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RESUMEN 

La angiotensi.na II (AII) es una de las principales hormonas 

peptidicas que participa activamente en la modulación del 

metabolismo hepático. Esta hormona ejerce sus acciones a través de 

receptores localizados en la membrana plasmática acoplados a la 

inhibición de la adenilato ciclasa y a la estimulación del 

metabolismo de fosfoinosítidos. La existencia de una 

heterogeneidad de los receptores de AII se sugirió hace mucho 

tiempo, sin embargo, no habla sido posible demostrarla, hasta muy 

recientemente, con el desarrollo de dos antagonistas no 

peptidicos, pero selectivos, para los receptores de AII: Losartan 

(Dula 753) y el PD123177. El empleo de estos agentes nos permitió 

demostrar por primera vez que, en el hígado de rata, las acciones 

de AII sobre el metabolismo de fosfoinosítidos estan mediadas por 

los receptores sensibles a Losartan, actualmente denominados AT1. 

El estudio de la regulación de las acciones de la AII y de 

otras hormonas que modulan el metabolismo de fosfoinosítidos, a 

través de la fosforilación de proteínas, ha mostrado que la 

activación de algunas de las principales cinasas de proteínas del 

hígado tienen un papel importante en la modulación de la acción de 

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

que las fosfatasas de proteínas tienen sobre las acciones de estas 

hormonas. Nosotros observamos que dos potentes inhibidores de las 

proteínas fosfatasas 1 y 2A, el ácido okadaico y la microcistina, 

son capaces de inhibir significativamente el recambio de 

fosfoinosítidos 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 antibiótico nistatina) que comparten la 

habilidad de alterar la estructura del citoesqueleto e inducir la 

formación de "ampollas" en la membrana plasmática, también inhiben 

el metabolismo de fosfoinositidos mediado por hormonas. Esto 

sugiere la posibilidad de que una perturbación en la estructura 

del citoesqueleto pueda llevar a un desacoplamiento entre la 

fosfolipasa C y la proteína G, impidiendo una transmisión 

eficiente de las señales hormonales. 
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ABSTRACT 

Angiotensin II is one of the majar 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 

angiotensin 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 about the 

role 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) whi.ch share the 

ability to disrupt cytoskeletal structure and induce blebbing, 

also inhibit hormone-stimulated phosphoinositide turnoverr our data 

suggest the possibility that disruption of cytoskeletal structure 



may load to G-protein-phospholipase C uncoupling and preventing 

an efficient hormone signal transduction. 
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PRESENTACION 

El presente trabajo de tesis se realizó, utilizando como 

modelo biológico los hepatocitos de rata, y se encuentra dividida 

en dos partes: 

PARTE I. 

Caracterización farmacológica de los receptores de 

angiotensina II presentes en los hepatocitos de rata 	pag. 6 

PARTE II. 

Estudio acerca del papel que la fosforilación de proteínas 

tiene sobre la regulación de las acciones de hormonas que modulan 

el metabolismo de fosfoinosítidos en el h£gado de rata, tales como 

la angiotensina II, la vasopresina y la epinefrina. Estudiando 

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



PARTE T. 

ANGIOTENSINA II: RECEPTORES Y MECANISMO DE ACCION. 

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

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

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

de la tensión arterial. Las acciones de esta hormona, sin embargo, 

no se limitan a participar, en tan importante sistema, ya que se ha 

observado que además de regular la función renal, también tiene 

acciones sobre las funciones cardiovascular y endocrina, además de 

participar como neurotransmisor en el sistema nervioso (Valloton, 

1987). 

A la fecha se han caracterizado tres formas de angiotensinas, 

a las que por convención se les ha denominado tipo I, II y III. 

Estas hormonas son de naturaleza peptidica y se sintetizan a 

partir de una proteína plasmática, el angiotensinógeno, sobre la 

cual ejerce acciones hidroliticas la renina, produciendo un 

decapéptido inactivo denominado Angiotensina I (AI). Cuando la AI 

es hidrolizada por la enzima convertidora de angiotensina se 

produce la forma activa de la angiotensina que corresponde al tipo 

II. La angiotensina II es sumamente sensible a proteólisis y 

cuando es hidrolizada por una aminopeptidasa específica (para 

aspártico), se origina la angiotensina III, que es un compuesto 

bioactivo, en general mucho menos potente que la AII. Finalmente, 

la inactivación de las angiotensinas es conducida por la acción de 

varias peptidasas (Garrison, 1990). (ver ESQUEMA I). 
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Angiotensinógeno 

RENINA 

Angiotensina I 

N112-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-COON 

ECA 

Angiotensina II 

NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-COON 

asp-AMINOPEPTIDASA 

Angiotensina III 

N112-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-COOM 

PEPTIDASAS  

Fragmentos peptídicos inactivos 

ESQUEMA I. Síntesis y degradación de las diferentes 

angiotensinas, 



Las acciones de la AI1 están mediadas por receptores 

específicos, que se localizan principalmente en la membrana 

plasmática de las células, aunque se ha descrito que también 

existen receptores para esta hormona en el núcleo 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 

plasmática son capaces de activar 	diversos sistemas de 

transducción; algunos de ellos acoplándose a diferentes moléculas 

efectoras a través de proteínas fijadoras de nucleótidos de 

guanina, denominadas proteínas "G". La AII es capaz de estimular 

el recambio de fosfoinosItidos y la movilización de calcio 

intracelular a través de la activación de una fosfolipasa C 

(Jonhson y Garrison, 1987; Enjalbert y col. 1986; Griendling y 

col. 1986; Kojima y col. 1986; Pfeilschifter y l3auer, 1986; 

Pfeilschifter, 1986; Lynch y col. 1985; Uhing y col. 1986), 

provoca la apertura de canales de calcio (Hausdorf y Catt, 1988; 

Cohen, 1988; ilescheler, 1988) ; es capaz de inhibir la actividad de 

la adenilato ciclasa (D'Auriac y col. 1972; Jard y col. 1981; 

Cárdenas-Tanús y col. 1982; Anad-Srivastava, 1983; Pobiner y col. 

1985; Marie y col. . 1985), logra estimular a la fosfolipasa A2 y 

asi aumentar la síntesis de eicosanoides (Garrison y Peach, 1990; 

Yamazaki y Toda, 1991) y además es capaz de estimular a la 

fosfolipasa D (Pfeilschifter y col. 1992). 

En un principio, la serie enorme de acciones que ejerce la 

AIf llevó a pensar en la existencia de diferentes receptores para 

esta hormona. Esta supuesta heterogeneidad de los receptores de 

AII se apoyó en las diferentes afinidades que AII y AIII presentan 

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



los receptores al bloqueo por antagonistas peptídicos. 

Posteriormente, otra serie de datos pusieron de manifiesto la 

existencia de subtipos de receptores para AII. En primer lugar, se 

observó que en hígado, músculo liso de vasos sanguíneos y células 

de la pituitaria, la AII provoca la inhibición de la actividad de 

la adenilato ciclasa, la estimulación del recambio de 

fosfoinositidos y la movilización de calcio. Además en la 

pituitaria y en el hígado, la toxina pertussis bloquea la 

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; Pobiner y col. 

1985; Lynch y col. 1985; Uhing y col. 1986; Johnson y col. 1986). 

Estos datos sugerían que existía una población de receptores de 

AII acoplados inhibitoriamente a la adenilato ciclasa a través de 

una proteína G sensible a la toxina y otra población de receptores 

acoplada al recambio de fosfoinosítidos y la movilización de 

calcio a través de una proteína G insensible a la toxina. Sin 

embargo, se presentó una excepción en las células mesangiales de 

riñón de rata, en donde la toxina pertussis bloquea el recambio de 

fosfoinosítidos estimulado por AII (Enjalbert y col. 1986). 

Se observó también que el ditiotreitol (DTT), un agente 

reductor de puentes disulfuro, bloqueaba las acciones 

vasoconstrictoras de AII en la aorta de conejo y disminuía la 

unión de AII a sus receptores en arterias meséntericas de rata y 

en la corteza suprarrenal de bovino, señalando 1.a existencia de 

puentes disulfuro críticos en la integridad funcional de algunos 



receptores de All. Así mismo, se observó que en el hígado las 

acciones de AII sobre el recambio de fosfoinositidos y la 

movilización de calcio eran bloqueadas por el DTT, sin embargo no 

se alteraba la inhibición de la adenilato ciclasa inducida por AII 

(Gunther, 1984). Además se reportó que la unión de AII marcada a 

membranas plasmáticas de hígado presentaba sitios con alta y baja 

afinidad, y que el DTT disminuía notablemente el número de sitios 

de alta afinidad pero no los 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 podían ser diferenciados por el DTT (Chiu y col. 

1989a). 

No obstante estas evidencias surgía una cuestión: la AII 

ejercía sus acciones a través de un sólo tipo de receptor capaz de 

estimular a más de un sistema de transducción, o bien existían 

diferentes receptores para MI acoplados a sistemas diferentes 

(García-Sáinz, 1987a). 

Una de las formas de resolver dicha cuestión implicaba 

purificar y caracterizar al receptor de AIl. 	Varios grupos lo 

intentaron pero únicamente lograron solubilizarlo y obtener 

preparaciones parcialmente purificadas de los receptores. Rogers 

en 1984, identificó en corazón 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 hígado de conejo. Debido a 

la falta de antagonistas selectivos, los intentos de purificación 

del receptor por cromatografla de afinidad fueron realizados 

usando como ligando a la AII, pero dado que esta hormona es 
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altamente susceptible a la proteólisis, se tuvieron que emplear 

métodos para disminuir su degradación, que implicaban una 

alteración del receptor purificado y por lo tanto una disminución 

de su capacidad para unir un ligando. Desafortunadamente la 

inestabilidad y los bajos niveles de expresión de los receptores 

de AII, se opusieron a los esfuerzos de purificación del receptor. 

Por otro lado, la caracterización de los subtipos de 

receptores de AII también se ha visto obstaculizada por la 

carencia de análogos estables adecuados. En cuanto al diseño de 

antagonistas de AII, este se ha desarrollado durante más o menos 

20 años. Sin embargo, los antagonistas que se habían logrado 

obtener, todos eran análogos peptidicos de AII. 

Hasta ahora, la estructura de la AI1 en sí misma ha servido 

como la única base para el desarrollo adecuado de antagonistas de 

AII. Se han sintetizado muchos análogos de AII y se ha observado 

que la actividad de la hormona depende del heptapéptido carboxilo 

terminal. La fenilalanina en posición 8 es crítica, se ha 

demostrado que la sustitución de este aminoácido por aminoácidos 

al.ifáticos es suficiente para suprimir la actividad, es decir, 

darle capacidad antagónica a los análogos de AII. Se piensa que 

los residuos aromáticos, tirosina e histidina, en posiciones 4 y 

6; el grupo guanido de la arginina en posición 2 y el carboxilo 

terminal de la AII, participan en la unión de la hormona a].  

receptor. El aspártico en la posición 1 no es crítico y puede ser 

reemplazado, por ejemplo con sarcosina (14-metilglicina); esto, 

combinado con una sustitución de la fenilalanina en posición 8 por 

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

11 



saralasina. La saralasina tiene una mayor afinidad por el 

receptor que la AII y su degradación es más lenta. La saralasina y 

análogos relacionados con sustituciones carboxilo terminales 

compiten con AII por sus receptores, y en ausencia de AII, estos 

análogos se comportan como débiles agonistas parciales (Garrison y 

Peach, 1990). 

Una de las principales razones que impulsaron 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 AII. Esto 

permitirla obtener compuestos potencialmente útiles en la terapia 

de algunas enfermedades cardiovasculares. 

La inhibición farmacológica del sistema renina-angiotensina sr 

logró en 1971, con el descubrimiento de la saralasina. Este 

antagonista, aunque reduce la presión arterial en pacientes 

hipertensos con altos niveles de renina, tiene un potencial 

terapeútico 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 aparición de dos patentes concedidas a Y. Furukawa y 

colegas. Este grupo reportó que algunos análogos del imidazol, 

tales como el S8307 y S8308 (ver ESQUEMA II), poseían propiedades 

de antagonistas para AII. Estos simples derivados del imidazol 

exhibían un antagonismo competitivo hacia AII a concentraciones 

que tienen poca o ninguna influencia sobre los efectos de otros 

estímulos, lo cual sugería que eran antagonistas de AII débiles, 

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

Debido a los problemas presentados al usar fragmentos de AII 

como patrones o modelos para el diseño de análogos no peptidicos y 

con base en los hallazgos del grupo de Furukawa, el grupo de la 

compañia farmacéutica DuPont Merck empleó como estrategia de 

diseño el modelaje por computadora usando como patrón compuestos 

imidazólicos; logrando producir 	el compuesto EXPG155 (Chiu y 

col. 1989c). Sin embargo, aunque este compuesto poseía una mayor 

afinidad y potencia que sus predecesores no podía 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 11). 

Los antagonistas no peptidicos de AII que se siguieron 

sintetizando resultaron ser compuestos con mejoras en la actividad 

oral y en la duración de sus acciones. Los esfuerzos realizados 

culminaron en la identificación del candidato clínico Losartan 

(DuP753) (Chiu y col. 1990a). Los experimentos hechos con Losartan 

mostraron que era un antagonista no peptídico de la AII 

competitivo, potente, oralmente activo, selectivo y con una acción 

de larga duración (Wong y col. 1990c,d) (ver. ESQUEMA 11). 

En fecha posterior, apareció una patente concedida a Blankley 

y col. de la Warner-Lambert Co., quienes presentaron el compuesto 

EXP655 	(PD123177) 	(ESQUEMA II), un análogo estructural del S- 

8308, que mostraba ser un agente antihipertensivo con alta 

afinidad por los receptores de AII (Wong y col. 1990a). Sin 

embargo, cuando el grupo de la Du Pont, lo utilizó para compararlo 

con Losartan, observaron que no era capaz de antagonizar la 
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ESQUEMA II. Estructura química de algunos antagonistas no 

peptídicos de los receptores de angiotensina II. 

(Tomado de Wong y col. 1992). 
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contracción de aorta de conejo, ni de disminuir la presión 

sanguínea de ratas hipertensas. No obstante estas observaciones, 

este grupo intentó caracterizar los subtipos de receptores de AII 

en las glándulas suprarrenales de rata utilizando cuatro 

antagonistas de AII: la saralasina, el S-8308, Losartan y 

PD123177. Utilizando técnicas de unión de radioligando y 

autorradiografía, lograron demostrar por primera vez la existencia 

de dos subtipos de receptores de AII en este tejido. La 

identificación de los subtipos fué posible gracias a que Losartan 

y el EXP655 mostraron selectividad. Los resultados obtenidos en 

los estudios realizados en las glándulas suprarrenales de rata 

condujeron a proponer que los receptores de AII sensibles a 

Losartan se designaran como sitios AII-1 y los sensibles al EXPG55 

(PD123177) se conocieran como sitios AII-2 (Chiu y col. 1989b y 

1990b). 

A partir de la publicación de estos resultados, varios grupos 

de investigadores empezaron la caracterización de los receptores 

de AII en diferentes tejidos, utilizando estos compuestos como 

herramientas en la identificación de los subtipos de receptores de 

AII y en el estudio de su significado funcional. 

Nosotros realizamos la caracterización del subtipo de 

receptores de angiotensina II presente en el hígado de rata. Los 

resultados obtenidos se presentan en el siguiente trabajo: 
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TRABAJO 1. 

Garcia-Sáinz, J.A. and M. Macias-Silva. (1990) Angiotensin 

II stimulates phosphoinositide turnover and phosphorylase through 

AII-1 receptors in isolated rat. hepatocytes. I3iochem. Biophys. 

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

RESUMEN DE RESULTADOS DEL TRABAJO 1. 

Utilizando como modelo a los hepatocitos de rata pudimos 

observar que: 

1) La angiotensina estimula, de una manera dependiente de la 

dosis, la actividad de la fosforilasa a. Esta enzima es clave en 

el metabolismo del glucógeno y en la producción de glucosa en el 

hígado. 

2) La activación de la fosforilasa a por la angiotensina II, es 

bloqueada por dosis crecientes de DuP753 (Losartan, un antagonista 

de los receptores AIT-1). No se observaron efectos del PD123177 

(un antagonista de los receptores AII-2). 

3) La angiotensina II es capaz de estimular el marcaje de 

fosfatidilinositol y la producción de fosfatos de inositol. 

Además, observarnos que el DuP753 (Losartan) inhibe estas acciones, 

sin observar un efecto del PD123177. 
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ANCIOTENSIN II STIMULATES PHOSPUOINOSITIDE TURNOVER AND PHOSPHORYLASE 
THROU011 A11-1 RECEPTOR8 IN 1SOLATED RAT HEPATOCYTES 

J. Adolfo García-SU:u and Marina Midas-Silva 

Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de México, 
Apartado Postal 70-248; México, D.F. 04510 

Received August 31, 1990 

AnglotensIn II stimulated the activity of phosphorylase a (EC50 x 3 nM). 
The effect of two receptor subtype-selective nonpepttde antagonista, DuP 753 
(AI1-1 selectivo) and PD123177 (AII-2 selectivo), vas studied. It vas observed 
that DuP 753 inhibited the effect of angiotensin II (IC50 100 mM) but in 
contrant, P11123177 wan without effect on this action of the peptide hermane. 
AngiotensIn II stimulated the Iabeling of phosphatidyllnositol (resynthesin) 
and the release of inositol phosphates (breakdown). These effects of 
angiotennin II were blocked by DuP 753 but not by P1)123177. The antagonista 
were without effect by themselves en these parametern. The resulta clearly 
indicate that angtotensin II receptora of the AII-1 subtype are caupled to 
phosphoinositide turnover and mediata phosphorylase activation in isolated rat 
hepa toc yt e s . 	A 1990 Academie. Pr,!ss. 

Angiotennin 11 1.9 a very active peptide bormone whIch elletts a large 

vatiety of phystological effects by modulating the functioe of the 

cardiovancular system, liver, ktdney, brain, adrenal gland, pttuttary and other 

organg (1). The actions of anglotensin Il are initiated by its Interactive with 

specific receptora Located In the plasma membrane. The possIbility that the 

angtotensin receptor:; could be heterogeneous has been extensively suggested (2-

6) and the faca th.it thene receptora are conpled to more khan one signal 

transduction system has alar) been meted (6 and references therein). However, 

compelling evidence for receptor subtypes wan not avallable until very recently 

(7-10) and it is still unclear whether a single type of anglotensin II 

receptors can Interact with several transduction systems or tf receptor 

subtypes interact selectively with specific signal transducern (6). 

The development of selectivo nonpeptide angiotensin II receptor 

antagonists has allowed the unambiguos demostration of angtotensin.II receptor 

subtypes (7-10). DuP 753 and P1123177 (also known as EXP655) are the 

00Ory-291,00 S1.50 
t'o/T.41hr ,O /990 by.,11.mbretie 

rights Nf repriiiluetion irr imy furor relerved. 	780 
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prototypie and subtype-specific tools for unraveling the functIons of the 

angtotennin II receptors (9). It has been suggested that the angtotenstn II 

receptors sensitivo to DuP 753 he dentgnated as AII-1 cites and those sensitive 

to P0123177 be known as AII-2 sitos (9). 

We have characterUed the angtotensin 11 receptors involved in activation 

of liver, phosphorylase (ming these selective antagonista. Our resulto 

unambiguosIy indica te that these receptors be long to the A11-1 subtype. In 

additton, our data show that these receptors are coupled te the phospho-

inositide turnover transduction system. 

MATERIALS ANI) METHODS 

Angtotennin 11 vas obtained from Sigma ChemIcal Co. Dul' 753 and P0123177 
were generous gif ts of Drs. A. Chin and R. D. Smith (Du Pont). 	12-311)-Myo 
inositol (20 Ci/mmon, a -D-111-14C1glucose-l-phosphate (313 mCi/mmol) and 
[3211Pi (carrier free) were obtalned from New England Nuclear. The anion 
exchange resin AG 1-X8 (formate farm) uno from Iiio Rad. Collagenaoe vas from 
Worthington. 

Experimento were performed with female Wistar rato (200-250 g) fed ad 
Libitum.  Hepatecytes were isolated by the method of Berry and Friend 01). The 
cella (30-40 mg wet weight) were incubated in I ml of Krebs-Ringer bicarbonato 
buffer, under an atmosphere of 95% 02 / 5% CO2, p11 7.4 	at 37°  C in a water 
bath shaker. 

'fo quantify phosphorylane a activity, the ceno were preincuhated for 20 
min, then the agents were added and 1 min tater the reaction vas stopped. 
Phosphorylase a activity van assayed as described by Stalmans and r:rs (12) and 
it is expresne7i in units. Une unir of enryme activity is defined ah the conver-
slon of 1 111001 of substrato to product in 1 mi:: per g of cells wet weight. 

Phoaphatídy1Inositol labeling was studied as described previously (13). 
Production of inositol phosphates vas studied as described by Charest et al 
(14) with small modifications. In brin[. the cello were incubated for 90 Mal 
with 15 1JCi/m1 of tritiated inositol, washed and incubated for 10 min with 10 
mM !del; the hormones were ndded and after 5 edn of incubation the reaction Iras 
stopped. Inositol phosphaten were separated by anion exchange chromatography as 
described by Berridge et al (15). 

RESULTS 

Anglotensin II induces a doce-dependent increase in phosphorylase a 

activity; the EC50 mono npproximately 3 nM (Fig 1). The two anglotenstn II 

antagoulsts tested, DuP 753 and P0123177 were without effect by themoelves 

(data not shown). liowever, Dul' 753 inhIbited Tose-dependently the effect of 

angiotenstn 11; the IC50 vas approxlmately 100 nM (148 1). In contrast, 
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Floure I. EFFECT OF ANGIOTENSIN II, DO 753 AND PD123177 ON PHOSPOORYLASE a 
Left Panel: cells were incubated In the ahsence Copen circle) or 

presence (closed clreles) of different concentrations nf angtotensin II. Right 
panel: cells Overo incuhated in the presence of 10 nH angiotensin II alune 
(cIosed eircle ) or with different coneentrations of DO 753 (closed squares) 
or PD 123177 (elosed trianales). Plotted are the mellas and vertical Unen 
reprenent the S.E.M. of 6-8 experimenta; In duplicate. 

P13123177 wats completely unable tu antagonize the effect of angiotensin II on 

this pnrameter up to a concentration of 10 	(Fig 1). 

The effects of angiotensin lt and the antagonista on phasphoinonitide 

turnover were studiedat was observed that the vanoprennor peptide incrensed 

the faheitng of phosphatidylinonitof with (32P1Pi approximately 2-foId and 

that this effect toas completely blocked by DiiP 753; P11I23177 was without effect 

on dais action of angiotensin II (table I). Similarly, angiotensin II increased 

the production of inonitol phosphaten (1P1,1P2,I113) and thle effect vas biocked 

by DuP 753 but not by P13123177 (Talle 1). The elution profile of inositol 

phosphates of a typtcal experiment is shown in F1g 2. 

DISCUSSION 

The ability of angiotensin I1 to increase phosphorylase a vta a calcium- 

dependent 	cyclic AMP-Independent mechanism in liver celin has buen known for 

sume time (16). Similarly, the ability of the vasopressor peptide to stimulate 

phospholuositide turnover has leen ntudied (13,14). Therefore, liver calle 

offer a modal nystem In which a metabolic effect of angiotensin II and a signal 

transduction system can be stndled. The reeent availability uf selectivo 
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TABLE 1 

EFFECT OF ANGIOTENSIN II, OOP 753 ANO PD 123177 ON PHOSPHOINOSITIDE TURNOVER 

ConditIon 

PI 	Inheling Inonitol phonphatea (cpm/40 mg cella wor.) 

(cpm/mg cella 	w.w.) 11'1 I1'2 I1'3 

Banal. 118 + 3 2870 + 270 1500 + 70 885 + 45 

AnglotensIn 	II 100 oM 230 f 123  4400 + 2500  4890 + 4453  2320 ± 1253 

Anglotensfn 	II 100 nM 
+ DuP 753 	IOn ti 114 + 	101' 3000 + 190d  1540 	f 400  890 + Joe _ 

Angintenaln 	II 100 nM 
+ PD 	123177 101/t1 191 + 203  4340 + 2600  4410 + 4903  2230 + 2903  

DuP 753 10 Oh 100 + 8 — 3100 + 140 1651• 	f 	155 960 + 50 

PD 	123177 	10 011 93 + 7 3200 + 150 1565 + 95 925 + 20 

RenuIta are the meana + S.E.M. ni 3-5 experimenta in duplicate. PI., phosphatidylinositol. 

• p < 0.001 vii banal 

b p < 0.001 va anglotensIn II 

e p r 0.005 vn banal 

d p < 0.005 vn angintenstn 11 

e p 	0.001 vs angtotennin II 

antagonista that permit the clear differentiation of receptor suhtypes, 

prompted us t(} chnracterfte the type of receptor involved In thnsd effects of 

nnglotensin 11. Tu the best of our knowledge thls Is the first demonstratlon 

Fianre 2i ELDTION PROFILE OF 1NOSITOL MOSPHATES (1°1, IP2, IP3). Colla vete 
EcUbit- á in the nbsence nf any agent (upen eirelen) with 100 nll anglotennin II 
(cInned circlea), with 100 nM angloteonin II + 10 	1hiP 753 (cloned aguaren) 
or with 100 nM angintennin II + 10 PM PD 123177 (cloned trianglen). Data from a 
representative experimeut. 
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that the angiotensin 11-1 receptor in coupled to the phosphoinositide 

transduction system. 

There in evidente_ that in liver cells angiotensin IL can decrease the 

cyclic AMP accumulation induced by glucagon (3-5, 17). A series of indirect 

evidences such as the calclum-dependency or the sensitivitles to thiols and to 

pertussis toxin suggest that a different type of angiotensin II receptor may 

medtate this effect (4,5,17). Although these evidentes are very provocativo. 

there is no 	direct demoutration yet. The availabliity of the selectivo 

antagonints may allow with differentiation. Experiments are in progress to 

elucidate this point. 

Recently, Speth and Kim (10) using radioligand hinding asssays observed 

that DuP 753 competes with 1251-sarcosínel,Isoleucine8  angiotensin 11 with very 

high affinity (IC50 '2:55 nM) which is in clase agreeement with our present 

data. Furthermore, these authors ohserved that the competition curve was 

monophasic with a Hill coefficient of 1.02 width suggests that this suhtype of 

angiotensin 11 receptor largely predomínate:; in liver cells. Gunther (5) 

previousiy observed that the stimulation of phosphorylase by angiotensin II vas 

comptetely tnhíbited by dtthiothreito1. Previously, Sen (18) presented 

evidences of essential disuiftde bonds in angiotensin II hinding sitos of 

hopo t: te membranes. Chtu et al (8) observed that thls thiol discriminates 

angiotensin II receptor subtypes and suggested that the díthiothreitol-

sensitivo receptora may mediato calcium-mobilizing responses. The data of these 

authors are in clase agreement with our findings. 

1n summary our data unambiguously demos trate. that angtotensin II receptors 

of the AII-1 subtype mediarte the stimulation of phosphoinositide turnover and 

activation uf phosphorylase a by the peptide hormone In liver cells. 
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ANALI8If3 DE LOS RESULTADOS DEL TRABAJO 1. 

La angiotensina II es una de las principales hormonas 

peptídicas que regulan el metabolismo hepático. Se sabe que esta 

hormona ejerce sus acciones a través de receptores localizados en 

la membrana plasmática. Los estudios que se han hecho sobre las 

acciones de angiotensina en el hígado han mostrado que esta 

hormona disminuye los niveles de AMP cíclico y que también 

estimula el recambio de fosfoinosítidos y la movilización 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 hígado. 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 varios grupos muestran que en el hígado de rata 

existen al menos dos receptores para angiotensina II, uno acoplado 

de manera inhibitoria a la adenilato ciclasa a través de una 

proteína G sensible a toxina pertussis e insensible al DTT y otro 

acoplado al recambio de fosfoinosítidos a través de una proteína 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 receptores acoplados a sistemas de 

transducción 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 síntesis de dos antagonistas no peptídicos, pero 

selectivos, permitía por primera vez tratar de abordar el 

problema. Los datos encontrados por nosotros muestran que las 

acciones que tiene la angiotensina II sobre la activación de la 

fosforilasa a y la estimulación 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 rata, señalan claramente 

que los receptores de angiotensina II del tipo AII-1 (sensibles al 

DuP 753) estan acoplados al recambio de fosfoinositidos y a la 

activación de la fosforilasa a. Sin embargo, no se exploró el 

efecto de estos antagonistas en las acciones que la AII ejerce 

sobre la inhibición de la adenilato ciclasa. 

Debido a la inconsistencia en la nomenclatura utilizada para 

los receptores de AII, en 1990, se adoptó una clasificación 

estándar propuesta por un Comité de la American Heart Association, 

designado para establecer la nomenclatura de los receptores de 

AII. En esta reunión se designó a los sitios denominados AII-B, 

AII-1 o AII-alfa como AT1 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 AT1. 

Paralelamente, a nuestro trabajo Speth y Kim (1990) 

realizando estudios de asociación con radioligandos, observaron 

que el DuP 753 compite con una alta afinidad con la AII-(1125] en 

membranas de hígado, además observan que la curva de competencia 
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tiene un coeficiente de Hill de 1.02, sugiriendo que los 

receptores AT1 son los predominantes en el hígado de rata. 

Posteriormente, Bauer y col. en 1991 confirman nuestros datos 

y además 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 AT1 activa a dos sistemas de 

transducción diferentes o si existen subtipos de receptores AT1 

con acciones diferentes en el hígado de rata. Esto aún no ha sido 

dilucidado, sin embargo, recientemente se clonaron dos subtipos de 

receptores AT1: AT1A y AT1B. Ambos tienen una alta homologla y se 

encuentran presentes en higado de rata. Además, se ha logrado 

expresar al subtipo ATTA en células CHO (células de ovario de 

hamster chino) y se encontró que este receptor es capaz de 

acoplarse a tres sistemas de transducción diferentes: el recambio 

de fosfoinosItidos, la inhibición de la adenilato ciclasa y la 

modulación de canales de calcio sensibles a dihidropiridinas. 

Desafortunadamente, se desconoce si esto ocurre de manera natural 

en algún tipo celular (Iwai e Inagami, 1992; Ohnishi y col., 

1992), y por otro lado los sistemas de transducción a los cuales 

se encuentra acoplado el subtipo AT1B no se conocen hasta el 

momento. 

El hecho de que el receptor AT1A sea capaz de acoplarse a tres 

sistemas de transducción diferentes, apoya la idea de que en 

hígado de rata pudiera existir un subtipo de receptor de AII capaz 

de acoplarse a varios sistemas de transducción. Sin embargo, los 

datos con DTT, anteriormente mencionados, no apoyan esta idea. 

Actualmente se sabe que los receptores AT1 son afines a las 

angiotensinas con el siguiente orden de potencia: 
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AID-saralasina>AIII>>A1, mientras que para los sitios de unión AT2 

el orden es: AIII>AII=saralasina>>AI, considerándose como uno de 

los agonistas peptídicos más selectivos para los sitios AT2 a la 

pN112FAII (para-amino-fenilalanina-angiotensina II). La especifici-

dad de los antagonistas no peptidicos para los sitios AT1 es 

Losartan>>EXP7711»S-8308>PD123177 y para los sitios AT2, el 

antagonista no peptídico más selectivo es el PD123177 y el 

antagonista peptidico más selectivo es el CGP42112A. (ver TABLA 

Además de sus diferencias farmacológicas, los subtipos de 

receptores de AII también presentan diferencias en sus mecanismos 

de transducción celular: El receptor AT1 esta asociado con el 

recambio de fosfoinosítidos y la movilización de calcio 

intracelular (García-Sáinz y Macías-Silva, 1990; Dudley y col. 

1990; Bauer y col. 1991); también se asocia a la inhibición de la 

adenilato ciclasa (Bauer y col. 1991) probablemente a través de la 

proteína Gi3 (Pobiner y col. 1991); además, recientemente se vió 

que estaba también acoplado a la estimulación de la Fosfolipasa D 

(Pfeilschifter, 1992). Los receptores AT1 se acoplan a diferentes 

efectores a través de proteínas G, son sensibles a agentes 

reductores como el DTT y dependiendo del sistema celular / es 

decir, al tipo de proteínas G que expresan, pueden o no ser 

sensibles a la toxina pertussis. En cuanto al receptor AT2, aún no 

se ha identificado su función fisiológica, pero se ha asociado con 

una modulación de los niveles de GMP cíclico (Sumners y col. 1991) 

(ver ESQUEMA III). Además, estos receptores son resistentes a 

agentes reductores de grupos sulfhidrilo y no parecen interactuar 

con proteínas G (Bottari y col. 1991) (TABLA 1). 
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ESQUEMA III. Angiotensina II: Subtipos de receptores (AT1A, AT1I3 y 

AT2); antagonistas selectivos (Losartan, PD123177 y 

CGP42112A); y sistemas de segundos a los que se 

encuentra acoplados ( AMPc, 1P3, GMPc y Tirosina-

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

AT2 

AFINIDADES DE UNION 

Antagonistas 

Saralasina 	 alta 	 alta 
DuP753 	 alta 	 baja 
PD123177 	 baja 	 alta 
CGP42112A 	 baja 	 alta 

Agonistas 

AII, AIII 	 alta (AII>AIII) alta (AIII>AII) 
(p4112-PheG3AII 	 baja 	 alta 

SENSIBILIDAD A DTT 	 alta 	 baja 

ACOPLAMIENTO A PROTEINAS G 	SI 	 NO 

SISTEMA DE TRANSDUCCION 	+ Recambio PI/Ca++ 	+/- GMPc 

Adenilato ciclasa + Canales 
de Ca++? 

+ Fosfolipasa D 

(+) Estimulación 6 (-) Inhibición. 
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Recientemente, dos grupos lograron exitosamente la donación 

de un receptor de AII, ambos usando estrategias de donación por 

expresión para obtener los cDNAs. 	El receptor reportado por 

Sasaki y col. en 1991, se obtuvo de células en cultivo de la zona 

glomerulosa de glándulas suprarrenales de bovino, y el reportado 

simultáneamente por. Murphy y col. 1991, se obtuvo de células de 

músculo liso vascular de aorta de rata, siendo ambos tejidos ricos 

en sitios AT1. Estos receptores poseen una estructura con siete 

dominios transmembranales típica de los receptores acoplados a 

proteínas G (ver ESQUEMA IV), 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 mamíferos. El receptor AT1 consiste de 359 

aminoácidos y tiene un peso molecular aproximado de 41 kDa, 

contiene 3 sitios potenciales de N-glicosilación, uno en la región 

extracelular amino terminal y dos en la tercer asa extracelular. 

Los residuos de cisteina están presentes en cada uno de los cuatro 

dominios extracelulares y son probablemente importantes en la 

formación de puentes disulfuro necesarios para la conformación que 

permite unir al ligando, y en la sensibilidad de los AT1 a los 

agentes reductores. Los AT1 presentan un residuo de cistelna en el 

extremo carboxilo como posible sitio de palmitoilación. Varios 

residuos de serina y treonina considerados como posibles sitios de 

fosforilación, se presentan en la segunda asa intracelular y en el 

dominio citoplAsmico carboxilo terminal, este último también 

contiene tres residuos de tirosina. Los receptores AT1 donados 

exhiben perfiles de unión a ligandos similares, pero no idénticos, 

cuando se expresan en células cOS-7, mostrando que conservan la 
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(Tomado de Desarnaud y col. 1993). 
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farmacología descrita para el receptor AT1. Ninguno une el 

compuesto PD123177, selectivo de los AT2, pero ambos unen con alta 

afinidad a Losartan y al compuesto, no selectivo, saralasina. El 

orden de potencia de la unión 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 la 

movilización de calcio. 

Finalmente, es importante señalar que hasta no disponer de 

antagonistas más selectivos que nos permitan diferenciar entre los 

subtipos de receptores AT1, no podemos establecer si son uno o más 

los receptores de angiotensina que modulan importantes vías 

metabólicas en el hígado, tales como la glucogenólisis, la 

ureogénesis o la gluconeogénesis. 



PARTE II 

SISTEMAS DE TRANSDUCCION Y FOSFORILACION DE PROTEINAS. 

Actualmente está claro que muchas hormonas y 

neurotransmisores, actuando a través de distintos sistemas de 

transducción, median sus acciones fisiológicas alterando la 

fosforilación de proteínas específicas, y que esta modificación 

postraduccional es un mecanismo regulador muy importante en 

diversos procesos como la motilidad, el metabolismo, el 

crecimiento y la diferenciación (Shenolikar, 1988). 

La fosforilación o desfosforilación de residuos de serina, 

treonina o tirosina dispara cambios conformacionales en algunas 

proteínas, alterando sus propiedades biológicas, de tal manera que 

el nivel de fosforilación en cualquier instante de la vida celular 

refleja las actividades relativas de las cinasas y fosfatasas de 

proteínas que participan en los diversos procesos celulares. Así 

resulta que el análisis de los pasos moleculares involucrados en 

las respuestas fisiológicas a las hormonas y neurotransmisores, ha 

llegado ha ser más complicado de lo que se esperaba. 

Por otro lado, se sabe que existe una red de 

intercomunicación entre los diferentes sistemas de segundos 

mensajeros. Esto añade otro grado de complejidad al estudio de la 

transducción de las señales hormonales y de su regulación. Además, 

esta intercomunicación se atribuye en parte a la fosforilación de 

proteínas, ya que se ha observado que esta modificación 

postraduccional lleva a la modulación de la función de los 

receptores, los niveles de segundos mensajeros y la actividad de 

proteínas blanco comunes. Es aquí donde la modulación 
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farmacológica de la fosforilación de proteínas ha producido 

información útil sobre los eventos moleculares involucrados. 

Actualmente se dispone de una serie de agentes farmacológicos 

que permiten estudiar la regulación de los sistemas de 

transducción por la fosforilación de proteínas. Dicho estudio 

puede ser abordado a dos niveles: 1) modulando la actividad de las 

diferentes cinasas de proteínas y/o 2) activando o inhibiendo las 

fosfatasas de proteínas. Esto ha podido realizarse gracias a que 

se han descubierto una gran cantidad de moduladores de la 

actividad de cinasas y de fosfatasas de proteínas. 

Numerosos estudios se han realizado sobre las acciones que las 

cinasas de proteínas ejercen sobre los receptores y las señales 

biológicas que transmiten, pero se ha descrito poco sobre el papel 

que las proteínas fosfatasas juegan en la transducción de señales 

hormonales. Además el estudio de la fosforilación en residuos de 

serina o treonina ha recibido mayor atención que el de la 

fosforilación en residuos de tirosina. Aunque recientemente este 

último campo ha empezado a despertar mayor interés. Sin embargo, 

en este caso nos enfocaremos a la importancia de la fosforilación 

en residuos de serina o treonina. 

El uso de diversos inhibidores de fosfatasas de residuos de 

serina ó treonina, ha sido muy útil en los estudios sobre la 

importancia de la fosforilación de proteínas. Algunos de estos 

inhibidores como el pirofosfato, el 6-glicerofosfato, el fluoruro 

de sodio, y el vanadato de sodio sirven para mantener el estado 

fosforilado de las proteínas en extractos celulares y evitan la 

interferencia de fosfatasas de proteínas en los ensayos de cinasas 

27 



de proteínas. Todos estos inhibidores son inespecíficos, por lo 

tanto unicamente han favorecido una expansión del campo de las 

cinasas de proteínas y no del de las fosfatasas de proteínas 

(Cicirelli, 1992). 

En cuanto al campo de las proteínas serina/treonina 

fosfatasas, este se ha desarrollado poco. Inicialmente, estas 

enzimas fueron divididas en dos grupos, el tipo 1 y el tipo 2. Las 

proteínas 	fosfatasas 	tipo 	1 	(PP1) 	preferencia lmente 

desfosforilaban la subunidad B de la fosforilasa cinasa y eran 

inhibidas por dos pequeñas proteínas estables al ácido y al calor, 

denominadas inhibidor 1 (I1) e inhibidor 2 (I2). Las proteínas 

fosfatasas del tipo 2 (PP2) preferían desfosforilar la subunidad oc 

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 

calcio y magnesio, respectivamente, mientras que la PP2A (así 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 mamíferos (Cohen, 1989 y 1991). 

Además de ayudar a la categorización de las proteínas 

fosfatasas, los inhibidores 1 y 2, han sido útiles en la 

demostración de que las proteínas fosfatasas son reguladas o 

cambian en respuesta a hormonas y factores de crecimiento. 

Desafortunadamente, estos inhibidores no estan disponibles 

comercialmente, además de estar limitados a estudios in vitro y 

de no inhibir a todos los tipos de PPI. Recientemente, una nueva 
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generación de inhibidores de proteínas fosfatasas ha sido aislada 

de varios microorganismos y está disponible comercialmente. Estos 

inhibidores, el ácido okadaico, la microcistina-LR, la caliculina 

A y la tautomicina, parecen entrar a 

grados y potencialmente inhibir a la 

las células en diferentes 

PP1 y PP2A de una manera 

diferencial. De tal manera que estos inhibidores resultan ser muy 

útiles en la identificación de procesos biológicos que son 

regulados por la fosforilación reversible de proteínas 

(Cicirelli, 1992) (ver TABLA III). 

TABLA III. PROPIEDADES DE LOS INHIBIDORES DE PROTEINAS FOSFATASAS. 

PROPIEDAD ACIDO OKADAICO  MICROCISTINA CALICULINA TAUTOMICINA 

Peso molecular 
	

805 
	

994 
	

1009 
	

767 
(Da) 

Descripción ácido graso 
poliéter 

heptapéptido 	N.D. 
hepatotoxina 

N.D. 

Toxicidad 

Penetración 
en células 

Inhibición de 
la PP1 (IC50) 

(Ki) 
Inhibición de 
la PP2A (IC50) 

(Ki) 
Inhibición de 
la PP2B (IC50) 

Inhibición de 
la PP2C (IC50) 

tóxico 

si 

10-60 nM 
10-20 nM 

0.1-1 nM 
0.03-0.2 nM 

5-10 pM 

>10 pM 

tóxico 

no 
excepción 

0.1 nM 
0.06 nM 

0.1 nM 
<0.01 nM 

0.2 pM 

>4 pM  

tóxico 

si 

0.5-2 nM 
N.D. 

0.1-1 nM 
N.D. 

N.D. 

N.D.  

tóxico 

si 
excepción 

0.2-22 n14 
0.16 nM 

1-32 nM 
0.4 nM 

80 pM 

>100 pM 

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

El ácido okadaico es un derivado poliéter de un ácido 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 marina 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 

ácido okadaico es un inhibidor de las proteínas fosfatasas 1 y 2A. 

Posteriormente se confirma esta idea y se observa que la PP2A es 

completamente inhibida por 1 nM de ácido okadaico, mientras que la 

PP1 no es afectada a esta concentración , ya que su IC50 es de 10-

15 nM. Esta sensibilidad es notablemente conservada en las células 

eucarióticas (Cohen y col. 1990). Por otro lado, los estudios 

cinéticos han mostrado que el ácido okadaico actúa como un 

inhibidor no competitivo o mixto de las PP1 y PP2A, sugiriendo que 

el sitio de unión para esta droga esta fuera del sitio catalítico 

(Bialojan y Takai, 1988). 

El ácido okadaico no parece tener efecto directo sobre otras 

fosfatasas de proteínas o sobre las cinasas de proteínas (Haystead 

y col., 1989). Sin embargo puede ejercer al menos dos tipos de 
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ESQUEMA V. Dos potentes inhibidores de las proteínas fosfatasas 1 

y 2A: el ácido okadaico y la mierocistina. 
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efectos indirectos sobre las cinasas de proteínas y sus sustratos. 

Primero las cinasas de proteínas cuya actividad es regulada por 

fosforilación 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 fosforilación sostenida 

cuando las fosfatasas estan bloqueadas. Así, sucede que el bloqueo 

de las PP1 y PP2A por el ácido okadaico desvía el balance de 

fosforilación de proteínas hacia un incremento en la fosforilación 

(Sch8nthal, 1992). 

El ácido okadaico ha sido empleado en diversos estudios. El 

uso de este agente en extractos libres de células ha llevado a la 

identificación de varias proteínas cuyas actividades son 

controladas por fosforilación. Su uso en células intactas ha sido 

extremadamente útil en la identificación de sustratos fisiológicos 

de las PP1 y PP2A. En la tabla 1V se presentan algunas de las 

acciones del ácido okadaico en diferentes células. 



TABLA IV. ALGUNOS DE LOS EFECTOS DEL ACIDO OKADAICO SOBRE CELULAR 

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

Adipocitos de rata 

Miocitos cardiacos 

Miocitos traqueales 

Células NIH 3T3 

EFECTO DEL ACIDO OKADAICO 

Inicia contracción 

Promueve la inducción de tumores 

Estimula la salida de glucosa 
Estimula la gluconeogénesis 

Inhibe la síntesis de ácidos 
grasos. Estimula la lipólisis. 
Mimetiza los efectos de insulina 
sobre la captura de desoxi-
glucosa. 

Incrementa la producción de 
PGE2. 

Potencia la supresión de la 
corriente de K+ inducida por 5UT 

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

SISTEMA EXPERIMENTAL 

Músculo liso de conejo y 
humano 

Piel de ratón 

Hepatocitos de rata 

Macrótagos peritoneales de 
rata 

Neuronas de molúsco 
(Helix aspersa) 

Protozoario 
Paramecium tetraurelia 
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Los estudios que se han realizado en hepatocitos con el ácido 

okadaico han mostrado que este agente induce un incremento en el 

estado de fosforilación de muchas proteínas. Entre estas proteínas 

se encuentran enzimas clave de vías metabólicas como la glucólisis 

y la gluconeogénesis (Cohen, 1990). Entre otras de sus acciones se 

encuentran: la fosforilación de la proteína Gi, lo cual lleva a un 

bloqueo de la inhibición de la adenilato ciclasa (I3ushfield, 

1991); y la inhibición de la biosíntesis de fosfatidilcolina, 

probablemente debido a un aumento en el estado de fosforilación de 

la citidiltransferasa (Batch y col. 1992). 

Con base en diversos estudios, actualmente es claro que las 

acciones de las hormonas pueden ser reguladas por la fosforilación 

de proteínas a muy diversos niveles, ya sea a nivel de sus 

receptores o a nivel de alguno de los componentes del sistema de 

transducción 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 ácido okadaico resulta 

ser una herramienta útil en la identificación de procesos 

biológicos que son controlados por fosforilación reversible de 

proteínas, decidimos utilizarlo para estudiar el papel que juegan 

las proteínas fosfatasas en la regulación de sistemas de 

transducción de hormonas que modulan el metabolismo de 

fosfoinosítidos. Los resultados de este estudio se presentan en 

los siguientes trabajos: 



TRABAJO 2. 

- García-Sáinz, J.A., M. Macias-Silva and M.T. Romero-Avila. 

(1991) Effect of okadaic acid on hormona- and mastoparan-

stimulated phosphoinositide turnover in isolated rat hepatocytes. 

E3iochem. Biophys. Res. Coimnun. 179(2):852-858. 

TRABAJO 3. 

- Macías-Silva, M. and J.A. García-Sáinz. (1993) Inhibition 

of hormone-stimulated phosphoinositide turnover and disruption of 

cytoskeleta]. structure. Effects of okadaic acid, microcystin, 

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

RESUMEN DE RESULTADOS. 

TRABAJO 2: 

En hepatocitos aislados de rata pudimos observar que : 

1) El ácido okadaico inhibe parcialmente el marcaje de 

fosfatidilinositol (PI) estimulado por angiotensina II, epinefrina 

o vasopresina. 

2) La producción de fosfatos de inositol estimulada por 

angiotensina II, epinefrina o vasopresina, es también inhibida por 

el ácido okadaico. 

3) Mastoparan, una toxina aislada del veneno de avispa, estimula 

la producción de fosfatos de inositol. Estas acciones también son 

inhibidas por el ácido okadaico. 
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Okadate acid in a putent and specific InhIbitor of protein phoophatasen 1 
and 2A which :memo te be useful for IdentifyIng biological processeo that are 
controlled by reversible phosphorylation uf proteins. We report here that 
okodnic neld 
	

In Isolated bepatocytes the stImulatIons of 
phospholmoaltide turnover lnduced by epinephrine, angtotensin II and 
vanoprenstn. Mantoparan, 	peptide toxin from wasp veuom that minies receptora 
by activating G-proteins, raso ntimulates the nceumulation of Inosttol 
phosphates Lo hepatocyten 
	

Interestingly. thls action of mastoparan was atoo 
inhibited by okadale acid. Our data indicate that okadalc acid inhiblts the 
phosphoinonitide turnover signal trannduction nystem in hepatocyten at a levet 
distnI tu the receptora. e un Armh,y, Preve, 

Okadoic acid, a polyether fatty neid produeed by oeveral typeo of 

dinollagellates, io a potent and npecific inbibltor of protein phosphatases 1 

and 2A [1,21. Tilo compound lo a new probo for the study of cellutar regulatlon 

Glasee it seems to he useful for Identifying biological procesnes that are 

controlled by reversible phosphorylation of proteins [3,4). 

Protein phoophorylation Ls ene of the most common biochernical mechanisms 

through whieh sello regulate their metabolism 15). The function of some of the 

molecular cotilleo involved In signal transductton seems te be modulated by 

phonphorylation/dephosphoryIntion cycles, i.e., there Is a large amount of 

evIdence of receptor phosphoryiation Ince 6) and also some evidence of 

regulation by phosphorylation of C-proteins [7-9) and membrane effectors, such. 

as adenylate cyclane 110 J and phospholipase C 111,121. 

Uraing isolated rat hepatocytes, we first showed that activatton of protein 

Minase C blocks the alpharadrenergie action in hepatocytes 113,141. The effect 

000M-291X/91 $1,50 
Copyright ,E) 1991 by Ayo:de:ni': PrrAs, 

rights of reprodurrion ira any /r+►rn reserved. 
	852 



Vol, 179, No. 2, 1991 	DIOCHEMICAL AND 1310PHYSICAL lIESEATICI1 COMMUNICATIONS 

was rather selective nince the effects of other receptora coupled to the aame 

signal tranduction nystem ( phosphoinosittde turnover) were etther not affected 

or affected to a much lesner extent (13,141. 	smooth muncle celln it vas 

nhown that the blockade of the alpharadrenergic action induced by protein 

kinase C ectivation in ansociated to alpharadrenoceptor phosphorylation 1181. 

Itere, we report the effect of okadale acid on the phonphoinoaltide 

turnover sIgnal transduction system in isolated rat hepatocyten. Our resulta 

indicate that thta agent altera the function of the system at a pontreceptor 

site. 

MATERIALS AND METHODS 

1-Epinephrine, angiotensin II, vanupressín and mastoparan were obtatned 
from Sigma Chemical Co. 2-(3H1 -Myo InositoI (20 Cl/mmol) and 132PjP1 (carrter 
free) were ohtalned from New England Nuclear. The anlon exchange resin AC 1-X8 
(formnte form) wan from BloRad and collagenase from Worthington. Okndaic acid 
was from Gibco (the initlal experimenta were performed with a sample of this 
tumor promotor generoualy provided by Dr. Philip Cohen, (Dundee, U.K.)). 

Experimenta were performed with female Wistar rata (220-250 g)- fed ad 
libitum. Hepatocytes were isolated hy the method of Derry and Friend (191. The 
celta (30-40 mg wet weight) were tncubated En 1 ml of Krebs-Ringer bicarhonate 
buffer, under su atmosphere of 95Z 02/ 5% CO2, p11 7.4 at 37°  C In a water bath 
shaker. 

PhosphatidyItnositol lahellng Iras studled as dencribed previounly (201. 
Production of Inositol phosphaten usa studLed as described 121,221. In hrief, 
the cella were Incubated for 90 min with 1.5 liCi/mI of tritiated inosttol, 
wanhed and Ineuhated for 10 min with 10 mM L1C1 in the presence or absence of 
okadaic acid; the hormones were added and aftnr 5 min of Incubation the 
reactivo was stopped. Inositol phonphaten were separated by anion exchange 
chromatography as descrihed hy Herridge et al [231. The total entinta in 
fractions 1-4 (11'0,4-8 (IP2) and 11-12 (1P3) were added Co determine the 
production of these inesitol phónphaten. 

RESUL1'S 

In cells incubated with (32P1PI, epinephrtne Induced a dose-dependent 

increase In the labeling of phosphatidyllnosItol (PI) (Fig. 1, left panel.). 

Okadatc acial by itnelf decreases the banal labeling of phosphatfdylinositol (33 

+ 3% decrease in banal labeling at 1. 1111 okadale acid; 	p 	0.005 va banal 

labeling). lo study the effect of hormones in cella Incubated with thin tumor 

promotor, we took luto account this decrease in labeling and expresned the data 

as percentage of their own banal, I.e. the labeling obaerved in cella run In 

parallei with the satine concentratIon of okadaic asid. Under these conditions, 
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Floore .1. EFFECT OF ORADAIG ACID ON HORMONAL. STIMULATION OF PHOSPHATIDYL 
INOSITOL (PI) LABELING. 	Left 	collo were incuhated In the aboence 

or presence (0---0) of 1 1i M Okadíic Actd and with 	different 
concentrations ni eptnephrine pino 10 pll propranotol. MIddle 	ceno were 
incubated with LO uM epInephrine plus 10 	propranoIol. t'Irme (0) or with (II) 
different concentrations ni okadale acid. MIEht  panel: cells were incubated 
without (solid bars) nr with (opon bnrs) 1 	Okadaic Acid and the /maniota: 
EPI, 10 0/1 epinephrine plus 10 UM propranolol; VASO, 10 nM vasopressIn; ANCLO, 
10 p N angiotenoin 11. Resulto are the mearas and vertical lineo repreoent the 
S.E.M. of 4-5 experimento in duplicate. 

we ohserved that okadaic acid produeed a dose-dependent partiaI inhibition of 

the alphavadrenergic effect of epinephrine (IC50 4  50 nM okadaic acid) (Fig. 1 

middle panel); the polyether fatty asid nItered the maximal effect uf the 

adrenergle agonist without affecting tts EC5() ( 	1/11 epinephrine) (Fig. 	1, 

Ieft panel). The inhibitory action of okadaie acid was not selectivo for the 

alphal-adrenergic effect, 1. e. the action of other hormones that dist, 

stimulate PI lnhellng, such as vnaopressin nr angiotensin II, wns also 

inhiblted and to a similar extent ( 40-60 %) (Fig. 1, right panel). 

We confirmed this observation by quantifying the production of 	inositol 

phosphates. Okadnie acid was without effect by itself cm the banal production 

of inosttol phosphates. In contrast, it markedly attenunted the stimulations 

indueed by epinephrine, vnsopressin and angiotensin 11 (Fig. 2 and Tabla 1). 

Interestingly, not only the effect of thenc hormones was alterad but the 

stimulation uf I1'2 and IP3 production induced by mastoparan was algo inbiblted 

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

DISCUSSION 

Our present - resuits indícate that okadale acid markedly niters the 

phusphotnonttldo turnover signat transduction system in hepatoeytes. Two 
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Figure 2. ELUTION PROFILE OF INOSIIOL FOOSPHATES. Cel1s llore incuhated in the 
ahnence of nny ngent ip---.) vIth 1 pM Okndnic Actd 	wtth the ngonlnts 
(VASO, IQ 	nM vesepresstn; ANGIO. 10 p M ungiutenstn II or EPI. 111 p M 
eptnephrine plus 10 PM propranoloI) (1---11) or with tito agonints phi.; 1 p M 
okadalc neid (A---A). Note lett ordinnte for EP1-1P3. finta are from a 
representatIve experlment lo tripliente. 

UTILE 1 

EFFECTS OF OKAOAIC AGIO. EPINEPORINE. VASOPRESSIN ANO ANGIOTENS1N II ON 
1 3111INOSITOL PROSPHATES ACCOMOLATION 

Conditton Inonttol Phosphnten (epm/40 mg colín v.v.) 

IP' IP2 II') 

nasal 2300 + 160 400 + 40 125 + 5 

Okrbialc AcId 	1 pM 2320 + 210 385 + 35 135 + IQ 

Eptnephrine 2690 + 175 740 + 903  210 + 20h 

Epinephrtne lOPM + 

Okadatc Actd 1 PM 2340 + 215 510 + 60c 150 + 10d 

Angtotenstn II 	100M 3085 + 1253  1650 + 23011  610 + 956  

Angtotenntu 	II 	10011 .4. 

Okiulale Actd 1 011 2590 + 170c 990 + 135' 320 + 45d 

Vnsopressin 10 nM 3065 ± 130a 1635 + 160b 460 	nsh 

VanoprennIn 10 nM + 

Okildate Actd 	I IiM 2345 + 155° 740 + 325 + 50° 

Resuitn are the means + S.E.M. of ti experlments in trIplIcate. 

ap ‹ 0.005 vn banal; bp < 0.001 vn banal; cp < 0.05 vn hormone alune; '1p < 0.02 
vn hormone alano; lp 	0.005 vn hormona nlone; fp < 0.001  v3  hormones alune, 

855 

1200 

1000 

000 

400 

200 

!00 
50 

00 n. 
0 

10 	15 



1000 

1300 

600 

1 ) 

400 

200 

Banal 

Okatlaic Aeid 1 

Mantoparnn 50 uhl 

Mastoparan 50 1iM + 

315 + 20 

350 + 30 

555 + 25a 

125 1 5 

130 + 10 

175 + 1041  

155 + 10 Okadale Aetd 1 PM 	 440 + 25b 

Vol. 179, No. 2, 1991 	1:310CIIEMICAL AND LIIOPHYSICAL VIESE/U.1CH COMMUNICATIONS 

400 

350 

300 

250 
n. 

200 u 

150 

100 

50 

5 	10 	15 

fHACIWIN NOMBER 

Eigult22  ELUTION PROFILE OF 1NO5ITOL PUOSPHATES. Celln mere ineohated in the 
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mas toparan (11---4) or with 50 1jM mantopernn plun 1 ult Okadaie aeld 
Note left ordinate for 1P2 and IP3. Data are from a reprenentative experlment 
in tripliente. 

dIfferent, but complementary parameters were determinad to document thls 

finding. 	hydrolysls (production of inositol phosphates) and resynthesta 

(PI labeling) of phnsphoinositides. The results of hoth parameters were 

entirely conslstent and bullente that this Inhibitor of protein phosphatases 

partially inhibtts thls signal transduction procesa. 

The effect of okadnlc asid was different to that of phorhol myristate 

acetato (PHA). UsIng hepatocytes, it has been observed that actIvation of 

TA1ILE 2 

EFFECTS OF ~DAR: AC1D AND MASTOPARAN ON PHI  IP3 ACCOMOLATION 

Condltion 	 1nositnI Phosphaten 
(epm / 40 mg sella w.w.) 

11'2 	 IP3 

Reoults are the meanc + S.E.M. of 7 expertments in triplícate. 

a p < 0.001 ver banal; h p < 0.01 vc mantnparan alune. 
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protein kinnne C by PMA leads to a complete blockade of the alphnl-adrenergic 

action [13-17j with only minar effecte on that of other hormones [13-17]. In 

contra:41, the inhIbItIon induced by okadaic neid waa rnther brond and no 

receptor selectivity wats observed. These data suggest that the action(s) of 

okadaic neid is (are) not exerted at the level of the hormone receptora but on 

entitles invoived in stops subsequent to receptor activntion, posstbly the G-

protein or phoopholipase C. The data with mantoparan are consiatent with thls 

interpretation. 

Mnntoparan in a tetradecapeptide toxin from wnop venom that In a potent 

stimulator of secretion in several cells [24-261. Mantoparan seems to nct on G-

proteins promoting nucleotIde exchange by a mecha:11nm strikingly similar to 

that used by receptora [271. Tolikin et al [281 obeerved, that hlgh 

concentratIons. of mantoparan lucren/3e cytosolic free calcium and IP3 

accumutation. We conflrmed this lnr.er finding and observed that 50 

mastopnran increaseo modestly but congistently the production of IP2 and IP3. 

Okadatc acid inhibited this effect. Thege data further suggeot that the 

perturbation of the phosphotnonítide turnover transduction system induced by 

okadaic acid does not cake place at the level of the receptora but rnther at 

the levo] of the G-protein, ctn whieh mnstoparan putattvely acta, or en 

phoopholipase C. Activation of protein kinnse C in a varlety of celds and 

tissues resulto in the inhibition of receptor-mediated atimulation of 

phosphoinositide turnover [12, 29, 30j. There is evidence of phouphorylation of 

phoophollpnse C- 0 by protein kinase C (121 and it lino heen suggested that 

phosphorytation of phospholipane C may alter its internction with the C,-protein 

[12]. 	It should be mentIoned, however, that with the whole-cell approach tosed 

In Ibis study we can not rule out chnnges In the activity of enzymeo 

controliing the ntendy state levela uf inositol phosphollpids and inonttoI 

phoaphates. Experimento are in progreso, uslng cell-free systems, to define the 

olte(s) where the aIteration(s) induced by okadaic acid take place. In summary, 

our data ludir:ate that okadaic acid altero che phosphoinositide turnover 

transductbon system In hepatocyteo at a leve] dista' to the receptora. 
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TRABAJO 3: 

1) El ácido okadaico y la microcistina, dos potentes inhibidores 

de proteínas fosfatasas, inhiben la producción de fosfatos de 

inositol estimulada por vasopresina, de una manera dependiente de 

la dosis. 

2) El ácido okadaico y la microcistina, así como otros agentes 

tales como el W7 y la clorpromazina (antagonistas de calmodulina) 

y el antibiótico nistatina, son capaces de inducir alteraciones 

morfológicas, "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 producción de fosfatos de inositol 

estimulada por vasopresina. 

4) La producción de inositol trisfosfato estimulada por 

angiotensina 11, epinefrina o vasopresina es inhibida por varios 

agentes perturbadores del citoesqueleto tales como: ácido 

okadaico, microcistina, clorpromazina, W7 y nistatina. 

5) Es importante señalar que estos agentes perturbadores del 

citoesqueleto no disminuyen la viabilidad de las células. Esto fué 

evaluado observando la exclusión del azul de tripano. 

36 
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M. MAcfAs-StLvA and J. A. GAacIA-Shniz. Inhibition of horrnone-stirnulated 
inositol phosphate production and disruption of cytoskeletal structure. Effects 
of okadaic acid, tnicrocystin. chlorprotna2áne, W7 and nystatin. Toxiti 32, 
WO-430111994.--Inbibition oí protein phosphatases 2A and 1 by okadaiá acid 
al tt rincrocystin leads to cyteskeietal disruption and formation of plasma 
membrane blebs (blebbing) in hepatocytes. This phenornertou is associated to 
a marked inhibition of receptor-crtediated and G-protein-mediated phospho-
inositide Turnover in rat hepatocytes. Othcr cytoskdetal-disrupting dnigs such 
as chlorpromazine. W7 and aystatin mirnic thc nTect of these protein phospita-
tase iniubitors on phosphoinositide metabolism and bkbhing. Our data surzgesc 
that the coupiing betweea G-protein and phospiwiipase C mighc be altered by 
cytoskeletal disruption. 

INTRODUCTION 

DURING 	last few year a grcat amount of research has been publishcd on thc roles that 
the cytoskeletons play in modulating sismal transduction (WANG et al., 1990; WANG, 1991; 
WANG and PLI.srutcx, 1991). Recently, a link betweert cytoskeietal elements and the 
phosphoinositide turnover signa" tran.sduction pathway was discovered. It has been 
observe(' that somc actin-binding proreins, such as protilin and gelsolin, bind to phos-
phaddylinositol 4,5-bisphosphate and inhibit its hydrolysis by phospholipase C (LAssnta 
and LINDBERG, 1985; JANMEY and SID.S.TEL. 1989; Gowscumnpr-CuritstoNT er al., 1990, 
1991). Furthertnare, it has been observe(' that some componcnts of this signal transduction 
pathway (such as phospholipase C, inositol Upids, phosphoinositide kinases and diacyl-
glycerol kinases) in teract with the cytoskeleton (NAKAN0 et al., 1989; GRONDIN et al., 1991; 
MCBRIDII et al., 1991; PAYR.u-nw. et  d., 1991). 

Agents such as inhibitors of niicrotubule palymerization (colchicine and vinblasthies). 
metals (rnercur-/), hepatotoxins (carbon zetrachloride) and quinones initibit agonist-Ittinau-
lated phosphoinositide metabolism (1‘ltc0TERA et al., 1992). Orie of the main caminan 
actians of t.hczc drugs is the perturbation of normal cycoskeletal organization. inducing 
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che formation of blebs on the plasma membrane (NtroTritA et al., 1992). The formation 
of blebs has been associated with disturbances in thiol metabolism, intracellular 
concentration, Ti'A 	dcpletion and rearrangement of cytoskeletal proteins (.1Ewat. et al., 
1982; ORRENTU3 et al., 1992). 

Cytoskeletal integrity in cells appears to require protcin phosphatase activity (EFUKSSON 
et al., 1992). Inhibitors of protein-sereneithreoninc phosphata.ses 2A and 1, such as okadaic 
acid and microcystin, produce profound morphological alteradons in a varicty ofcells. The 
changes inelude rcorganization of the microillament and intermediare-filament networks, 
organelle segregation and surface blebbing (RuuNEGA.R and FALCONER, 1986; ERIKSSON 
el al., 1987; BOE et al.. 1991; Enticssort a al., 1990). We and tullera have prcviously reported 
that okadaic acid rnarkcdly altera the phosphoinositide turnover signal transduction 
system in hcpatocytes (GARtiA-SÁtrtz et al., 1991; MATTINGLY and GARRISON, 1992). In 
this study, we evaluate the effects of microcystin, another phosphatasc inhibitor, chlorpro-
mazine and W7, calrnodulin antagortists, and the antibiotic, nystatin, on both parameters, 
i.e. agonist-activated phosphoinositide turnover and blebbing, in rat hepacocytes. Our 
re:sults suggest a glose relationship between both parameters. 

MATERIAU AND METIIODS 

Vasopreasin. =1i:instruir' l7. ellorprornanne. 'A/7 [N-4,6-aminonesyi)-5-dhloro-l-naptItalenerolinnarnidel ami 
1-einneohnne were obtained from Sigma Caernical C. :.(3 1II-My0-ib03itat CI(1 CW11:flag) was purchated in i/ew 
Engiand Nuclear. The anion eschange =in AO 1-X5 iTormate farm) 9ins from l3ioRad and coilageruse frem 
Wurtlungton. Okadaic acid was from RI31 and aucrocroin from Gibo°. 

Hepatecyrea were isolated from remate Visar rata (200--ZMI) fed ad libitum by the tnethod ni DERRY and 
Firiwo 11969). The ce11312(3-M) mg wer weigin) were incuhated in 1 ml uf Krebs-Ringer bicar bona te buffer. tender 

	

an arrnoaphere ni 95% Ov'S% CO:, pi] 	at 37*C in a •arater bath shaker. 
Inosnol phospnate plonuction was studien descrrberi (Goarctr.S.korz and 	 1990). In brier; the 

edil wenn inclinaren for 90 aún with 15 aCii rol oi trinaren inmrtol, washen and ineibatell for 10 non with 10 toM 
LiC. in the pm-,enea or tbsence .)( the Coiluwing droga: okatiaic atvi, tnicro4.-istin. W7. ch1orprornazine dr 
nystatin. .Ifter 'lis. hormones 'riere anden to the ad Inspeasion ami the incuhauon waa continued for Smin. 
Immo' phosphates were ...e-parare:el by ama eaehange chrornatography as describen by BERRIDein a al.. (1983). 
Intrnredular cnicium wai assenen by iluorometric riatwurernent of the mIcium-quin 2 complex (STAriner4 and 
11ASSFORD, 1991; GAPCIA-Siwn a o/., 1990). 

RESULTS AND DISCUSSION 

It was prcviously reponed that okadaic acid markedly attcnuated hormone-stimulated 
phosphoinositide turnover in rat hepatocytes (GARciA-SÁtriz et al., 1991; MAT1INGLY and 
GARRIsori, 1992), Not only was the cffect of hormones dirninished, but the stimulation of 
Chis parameter induced by mastoparan was aiso inhibited by okadaic acid. The data 
suggestcd a postrcceptor sito of action of the treatment with the phosphatase inhibitor. We 
tested whether another phosphatase inhibitor, rnicrocystin, a cyclic heptapeptide toxin 
isolated from cyanobacteria, was able to mimic the etfects of okadaic acid un phospho-
inositide turnover. Most celta are impermeable to microcystin, but hepatocytes accumulatc 
this toxin vea a selective uptakc mechanism for the liver, unid)/ the multispecilic transpon 
system for bile acids (ERucssott et a1., 19137). As shown in Fig. 1, okadaic acid 

	

40-60 nts,1) and microcystin 	50-M niv1) dosc-dependently inhibitcd the pro- 
duction uf inositol hisphosphate and trisphosphate induced by 10 nM vasoptessin. These 
data indicate that UNO, chemicaily unrciated, proteja phosphatasc inhibitors have the same 
action. It is important to polar out that the eifects uf these inhibitors on phosphoinositide 
cnetabolism werc atxonipanied by blebbing (Fig. 2). 
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In order tu study the role of the cytoskeletal integrity on phosphoinositide nirnover in 
hepatocytes, the elrects of several cytoskeletal di.srupting drugs such as W7 (czthrioduJin 
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 ;Tras confirmed (Fig. 2). The effect of nystatin, 
which also inducid blcbbing, was also studied (Fig. 2). 

W7 	(tc1,3 ,---.1100-125 	chlorpromazine (tc»  >4 50-100 itM) and nystatin 
(tcw  :tr. 0.6--0.7µg/ml) markedly inhibited the etrect of vasopressin in a doce-dependent 
manner (Fig. 3). The inhibitory action of these agents was not selectiva for the vasopremin 
effect, i.e. the action of ochar hormones that also stirnulate phosphoinositide turnover, such 
angiotensin 11 or epinephrine, was also inhibited. In Fig. 4, the stimulation of inositol 
trisphosphate production by vasopressin, angiotensin II and epinephrine (right panel) and 
their inhibition by 1 iM okadaic acid, 1µM microcystin, 100 	chlorpromazine, 
100 itM W7 or 50 pg/m1 nystatin (lelt panel) are shown. 

It is not known through which mechanisrn(s) these drugs exert such actions. However, 
it has beca reported that calmodulin antagonist at high doses produces rnicrodlament 
disintegration (Iwra et al., 1991), and it has bcen reported that phospholipase C actívity 
i3 inhibited by W7 and cytcchalasin D (=odre: aticrofdarnent-disrupting drug)i(Botsit-- 
GUIGNON et al., 1990). 

1t was previously shown that Mis inhibitori efrect of okadaic acid shows no receptor 
selcctivity and therefore it was suggested that such action is exerted at step(s) subscqucnt 
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Hepatocytei were prtinc-uhated with okadaic acid or microcystin for 10 min and incubated for 
further S min with 10 nM vasopressin. (0) ínclito! bisphosphate: (0) inositol triaphosphate; 
vasopresain alone. Inositn1 bisphosphate: hayal 337 4- 41 t.-pm/.u) mg nen., wet weight; ruisopresstn 
(10 aM), 2252 4- 388 gni/ 40 mg cella wet weilti t. [malito' trisphosphatz baul. 253 2.3 epan40 mg 
mas wet weight. Vasoprirmin (10 tiM) 987 156cpinj40 mg 4r..111 wet weight. Plotter.) are the 
mean S.E.M. uf thtee experimenta. esa performen in ttipliote casing dilferent netl prepara tion.s. 
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1 

FtG. 2. I'doattootOGICu. ÁLTEXATIOU'S 1.14 1301LATED REPATOCYTTI INCLMATI0 WITIIOUT (CONTWOL 
al.L3) CR WITH t ji LSI OICADAK: ACID, 1 ItM laczoc-ortr4. 100,0+1 W7. 100 pM CILLOAPROMAZINB 

OR .!4) p Ora NYTTAint Kilt 10 Mb Ar 3TC. 
Rept-ene:altive uf tíve arerrat erperimenti with identical orsulti. 

to receptor activation; i.c. possibly at leva of G-protein ar phospholipa.se C IGAR-
cIA-SÁINz et al., 1991). This was further supported by the tinding that the activationof 
inositof phosphate production induced by mastoparan (a toxin from wasp venom, which 
activates G-proteins; MousLY et d., 1990) was also inhibited by okadaic acid((pArt-
ciA-SÁnn et al., 1991). Consistent with chis. it was now observed that 5 milit Nal= plus 
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10 pM AlC13  (cells incubated in buffer containing 125 pIvf CaC12) stimulated inositol 
phosphates production (inositol bisphosphate 147 ± 14% of basal, inositol trisphosphate 
129 4.15% of basa') and that this etrect W0.5 essentiaIly abolished by 1 pm okadaic acid. 
Retxntly, TASA/CA er aL (1991) reported that colchicine and vinblastine inhibit in mast cells 
the increases in intracellular calcium concentration causen by compound 4$/80 (another 
agent that putatively directly activates G-proteins (rvfousLY er al., 1990)). Since masto-
paran, AlF4- and compound 48/80 acdvate phosphoinositide metabolisin putatively at 
leve! of G-proteins, we would like to suggest the possibility that the interaction between 
G-protein and phospholipa.se C may be altered by disrupting die cytoskeletal structure. 

Inhibidon of protein phosphatases alters cytoskeletal structure; however, other cyto-
skeletal disturbing agents 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 severa' 
possible mechanisms of disrupting cytoskeletal structure, and this i3 consistent with the 
Idea that such alteration may perturbate G-protein-phospholipase C coupling. 

The molecular basis of plasma mernbrane blcbbing is presently unknown. However, 
severa' mechanisms have been implicated in this action. Sume agents, such as colchicine 
or cytocbalasins, interact directly with cytoskeletal elements, whereas others, such as soma 
quinones. increa.se  intracellular m'el= concentration (NtcorEltk el al., 1986, 1992). 

Regarding intracellula.r calcium concentration, it is wel1 known that this =don plays a 
critica' role in modulating cytoskeletal structure and function, and that is regulares the 
activity of phospholipase A:  which Stirnulates eicosanoid synthcsis. Thromboxanes have 
been implicated as intermediares in cell injury (1-1(mToti and WooD, 1991). Moreover, it 

r 
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FIG. 3. Meen-  or mi/ rstAt. CrIDSKEIXTAL•pmitipniNa Diturn  4N Dr011111. PflainfATI21 PAL)MICTION 
eme= ny VAMPREzw. 

Crlts wese preinemblted with chlorpromazine. W7 or nystatin For 10 ruin and incubated For lurther 
5 nun with 10 nht vasoprmriii. (e) Inosirol bisphosphate; (9) inositol 	 (01) 

vasopressin alune. Other indicarions a" in Fig. 1. 
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F:G. 4. Ho11401a-Sralt.1-14TED 24alnyt. TIUS11101111tAT2 (TP1) PROOliCTION .'uu ryrEcr or 
DitaZTAL-1313ZUYTIMI 

Hm!~ were incubated in the alasencn a( any agent (he.saf) or with 10 nM msoprenin, 10 sM 
In:parearan R or 10 aild epinephrine for 5 ruin. Inthout pretreturnent tieti panel?. C.etls were 
petar-atol for 10 ruin either with 1 al M okadaic and, 1 uM microcystin, 100 0M chlorprotnamine, 
100 u  M W7 or ;01tavini nystatin and incubared for further 5 mii with the indieored horrnone (right 
panela). P1otted ue che inean3 S.E.M. of darte experimenta. each performed in triplicare, usituf 

different aeü preparationt. 

has been reponed that tnicrocystin increases eicosanoid synthesis in some ceils (NAsint 
et Lrl., 1990). Wc tested the possibdity that the actian of okadaic acid could be mediated 
by eicosanoid production. in arder to explore this, we incubated isolated hepatocytes with 
the cyclooxygenase inhibitor, indomethacin, for 20 n'In prior to okadaic acid treatment. 
However, 1.11i3 treatment prevented neithei• bleb formation nor inhibition of inositol 
phosphates production (data not shown). 

lncreasea in intracellular calcium activate proteases which lead to the degradaban of 
cytoskeletal proteins and appear to be responsible for che plasma membrane blebbing 
induwd by agents that disrupt intraceilular calcium homcostasis (Nicorok.A, et al., 1986). 
Web farmation and inhibition of phosphoinositide rnetabolism produced by okadaic acid 
Ivan prevented neither by incubating the cells in buffer without c=dcium and containing 
25 ithi EGTA nor by pretreatment with leupeptin (a prosease inhibitor) (data not shown). 
In addicion, we were unable to detect any changc in intraccllular calcium concentration 
induced by okadaic acid (recorded for 10 min) in ras hepatocytes. These observations 
sumen that an increase in cytosol culta= concentration is unlikety related to okadaic acid 
eirects. 

In sumrnary, our data show that a series of unrelated agents which share the ability to 
alter cytoskeletal structure 	induce blebbing also decrease receptor-mediated and 
G-protein mediated iflositol phosphates production. The possibility that disruption of 
cytoskeletal structure may lead to G-pratein—phospholipase C uncoupling is suggested. 
The molecular basis of such an etrect remains to be elucidated. 
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En adición a estos trabajos tenemos como datos no publicados 

que: 

1) Las pozas de fosfoinosítidos marcadas con mio-inositol-[311]: PI 

(fosfatidilinositol), prp (fosfatidilinositol 4-monofosfato) y 

PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), no se afectan por el 

tratamiento de los hepatocitos con ácido okadaico o microcistina. 

(ver Tabla A). 

TABLA A. EFECTO DE DOS INHIBIDORES DE PROTEINAS FOSFATABAS SOBRE 
LAS POZAS DE FOSFOINOSITIDOS MARCADAS CON TRITIO. (Los 
datos estan presentados en cpm/mg de células, peso 
húmedo). 

PIP2 	 P1P 	 PI 

CONTROL 132 ± 27 51 + 10 4568 ± 532 

ACIDO OKADAICO 136 ± 34 49 ± 11 4766 ± 652 

MICROCISTINA 139 ± 44 54 ± 15 4666 ± 672 

2) El ácido okadaico y la microcistina no son capaces de inducir 

una movilización de calcio en hepatocitos aislados de rata. Este 

parámetro se evaluó midiendo espectrofotometricamente la 

concentración intracelular de calcio libre con el colorante 

fluorescente quin2. 

3) El pretratamiento de los hepatocitos con leupeptina (un 

inhibidor de proteasas dependientes de calcio) o con indometacina 

(un inhibidor de la síntesis de prostaglandinas y tromboxanos) no 

previene o evita las acciones inhibidoras del ácido okadaico sobre 

la producción de fosfatos de inositol estimulada por vasopresina 

(ver figura A). 
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FIGURA A. 	Efecto de Leupeptina (un inhibidor de proteasas) e 
indometacina (un inhibidor de la síntesis de 
prostaglandinas y tromboxanos) sobre las acciones que 
ejerce el ácido okadaico sobre la producción de 
fosfatos de inositol estimulada por vasopresina. 
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ANALISIS DE RESULTADOS DE LOS TRABAJOS 2 Y 3. 

La fosforilación reversible de proteínas es uno de los 

mecanismos bioquímicos más empleados por las células para regular 

diversos procesos. Por ejemplo, la función de los diversos 

componentes de los sistemas de transducción de señales hormonales 

pueden ser modulados por ciclos de fosforilación y 

desfosforilación. Diversos reportes apoyan lo anterior, en ellos 

se muestra la fosforilación de receptores, de proteínas G y de 

diversos efectores, como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C y 

los canales jónicos. 

En este estudio nosotros observamos en el trabajo 2, que el 

ácido okadaico, un potente inhibidor de las proteínas fosfatasas 1 

y 2A, disminuye parcialmente el marcaje de fosfatidiljnositol y la 

producción de fosfatos de inositol estimulados por angiotensina 

II, vasopresina o epinefrina. No solamente el efecto de estas 

hormonas fué alterado sino que también se inhibe la estimulación 

de la producción de los fosfatos de inositol inducida por 

mastoparan, una toxina peptidica aislada del veneno de avispa que 

activa a las proteínas G mimetizando la acción de los receptores 

(Mously y col. 1990). 

Nuestros resultados sugieren que la acción del ácido 

okadaico no es ejercida a nivel de los receptores sino a otro 

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

fosfolipasa C. Recientemente, nuestros datos han sido confirmados 

por Mattingly y Garrison, 1992; este grupo encontró que la 

producción de inositol trifosfato (1P3) y el aumento de calcio 

citosólico estimulado por angiotensina 11, es inhibido por el 
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ácido okadaico en hepatocitos de rata, ellos muestran también que 

la actividad de la cinasa del 1P3 se incrementa. 

En.la última parte de este proyecto decidimos tratar de 

establecer el mecanismo, empleado por los inhibidores de 

fosfatasas, para bloquear, el metabolismo de fosfoinosítidos 

estimulado por hormonas. 

Recientemente se describió la existencia de una relación muy 

importante entre algunos elementos del citoesqueleto y algunos de 

los componentes del sistema de transducción fosfoinositidos-

calcio, tales como la fosfolipasa C, los fosfoinosítidos, 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). Además, en los 

últimos años se ha propuesto que el citoesqueleto juega un papel 

muy importante en la modulación de la transducción de las señales 

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 fosfoinosítidos estimulado 

por hormonas (Nicotera y col. 1992), nos llevó a tratar de 

establecer si la integridad del citoesqueleto es importante en las 

acciones que el ácido okadaico ejerce sobre el recambio de 

fosfoinosítidos, sobre todo considerando que el ácido okadaico y 

la microcistina alteran la estrucutura del citoesqueleto en varios 

tipos celulares (loe 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 inhibición de 

las proteínas fosfatasas 1 y 2A, por el ácido okadaico y la 

microcistina, conducen a una alteración en la estructura del 
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citoesqueleto ya que inducen la formación de "ampollas" en la 

membrana plasmática de los hepatocitos de rata. Este fenómeno 

resultó estar asociado con una marcada inhibición del recambio de 

fosfoinosítidos estimulado por hormonas, como angiotensina II, 

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 producción de fosfatos de inositol estimulada por 

vasopresina. Nuestros datos muestran que estas drogas mimetizan 

las acciones que los inhihidores de fosfatasas tienen sobre la 

formación de ampollas y la inhibición del metabolismo de 

fosfoinosítidos estimulado por hormonas. Aunque, el mecanismo por.• 

el cual todas estas drogas ejercen sus efectos sobre el 

citoesqueleto aún se desconoce, estos resultados sugieren que la 

integridad del citoesqueleto es importante para una eficiente 

transducción de las señales hormonales. 

Se ha establecido que la fosforilación por cinasas de 

proteínas es un factor clave en la regulación de la estructura del 

citoesqueleto, y ahora también se estan valorando las posibles 

funciones que las fosfatasas de proteínas también puedan ejercer 

sobre la regulación del mismo. De tal manera que son muchos los 

estudios que muestran la existencia de cambios en la estructura 

del citoesqueleto acompañados de un incremento en la 

fosforilación de algunos de sus componentes, sugiriendo claramente 

que la fosforilación de proteínas es esencial en el mantenimiento 

de la integridad estructural del citoesqueleto. 

Datos complementarios a este trabajo muestran que las 

r 
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acciones que tiene el ácido okadaico no estan relacionadas con una 

alteración 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 así la 

posibilidad de que el ácido okadaico tuviera algunas acciones 

sobre las enzimas que controlan los niveles de fosfoinosítidos. 

Por otro lado, también observamos que las alteraciones del 

citoesqueleto no estan relacionadas con un cambio en los niveles 

de calcio citosólico, que generalmente llevan a la activación de 

proteasas sensibles a calcio o a la síntesis de eicosanoides como 

los tromboxanos, que como se sabe pueden participar en el daño 

celular (Horton y Wood, 1991; Jewell y col. 1982; Ni.cotera y coi. 

1992). Esta conclusión esta apoyada por los estudios realizados 

con el colorante fluorescente quin?., que muestran que los 

inhibidores de las fosfatasas no inducen un aumento en la 

concentración de calcio citosólico. Además, 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 

síntesis de eicosanoides, no revierten el efecto que los 

inhibidores de fosfatasas ejercen sobre la producción de fosfatos 

de inositol estimulada por vasopresina. 

A pesar de que no ha quedado bien entendida la manera en la 

cual interactúan los componentes del citoesqueleto con los 

diferentes sistemas de transducción, se ha observado que uno de 

los mecanismos por los cuales el citoesqueleto esta implicado en 

la transducción de las señales hormonales, puede ser vía el 
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secuestro de diferentes moléculas reguladoras, llevándolas a 

diferentes lugares en la célula. Es posible que el tratamiento con 

agentes perturbadores del citoesqueleto, como el ácido okadaico o 

la microcistina, pueda permitir una asociación entre las proteínas 

Gq o fosfolipasa C (PLC) 	y alguno de los elementos del 

citoesqueleto de tal manera que sean transportados a otro sitio 

donde estera aislados del sistema, es decir, puede ocurrir que la 

fosforilación, de Gq (proteína que acopla a los receptores con la 

PLC), de la PLC o de alguno de los elementos del citoesqueleto, 

permita que formen complejos entre ellos y se alejen de la 

membrana, desacoplandose así el sistema de transducción. Esto se 

basa en la idea de que el citoesqueleto regula de alguna manera la 

compartamentalización de algunas moléculas reguladoras en 

respuesta a ciertas señales en la superficie celular. 

Es importante señalar que, aunque los datos sugieren que la 

alteración del citoesqueleto parece jugar un papel muy importante 

en el mecanismo de acción empleado por el ácido okadaico o la 

microcistina para inhibir el metabolismo de fosfoinosítidos 

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

podemos descartar que estos inhibidores de fosfatasas de protelnas 

puedan también modular el estado de fosforilación de algunas 

proteínas claves en la activación de este sistema de transducción 

hormonal. 

Existe evidencia de que los componentes del sistema de 

transducción fosfoinosítidos-calcio, pueden ser modulados por 

fosforilación, por lo tanto es importante considerar esta idea 

como hipótesis alternativa para explicar las acciones que los 
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inhibidores de fosfatasas de proteínas ejercen sobre dicho sistema 

de transducción. 

Las estrategias a seguir para demostrar la fosforilación de 

las proteínas Gq o PLC implican disponer de ciertas herramientas 

como son los anticuerpos específicos dirigidos contra ellas. Los 

anticuerpos contra varias de las isoenzimas de PLC (PLC311  PLC1ft 

y PLCf1) se encuentran disponibles comercialmente, mientras que en 

el caso de las proteínas Gq, hemos logrado obtener anticuerpos 

bastante específicos que reconocen el decapéptido carboxilo 

terminal de esta proteína, además se logró también obtener 

anticuerpos contra una región común en las subunidades beta de las 

proteínas G. Actualmente estamos tratando de estudiar la 

fosforilación de estas proteínas mediante estudios de 

inmunoprecipitación, con el objeto de lograr establecer si la 

fosforilación de estas proteínas es inducida durante el 

tratamiento celular con los inhibidores de proteínas fosfatasas. 

Experimentos en progreso se estan realizando para elucidar este 

fenómeno. 
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