la produccion de glucosa aumentd y fue estadisticamente
significativa comparada contra la del basal. Los andlogos de AMPc, el 6BNZ
(120.26% + 5.98) y el 8pCPT (129.20% + 9.22), aunque aumentaron la produccion de
glucosa no mostrd diferencia estadisticamente significativa comparados contra el
basal.

En la Figura 5 se muestran los datos de las producciones de glucosa de los
hepatocitos incubados con el agonista de receptores A de la Figura 4 y también
cuando la mezcla de incubacion estuvo constituida por el agonista de receptores Aza
con los analogos de AMPc especificos para la PKAy la Epac y con los inhibidores de
la PKA'y la Epac. Cuando la mezcla de incubacion estuvo constituida por el agonista
de receptores Aza y el H89 (90.03% + 7.81) no mostré cambios en la produccion de
glucosa que fueran estadisticamente significativos en comparacién contra el basal,
pero en las mezclas del agonista de receptores Az con el 6BNZ (182.26% + 10.71),

el 8pCPT (167.48% + 12.35) y el BFA (166.40% + 9.56) si hubo incremento en la
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produccion de glucosa y fue estadisticamente significativa comparandolos contra el
basal.

La informacion de la Figura 6 es muy similar a la informacion de la Figura 5 en
cuanto a tratamiento se refiere, pero la incubacion fue en presencia del analogo
especifico de los receptores de adenosina Ag con los analogos de AMPc especificos
para la PKAy la Epac, y los inhibidores de la PKA'y la Epac. Esta vez donde no hubo
diferencia estadisticamente significativa en la produccién de glucosa fue cuando la
mezcla de incubaciéon estuvo constituida por el agonista de receptores As y el BFA
(99.29% + 2.19) mientras que las mezclas del agonista de receptores A,z con el
6BNZ (153.93% + 6.51), el H89 (165.35% + 12.47) y el 8pCPT (197.11% + 15.93) si
mostraron incremento en la produccidon de glucosa y fue estadisticamente

significativa comparando contra el basal.
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Gluconeogénesis
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150 A l

% de glucosa producida

100 A

Figura 4. Respuestas obtenidas a la estimulacion de los receptores A,a Y Asg, Y €l efecto
producido por los andlogos de AMPc, y los inhibidores de la PKA y la Epac en la
gluconeogénesis.

Los valores son el promedio + el error estdndar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ay);
AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ag); 6BNZ
(analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA); 8pCPT
(analogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la Epac).
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Gluconeogénesis
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Figura 5. Respuestas obtenidas por la estimulacion de los receptores de adenosina A, y su
blogueo con el H-89 en la gluconeogénesis.

Los valores son el promedio + el error estandar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores A,a);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (andlogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).
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Gluconeogénesis
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Figura 6. Respuestas obtenidas por la estimulacion de los receptores de adenosina A,z y Su
blogueo con el BFA en la gluconeogénesis.

Los valores son el promedio + el error estandar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ajg);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (andlogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).

Ureogénesis.

El nivel basal de la sintesis de urea fue de 15.79 nmoles de urea por mg de

hepatocitos en 60 minutos de incubacién, siendo el promedio de 4 experimentos
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realizados por duplicado, éste valor se tomd como el 100% de urea sintetizada con el
cual se compararon los diferentes tratamientos.

En la Figura 7 se muestra la informacion de la incubacion de los hepatocitos en
presencia de los agonistas para receptores Aza Y Azg, analogos de AMPc especificos
para la PKAy la Epac e inhibidores de la PKA 'y la Epac. Los hepatocitos que fueron
incubados con el H89 (106.13% + 9.97) y el BFA (116.40% + 7.06) no mostraron
cambios en la sintesis de urea que fueran estadisticamente significativos
comparados contra el basal, en cambio cuando los hepatocitos incubados con
agonistas de receptores Apa (198.12% + 21.69) y Axs (197.32% + 21.47), y los
analogos de AMPc, el 6BNZ (187.37% + 19.52) y el 8pCPT (198.77% + 25.72), la
sintesis de urea aumento y fue estadisticamente significativa comparando contra el
basal.

La informacion de la Figura 8 muestra la respuesta cuando las mezclas de
incubacion estuvieron constituidas por el agonista de receptores A2A con los
analogos de AMPc especificos para la PKA 'y la Epac y con los inhibidores de la PKA
y la Epac. Cuando la mezcla de incubacién estuvo constituida por el agonista de A2A
y H89 (104.17% + 4.71) no se percibe el estimulo ocasionado por el agonista Aoa Y
no hay cambio en la sintesis de urea que fuera estadisticamente significativo
comparado contra el basal, mientras que en las mezclas del analogo de receptores
Ao con el 6BNZ (186.58% + 8.38), el 8pCPT (199.77% + 26.59) y el BFA (182.30% +
12.49) es bastante aparente el incremento en la sintesis de urea y es
estadisticamente significativo con respecto al basal.

En la Figura 9 se muestra informacion que es muy similar a la Figura 8, en cuanto a

tratamiento se refiere, pero en vez de que la mezcla de incubacion fuera con el
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agonista de receptores Apa Se utilizd el agonista de receptores Ay con los analogos
de AMPc especificos para la PKA y la Epac y los inhibidores de la PKA y la Epac.
Esta vez donde no hubo efecto por la estimulacion del receptor A,z con su agonista
selectivo fue cuando la mezcla de incubacion estuvo constituida por el agonista de
receptores A,z y el BFA (116.52% + 10.03), por lo que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en la sintesis de urea comparando contra el basal,
mientras que en las mezclas del agonista de receptores Ays con el 6BNZ (194.83% +
11.98), el H89 (191.26% + 12.25) y el 8pCPT (192.70% + 21.35) si hubo incremento

en la sintesis de urea con diferencia estadisticamente significativa contra el basal.
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Figura 7. Respuestas obtenidas a la estimulacion de los receptores A,a Y Asg, Y €l efecto
producido por los andlogos de AMPc, y los inhibidores de la PKA y la Epac en la ureogénesis.
Los valores son el promedio + el error estdndar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores A,a);
AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ag); 6BNZ
(analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA); 8pCPT
(analogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la Epac).
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Figura 8. Respuestas obtenidas por la estimulacion de los receptores de adenosina A, y su
bloqueo con el H-89 en la ureogénesis.

Los valores son el promedio + el error estandar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2A (CGS-21680, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores A,a);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (andlogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).
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Figura 9. Respuestas obtenidas por la estimulacion de los receptores de adenosina A,z y Su
blogueo con el BFA en la ureogénesis.

Los valores son el promedio + el error estdndar de tres diferentes experimentos realizados por
duplicado. Las barras con asterisco (*) presentan diferencia estadisticamente significativa contra el
basal. AGOSEL A2B (NECA, analogo de adenosina especifico para estimular los receptores Ajg);
6BNZ (analogo de AMPc especifico para estimular a la PKA); H89 (inhibidor especifico para la PKA);
8pCPT (andlogo de AMPc especifico para estimular a la Epac); BFA (inhibidor especifico para la
Epac).

Mecanismo propuesto:

De acuerdo con el andlisis de los resultados se propone el mecanismo

esquematizado en la Figura 10.
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AUMENTO EN:

LA UREOGENESIS,
LA GLUCOGENOLISIS Y
LA GLUCONEOGENESIS.

Figura 10. Mecanismo de sefalizacion propuesto para los receptores A,, Y A,z de la adenosina
en la ureogénesis, la glucogendlisis y la gluconeogénesis en hepatocitos aislados de rata.

La estimulacién del receptor A, de la adenosina activa a la adenilil ciclasa (AC) por medio de la
subunidad a de la proteina G (Ga), la cual cataliza la sintesis de AMPc a partir de ATP, El AMPc
generado se une a la subunidad reguladora de la proteina cinasa A (PKA) para liberar la subunidad
catalitica de la PKA y asi aumentar la ureogénesis, la glucogendlisis y la gluconeogénesis. Si la
estimulacién se hace sobre el receptor A,z de la adenosina el AMPc generado se une a la proteina de
intercambio directamente activada por AMPc (Epac) y también aumenta la ureogénesis, la
glucogendlisis y la gluconeogénesis.
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Discusion.

Los resultados presentes en ésta tesis ofrecen la oportunidad de mostrar, gracias a la
seleccion del modelo experimental adecuado, la existencia de dos rutas diferentes
para la sefializacion de los receptores de la adenosina en el tejido hepatico.

Dada la similitud de las respuestas de los receptores de la adenosina a la presencia
de las distintas moléculas empleadas en éste trabajo, resulta conveniente hacer un
resumen de los resultados que se intentan interpretar y asi facilitar la discusion. Los
receptores Aza Yy Azg fueron estimulados por sus respectivos agonistas selectivos para
acelerar la glucogenadlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis. Los inhibidores de la
PKAy de la Epac, el H89 y el BFA, afiadidos individualmente a las distintas muestras
de hepatocitos, no modificaron ninguna de las tres grandes vias metabdlicas
estudiadas. Los analogos del AMPc aqui empleados, el 6BNZ para la PKA y el
8pCPT para la Epac, usados solos en los medios de incubacién con las células
hepaticas, Unicamente produjeron una estimulacién estadisticamente significativa
para el caso de la ureogénesis. Se requiere de mas informacion y de nuevos
experimentos para tratar de dar una explicacién razonable a tales experimentos.

Tal vez los datos mas significativos de la presente tesis son los obtenidos al mezclar
un agonista selectivo con un inhibidor especifico. Cuando el agonista selectivo del
receptor Aa se incuba con H89, el inhibidor especifico de la PKA, no se observa la
accion estimulante del agonista selectivo ni en la glucogendlisis, ni en la
gluconeogénesis, ni en la ureogénesis, Sin embargo, cuando el mismo agonista

selectivo para el receptor Aza se incuba simultaneamente con BFA, el inhibidor
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especifico para Epac, si se observa la accion estimuladora del agonista A, en las
tres grandes vias metabdlicas aqui seleccionadas. El conjunto de datos anteriores
indica: que el agonista del receptor A,o empleado solo genera suficiente AMPc para
lograr la estimulacion de la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis; que
cuando se usan simultdneamente el agonista A.a y el inhibidor de la PKA, el H89, no
estimula ninguna de las tres vias metabdlicas; sin embargo al usar simultaneamente
el agonista A4 y un inhibidor de Epac, el BFA, si hay suficiente AMPc y se observa la
estimulacién por la liberacién y sintesis de glucosa y urea.

La conclusién general es que la ruta de amplificacion del AMPc generado por la
estimulacién del receptor A,a de la adenosina, para estimular tres grandes vias
metabolicas, ocurre via PKA'y no sucede via Epac.

Una situacién equivalente sucede para el caso del receptor A,s de la adenosina. Su
estimulacién con el uso exclusivo del agonista selectivo produce un aumento en las
tres vias: la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis. La accién de éste
agonista selectivo se impide con el inhibidor de la Epac, el BFA. La accion de éste
agonista selectivo no se impide con el inhibidor de la PKA, el H89. La conclusion es
gue el AMPc generado por la estimulacién selectiva del receptor Ag de la adenosina
viaja a través de la Epac y no lo hace a través de la PKA.

Un corolario importantisimo a las conclusiones anotadas es que el AMPc generado
por la estimulacion del agonista A, de la adenosina no difunde, no alcanza, no esta
accesible a la estructura de amplificacion de la Epac, la estructura de amplificacion
activada por el agonista A,g de la adenosina. Lo anterior es asi de tajante porque en

caso de que lograra llegar a la estructura de amplificacion de la Epac, entonces el
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H89 (inhibidor de la Epac) no inhibiria ninguna de las vias metabdlicas que
experimentalmente se observd que si las inhibe. Lo mismo puede decirse para los
receptores Azg: el AMPc generado por la estimulacion selectiva de los receptores Azg
de la adenosina, impiden su accion en presencia del inhibidor de la Epac, el BFA,
pero ese AMPc no incide, no actla, no puede estimular la estructura de amplificacion
de la PKA, la estructura usada por el AMPc generado exclusivamente por la
activacion de los receptores Aza de la adenosina.

Por consiguiente, el AMPc generado por la estimulacion selectiva de un receptor
especifico, en este caso el A,p y el Azg de la adenosina, se encuentra perfectamente
compartamentalizado y no difunde libremente en la célula hepética. Esto es, el AMPc
formado por la estimulacion del receptor A, de la adenosina es canalizado y se usa
exclusivamente por la PKA para activar vias metabdlicas. Ese AMPc no es
compartido por otras vias de amplificaciébn, como pudiera ser la Epac, para estimular
las mismas vias por una ruta diferente. La idea es tan importante que se puede ser
iterativo sobre la misma: no importa que los dos receptores estén en la misma célula
hepatica, tampoco importa que la respuesta fisiolégica final sea la misma
(estimulacion de la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis) el AMPc no
se mezcla, lo genera la estimulacién de un receptor para activar una estructura
especifica ligada a un tipo de receptor, y no lo comparte con otra estructura
especifica ligada a otro tipo de receptor, a pesar de que en ambos casos la respuesta
final sea idéntica.

Recientemente se reporté que en el hipocampo, el AMPc sintetizado en respuesta al

estimulo de un receptor B, adrenérgico se destina exclusivamente, a modular la
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actividad de un canal particular de calcio, clase C, tipo L (Ca,1.2)[94]. En el trabajo
aqui desarrollado, tomando como modelo experimental los receptores de la
adenosina en el hepatocito aislado de rata, vale la pena hacer notar los siguientes
aspectos.

Hasta donde se sabe, los receptores Axx y Az se encuentran en higado[71] y en
numerosos tejidos de mamiferos. La adenosina es el Unico agonista fisioldgico
descrito para este par de receptores, tanto en hepatocitos como en otros tejidos
donde existen receptores de la adenosina. Ademas, que para el caso particular del
higado, se desconoce el papel funcional de estos receptores en el mantenimiento de
la homeostasis del organismo[95].

Ante tales hechos puede suponerse que la accidon ureogénica, gluconeogénica y
glucogenolitica representa acciones fundamentales del nucleésido en la homeostasis

del organismo, por lo que existen 2 vias para asi asegurar su ejecucion.
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Conclusiones.

Tanto el receptor A,a como el Agg al ser estimulados tienen un efecto activador en la
glucogendlisis, gluconeogénesis y ureogénesis.

La PKA del hepatocito es inhibida por el compuesto llamado H89, con lo que se
bloquea la activacion en la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis
promovida por la estimulacién de los receptores A, de la adenosina

La Epac del hepatocito es inhibida por el compuesto BFA, con lo que se impide la
activacion en la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis debidos a la
estimulacién de los receptores Ayg de la adenosina.

Al estimular el receptor Aza € inhibir a la PKA no existe efecto por el estimulo de dicho
receptor, pero en cambio si se estimula al receptor Azg y se inhibe a la misma PKA si
existe efecto por el estimulo de dicho receptor. Algo similar sucede si se estimula al
receptor Aza y al mismo tiempo inhibimos a Epac, el efecto del estimulo es notable,
pero si estimulamos el receptor A,z e inhibimos a la misma Epac, no hay efecto
notable por el estimulo de dicho receptor en la glucogendlisis, gluconeogénesis y
ureogénesis.

Los analogos del AMPc, 6BNZ y 8pCPT a concentraciones micro molares estimulan
la ureogénesis, pero a la misma concentracion no tienen el mismo efecto que sea

estadisticamente significativo en la glucogendlisis ni la gluconeogénesis.

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que:

e Los receptores de adenosina Axa y Az tienen diferentes mecanismos de

sefalizacion en la glucogendlisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis.
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En hepatocitos aislados de rata, la estimulacion del receptor Aza con el
agonista selectivo CGS-21680, genera AMPc que es exclusivo para activar la
PKA 'y como consecuencia un aumento en la velocidad de sintesis de urea y
glucosa (glucogendlisis y gluconeogénesis).

En hepatocitos aislados de rata, la estimulacion del receptor Azs con el
agonista selectivo NECA, genera AMPc que es exclusivo para activar la Epac
y como consecuencia un aumento en la velocidad de sintesis de urea y

glucosa (glucogendlisis y gluconeogénesis).
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