oy WP
g

o e

SETE Ly i

P s Pt o - Ly

L ’iﬂ”ﬁ‘ A (,:? it i

5o A Ee A i X !

by Fyrea St é‘,»,;% g b

e e [4
- .

P ,
sl

Universidad Nacional Autdnoma de México

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE POSGRADO DEI
COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

Relacion entre Sistemas de Transduccidn y
Fosforilacion de  Proteinas

A T E S | S

7 Para optar por el Grado de:
Docior en lnvestigacién Biomédica Biisica

H (BIOQUIMICA)

H P r e 8 e n t a 1l a

M. en C. Marina Macias Silva

Mexico, D, F. 1993

PESIS ii@%‘% y
gpup b GG
-u‘ i By FE L

 TESISCON |
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



REBUMEN

La angiotensina II (AII) es una de las principales hormonas
peptidicas que participa activamente en 1la modulacién del
metabolismo hepatico. Esta hormona ejerce sus acciones a través de
receptores localizados en la membrana plasmatica acoplados a la
inhibicién de la adenilato ciclasa y a la estimulacién del
metabolismo de fosfoinositidos. La existencia de una
heterogeneidad de los receptores de AII se sugirid hace mucho
tiempo, sin embargo, no habia sido posible demostrarla, hasta muy
recientemente, con el desarrollo de dos antagonistas no
peptidicos, pexo selectivos, para los receptores de AII: Losartan
(DuP 753) y el PD123177. El1l empleo de estos agentes nos permitié
demostrar por primera vez que, en el higado de rata, las acciones
de AII sobre el metabolismo de fosfoinositidos estan mediadas por
los receptores sensibles a Losartan, actualmente denominados AT1.

El estudio de la requlacidén de las acciones de la AII y de
otras hormonas que modulan el metabolismo de fosfoinositidos, a
través de la fosforilacion de proteinas, ha mostrado que la
activacion de algunas de las principales cinasas de proteinas del
higado tienen un papel importante en la modulacién de la accidn de

dichas hormonas. Sin embarqgo, poco se ha estudiado sobre el papel

que las fosfatasas de proteinas tienen sobre las acciones de estas

hormonas. Nosotros observamos que dos potentes inhibidores de las
proteinas fosfatasas 1 y 2A, el acido ockadaico y la microcistina,
son capaces de inhibir significativamente el recambio de

fosfoinositidos inducido por AII, vasopresina o epinefrina. Si



bien, las bases moleculares de los efectos de estos agentes no han
sido del todo elucidadas, nosotros logramos observar que otros
agentes no relacionados (como los antagonistas de calmodulina W7 y
clorpromazina y el antibiético nistatina) que comparten la
habilidad de alterar la estructura del citoesqueleto e inducir la
formacién de "ampollas" en la membrana plasmitica, también inhiben
el metabolismo de fosfoinositidos mediado por hormonas. Esto
sugiere la posibilidad de que una perturbacién en la estructura
del citoesqueleto pueda llevar a un desacoplamiento entre 1la
fosfolipasa C y 1la proteina G, impidiendo una transmisién

eficiente de las sefiales hormonales.
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ABSTRACT

Angiotensin II is one of the major bioactive peptides with a
main role in the regulation of hepatic funtions. Angiotensin II
interacts with specific receptors located in the plasma membrane
and coupled to adenylate cyclase inhibition and phosphoinositide
turnover. Evidence for receptor subtypes has been extensively
suggested, however, the recent synthesis of nonpeptide
antagonists, Losartan (DUP753) and PD123177, has made possible to
identify two receptor subtypes: AT1 and AT2 receptors. The use of
both antagonists allowed us to show for the first time that
anglotensin II mediates its actions through receptors sensitive to
Losartan (AT1) in rat hepatocytes.

In liver, studies on the role that protein phosphorylation
plays on hormone-stimulated phosphoinositide turnover, have shown
that protein kinase activation modulates greatly the actions of
several hormones. However, few studies have been made akout the
recle that protein phosphatases play on the actions of those
hormones.

We observed that two potent protein phosphatase inhibitors,
okadaic acid and microcystin, are capable of inhibiting
phosphoinositide turnover stimulated by AII, vassopresin or

epinephrine. Although, the molecular basis of such effects remain

to be elucidated, we were able to observe that several unrelated

agents (such as chlorpromazine, W7 and nystatin) which share the
ability to disrupt cytoskeletal structure and induce blebbing,
also inhibit hormone-stimulated phosphoinositide turnover, our data

suggest the possibility that disruption of cytoskeletal structure



may lead to G-protein-phospholipase C uncoupling

an efficient hormone signal transduction.

and preventing
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PRESENTACION

El presente trabajo de tesis se realizdé, utilizando como
modelo bioldégico las hepatocitos de rata, y se encuentra dividido

en dos partes:

PARTE I.
Caracterizacion farmacolégica de los receptores de

angiotensina Il presentes en los hepatocitos de rata.......pag. 6

PARTE II.

Estudio acerca del papel que la fosforilacién de proteinas
tiene sobre la regulacién de las acciones de hormonas gque modulan
el metabolismo de fosfoinositidos en el higado de rata, tales como
la angiotensina II, la vasopresina y la epinefrina. Estudiando

particularmente el papel de las fosfatasas de proteinas....pag. 26



PARTE T.
ANGIOTENSINA IX: RECEPTOREB ¥ MECANISMO DE ACCION.

La angiotensina II (AII) es la principal hormona biocactiva del

sistema renina-angiotensina (SRA), el cual participa de manera muy

importante en el balance de agua y electrélitos, y en el control

de la tensién arterial. Las acciones de esta hormona, sin embargo,
no se limitan a participar en tan importante sistema, ya que se ha
observado que ademds de regular la funcidén renal, también tiene
acciones sobre las funciones cardiovascular y endocrina, ademds de
participar como neurotransmisor en el sistema nervioso (Valloton,
1987) .

A la fecha se han caracterizado tres formas de angiotensinas,
a las que por convencién se les ha denominado tipo I, II y III,
Estas hormonas son de naturaleza peptidica y se sintetizan a
partir de una proteina plasmdtica, el angiotensindgeno, sobre la
cual ejerce acciones hidroliticas la renina, produciendo un
decapéptido inactivo denominado Angiotensina I (AI). Cuando la Al
es hidrolizada por 1la enzima convertidora de angiotensina se
produce la forma activa de la angiotensina gue corresponde al tipo
II. La angiotensina II es sumamente sensible a protedlisis vy
cuando es hidrolizada por una aminopeptidasa especifica (para
aspirtico), se origina la angiotensina III, que es un compuesto
biocactivo, en general mucho menos potente que la AII. Finalmente,
la inactivacion de las angiotensinas es conducida por ia accién de

varias peptidasas (Garrison, 1990). (ver ESQUEMA I}.
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Angiotensinogeno

RENINA

Angiotensina I

NH2-Asp-Arg-vVal-Tyr-Ile~His-Pro-Phe~His-Leu-CoOl

ECA
Angiotensina II

NH2-Asp~Arg-vVal-Tyr-Ile-His-Pro-Phe~COOH

asp-AMINOPEPTIDASA

Angiotensina III

NH2-Arg-Val-Tyr-Ile~His~-Pro~Phe-COOH

i PEPTIDASAS

Fragmentos peptidicos inactivos

ESQUEMA 1I. Sintesis y degradacidn de las diferentes

angiotensinas,



Las acciones de la AIl estdn mediadas por receptores
especificos, que se loucalizan principalmente en la membrana
plasmdtica de las células, aungue se ha descrito que también
existen receptores para esta hormona en el nldcleo de algunas
células (Re y col., 1981; Re y col., 1984 y Tang y col. 1992). Los
receptores para angiotensina II localizados en la membrana
plasmdtica son capaces de activar diversos sistemas de
transduccién; algunos de ellos acopldndose a diferentes moléculas
efectoras a través de proteinas fijadoras de nucleétidos de
guanina, denominadas proteinas "G". La AII es capaz de estimular
el recambio de fosfoinositidos y la movilizacién de calcio
intracelular a través de la activacion de una fosfolipasa C
(Jonhson y Garrison, 1987; Enjalbert y col., 1986; Griendling y
col. 1986; Kojima y col. 1986; Pfeilschifter y Bauer, 1986;
Pfeilschifter, 1986; Lynch y col. 198%; Uhing y col. 1986),
provoca la apertura de canales de calcio (Hausdorf y Catt, 1988;
Cohen, 1988; Hescheler, 1988); es capaz de inhibir la actividad de
la adenilato ciclasa (D’Auriac y col. 1972; Jard y col. 1981;
Cirdenas-Tanlis y col. 1982; Anad-Srivastava, 1983; Pobiner y col.
1985; Marie y col. 1985), logra estimular a la fosfolipasa A2 y
asi aumentar la sintesis de eicosancides (Garrison y Peach, 1990;
Yamazaki y "Toda, 1991) y ademds es capaz de estimular a la
fosfolipasa D (Pfeilschifter y col. 1992).

En un principio, la serie enorme de acciones que ejerce la
AIT llevd a pensar en la existencia de diferentes receptores para
esta hormona. Esta supuesta heterogeneidad de los receptores de
AIT se apoyd en las diferentes afinidades que AIT y AILT presentan

por sus receptores, su potencia relativa, y la susceptibilidad de



los receptores al bloqueo por antagonistas peptidicos.

Posteriormente, otra serie de datos pusieron de manifiesto la
existencia de subtipos de receptores para AII. En primer lugar, se
observé que en higado, misculo liso de vasos sanguineos y células
de la pituitaria, la AIT provoca la inhibicién de la actividad de
la adenilato ciclasa, 1la estimulacidén del recambioc de
fosfoinositidos y 1la movilizacidén de calcio. Ademads en la
pituitaria y en el higado, la toxina pertussis bloquea 1la
habilidad de AII para inhibir la actividad de la adenilato ciclasa
(Enjalbert y col. 1986; Lynch y col. 1985; Gunther, 1984), sin
afectar sus acciones sobre el recambio de fosfoinositidos
(Pushpendran y col. 1983; Enjalbert y col. 1986; Pohiner y col.
1985; Lynch y col. 1985; Uhing y col. 1986; Johnson y col. 1986).
Estos datos sugerian que existia una poblacién de receptores de
AII acoplados inhibitoriamente a la adenilato ciclasa a través de
una proteina G sensible a la toxina y otra poblacién de receptores
acoplada al recambio de fosfoinositidos y la movilizacién de
calcio a través de una proteina G insensible a 1la toxina. Sin
embargo, se presentd una excepcidén en las células mesangiales de
rifnén de rata, en donde la toxina pertussis bloquea el recambio de
fosfoinositidos estimulado por AII (Enjalbert y col. 1986).

Se observdé también que el ditiotreitol (DTT), un agente
reductor de puentes disulfuro, bloqueaba las acciones
vasocanstrictoras de AIlIL enilxl aorta de conejo y disminula la
unién de AII a sus receptores en arterias meséntericas de rata y
en la corteza suprarrenal de bovino, senalando la existencia de

puentes disulfure criticos en la integridad funcional de alguhos
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receptores de All. Asi mismo, se observdé que en el higado las
acciones de AII sobre el recambio de fosfoinositidos y la
movilizacidén de calcio eran blogueadas por el DTT, sin embargo no
se alteraba la inhibicién de la adenilato ciclasa inducida por AII
(Gunther, 1984). Ademds se reportd que la unidn de AII marcada a
membranas plasmiaticas de higado presentaba sitios con alta y baja
afinidad, y que el DTT disminuia notablemente el niimero de sitios
de alta afinidad pero no 1los de baja afinidad (Gunther, 1984;
Campanille y col. 1981; Crane y col. 1982). Estas observaciones
sugirieron la existencia de al menos dos subtipos de receptores de
angiotensina que podian ser diferenciados por el DTT (Chiu y col.
1989%a).

No obstante estas evidencias surgia una cuestidén: la AII
ejercia sus acciones a través de un sélo tipo de receptor capaz de
estimular a mids de un sistema de transduccidédn, o bien existian
diferentes receptores para AIl acoplados a sistemas diferentes
(Garcia-Sainz, 1987a).

Una de las formas de resolver dicha cuestién implicaba
purificar y caracterizar al receptor de AIlIL, Varios grupos 1lo
intentaron pero unicamente lograron solubilizarlo y obtener
preparaciones parcialmente purificadas de los receptores. Rogers
en 1984, identificd en corazén de bovino un componente de membrana
de 116 kilodaltones (kDa), mientras que Sen y colaboradores (1983
y 1984) lograron solubilizar un receptor para AII con un peso
aproximado entre 64 kDa y 68 kDa, en higado de conejo. Debido a
la falta de antaqonistas selectivos, los intentos de purificacién
del receptor por cromatografia de afinidad fueron realizados

usando como ligando a la AII, pero dado que esta hormona es
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altamente susceptible a la protedlisis, se tuvieron que emplear
métodos para disminuir su degradacién, que implicaban una
alteracién del receptor purificado y por lo tanto una disminucién
de su capacidad para unir un ligando. Desafortunadamente la
inestabilidad y los bajos niveles de expresién de los receptores
de AII, se opusieron a los esfuerzos de purificacién del receptor.

Por otro 1lado, la caracterizacidén de los subtipos de
receptores de AII también se ha visto obstaculizada por la
carencia de andlogos estables adecuados. En cuanto al diseiio de
antagonistas de AII, este se ha desarrollado durante mds o menos
20 aios. Sin embargo, los antagonistas que se habian logrado
obtener, todos eran andlogos peptidicos de AII,

Hasta ahora, la estructura de la AII en si misma ha servido
como la uUnica base para el desarrollo adecuado de antagonistas de
AII. Se han sintetizado muchos an&logos de AII y se ha observado
gque la actividad de la hormonha depende del heptapéptido carboxilo
terminal. La fenilalanina en posicidéon 8 es critica, se ha
demostrado que la sustitucién de este aminodcido por aminoadcidos
alifaticos es suficiente para suprimir la actividad, es decir,
darle capacidad antagénica a los andlogos de AIIL. Se piensa que
los residuos aromiticos, tirosina e histidina, en posiciones 4 y
6; el grupo guanido de la arginina en posicién 2 y el carboxilo
terminal de la AII, participan en la unién de la hormona al
receptor. El aspdrtico en la'posicién 1 no es critico y puede ser
reemplazado, por ejemplo con sarcosiné (N-metilglicina); esto,
combinado con una sustitucién de la fenilalanina en posicidn 8 por

alanina o isoleucina, produce un potente antagonista de AII, 1la

11
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saralasina. La saralasina tiene una mayor afinidad por el
receptor que la AII y su degradacidén es mids lenta. La saralasina y
anilogos relacionados con sustituciones carboxilo terminales
compiten con AII por sus receptores, y en ausencia de AlII, estos
andlogos se comportan como déhiles agonistas parciales (Garrison y
Peach, 199%0).

Una de las principales razones que imnpulsaron el desarrollo de
antagonistas selectivos para los receptores de AII, fué la
necesidad de obtener un compuesto capaz de bloquear al sistema
renina~angiotensina a nivel de su hormona activa, la AIl. Esto
permitiria obtener compuestos potencialmente dtiles en 1la terapia
de algunas enfermedades cardiovasculares.

La inhibicién farmacoldgica del sistema renina-angiotensina se
logrd en 1971, con el descubrimiento de la saralasina. Este
antagonista, aunque reduce la presidén arterial en pacientes
hipertensos con altos niveles de renina, tiene un potencial
terapeiitico limitado, ya que posee una vida media muy corta, no es
oralmente bioactivo y posee ciertas propiedades de agonista.

A pesar del considerable esfuerzo realizado, hubo poco
progreso en el desarrollo de antagonistas no peptidicos de AII,
hasta la aparicién de dos patentes concedidas a Y. Furukawa vy
colegas. Este grupo reportd que algunos andlogos del imidazol,
tales como el 58307 y S8308 (ver ESQUEMA II), poseian propiedades
de antagonistas para AII. Estos sinples derivados del imidazol
exhibian un antagonismo competitivo hacia AII a concentraciones
que tienen poca o ninguna influiencia sobre los efectos de otros
estimulos, lo cual sugeria que eran antagonistas de AII débiles,

pero selectivos y competitivos , sin tener caracteristicas de
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agonista (Wong y col. 1988).

Debido a los problemas presentados al usar fragmentos de AIIL
como patrones o modelos para el disefo de andlogos no peptidicos y
con base en los hallazgos del grupo de Furukawa, el grupo de la
compafnia farmacéutica DuPont Merck empled como estrategia de
disefio el modelaje por computadora usando como patrdén compuestos
imidazélicos; logrando  producir el compuesto EXP6155 (Chiu vy
col. 1989¢). Sin embargo, aunque este compuesto poseia una mayor
afinidad y potencia que sus predecesores ho podia ser administrado
oralmente, por lo cual se le hicieron algunas modificaciones,
hasta lograr un bifenil derivado, el EXP7711, el cual fué el
primer compuesto oralmente activo (ver ESQUEMA II}.

Los antagonistas no peptidicos de AITI que se siguieron
sintetizando resultaron ser compuestos con mejoras en la actividad
oral y en la duracidén de sus acciohes. Los esfuerzos realizados
culminaron en la identificacién del candidato clinico Losartan
(DUP753) (Chiu y col. 1990a). Los exXperimentos hechos con Losartan
mostraron que era un antagonista no peptidico de 1la AIll
competitivo, potente, oralmente activo, selectivo y con una accion
de larga duracién (Wong y col. 1990c,d) (ver ESQUEMA II).

En fecha posterior, aparecidé una patente concedida a Blankley
y col. de la Warner-Lambert Co., quienes presentaron el compuesto
EXP655 (PD123177) (ESQUEMA II), un andlogo estructural del S-
8308, ¢ue mostraba ser un'aqente antihipertensivo con alta
afinidad por los receptores de AII (Wong y col. 1990a). Sin
embargo, cuando el grupo de la Du Pont, lo utilizé para compararlo

con Losartan, observaron que no era capaz de antagonizar la
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contraccion de aorta de conejo, ni de disminuir la presién
sanguinea de ratas hipertensas. No obstante estas observaciones,
este grupo intenté caracterizar los subtipos de receptores de AIlL
en las glandulas suprarrenales de rata utilizando cuatro
antagonistas de AII: la saralasina, el S-8308, Losartan vy
PD123177. Utilizando técnicas de unidén de radioligando vy
autorradiografia, lograron demostrar por primera vez la existencia
de dos subtipos de receptores de AII en este tejido. La
identificacioén de los subtipos fué posible gracias a que Losartan
y el EXP655 mostraron selectividad. Los resultados obtenidos en
los estudios realizados en las glandulas suprarrenales de rata
condujeron a proponer que los receptores de AII sensibles a
Losartan se designaran como sitios AII-1 y los sensibles al EXP655
{PD123177) se conocieran como sitios AII-2 (Chiu y col. 1989b vy
1990b) .

A partir de la publicacién de estos resultados, varios grupos
de investigadores enmpezaron la caracterizacién de los receptores
de AII en diferentes tejidos, utilizando estos compuestos como
herramientas en la identificacién de los subtipos de receptores de

AII y en el estudio de su significado funcional.

Nosotros realizamos la caracterizacidon del subtipo de
receptores de angiotensina II presente en el higado de rata. Los

resultados obtenidos se presentan en el siguiente trabajo:



TRABAJO 1.

- Garcia-sainz, J.A. and M. Macias-Silva. (1990) Angiotensin
1T stimulates phosphoinositide turnover and phosphorylase through
AII-1 receptors in isolated rat hepatocytes. Biochem. Biophys.

Res, Commun, 172 (2): 780-785,

RESBUMEN DE RESULTADOS DEL TRABAJO 1.

Utilizando como modelo a los hepatocitos de rata pudimos

observar que:

1) La anglotensina estimula, de una manera dependiente de la
dosis, la actividad de la fosforilasa a. Esta enzima es clave en
el metabolismo del glucégeno y en la produccién de glucosa en el

higado.

2) La actlvacién de la fosforilasa a por la angiotensina II, es
blogueada por dosis crecientes de DuP753 (Losartan, un antagonista
de los receptores AII-1). No se observaron efectos del PD123177

(un antagonista de los receptores AIl-2).

3) La angiotensina II es capaz de estimular el marcaje de
fosfatidilinositol y la produccién de fosfatos de inositol.
Ademds, observamos que el DuP753 (Losartan) inhibe estas acciones,

sin observar un efecto del PD123177.
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Vol, 172, No. 2, 1990 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS
October 30, 1990 Pages 780-785

ANGIOTERSIN II STIMULATES PHUSPHOYNOSITIDE TURNOVER AND PHOSPHORYLASE
THROVGH  Afl-1 RECEPTORS IN [SOLATED RAT UBEPATOGYTES
J. Adolfo Garefa-Siinz and Marina Macfas-Silva

Instituto de Flstlologfa Celular, Universidad Naclonal Autdnoma de MNéxico,
Apartado Postal 70-248; MéExico, D.F. 04510

Recelved August 31, 1990

Anglotensin II stimnlated the activity of phosphorylase a (EC50 = 3 nM),
The effect of two receptor subtype-selective nonpeptide antagonists, DuP 753
(ALf-1 selective) and PDI23177 (AIL-2 selective), was studied. It was observed
that  buP 751 inbibited the effect of anglotensin I1 (IC5y 100 wM) but {in
contrast, PBI23177 was without effect on this action of the peptide hormone,
Anglotensin Il stimulated the labeling of phosphatidylineaitel (resyathesis)
and the release of {inositol phosphates (breakdown), These effects of
angiotensin 1T were blocked by Dul' 753 but not by PRI23177, The antagonists
were without offect by themselves on these parameters, The results clearly
indicace that angloteusin Il receptors of the AIT~l subtype are coupled to
phosphoinositide turnover and mediate phosphorylase activation in isolated rvat
hep:ltncyt:es. 2 (990 Academic Bress, (ne,

Anpiotensin Il is a very active peptlde hormone which elicits a large
variety of physiolagtieal effects by wmodulating the function of the
cavdlovascular system, liver, kidwney, brvain, adrenal pland, pituitary and other
organs (1), The actions of angiotensin Il are initiated by fts interaction with
specific receptors located in the plasma membrane, The possibility that the
angiotensin receptors could be heterogeneous has been extensively supgested (2~
6) and the fact that these receptors are coupled to more than one signal
cransduction system hias also been noted (6 and rveferences therein). lowever,
compelling evidence for receptor subtypes was wot available until very recently
(7-10) ond it 15 still wnclear whether a  single type of anglotensin IX
receptors can {uteract with several tvansductlon systems ov 1f  rveceptor
subtypes interact selectively with specific signal transducers (6),

The  development of selective nonpeptide angiatensin 11 receptor
antagonlsts  bas allowed the unambiguos demostration of angiotensin, Il receptor

subtypes (7-10). DuP 753 and PDI2ILTT (also known as  EXP655S) are the

HKIG-2H X §1.50
Copvraght © {990 by Academic Press, e,
Al righas of reprduction in aay form reserved. 780
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Vol. 172, No. 2, 1890 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

prototypic and subtype-specifie tools for unraveling the functions of the
anglotensin Il receptors (9). It has been suggested that the anglotensin 11
receptors sensitive to DuP 753 be desipnated as ALL-! sites and those sensitive
to PDLE23177 be known as AlL-2 sites (9).

Wa have chavacterized the angiotensin [l receptors Invelved in  activation
of Liver phosphorylase using these selective antagonists. Our vresults
unambiguosly indicate that these receptors beleng to the All-1 subtype. In
addicion, our data shov that cthese receptors are coupled to the phospho-

inesitide turnover transduction system.

MATERIALS AND METHODS

Anglotensin 11 was obtained from Sigma Chemfcal Co. DuP 753 and PDI23177
were generous gifts of Drs. A. Chlu and R. D, Smith (bDu Pont). lz—JH]-Myo
inosftol (20 Ci/mmol), a-D-[U-14C]glucose-1-phosphate (313 wmCi/mmel) and
[32P]Pi (carrier free) were obtalned from New England Nuclear. The anion
exchange resgin AG 1-XB (formate form) was from Blo Rad. Collagenase was from
Worthington.

Experiments were performed with female Wistar rats (200-250 g) fed ad
Libitam, Hepatoeytes wete f{solated by the method of Bervy and Friend (1t). The
cells (30-40 mg wet weipght) were {ncubated in 1 ml of Krebs-Ringer bicarbonate
bhuffer, wnder an atmosphere of 95% 02 / 5% c02, pH 7.4, at 37° C in a water
hath shaker.

To quantify phosphorylase a activity, the cells were prefncubated for 20
min, cthen che apents were added and 1 min Yater che reaction was stepped.
Phosphorylase a activity was assayed as described by Stalmans and F:rs (12} and
it 1s expressed in unfts, One unlt of enzyme acelvity iy defiped an the conver-
slon of 1| ymol of substrate to product in ! min per g of cells wet welght,

Phogphatidylinositol labeling was studied as described previously (13},
Production of {inositol phosphates was sctudied as described by Charest et al
(t4) with swmall modifications. 1In brief, the cells were incubated for 90 min
with 15 UCi/ml of tritlated inosicol, washed and incubated for 10 min wich 10
mM LiCl; the hormones werve added and after 5 min of incubation the reaction was
stopped. Inositol phosphates were separated by anfen exchange chromatography as
degeribed by Berridge et al (15},

RESULTS

Mgiotensin IL {nduces a dose-dependent increase 1in phosphorylase a
activity; the FEC5p was approximately 3 oM (Fig 1). The two anglotensin I1
antagonists  tested, DuP 753 and PDIZILTT were without effect by themselves
(data not shown), However, Dul 753 inhibited dosc-dependently the eifect of

anglotensin 1I; the IC5gp was approximataly 100 nM  (Fig 1). Iu contrast,
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Flpure 1. EFFECT OF ANGIOTENSIN T1, DuP 753 AND PDI23177 ON PHOSPHORYLASE a
ACTIVITY. Left Panel: cells were fncubated In the absence (open circle) or
presence (closed clircles) of different concentrations of anglotensin Il. Right
panel: cells were incubated in the presence of 0 nM anglotensin Il alone
{cloned clrcle ) or with different concentracions of DPul 753 (closed squares)
or P 123177 (closed triangles). Plotted are the means and  vertical 1liues
represent the S.E.H. of 6-8 experiments ln dupllicate,

PD23177  was completely unable to auntagonize the effect of anglotensin [ on
this parameter up to a concentration of 10 uM (¥ig 1),

The effects of anglotensin IT and the antagoulsts on  phospheinositide
turnover were studied.it was observed that the vasopressor peptide increased
the labeling of phosphatidylinositol with [32p)ri approximacely 2-fold and
that this effect was completely blocked by DuP 753; PDI23I77 was without effect
on this action of anglotensin II (table I). Simllarly, anglotensin I1 increased
the production of inosf{tol phosphates (1?1,[P2.IP3) and this effect was hlocked
by Bl 753 but not hy PDI23177 (Table 1), The elution profile of inositol

phosphates of a typlcal experiment is shown In Flg 2,

DLSCUSSION

The abilicy of angiotensin Il to increase phosphorylase a via a  calelum-
dependent  cycelle AMP~independent mechanfsm in liver cells has been known for
some time (16). Similarly, the ability of the vasopressor peptide to stimulate
phosphotnositide turnover has been studled {13,14). Therefore, liver cells
offer a model system In which a metabolic effect of anglovensin II and a signal

transduction system can be studled. The recent availabllfty of selective
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EFFECT OF ANGIOTENSIN II,

TABLE |

DUP 753 AND PD 123177 ON PHOSPHOINOSITIDE TURNOVER

PI labeling

Inosital phosphates (cpm/40 mp cells w.v,)

Condition (cpm/mg cella w.w.) IP) 1, i,
Basal 118 + ) 2870 + 270 L1500 + 70 ABS + 45
Anglotensin IL 100 uN 230 + 129 4600 ¥ 250€ AB90 + 4453 2320 + 1259
Anpiotensin IT 100 nM

+ DuP 753 top N 114 + 1ob 3000 + 1904 £540 + 40° 890 + 10¢
Anglotennin 1T 100 ni

0D 123177 101 M 191 + 209 4340 + 260° 4410 + 4900 2230 + 2907
Dl 753 10 M oo + 8 jtoy + 180 1654 + 155 960 + 50
PD 123177 10 e 23 1+ 7 3200 + 150 1565 + 95 925 + 20

Regults nre

a

P <
bp <«
e

<

<

antagonists
prompted

anglotensin

0.0t
0.001
0. 005
0.005
a.001

basal
anglotensin I1
bagal

v
Ve
va
anglotenain 11
anglotensin 1

vy
vs

that permit the clear diffarenttation

Il. To the best of our knowledge this is

_.'_:'.l '1175‘_.1" pzii..'.._i"s!.d hd
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1000 {
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FﬂnCTMN NUMBER

Fipure 2. ELUTION PROFILE OF [NOSITOL PHUSPHATES (IP),

the means + S.E.M. of 3-5 experiments in duplicate,

us to chariactevize the type of receprtor favelved

PL, phosphatidylinositol.

vf receptor subtypes,

in these effects of

the first demonstration

Py, 1103). Cellsn were

Tnhcubated in the absence of any agent {(open clrcles) with 100 ¥ angtlotensin 1L

(closed clrclen),

with 100 nM angtotensin II + 10 pH DuP 753 (closed

squares)

or with 100 oM anglotensin II + 10 uM PD 123177 (closed trianples). Data from a

repregentative experiment,
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that the anglotensin 1i-1 receptor s coupled to the phospholnositide
transduction systen.

There 1s evidence that in liver cells anglotensin IL can decrease the
cyclic ANMP accumulation {mduced by glucagon (3-5, 17), A serles of indirect
evidences such as the calclum-dependency or the sensitivities to thiols and to
pertussils  toxin  sugpest that a different type of angfotensin Il receptor may
mediate this effect (4,5,17). Although these evidences ave very provecative,
there is o divect demostration yet., The avallability of the selective
antagondsts may allow such differentiation, Experiments are In  jprogress to
elucldate this point,

Recently, Speth and Kim (10) using vadiolipand binding asssays observed
that DuP 753 competes with 1251 _garcosine!, isoleuctined angiotensin 11 with very
high affinity (1Cgp =55 nM) which is in close apreeement with our present
data. Fuarthermorve, these authors observed that the competition curve was
monophasic with a Hill coefficient of 1.02 which suggests that this subtype of
anglotensin Il receptor largely predominates in liver cells, Guunther (5)
previously observed that the stimulation of phosphorylase by anglotensin Il was
completely i{ohibited by dithiochreftol, Previously, Sen {18} pregented
evidences of essential disulfide bonds In anglotensin I binding sites of
hepatic  membranes, Chiu et  al (8) observed that this thiol diseriminates
anglotensin (I receptor subtypes and suggested that the dithlothreitol-
sensitive receptors mny mediate calcium-mobilizing respoanses, The data of these
anthors are in close agreement with our findings.

In summary our data unambiguously demostrate that angiotensin II receptors
of the All-} subtype mediate the stimulation of phosphoinositide turnover and

activation of phosphorylase a by the peptide hormone in liver cells.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL TRABAJO 1.

La angiotensina 1I es una de las principales hormonas
peptidicas que regulan el metabolismo hepatico. Se sabe que esta
hormona ejerce sus acciones a través de receptores localizados en
la membrana plasmitica. Los estudios que se han hecho sobre las
acciones de angiotensina en el higado han mostrado que esta
hormona disminuye los niveles de AMP ciclico y que también
estimula el recambio de fosfoinositidos y la movilizacidén de
calcio.

Las diferentes acciones que ejerce la angiotensina fueron la
primera evidencia para sugerir una heterogeneidad de los
receptores de esta hormona en el higado. Posteriormente, otra
serie de evidencias apoyaron esta idea, entre ellas destacan las
sensibilidades a toxina pertussis y a agentes reductores de
puentes disulfuro como el ditiotreitol (DTT). Los resultados
obtenidos por wvarios grupos muestran que en el higado de rata
existen al menos dos receptores para angiotensina II, uno acoplado
de manera inhibitoria a la adenilato ciclasa a través de unha
proteina G sensible a toxina pertussis e insensible al DTT y otro
acoplado al recambio de fosfoinositidos a través de una proteina G
insensible a la toxina pertussis, pero sensible al DTT.

La idea de que la angiotensina II pudiera ejercer sus
acciones a través de dos receplores acoplados a sistemas de

transduccién diferentes o bien a través de un receptor acoplado a

dos sistemas diferentes, no era posible dilucidarla hasta no

disponer de antagonistas selectivos que pudieran diferenciar a los

receptores de angiotensina II.
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La sintesis de dos antagonistas no peptidicos, pero
selectivos, permitia por primera vez tratar de abordar el
problema. Los datos encontrados por nosotros muestran que las
acciones que tiens la angiotensina II sobre la activaciéon de la
fosforilasa a y la estimulacién del metabolismo de fosfoinositidos
fueron inhibidas por el antagonista no peptidico Losartan (DuP
753), sin observarse efecto del antagonista no peptidico PD
123177. Los efectos que tienen estos dos antagonistas selectivos
de angiotensina II en los hepatocitos de raté, sefialan claramente
que los receptores de angiotensina II del tipo AII-1 (sensibles al
DuP 753) estan acoplados al recambio de fosfoinositidos y a la
activacidén de la fosforilasa a. Sin embargo, no se explord el
efecto de estos antagonistas en las acciones que la AII ejerce
sobre la inhibicidén de la adenilato ciclasa.

Debido a la inconsistencia en la nomenclatura utilizada para
los receptores de AII, en 1990, se adoptd una clasificacién
estandar propuesta por un Comité de la American Heart Association,
designado para establecer la nomenclatura de los receptores de
AII. En esta reunién se designé a los sitios denominados AII-B,
All-1 o AII-alfa como ATl y los denominados AII-A, AII-2 o AII-
beta como AT2. De tal forma que los receptores que nosotros
describimos en nuestro trabajo como AII-1 corresponden actualmente
a los receptores ATl1l.

Paralelamente, a nuestro trabajo Speth y Kim (1990)
realizando estudios de asociacién con radioligandos, observaron
que el DuP 753 compite con una alta afinidad con la AII-[I125] en

membranas de higado, ademds observan que la curva de competencia

18



tiene un coeficiente de Hill de 1.02, sugiriendo que los
receptores ATl son los predominantes en el higado de rata,

Posteriormente, Bauer y col. en 1991 confirman nuestros datos
y ademids encuentran que los receptores AT1 también se acoplan de
manera inhibitoria a la adenilato ciclasa. Esto planteaba ahora la
idea de si el mismo tipo de receptor ATl activa a dos sistemas de
transduccioén diferentes o si existen subtipos de receptores AT1
con acciones diferentes en el higado de rata. Esto aiin no ha sido
dilucidado, sin embhargo, recientemente se clonaron dos subtipos de
receptores AT1: ATIA y AT1IB. Ambos tienen una alta homologia y se
encuentran presentes en higado de rata. Ademas, se ha logrado
expresar al subtipo ATIA en células CHO (células de ovario de
hamster chino) vy se encontré que este receptor es capaz de
acoplarse a tres sistemas de transduccidén diferentes: el recambio
de fosfoinositidos, la inhibicién de la adenilato ciclasa y la
modulacién de canales de calcio sensibles a dihidropiridinas.
Desafortunadamente, se desconoce si esto ocurre de manera natural
en algin tipo celular (Iwai e Inagami, 1992; Ohnishi y col.,
1992), y por otro lado los sistemas de transduccidn a los cuales
se encuentra acoplado el subtipo ATIB no se conocen hasta el
momento.

El hecho de que el receptor AT1A sea capaz de acoplarse a tres
sistemas de transduccién diferentes, apoya la idea de dque en
higado de rata pudiera existir un subtipo de receptor de AII capaz
de acoplarse a varios sistemas de transduccidén. Sin embargo, los
datos con DI'P', anteriormente mencionados, no apoyan esta idea.

Actualmente se sabe que los receptores AT1I son afines a las

angiotensinas con el siguiente orden de potencia:



AlI=saralasina>AIII>>AT, mientras que para los sitios de unidén AT2
el orden es: AIII>AII=saralasina>>AI, considerandose como uno de
los agonistas peptidicos mis selectivos para los sitios AT2 a la
PNH2FAII (para-amino-fenilalanina-angiotensina II). La especifici-
dad de 1los antagonistas no peptidicos para los sitios ATl es
Losartan>>EXP7711>>8-8308>PD123177 y para los sitios AT2, el
antagonista no peptidico mds selectivo es el PD123177 y el
antagonista peptidico mds selectivo es el CGP42112A. (ver TABLA
1).

Ademds de sus diferencias farmacoldgicas, los subtipos de
receptores de AIT también presentan diferencias en sus mecanismos
de transduccién celular: El receptor AT1 esta asociado con el
recambio de fosfoinositidos y 1la movilizacién de calcio
intracelular (Garcia-Sdinz y Macias-Silva, 1990; Dudley y col,
1990; Bauer y col. 1991); también se asocia a la inhibicién de la
adenilato ciclasa (Bauer y ceol. 1991) probablemente a través de la
proteina Gi3 (Pobiner y col. 1991); ademds, recientemente se viod
gque estaba también acoplado a la estimulacion de la Fosfolipasa D
(Pfeilschifter, 1992). Los receptores ATl se acoplan a diferentes
efectores a través de proteinas G, son sensibles a agentes
reductores como el DIT ¥y dependiendo del sistema celular,es
decir, al tipo de prbteinas G que expresan, pueden o ho ser
sensibles a la toxina pertussis. En cuanto al receptor AT2, ain no
se ha identificado su funcién fisiolégica, pero se ha asociado con
una modulacién de los niveles de GMP ciclico (Sumners y col. 1991)
(ver ESQUEMA II1I). Ademds, estos receptores son resistentes a
agentes reductores de grupos sulfhidrilo y no parecen interactuar

con proteinas G (Bottari y col. 1991) (TABLA I).
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ANGIOTENSINA I1

LOSARTAN PD123177
CGP42112A
v
AT AT AT
1A 1B 2

PROTEINA G

\ GMPc TIROSINA-
/ FOSFATASAS

AMPc IP3

ESQUEMA III. Angiotensina 11: Subtipos de receptores (AT1A, ATIB y ?
AT2); antagonistas selectivos (Losartan, PD123177 y |
CGP421127A); y sistemas de sequndos a los que se i
encuentra acoplados ( AMPc, IP3, GMPc y Tirosina- i

fosfatasas). f
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TABLA I. Propiedades de los receptores de Angiotensina II.

. S G R bn S s S T e S e T e W M G Meb S e T men w G g TR0 Tk ke ek M Grd S e S ek e S s e

AT1 AT2
AFINIDADES DE UNION
Antagonistas
Saralasina alta alta
DupP753 alta baja
PD123177 baja alta
CGP42112A baja alta
Agonistas
AII, AIII alta (AII>AIII) alta (AIII>AII)
[pPNH2-PheG]AII baja alta
SENSIBILIDAD A DTT alta baja
ACOPLAMIENTO A PROTEINAB G 51 NO
S8ISTEMA DE TRANSDUCCION + Recambio PI/Ca++ +/- GMPc

- Adenilato ciclasa + Canales

+ Fosfolipasa D

(+) Estimulacién & (-) Inhibicién.

22

de Ca+t+?

T



Recientemente, dos grupos lograron exitosamente la clonacién
de un receptor de AIIL, ambos usando estrategias de clonacidén por
expresion para obtener los cDNAs, E1l receptor reportado por
Sasaki y col. en 1991, se obtuvo de células en cultivo de la zona
glomerulosa de glandulas suprarrenales de bovino, y el reportado
simuitaneamente por Murphy y col. 1991, se obtuvo de células de
misculo liso vascular de aorta de rata, siendo ambos tejidos ricos
en sitios AT1. Estos receptores poseen una estructura con siecte
dominios transmembranales tipica de 1los receptores acoplados a
proteinas G (ver ESQUEMA 1V}, y entre si son virtualmente
idénticos en estructura (~92%), demostrando que el gen se expresa
similarmente en diferentes tejidos y se ha conservado entre
distintas especies de mamiferos. El receptor ATl consiste de 359
aminodcidos y tiene un peso molecular aproximado de 41 kDa,
contiene 3 sitios potenciales de N-glicosilacién, uno en la regién
extraceiular amino terminal y dos en la tercer asa extracelular,
Los residuos de cisteina estan presentes en cada uno de los cuatro
dominios extracelulares y son probablemente importantes en 1la
formacifdn de puentes disulfuro necesarios para la conformacidén que
permite unir al ligando, y en la sensibilidad de los ATl a los
agentes reductores. Los ATl presentan un residuo de cisteina en el
extremo carhoxilo como posible sitio de palmitoilacién. Varios
residuos de serina y treonina considerados como posibles sitios de
fosforilacidén, se presentan en la seqgunda asa intracelular y en el
dominio citopldsmico carboxilo terminal, este Gltimo también
contiene tres residuos de tirosina. Los receptores AT1 clonados
exhiben perfiles de unién a ligandos similares, pero no idénticos,

cuando se expresan en células COS-7, mostrando que conservan la

23



Intracellular |

o
=
=
—
Fo]
=
i
=

Extracellular

Secuencia de aminodcidos del receptor AT1 clonado.

ESQUEMA IV.

(Tomado de Desarnaud y col. 1991).
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farmacologia descrita para el receptor AT1. Ninguno une el
compuesto PD123177, selectivo de los AT2, pero ambos unhen con alta
afinidad a Losartan y al compuesto, no selectivo, saralasina. El
orden de potencia de la unién de los agonistas al receptor (fué
idéntica: AII>AIII>AI. Manteniendo el perfil de los receptores
AT1, los receptores clonados se acoplan a la fosfolipasa C y a 1la
movilizacién de calcio.

Finalmente, es importante sefialar que hasta no disponer de

antagonistas mids selectivos que nos permitan diferenciar entre 1los

subtipos de receptores AT1, no podemos establecer si son uno o méas
los receptores de angiotensina que modulan importantes vias
metabdélicas en el higado, tales como la glucogendlisis, 1la

ureogénesis o la gluconeogénesis.,
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PARTE I

BIBTEMAS DE TRANSDUCCION Y FOSBFORILACION DE PROTEINAS.

Actualmente esta claro que muchas hormonas Y
neurotransmisores, actuando a través de distintos sistemas de
transduccidén, median sus acciones fisiolégicas alterando 1la
fosforilacidén de proteinas especificas, y que esta modificacién
postraduccional es un mecanismo regulador muy importante en
diversos procesos comoc la motilidad, el metabolismo, el
crecimiento y la diferenciacién (Shenolikar, 1988).

La fosforilacién o desfosforilacidon de residuos de serina,
treonina o tirosina dispara cambios conformacionales en algunas
proteinas, alterando sus propiedades bioldégicas, de tal manera que
el nivel de fosforilacién en cualguier instante de la vida celular
refleja las actividades relativas de las cinasas y fosfatasas de
proteinas gque participan en los diversos procesos celulares. Asi
resulta que el andlisis de los pasos moleculares involucrados en
las respuestas fisioldgicas a las hormonas y neurotransmisores, ha
llegado ha ser mas complicado de lo que se esperaba.

Por otro lado, se sabe que existe una red de
intercomunicacién entre los diferentes sistemas de segundos
mensajeros. Esto aflade otro grado de complejidad al estudio de la
transduccidén de las sefales hormonales y de su regulacién. Ademas,

esta intercomunicacién se atribuye en parte a la fosforilacion de

proteinas, ya que se ha observado que esta modificacioén

postraduccional lleva a la modulacidén de la funcidédn de los
receptores, los niveles de segundos mensajeros y la actividad de

proteinas blanco comunes. Es aqui donde la modulacion
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farmacolégica de la fosforilacién de proteinas ha producido
informacidn (itil sobre los eventos moleculares involucrados.

Actualmente se dispone de una serie de agentes farmacoldgicos
que permiten estudiar la regulacién de los sistemas de
transduccién por 1la fosforilacién de proteinas. Dicho estudio
puede ser abordado a dos niveles: 1) modulando la actividad de las
diferentes cinasas de proteinas y/o 2) activando o inhibiendo las
fosfatasas de proteinas. Esto ha podido realizarse gracias a que
se han descubierto una gran cantidad de moduladores de la
actividad de cinasas y de fosfatasas de protelnas.

Numerosos estudios se han realizado sobre las acciones que las
cinasas de proteinas ejercen sobre los receptores y las seiales
biolégicas que transmiten, pero se ha descrito poco sobre el papel
que las proteinas fosfatasas juegan en la transduccién de sefales
hormonales. Ademads el estudio de la fosforilacién en residuos de
serina o treonina ha recibido mayor atencién que el de la
fosforilacidén en residuos de tirosina. Aunque recientemente este
iltimo campo ha empezado a despertar mayor interés. Sin embargo,
en este caso nos enfocaremos a la importancia de la fosforilacidn
en residuos de serina o treonina.

El uso de diversos inhibidores de fosfatasas de residuos de
serina & treonina, ha sido muy dtil en los estudios sobre 1la
importancia de la fosforilacién de proteinas. Algunos de estos
inhibidores como el pirofosfato, el B-glicerofosfato, el fluoruro
de sodio, y el vanadato de sodio sirven para mantener el estado
fosforilado de las proteinas en extractos celulares y evitan la

interferencia de fosfatasas de proteinas enh los ensayos de cinasas
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de proteinas. Todos estos inhibidores son inespecificos, por lo
tanto unicamente han favorecido una expansidén del campo de las
cinasas de proteinas y no del de las fosfatasas de proteinas
(Cicirelli, 1992).

En cuanto al campo de las proteinas serina/treonina
fosfatasas, este se ha desarrollado poco. Inicialmente, estas
enzimas fueron divididas en dos grupos, el tipo 1 y el tipo 2. Las
proteinas fosfatasas tipo 1 (PP1) preferencialmente
desfosforilaban la subunidad $# de la fosforilasa cinasa y eran
inhibidas por dos pequefias protefnas estables al 4cido y al calor,
denominadas inhibidor 1 (I1) e inhibidor 2 (I2). Las proteinas
fosfatasas del tipo 2 (PP2) preferian desfosforilar la subunidad «
de la fosforilasa cinasa y eran insensibles a los inhibidores 1 y
2. Las PP2 a su vez se han subdividido en tres enzimas distintas,
PP2A, PP2B y PP2C, con base en su dependencia por ciertos cationes
divalentes, Las PP2B y PP2C tienen un requerimiento absoluto por
calcic y magnesio, respectivamente, mientras que la PP2A (asi como
la PP1) es activa para algunos sustratos en ausencia de cationes
divalentes. Se ha observado también que los cuatro tipos de
fosfatasas se encuentran ampliamente distribuidos en las células
de mamiferos (Cohen, 1989 y 1991).

Ademids de ayudar a la categorizacién de las proteinas
fosfatasas, los inhibidores 1 y 2, han sido utiles en 1la
demostracién de que las proteinas fosfatasas son reguladas o
cambian en respuesta a hormonas y factores de crecimiento.
Desafortunadamente, estos inhibidores no estan disponibles
comercialmente, ademids de estar limitados a estudios in vitro y

de no inhibir a todos los tipos de PPl. Recientemente, una nhueva
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generacién de inhibidores de proteinas fosfatasas ha sido aislada
de varios microorganismos y estd disponible comercialmente. Estos
inhibidores, el &cido okadaico, la microcistina-LR, la caliculina
A y la tautomicina, parecen entrar a las células en diferentes
grados y potencialmente inhibir a la PP1 y PP2A de una manera
diferencial. De tal manera que estos inhibidores resultan ser muy
Gtiles en la identificacién de procesos biolégicos que son
regulados fosforilacién reversible de

por la proteinas

(Cicirelli, 1992) (ver TABLA III).

TABLA III. PROPIEDADES DE LOS INHIBIDORES DE PROTEINAS FOSFATASAS.

CALICULINA TAUTOMICINA

PROPIEDAD ACIDO OKADAICO MICROCISTINA

Peso molecular 805 994 1009 767

(Da)

Descripcién dcido graso heptapéptido N.D. N.D.

poliéter hepatotoxina

Toxicidad toxico téxico téxico toxico

Penetracion si no si si

en células excepcidn excepcidn

Inhibicién de

la PP1 (IC50) 10-60 nM 0.1 nM 0.5-2 nM 0.2-22 nM
(Ki) 10-20 nM 0.06 nM N.D. 0.16 nM

Inhibicidn de

la pPP2A (IC50) 0.1-1 nM 0.1 nM 0.1-1 nM 1-32 nM
(Ki) 0.03-0.2 nM <0.01 nM N.D. 0.4 nM

Inhibicidn de

la PP2B (IC50) 5-10 pM 0.2 pM N.D. 80 pM

Inhibicidn de

la PP2C (1C50) >10;ﬂ4 >4 PM N.D >100 pM

N.D.= no determinado.
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EL ACIDO OKADAICO.

El acido okadaico es un derivado poliéter de un acido graso de
38 carbones (ver ESQUEMA V). Es sintetizado por varios tipos de

dinoflagelados marinos, especialmente del género Dinophysis, que

se acumulan en algunos organismos filtradores como la esponja

negra Halicondria okadaii, de la cual fué inicialmente aislado por
Tachibana y col. en 1981. Esta toxina marinha se sabe que pertenece
a una familia de toxinas relacionadas en las cuales se incluye a
la dinofisistoxina 1 y a la acantifolicina. Se caracteriza por ser
un promotor de tumores muy potente y se considera responsable de
la diarrea causada por envenenamiento con mariscos ("diarrhetic
shellfish poisoning (DSP)") (Cohen y col., 1990; Hardie y col,,
1991}).

Takai y colaboradores en 1987, sugieren por primera vez que el
dcido okadaico es un inhibidor de las proteinas fosfatasas 1 y 2A.
Posteriormente se confirma esta idea y se observa que la PP2A es
completamente inhibida por 1 nM de &cido okadaico, mientras que la
PPl no es afectada a esta concentracidén , ya que su IC50 es de 10-
15 nM. Esta sensibilidad es notablemente conservada en las células
eucaridéticas (Cohen y col. 1990). Por otro lado, los estudios
cinéticos han mostrado que el A&acido okadaico actda como un
inhibidor no competitivo o mixto de las PPl y PP2A, sugiriendo que
el sitio de unién para esta droga esta fuera del sitio catalitico
(Bialojan y Takai, 1988).

El A&cido okadaiéo no parece tener efecto directo sobre otras
fosfatasas de proteinas o sobre las cinasas de proteinas (Haystead

Yy col., 1989). Sin embargo puede ejercer al menos dos tipos de
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ESQUEMA V.

ACIDO OKADAICO
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Dos potentes inhibidores de las proteinas

Yy 2A: el acido okadaico y la microcistina.
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efectos indirectos sobre las cinasas de proteinas y sus sustratos.
Primero las cinasas de proteinas cuya actividad es requlada por
fosforilacién reversible pueden ser estimuladas en la ausencia de
actividad de fosfatasas. Segundo, algunos de los sustratos de las
cinasas pueden acumularse en un estado de fosforilacidén sostenida
cuando las fosfatasas estan bloqueadas. Asi, sucede que el blogueo
de las PPl y PP2A por el &acido okadaico desvia el balance de
fosforilacidon de proteinas hacia un incremento en la fosforilacién
(Schénthal, 1992).

El 4&clido okadaico ha sido empleado en diversos estudios. El
uso de este agente en extractos libres de células ha llevado a la
identificacién de varias proteinas cuyas actividades son
controladas por fosforilacién. Su uso en células intactas ha sido
extremadamente Gtil en la identificacién de sustratos fisiolégicos

de las PPl y PP2A. En la tabla 1V se presentan algunas de las

acciones del acido okadaico en diferentes células.
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TABLA IV. ALGUNOS DE LOS EFECTOS DEL ACIDO OKADALCO SOBRE CELULAS

INTACTAS (Tomada de Hardie y col,, 1991).

SISTEMA EXPERIMENTAL

Misculo liso de conejo y
humano

Piel de ratén

Hepatocitos de rata

Adipocitos de rata

Macrofagos peritoneales de
rata

Neuronas de molusco
(Helix aspersa)

Protozoario
Paramecium tetraurelia

Miocitos cardiacos

Miocitos traqueales

Células NIH 3T3
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EFECTO DEL ACIDO OQKADAICO

Inicia contraccién

Promueve la induccién de tumores

Estimula la salida de glucosa
Estimula la gluconeogénesis

Inhibe la sintesis de acidos
grasos, Estimula la 1lipélisis.
Mimetiza los efectos de insulina
sobre la captura de desoxi~
glucosa,

Incrementa la produccidén de
PGE?2.

Potencia la supresién de la
corriente de K+ inducida por SHT

Prolonga el nado hacia atras
debido a un retraso en los
canales de Ca++.,

Incrementa la corriente de
calcio tipo L.

Incrementa la probabilidad del
estado abierto de los canales de
K+ dependientes de Ca++.

Causa reversion del fenotipo
tranformado inducido por los
oncogenes raf-1 y ret-2.



Los estudios que se han realizado en hepatocitos con el dcido
okadaico han mostrado que este agente induce un incremento en el
estado de fosforilacidn de muchas proteinas., Entre estas proteinas
se encuentran enzimas clave de vias metabdélicas come la glucdlisis
Y la gluconeogénesis (Cohen, 1990). Entre otras de sus acciones se
encuentran: la fosforilacidén de la proteina Gi, lo cual lleva a un
blogqueo de la inhibicion de la adenilato ciclasa (Bushfield,
1991); y la inhibicidén de la biosintesis de fosfatidilcolina,
probablemente debido a un aumento en el estado de fosforilacidén de
la citidiltransferasa (Hatch y col. 1992).

Con base en diversos estudios, actualwmente es claro que las
acciones de las hormonas pueden ser regquladas por la fosforilacion
de proteinas a muy diversos niveles, ya sea a nivel de sus
receptores o a nivel de alguno de los componentes del sistema de
transduccién al cual dichos receptores se encuentran acoplados; de
tal manera que las acciones de las hormonas pueden resultar
favorecidas o inhibidas; y debido a que el acido okadaico resulta
ser una herramienta Gtil en la identificacién de procesos
bioldgicos que son controlados por fosforilacidén reversible de
proteinas, decidimos utilizarlo para estudiar el papel gque juegan
las proteinas fosfatasas en la regulacidén de sistemas de
transduccién de hormonas que . modulan el metabolismo de
fosfoinositidos. Los resultados de este estudio se presentan en

los siguientes trabajos:



TRABAJO 2.

- Garcia-sainz, J.A., M. Macias-Silva and M.T. Romero-Avila.
(1991) Effect of okadaic acid on hormone- and mastoparan-
stimulated phosphoinositide turnover in isolated rat hepatocytes.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 179(2):852-858.

TRABAJO 3.

- Macias-Silva, M. and J.A. Garcia-S&inz. (1993) Inhibition
of hormone-stimulated phosphoinositide turnover and disruption of
cytoskeletal structure. Effects of okadaic acid, microcystin,

chlorpromazine, W7 and nystatin. TOXICON. (en prensa).

RESBUMEN DE RESULTADOS.
TRABAJO 2:
En hepatocitos aislados de rata pudimos observar que @

1) El1 A&cido okadaico inhibe parcialmente el marcaje de
fosfatidilinositol (PI) estimulado por angiotensina II, epinefrina

o vasopresina.

2) La produccién de fosfatos de 1inositel estimulada por
angiotensina II, epinefrina o vasopresina, es también inhibida por

el 4cido okadaico.

3) Mastoparan, una toxina aislada del veneno de avispa, estimula
la produccién de fosfatos de inositol. Estas acciones también son

inhibidas por el acido okadaico.
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Okadaic oacld {3 a potent and spectfic Inhibltor of protein phosphatases |
and 2A which seems to be useful for ldentifying biolegical processes thac are
controlled by reversible phosphorylation of protefins. We report here that
okadate  acid Inhibits in  isolated hepatocytes the stimulatfons  of
phosphoinogitide turnover Jnduced by eplnephrine, anpgilotensin 1T and
vasopressin, Mastoparan, a peptide toxin from wasp venowm that mimies receptors
by activating G-proteins, also stimulates the accumulatfon of inositol
phosphates {n hepatocytes, Interestingly this action of mastoparan was also
inhibited by okadatc acid. Our data Indicate that okadaic acid tnhibits the
phoaphotnositide turnover signal transduction system in hepatocytes at a level
distal to the receptors. o 1391 Acalemic press, tne,

Okadatle acid, a potyether facty acid produced by several types of
dinoflapellates, 1s a potent and specific Inhibltor of protein phosphatases |
and 2A [1,2]. This compound {s a new probe for the study of cellular regulation
slnce {t seems to be useful for Ldentifyilng biological processes that are
controlled by reversible phosphorylation of proteins [3,4].

Protein phosphorylacion ls one of the most common bilochemical mechanisms
through which cells regulate thelr metabolisn [3]. The function of some of the
molecular entities {nvolved in signal transduction seems to be modulated hy
phosphorylacton/dephosphorylation cycles, L.e,, there £s a large amount of

evidence of vreceptor phosphorylation ({[see 6) and also some evidence of

regulation by phusphorylation of G-protefns [7-9] and membrane effectors, such

as adenylate cyclase [l0] and phospholipase € [11,12],
Using lsolated rat hepatocytes, we first showed that activaction of proteln

kinase C blocks the alphaj-adrenergic action in hepatocytes {13,14], The effect

0006-291X/91 $1.50
Copyright ™ 1990 by Academic Press, Ine,
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wag rather selective alnce the effects of other receptors coupled to the osame
signal tranduction system ( phosphofnositide turnover) were efther not affected
or affected to a much lesser extent [13,14], Usiug smooth muscle cella it was
shown that the blockade of the alpha)-adrencrgic action induced by protein
kinase C activation {s assoclated to alphnp-adrencceptor phosphorylation [18].
Here, we vreport the elfect of okadale acidd ou the phosphoinositide
turnover sipgnal transduction system {in isolated rat hepatoecytes., Our results
Indicate that thils agent alters the function of the system at a postreceptor

site.

MATERTALS AND METHODS

1-Epinephrine, anglotensin II, wvasupressin and mastoparan were obtalned
from Sigma Chemical) Co. 2-{31] ~Myo inositol (20 Ci/mmol) and [3%p)Pi (carrier
free) were obtalued from New England Nuclear. The anlon exchange resin AG 1-X8
{formate form) was from BloRad and collagenase from Worthington. Okadaie aeld
was from Gibeco (the fnitlal experiments were performed with a sample of this
tumor promoter generously provided by Dr. Phildp Colen, (Dundee, U.K.)).

Experiments were performed with female Wistar rats (220-250 g) fed ad
libitum, liepatocytes were lsolated by the method of Bervy and Friend {19], The
cells (30-40 mp wet weight) were fncubated in 1 ml of Krebs-Ringer blcarbonate
buffer, under an atmasphere of 95% 02/ 5% €02, ph 7.4 ac 37° C in a water bath
shaker.

Phosphatidylinositol laheling was studied as described previously [20].
Production of Inoslitol phosphates was studled as described [21,22], In  brief,
tha cells were {incubated for 920 min with 15 yCi/ml of tritiated 1nositol,

washed and Incubated for 10 min with 10 oM LIC1 in the presence or absence of

okadaic acid; the hormones were added and after 5 min of incubatfon the

reaction was stopped, lousitol phosphates were separated by anfon exchange
chromatography as described by Berridge et al [23]. The total counts in
fractions 1-4 (1P).6-8 (IPy) and 11-12 (IP3) were added to determine the
production of these lnositel phosphates.
RESULTS

In cells dncubated with [32P)P1, eplnephrine induced a dose-dependent
tncerease  in the laheling of phosphatidybinosivel (PI) (Fig, 1, left panel).
Okadale acid by itself decreases the basal labeling of phosphatidylinositol (33
4+ 3% decrease in basal labeling at 1 yM okadate acid; n=7, p < 0.005 vs basal
labeling)., To study the effect of hormones in cells incubated wich this tumar
promoter, we took into account this decrease in labellng ond expressed the data

ag perceutage of their own basal, f.e. the labelinpg observed in celin run In

parallel with the same concentration of vkidale acid. Under these conditions,
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Fipure 1, EFFECT OF OKADALC ACID ON HORMONAL,  STIMULATION OF PHOSPHATIDYL.
INOSITOL (PL) LABELING. Left Panel: cells were incubated In the absence
(6—=) or presence (0--~0) af 1 p M Okadiie Actd and with  different
concentrncions of eplnepbrine plus 10 i propranolel. Middle panel: cells were
incubated with 10 pM epinephrine plus 10 pY propravolol alone (0) or wich (8)
different concentrations af vkadale acid. Right panel: cells were incubated
without (so0lid bars) or wicth (open bars) | pM Okadole Acid and the agonista:
EPL, 10 pH epinephrine plus 1O UM propranolol; VASO, 10 uM vasopressing ANGIO,
{0 3 H anglotenain LI, Results arve the means and vertical lines represent the
S§.E.M. of 4=5 experiments in dupliecate,
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we observed that okadalc ncdd produced a dose-~dependent partial inhihition of
the alpha)-adrenergic effect of epinephrine (ICspn » 50 oM okadaic acid) (Fig., 1
middle panei}; the polyether favey acid altered the maximal effect of the
adrenccpgle  agonist without affecting its ECgg (%3 pyM epinepheine)  (Fip. I,
laft panel). The inhibltory action of okadale acid was not selective for the
alphaj~adrenergic effect, 1. e. the actton of other hormones that also
stimulate PL  labeling, such as  vasopressin or anglotensin [II, was also
inhibited and to a sbmilar extent { 40-60 Z) (Fig. 1, vight panel).

We confirmed this observatlion by quantifying the production of  inositol
phosphates. Okadalc acid was without effect by Ltaself on the basal production
of inositol phosphates. In contrast, 1t markedly attenvated the stimmlations
induced by eplpephrine, vasopressin and anglotensin 1L (Fig. 2 and Table 1),
Interestingly, not only the effect of these hormones was altered but the
stimulation of IPy and 1P3 production induced by mastoparan was also Inhibited

by okadale acld (Fig. 3 and Table 2).

DLSCUSSLON
Our present results fndicate that okadale acid wmarkedly alters the

phesphuinositide turnover signal  transduction system {n  hepatocytes. 'Two
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Figure 2. ELUTION PROFILE OF INOSLTOL PHOSPHATES., Cells were fucubated in the
absence  of any agent (8-—@) with ! yM Okadaic Acld (0---0) wich the agonliats
(VASO, 10 nM vesopressing ANGIO, 10 u M angtotensin II or EPI, 10 M
eplnephrine plus 10 uM propranclel) (&—id) ar with the agonuiats plus | p i
okadafc acld (a---a), Hote lelt orvdluate for ErI-1ry. Data are from a
representative experiment in criplfcate.

TABLE 1
EFFECTS OF OKADAIC ACID, EPINEPURINE, VASOPRESSIN AND ANGIOTENSIN LI ON
(JH]lNUSlTOL PHOSPHATES ACCUMULATION

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

Comitcion Inositol Phosphates (epmf4l mg colln wow,)
Py ny Iry

Basal 2300 + 160 400 + 640 125 + 5
Okadafe Actd Iy 2320 + 210 385 + 35 135 + 10
Epinephrine 10 uM 2690 + 175 740 + 909 210 + 20b
Epinephrine 10 UM +
Okadaic Acldl 1 uMH 2340 + 215 510 + 60°€ 150+ 14
Anglotensin LT [0 4N 3085 + 1252 1650 + 230b 610 + g5b

Anglotenain I1 10 Y +
Gkadate Acid 1 4H
Vasopressin 10 nj
Vasopressin 10 nH +

Okadntc Acid | pH

2590 + 170¢

3065 & 1302

2345 + 155°

990 + 135¢

1635 + 160

240 + 60f

320 + 454

660 + B5h

325 + 500

Renults are the means + 5.E.M. of # experiments {n triplicate,

Bp ¢ 0.005 va basal; bp < 0,001 va basal; Sp< 0,05 vs hormone alowe; 9p < 0,02
va hormone alone; ®p o 0.005 va hormone atone; fp < .00} va hormone alone,
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Figure 3, ELUTION PROFILE OF INOSTITOL PHOSPHATES. Cells were incubated {n the
absence of any agent (8—-0) with | yM Okadaie Acld (0---0} with 50 y M
mastoparan {A—-A) or with 50 yM mastoparan plua | pM Okadale actd {(a---a}.

Note Jleft ordinate for IP; and IPfy. Data are from a representative experiment
in teiplicate,

different, but complementary parameters were determined to document thls
finding. f.e., hydrolyafs (prodection of inocsitol phosphates) and resyntheslis
(PI 1labeling) of phosphoinositides. The vresults of hoth parameters were
entirely consistent and {ndlecate that this Inhibitor of protein plosphatases
partially inhibicts this signal transduction process.

The effect of okadale acld was different to that of phorbol myristate

acetate (PMA). Using hepatocytes, 1t has been observed cthat oactivation of

TAUBLE 2
EFFECTS OF OKADALIC ACID AND MASTOPARAN ON [3H]IP3 ACCUMULATION

Condition Inositol Phosphates
{cpm / 40 wg cells w.w,)

v, Py
Basal 315 + 20 125 + 5
Okadate Actd | M 350 + 30 130 + 10
Mastoparan 50 yM 555 + 259 175 + 107
Mastaparan 50 M +
Okadale Acld | pM 440 + 25b 155 + 10

Regults are the means # 5.E.M, of 7 experlments in triplicate.

A n <0000 va basal; P p < 0,01 vs mastoparan alone,
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protein  kinase € by PMA leads to a complete blockade of the alpha|-adrenergic
action  {13-17] with only minor effecta on that of other hormones [13-17)., In
contrast, the {nhibition induced by okadatlc acid wan rather broad and no
receptor selectivity was observed, These data supgest that the actfon(s) of
okadaie acid is (are)} not exerted at the level of the liormone receptors but on
entitles fuvolved in steps subsequent to receptor activation, possibly the G-
protein  or phospholipase C. The data with mastoparan are consisteant with this
interpretation.

Mastoparan s a tetradecapeptide toxin from wasp venom that {8 a potent
stimulator of secretion in several cells [24-26]. Mastoparan seems to anct on G-
proteins promoting nucleotide exchange by a mechanism strikingly similar to
that used by receptors [27]). Tohkin et al [28) observed, that tigh
concentrations, of mastoparan  increase cytosolle free calcfum and IPy
accumulation, We confirmed this lacer finding and observed that 50 uy
mastoparan Increases modestly but consistently the production of IP3 and 1IPj.
Okadaic acid iInhibiced this effect. These data further suggest that the
perturbation of the phosphoinositide turnover transduction system fnduced by
okadate acid does not take ptace at the level of the receptors but rather at
the level of the CG-protein, on which mastoparan putatively acts, or on
phospholipase €. Activatlon of protein kinase ¢ {n a variety of cells and
tissues results {n the inhibition of receptor-mediated satimulation of
phosphoinesitide turnover [12, 29, 30]. There I8 evidence of phosphorylation of
phoapholipase C-f§ by protein kinase € [12]} and Lt has been sugpgested that
phosphorylation of phospholipase € may alter its {nteraction with the G-proteln
[12]. It should be wmentioned, however, that with the whole-cell approach used
in this study we can net rule out changes in the activity of enzymes
controlling the stealy state levels of inositel phospholipids and f(nositol
phouphates. Experiments are in progress, using cell-free systems, to define the
gite(s) where the alteration(s) induced by okadaic ncid take place. In summary,
our data indicate that okadale acld alters che phosphoinositide turnaver

transduction asystem in hepatocytes at a level distal to the receptors.
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TRABAJO 3:

1) El A4cido okadaico y la microcistina, dos potentes inhibidores
de proteinas fosfatasas, inhiben la produccién de fosfatos de
inositol estimulada por vasopresina, de una manera dependiente de

la dosis.

2) El A&acido oKkadaico y la wmicrocistina, asi como otros agentes
tales como el W7 y la clorpromazina (antagonistas de calmodulina)
y el antibiético nistatina, son capaces de inducir alteraciones
morfolégicas, "ampollas" (denominadas "blebs'"), en los hepatocitos

de rata.

3) Varias drogas perturbadoras del citoesqueleto como son la
clorpromazina, el W7 y la nistatina, también inhiben de una manera
dependiente de la dosis la produccién de fosfatos de inositol

estimulada por vasopresina.

4) La produccidén de inositol trisfosfato estimulada por
angiotensina 1II, epinefrina o vasopresina es inhibida por varios
agentes perturbadores del citoesqueleto tales como: A&cido

okadaico, microcistina, clorpromazina, W7 y nistatina.

5) Es importante sefalar que estos agentes perturbadores del
citoesqueleto no disminuyen la viabilidad de las células. Fsto fué

evaluado observando la exclusidén del azul de tripano.
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M. Mactas-SiLva and J. A, Garcia-Siniz. Inhibition of hormone-stimulated
inositol phosphate production and disruption of cytoskeletal structure. Effects
of okadaic acid, microcystin, chiorpromazine, W7 and nystaun. Toxin 32,
000-200, 1994. —Inhibition of protein phosphatases 2A and | by okadaié acid
aitd mucrocystin leads to cyteskeletal disruption and formation of plasma
mambrane bieds (blebbiny) in hepatocytes, This phienomenou is associated to
a marked inhibition of recsptor-mediated and G-protein-mediated phospho-
inositide turnover in rat hepatocytes. Other cjtoskc'cml-dtsmpung drugs such
as chlorpromazine, W7 and aystatin mimic the sfect of these protein phospha-
tase inhsbitars on phospivinositide metabalism and biebbing. Qur data suggest
that the coupiing tetween G-orotein and phospiolipase C qught e altered by
cytoskeletal disrupuon,

INTRODUCTION

DurmG the last few years a great amount of research has been published on the roles that
- the cytoskeletons play in modulating signal transduction (WANG et af., 1990; WangG, 1991;
WaNG and Rasenicx, 1991). Recaatly, a link berwesn cytoskeleral elemeats and the
phosphoinasitide turnover signal transducdon pathway was discovered. It has been
observed that some actin-binding proteins, such as profilin and gelsolin, bind to phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphate and inhibit its hydrolysis by phospholipase C (LassiNg
and LINDBERG, 1985; JANMEY and STOSSEL, [989; GoLbsCHMIDT-CURMONT ef al,, 1990,
1991). Furthermore, it has been observed that some components of this signal transduction
pathway (such as phospholipase C, inositol lipids, phosphoinositide kinases and diacyl-
glycerol kinases) interact with the cvtoskeleton (NAKANO ¢f af,, 1989; GRONDIN ¢f al,, 1991;
McBRIDE er al., 1991; PAYRASTRE ef af., 1991).

Agents such as inhibitors of mucrotubule polymerization (colchicine and vinblastines),

metals (mercury), hepatotoxins (carbon etrachioride) and quinones inhibit agonist-4timu-
lated phosphoinositide metabolism (NICOTERA ef af., 1992), One of the mutin common
actions of these drugs is the perturbadon of normal cvtoskeletal organizaton, inducing

l
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the formation of blebs an the plasma membrane (NicoTera ¢r af., 1992), The formation
of blebs has been associated with disturbancss in thiol metabolism, intracellular cafcium
concentration, ATP depletion and rearrangement of cytoskeletal proteins (JEWELL et af,,
1982; ORRENTUS et af., 1992).

Cytoskeletal integrity in cells appears to require protein phosphatase activity (ERIRSsON
et al., 1992), Inhibitors of protein-serine/threonine phosphatases 2A and 1, such as okadaic
acid and microcystin, praduce profound morphological alterations in a variety of cells, The
changes include reorganization of the microfilament and intermediata-filament netwarks,
organelle segregation and surface blebbing (RUNNEGAR and FaLCoNER, 1986; Eriksson
et al., 1987; Bog er al., 1991; Eniksson et al., 1999). We and others have previously reported
that okadaic acid markedly alters the phosphoinositide turnover signal transduction
system in hepatocytes (GARCIA-SAINZ et al,, 1991; MaTTINGLY and Garrison, 1992), In
this study, we evaluate the ¢ffects of microcystin, another phosphatase inhibitor, chlorpro-
mazine and W7, calmodulin antagonists, and the antibiotc, nystatin, on both parameters,
i.e. agonist-actvated phosphoinositide turmover and blebbing, in rat hepatocytes. Our
results suggest a close relationship between both parameters.

MATERIALS AND METHODS

Vasopressin, angiotensin [1, chlorpromasine, W7 (¥« 6-2minchexyi}Schioro-l-papthalenesullonamide| and
l-epinepnnne were obtained from Sigma Cheruaal Co, 2-('H|-Myo-iaasitol (20 Ci/mmol) was puschased 2o New
Engiand Nuclear. The anion exchange re<in AG [-X3 formate form) was from BioRad and collagenase from

Wantlungion, Okadaie acid was from & B{ and sucrocystin (rom Gibeo,
Hepatocytes were isolated from female Wistar s (200-220 4) fed ad libitunt by the method ol Beray and
Fresio ¢ 1969). The celly i 20—4) my ‘vet weight) were incubated in | m of Krebs-Ringer bicarbonate buifer, under

an atmosphere of 93% Q,,/5% CO,, pH 7.4, 2t 37°C in 21 'water bath shaker,

[nautol choonate zroductian was studied 1s described (Garcia SAINT and Macias-SiLva, 1990). [n bael, the
ceily were iponnated for N gun with 1S e Chmi of tnuated inositol, vashed and incubated for 10 mug with (0 mM
LiC 1o the presence or tbsence of the foilowing druga: akadaic sad, microcystin, W7, chlorpromazine or
aystaun. Alter <his, hormoocs wvere added to the cell msprasion and the {ncubation was continued for 5 min,
Inouiol phosphates wers separated by anton exchange chromatography 31 described by BERRIDGE e ol., (1983),
Intraceilular ealcium was asseued by tluorometnic measurement of the calcium-quin 2 complex (STApDpON and

Hansrorn, 1990; Garcla-SANz et of., 19M).

RESULTS AND DISCUSSION

It was previously reported that okadaic acid markedly attenuated hormone-stimulated
phosphoinositide turnover in rt hepatocytes (GARCIA-SAINZ et al., 1991; MATTINGLY and
GarrisoN, 1992), Not only was the etfect of hormones diminished, but the stimulation of
this parameter induced by mastoparan was also inbibited by okadaic acid. The data
sugpested a postreczptor site of action of the treatment with the phosphatase inhibitor, We
tested whether another phosphatase inhibitor, microcystin, a cyclic heptapepude toxin
isclated from cyanobacteria, was able to mimic the effects of okadaic acid on phospho-
inositide turnover, Most cells are impermeable to microcystn, but hepatocytes accumuiate
this toxin via a selective uptake mechanism for the liver, namely the multispecific transport
system for bile acids (Eriksson et af, 1987). As shown in Fig. I, okadaic acid
(1ICq = 40-60 nM) and micracystin (IC, = 30~4) nM) dose-dependently inhibited the pro-
duction of inositol bisphosphate and trisphosphate induczd by 10 nM vasopressin, These
data indicate that two, chemicaily unretated, protein phospbatase inhibitors have the same
acton. [tis important to point out that the etfec:s ol these inhibitars on phospheinositide

metabolism were accompanied by blebbing (Fig, 2).
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In order to study the role of the cytoskeletal integrity on phosphoinositide tumover in
hepatocytes, the effects of several cytoskeletal disrupting drugs such as W7 (calmodulin
antagonist) and chlorpromazine (antipsychotic, calmodulin antagonist) on vasopressin-
stimulated inositol phosphates production were investigated. The ability of these drugs to
induce blebs at the concentrations employed was confirmed (Fig. 2). The effect of nystatin,
which also induced blebbing, was also studied (Fig. 2).

W7  (ICo = 100-125 uM), chlorpromazine (Ic, = 50-160uM) and nystatin
(1C: = 0.6-0.7 pg/ml) markedly inhibited the effect of vasopressin in a dose-dependent
manner (Fig. 3). The inhibitory action of these agents was not selective for the vasopresain
etfect, i.e. the action of other hormones that aiso samulate phosphoinositide turnover, such
angiotensin II or epinephrire, was also inhibited. In Fig. 4, the stimulation of inositol
trisphosphate production by vasopressin, angiotensin [T and epinephrine (right panef) and
their inhibition by 1 uM okadaic acid, 1M microcysdn, 100 uM chlorpromazine,
100 uM W7 or 50 pgz/ml nystatin (left panel) are shown.

It is not known through which mechanism(s} these drugs exert such actions. However,
it has been reported that calmodulin antagonist at high doses producss microfilament
disintegration (IW1G et al., 1991), and it has been reported that phaospholipase Cfactivity

is inhibited by W7 and cytochalasin D (another microfilament-disrupting drug)) (Bour-

GUIGNON er al., 1990),
It was previously shown thac this inhibitory effect of okadaic acid shows no receptor

selecdvity and therefore it was suggested that such action is exerted at step(s) subsequent
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Fig. . EfreCT of PHOIPHATASE DNHIBITORY OGN VASOPMUEUIN-(NDUCID [NOAITOL PHOIPHATES
FRODYCTION.
Hepatocytes were preincubated with okadaie aad or microcystin for 10 min and incubated for
further $ min with 10 nM vasopressin. (Q) lnvsitol bisphosphate: (@) inositol trisphosphate: ()
vasopressin alone, [nositol bisphosphate: basal 337 & 4l cpmyd) mg celly wet weight: vasopreaun
(10 aM), 2262 & 148 cpmy 40 mg cells wet weight. Inontol tsphosphate: basal, 253 & 28 cpmy40 my
ceils wet weight. Vasopressin (10 aM) 987 + 156 cpmyd) mg cells wet weight, Plotted are the
means + $.E.M. of three experiments, each performed in iplicate using different cell preparations.
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FiG. 2. MORPIOLOGICAL ALTERATIONS IN DOLATID HEPATOCYTES (NCUBATED WITHOUT (CONTROL
CrLLs) OR WITH { gm OXADAIC AQD, | M 1acxocysTad, 100 M W7, (00 uM CHLORPROMAZINE

oR S pg/ml NYsTATDM POR 10 min AT 3T°C.
Representative of five different experiments with identical iewlta,

to reczptor activation; i.c. possibly at level of G-pratein or phospholipase C (Gan-
CtA-SAINZ et al., 1991). This was further supported by the finding that the activation of
inositol phosphate production induced by mastopamn (a toxin from wasp venom, which
activates G-proteins; MousLy et af, 1990) was also inhibited by okadaic acid {(Gar-
cdA-SANZ er al., 1991). Counsistent with this, it was pow observed that SmM NaF plus
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10 uM AICly (cells incubated in butfer containing 125 uM CaCly) stimulated inositol

. phosphates production (inositol bisphosphate [47 % 14% of basal, inositol trisphosphate

129 + 15% of basal) and that this etfect was esseatially abolished by 1 gm okadaic acid.
Recently, TASAKA er al. (1991) reported that colchicine and vinblastine inhibit in mast cells
the increases in intraczllular calcium concsntration caused by compound 48/80 (another
agent that putadively directly activites G-proteins (MousLy et af,, 1990)). Since masto-
paran, AlF4- and compound 43/30 activate phosphoinositide metabolism putatively at
level of G-proteins, we would like to suggest the possibility that the interaction hetween
G-protein and phospholipase C may be altered by disrupting the cytoskeletal structure.

Inhibidon of protein phosphatases alters cytoskeletal structure; however, other cyto-
skeletal disturbing ageats that do not inhibit this enzyme activity mimic the effect of
okadaic acid and microcystin on phosphoinositide metabolism. These data suggest the
possibility that inhibition of protein phosphatase activity could be just one of severul
possible mechanisms of disrupting cytoskeletal structure, and this is consistent with the
idea that such alteration may perturbate G-protein-phospholipase C coupling.

The molecular basis of plasma membrane blebbing is presently unknown, However,
several mechanisms have been implicated in this action. Some agents, such as colchicine
or cytochalasing, interact directly with cytoskeletal elements, whereas others, such as some
quinones, increase intracellular calcium concentration (NICOTERA et ai., 1986, 1992).

Regarding intracsllular calcium concsnuration, it is well known that this cation plays a
critical role in modulating cytoskeletal structure and {unction, and thae is regulates the
actvity of phospnolipase A, which stimulates eicosanoid synthesis, Thromboxanes have
been implicated as intermediates in c2ll injury (HorTOoN and Woap, 1991), Moreover, it
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Fi6. ). EITECT OF <EVIRAL CYTOSKELITAL-DISRUPTING DRUGS ON INOSTTOL PHOSPHATES PRODUCTION
NDUCED BY YASOPRESIN,
Cells were preincubaied with chlorpromazine, W7 or nystatin for 10 min and incubated for furiter
Smin with [0noM vasoprmnn. (Q) Inositol bisphosphate; (@) inontol trisphosphate; (8)
vasopressin alone, Other indicanions a1 in Fig. 1,
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F!G, 4. HORMONE STIMULATER 20TTL TROTHGIFHATE (IP,) FRODUCTION AND EPMECT OF CTTOS
SXTLITAL-DCRUPTING DRUGY
Hepatocytes were incubated in the absenee af 2ny agent (hasa)) or with 10 aM vasopressia, 10 uM
anmotenun I or 10 uM epinephnne for Smin. thout pretrearment (left paned), Cells were
prewreated for 10 min either wth { u M okadaie acid, | uM microcysun, 100 uM chlerpromazine,
(00 uM W7 ar 20 sl aystacin and incubated for further § min wich the indicated Aormone (right
panelsl, Plotted are the means = S.E. M. of three 2xpenments, each performued in wiplicate, using
different ceil preparadons,

has besn reported that microcystin incrsases sicosanoid synthests in some cells (INASEEM
et al,, 199)). We tested the possibiiity that the action of okadaic acid could be mediated
by eicosanoid producton. [n order to explore this, we incubated isolated hepatocytes with
the cyclooxygenase inhibitor, indomethacin, for 20 min prior to okadaic acid treatment.
However, this treatment prevented neither bleb formation nor inhibition of inositol
phosphates production {data not shown).

Increases in intracellular calaum activate proteasss which lead to the degradation of
cytoskeletal proteins and appear to be responsible for the plasma membrane blebbing
induczd by ageats that disrupt intracs!lular calcium homeostasis (NtcoTeERa ¢r al., 1986),
Bleb formation and inhibition of phosphoinosiude metabolism produced by okadaic acid
was prevented neicther by incubating the cells in buffer without calcdum and containing
25 uM EGTA nor by pretreatment with leupeptin (a protease inhibitor) (data not shown),
In addition, we were unable to detect any change in intracellular calcium concentration
inducsd by okadaic acid (recorded for 10 min) in rat hepatocytes. These observations
suggast that an increase in cytosol calcium concentration is unlikely refated to okadaic acid
effects,

In summary, our data show that a series of unrelated agents which share the ability to
alter cytoskeletal structure and inducs blebbing also decrease receptor-mediated and
G-protein mediated inositol plosphates production. The possibility that distruption of
cytoskeletal structure may lead to G-protein-phospholipase C uncoupling is suggested.
The molecular basis of such an ctiect remains to be clucidated.
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En adicidén a estos trabajos tenemos como datos no publicados
que:
1) Las pozas de fosfoinositidos marcadas con mio-inositol-{3H]: PI
(fosfatidilinositol), PIP (fosfatidilinositol d4-monofosfato) vy
PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), no se afectan por el
tratamiento de los hepatocitos con dcido okadaico o microcistina.
(ver Tabla A).
TABLA A. EFECTO DE DOS INHIBIDORES DE PROTEINAS FOSFATABAS8 SOBRE

LAS POZAS DE FOSFOINOBITIDOS MARCADAS CON TRITIO. (Los
datos estan presentados en cpm/mg de células, peso

himedo) .
PIp2 PIP PI
CONTROL 132 + 27 51 % 10 4568 + 532
ACIDO OKADAICO 136 * 34 49 + 11 4766 t G52
MICROCISTINA 139 % 44 54 % 15 4666 t G672

2) El dcido okadaico y la microcistina no son capaces de inducir
una movilizacidén de calcio en hepatocitos aislados de rata. Este
parmetro se evaludé midiendo espectrofotometricamente 1la
concentracidén intracelular de calcio libre con el colorante

fluorescente quinz,

3) El pretratamiento de los hepatocitos con leupeptina (un
inhibidor de proteasas dependientes de calcio) o con indometacina
(un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos) no
previene o evita las acciones inhibidoras del acido ckadaico sobre
la produccidén de fosfatos de inositol estimulada por vasopresina

(ver figura A}.
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Efecto de ILeupeptina (un inhibidor de proteasas) e
indometacina (un inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos) scobre las acciones que
ejerce el 4cido okadaico sobre la produccidén de
fosfatos de inositol estimulada por vascpresina.
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ANALISIS DE RESULTADOS DE LOS TRABAJOS 2 Y 3,

La fosforilacién reversible de proteinas es uno de los
mecanismos bioguimicos mds empleados por las células para regular
diversos procesos. Por ejemplo, la funcidén de los diversos
componentes de los sistemas de transduccién de sefiales hormonales
pueden ser moduladeos por ciclos de fosforilacién Y
desfosforilacidén. Diversos reportes apoyan lo anterior, en ellos
se muestra la fosforilacién de receptores, de proteinas G y de
diversos efectores, como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C vy
los canales iénicos.

En este estudio nosotros observamos en el trabajo 2, que el
dcido okadaico, un potente inhibidor de las proteinas fosfatasas 1
y 2A, disminuye parcialmente el marcaje de fosfatidilinositol y la
produccién de fosfatos de inositol estimulados por angiotensina
II, vasopresina o epinefrina. HNo solamente el efecto de estas
hormonas fué alterado sino que también se inhibe la estimulacién
de la produccién de los fosfatos de inositol inducida por
mastoparan, una toxina peptidica aislada del veneno de avispa que
activa a las proteinas G mimetizando la accién de los receptores
(Mously y col. 1990).

Nuestros resultados sugieren que la accidn del dcido
okadaico no es ejercida a nivel de los recepﬁores sino a  otro

nivel del sistema, probablemente sobre la proteina G o sobre la

fosfolipasa C. Recientemente, nuestros datos han sido confirmados

por Mattingly y Garrison, 1992; este grupo encontrdé que la
produccién de inositol trifosfato (IP3) y el aumento de calcio

citosdlico estimulado por angiotensina 1II, es inhibido por el
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dcido okadaico en hepatocitos de rata, ellos muestran también que
la actividad de la cinasa del IP3 se incrementa.

En la dltima parte de este proyecto decidimos tratar de
establecer el mecanismo, empleado por los inhibidores de
fosfatasas, para blogquear el metabolismo de fosfoinositidos
estimulado por hormonas.

Recientemente se describié la existencia de una relacidédn muy
importante entre alqunos elementos del citoesqueleto y algunos de
los componentes del sistema de transduccidn fosfoinositidos~-
calcio, tales como la fosfolipasa C, 1l1los fosfoinositidos, las
diacilglicerol cinasas y las fosfoinositido cinasas (Nakano y col.
1989, Grondin y col. 1991; Mc Bride y col. 1991; Payrastre y col.
1991; Goldschmidt-Clermont y col. 1990, 1991). Ademds, en los
Gltimos afios se ha propuesto que el citoesqueleto juega un papel
muy importante en la modulacidén de la transduccién de las sefiales
hormonales (Wang y col. 1990; Wang y Rasenick, 1991). Todo esto,
aunado al hecho de que varios agentes perturbadores del
citoesqueleto inhiben el metabolismo de fosfoinositidos estimulado
por hormonas (Nicotera y col. 1992), nos llevé a tratar de
establecer si la integridad del citoesqueleto es importante en las
acciones gque el Acido okadaico ejerce sobre el recambio de
fosfoinositidos, sobre todo considerando que el Acido okadaico y
la microcistina alteran la estrucutura del citoesqueleto en varios
tipos celulares (Boe y col. 1991; Eriksson y col. 1987, 1990,
1992; Naseem y col. 1990; Runnegar y col. 1986).

En el trabajo 3, mostramos indirectamente que la inhibicién de
las proteinas fosfatasas 1 y 2A, por el &cido okadaico y 1la

microcistina, conducen a una alteracidén en la estructura del
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citoesqueleto ya que inducen la formacién de "ampollas" en la
membrana plasmitica de los hepatocitos de rata. Este fendmeno
resultd estar asociado con una marcada inhibicidén del recambio de
fosfoinositidos estimulado por hormonas, como angiotensina 1T,
vasopresina y epinefrina. Para apoyar este hallazgo decidimos
investigar los efectos que varias drogas perturbadoras del
citoesqueleto, como la clorpromazina, el W7 y la nistatina,

ejercen sobre la produccidn de fosfatos de inositol estimulada por

vasopresina. Nuestros datos muestran que estas drogas mimetizan

las acciones que los inhibidores de fosfatasas tienen sobre la
formacién de ampollas y la inhibicién del metabolismo de
fosfoinositidos estimulado por hormonas. Aunque, el mecanismo por
el cual todas estas drogas ejercen sus efectos sobre el
citoesqueleto atin se desconoce, estos resultados sugieren que la
integridad del citoesqueleto es importante para una eficiente
transduccidn de las seflales hormonales.

Se ha establecido que la fosforilacién por cinasas de
proteinas es un factor clave en la regulacién de la estructura del
citoesqueleto, y ahora también se estan valorando las posibles
funciones que las fosfatasas de proteinas también puedan ejercer
sobre la regulacidn del mismo. De tal manera que son muchos los
estudios que muestran la existencia de cambios en la estructura
del citoesqueleto acompafados de un incremento en la
fosforilacidén de algunos de sus componentes, sugiriendo claramente
que la fosforilacién de proteinas es esencial en el mantenimiento
de la integridad estructural del citoesgueleto.

Datos complementarios a este trabajo muestran que las
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acciones que tiene el &cido okadaico no estan relacionadas con una
alteracidén en las pozas de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato o de
sus precursores el PIP y el PI ya que como se muestra en la tabla
A, observamos que el pretratamiento de los hepatocitos con
okadaico o microcistina no alteran el marcaje de los
fosfoinositidos con el inositol tritiado, descartando asi la
posibilidad de que el dcido okadaico tuviera algunas acciones
sobre las enzimas que controlan los niveles de fosfoinositidos.

Por otro lado, también observamos que las alteraciones del
citoesqueleto no estan relacionadas con un cambio en los niveles
de calcio citosdlico, que generalmente llevan a la activacidn de
proteasas sensibles a calcio o a la sintesis de eicosanoides como
los tromboxanos, que como se sabe pueden participar en el dafio
celular (Horton y Wood, 1991; Jewell y col. 1982; Nicotera y col.
1992). Esta conclusidn esta apoyada por los estudios realizados
con €l colorante fluorescente quin2, que muestran gque 1los
inhibidores de las fosfatasas no inducen un aumento en la
concentracidén de calcio citosélico. Ademds, en la fig. A podemos
observar que el pretratamiento de los hepatocitos con leupeptina,
un inhibidor de proteasas, o con indometacina, un bloqueador de la
sintesis de eicosanoides, no revierten el efecto que los
inhibidores de fosfatasas ejercen sobre la produccién de fosfatos
de inositol estimulada por vasopresina.

A pesar de que nho ha quedado bien entendida la manera en la
cual interactian los componentes del citoesqueleto con los
diferentes sistemas de transduccidén, se ha observado que uno de
los mecanismos por los cuales el citoesqueleto esta implicado en

la transduccidon de las sefales hormonales, puede ser via el
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secuestro de diferentes moléculas reguladoras, llevdndolas a
diferentes lugares en la célula. Es posible que el tratamiento con
agentes perturbadores del citoesqueleto, como el Acido okadaico o
la microcistina, pueda permitir una asociacidén entre las proteinas
Gq o fosfolipasa C (PLC) y alguno de 1los elementos del
citoesqueleto de tal manera que sean transportados a otro sitio
donde esten aislados del sistema, es decir, puede ocurrir que la
fosforilacién, de Gq (proteina que acopla a los receptores con la
PI.C), de la PLC o de alguno de los elementos del citoesqueleto,
permita que formen complejos entre ellos y se alejen de 1a
membrana, desacoplandose asi el sistema de transduccién. Esto se
basa en la idea de que el citoesqueleto regula de alguna manera la
compartamentalizacidn de algunas moléculas reguladoras en
respuesta a ciertas sefiales en la superficie celular.

Es importante seflalar que, aunque los datos sugieren que la
alteracién del citoesqueleto parece jugar un papel muy importante
en el mecanismo de accidén empleado por el Acido okadaico o 1la

microcistina para inhibir el metabolismo de fosfoinositidos

estimulado por hormonas, estos datos no son concluyentes ya que no

podemos descartar que estos inhibidores de fosfatasas de proteinas
puedan también modular el estado de fosforilacidén de algunas
proteinas claves en la activacidén de este sistema de transduccioén
hormonal.

Existe evidencia de que los componentes del sistema de
transduccién fosfoinositidos-calcio, pueden ser modulados por
fosforilacién, por 1o tanto es importante considerar esta idea

como hipdétesis alternativa para explicar las acciones que los
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inhibidores de fosfatasas de proteinas ejercen sobre dicho sistema
de transduccidn.

Las estrategias a sequir para demostrar la fosforilacidén de
las proteinas Gqg o PLC implican disponer de ciertas herramientas
como son los anticuerpos especificos dirigidos contra ellas. Los
anticuerpos contra varias de las lsoenzimas de PLC (PLCB1, PLCF1
y PLCJ1) se encuentran disponibles comercialmente, mientras que en
el caso de las proteinas Gq, hemos logrado obtener anticuerpos
bastante especificos que reconocen el decapéptido carboxilo
terminal de esta proteina, ademds se logrdé también obtener
anticuerpos contra una regidén comin en las subunidades heta de las
proteinas G. Actualmente estamos tratando de estudiar 1la
fosforilacién de estas proteinas mediante estudios de

inmunoprecipitacién, con el objeto de lograr establecer si la

fosforilacién de estas protefinas es inducida durante el

tratamiento celular con los inhibidores de proteinas fosfatasas.
Experimentos en progreso se estan realizando para elucidar este

fendmeno.
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