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RESUMEN 

La angiotensina II participa en el metabolismo hepático a través de receptores 

acoplados a varios sistemas de transducción por medio de proteínas fijadoras de 

nucleótidos de guanina, denominadas proteínas G. La diversidad de acciones de la 

angiotensina II sugirió la existencia de más de un tipo de receptor, lo que fue 

confirmado con el desarrollo de antagonistas no peptídicos estables, que permitieron 

reconocer dos tipos farmacológicos: El tipo AT,, sensible a DUP 753 (Losartán) y al 

tipo AT2, sensible a PD123177. En algunas especies se han clonado dos subtipos del 

tipo AT1 con alta identidad en sus regiones codificantes (96%), lo que impide 

diferenciarlos farmacológicamente. 

En este trabajo se muestra que los hepatocitos de cuyo presentan sitios que 

interactúan con el SR 47436 (lrbesartán) y el DUP 753 (Losartán), que corresponden 

al receptor AT1. Al activar a este tipo de receptor se induce un aumento de calcio 

citosólico que a su vez activa a la fosforilasa a, en un proceso asociado al recambio 

de fosfoinositidos. 

Estudios de asociación de ligandos usando [1 25I]Saralasina mostraron una 

densidad moderada de sitios con una concentración aproximada de (=:650 fmol/mg 

proteína) con las características esperadas para los receptores AT1. 

Por medio de la reacción en cadena de la polimerasa, previa transcripción 

inversa del ARN (RT-PCR), se detectó una señal que hibrida con la sonda del 

receptor AT1b de rata, por lo que se puede afirmar que en hepatocitos de cuyo se 

expresa el receptor de angiotensina II tipo AT1, y su activación produce aumento de 

calcio intracelular y de trifosfato de inositol (IP3 ). 
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SISTEMA RENINA•ANGIOTENSINA 
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La angiotensina 11 (ang 11) es una hormona peptídica que participa en el 

sistema renina-angiotensina-aldosterona. Este sistema regula la dinámica del agua y 

los electrólitos de algunos animales. La angiotensina II incrementa la presión arterial. 

facilita la liberación de norepinefrina y disminuye su captura, incrementa la fuerza de 

contracción del coraz6n[1, 2) y es un potente mitógeno en las células del músculo 

cardíaco[3). En el riñón contrae el músculo liso en las arteriolas eferentes, lo que 

disminuye la filtración glomerular, aumentando la retención de líquidos. Por otro lado, 

también aumenta la secreción de vasopresina por la hipófisis y de la hormona 

antidiurética de la neurohipófisis; y además estimula la secreción de aldosterona por 

la corteza suprarrenal[4]. 

Vla de SlntesJs 

La angiotensina II se sintetiza a partir del angiotensinógeno, una a-globulina 

sintetizada en el hígado, sobre la cual actúa la proteasa renina (sintetizada en el 

aparato yuxtaglomerular del riñón). Como consecuencia de esta acción se libera 

entonces un decapéptido, la angiotensina 1, que a su vez es hidrolizada por la enzima 

convertidora de angiotensina a un octapéptido, la angiotensina 11. Posteriormente, 

ésta sufre una hidrólisis por una aminopeptidasa y se convierte en el heptapéptido 

angiotensina 111(5). Dicha secuencia de reacciones se esquematiza en la figura 1. 

Acciones de la angiotensina 11 

Las acciones de la angiotensina II están mediadas por receptores específicos 

que se localizan principalmente en la membrana plasmática y que son capaces de 

activar diversos sistemas de transducción a través de proteínas fijadoras de 

nucleótidos de guanina, denominadas proteínas G. 

Se conoce que la angiotensina 11 (AII) es capaz de estimular el recambio de 

fosfoinosítidos y la movilización de calcio intracelular a través de la activación de la 

fosfolipasa C. Provoca también la apertura de canales de calcio, inhibe la actividad 



de la adenilato ciclasa. estimula a la fosfolipasa A (provocando un aumento en la 

síntesis de prostaglandinas) y a la fosfolipasa 0(6]. 

ANGIOTENSINOOENO 

Ri:nina 

Asp-Arg-Val-T~T-lle-His-Pro-Phe-Hiir..Leu 
ANGIOTENSINA 1 

Enzima convertidora 
da: Angiotensina 

Asp-Arg-V al-Tyr-lle-His-Pro-Phc 
ANGIOTENSINA 11 

Aminopeptida."8 

Arg-Val-Tyr-lle-Hit-Pro-Phe 
ANGIOTENSINA m 

Flg. f .• Esquema de la síntesis y degradación de anglotenslnas 

En los primeros estudios de este sistema se había observado que tanto en 

hígado, como en músculo liso de vasos sanguíneos y en células de la pituitaria, la 

angiotensina II provocaba la inhibición de la adenilato-ciclasa y estimulaba el 

recambio de fosfoinosítidos y la movilización de calcio. También se encontró que en 

el hígado y en la glándula pituitaria la toxina pertussis bloqueaba la habilidad de la 

angiotensina II de inhibir a la adenilato ciclasa, sin afectar el recambio de 

fosfoinosítidos y la movilización de calcio(7]. Sin embargo en células mesangiales de 

riñón de rata se observó que la toxina pertussis bloqueaba el recambio de 

fosfoinosítidos, lo que sugirió la existencia de diferentes tipos de receptores. Por otra 

parte, en el hígado se observó que el agente reductor DTT bloqueaba el recambio de 

fosfoinosítidos y la movilización de calcio, sin alterar la inhibición de la adenilato 

ciclasa[B]. El agente reductor DTT disminuía también el número de sitios de alta 
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afinidad, pero no los sitios de baja afinidad. Estos datos dieron más indicios de la 

existencia de una heterogeneidad en los receptores de angiotensina 11[9], la que sólo 

pudo ser demostrada hasta el desarrollo de antagonistas no peptídicos estables 

(desarrollados en la presente década[10]) y confirmada con la clonación de estos 

receptores[11]. 

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES PARA ANGIOTENSINA 11 

Actualmente, la biología molecular nos ha permitido conocer la secuencia de 

aminoácidos de proteínas que no se han aislado (por la dificultad técnica que esto 

implica),y con ayuda de programas de predicción de estructuras de proteínas, inferir 

de su secuencia, la estructura secundaria y terciaria. 

Por medio de la biología molecular se estudia como se regula la expresión de 

los genes y se hace mutagénesis dirigida para establecet qué función tienen los 

diferentes aminoácidos de la molécula. 

El gen para el receptor de angiotensina II AT1 se clonó simultáneamente de 

músculo liso vascular de rata y de la capa glomerulosa de la corteza adrenal de 

bovino[11,12). Este gen codifica para una proteína de 359 aminoácidos, con un peso 

de 41 kDa y que posee 7 regiones transmembranales (característicos de receptores 

acoplados a proteína G). Cuatro residuos de cisteína en las regiones extracelulares 

podrían estar formando puentes disulfuro para estabilizar la proteína. 

Cuando el gen es transfectado en células COS, se expresa una proteína que 

responde a la estimulación con angiotensina 11, provocando movilización del calcio, 

acumulación de fosfatos de inositol y activación de la fosfolipasa C. Esta proteína 

puede unirse además a angiotensina marcada con radiactividad. 

En estudios posteriores, el grupo de lnagami y cols.[13] clonaron, a partir de 

riñón de ratas hipertensas, un receptor que difiere en 18 aminoácidos intracelulares 

del producto de clonación en células de bovino. Poco después, al clonar el receptor 

de células de la capa glomerulosa de la suprarrenal de rata, se pudo establecer que 

estas diferencias se debían a la existencia de 2 subtipos distintos del receptor tipo 
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AT, en la rata y el ratón y que sus diferencias más notables se encontraban en la 

región reguladora del gen. Además, su distribución en tejidos es distinta: En la 

glándula suprarrenal y en la adenohipófisis predomina el subtipo b[14, 15], mientras 

que en los demás tejidos predomina el subtipo a. 

Estos 2 genes se localizan en diferentes cromosomas: El subtipo b en el 

cromosoma 2 y el subtipo a en el cromosoma 17(16]. La organización genómica 

indica que ambos genes poseen 4 exones y 3 intrones(17] y que su región promotora 

contiene elementos de respuesta a glucocorticoides y un elemento de respuesta a 

AMP cíclico. 

Por otra parte, también se ha clonado el receptor para AT, de humano(1S] y 

se ha encontrado que el gen se localiza en el cromosoma 2. El promotor para este 

gen también se ha caracterizado y tiene sitios modulados por PKC y AMP cíclico[18]. 

El gen en su totalidad está constituido por 60 Kb formado también por 4 exones y 3 

intrones. El estudio de este gen adquiere gran relevancia ya que nos permitirá 

conocer como se regula su expresión en estado normal y en estados en los que 

existan alteraciones del sistema renina-angiotensina-aldosterona, como en la 

hipertensión, los síndromes adrenales y la insuficiencia renal. 

Se ha hecho mutagénesis dirigida para conocer más acerca de la función de 

los diferentes aminoácidos, de los dominios estructurales y funcionales del receptor. 

Walter y cols.(19] establecieron que el extremo carboxilo-terminal es esencial para la 

intemalización del receptor causada por angiotensina 11, ya que observaron que la 

expresión en células COS de un receptor truncado desde leucina 314 hasta el 

extremo carboxílico, sólo interfiere con dicha intemalización; puesto que la proteína 

clonada es capaz de adoptar la conformación requerida para unir angiotensina II con 

alta afinidad. Además, permanece como un receptor funcional que activa señales de 

transducción (aumento de calcio intracelular y activación de MAP cinasas). Lazlo y 

cols.[20] demostraron que la inhibición de la intemalización estaba asociada a la 

omisión de secuencias ricas en treonina, leucina y serina (sobre todo serina-335, 

treonina-336 y leucina-337, ubicados en la misma región). 
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La mutagénesis dirigida también se ha utilizado para establecer qué 

3minoácidos del tercer segmento transmembranal están involucrados en la unión 

fütinta entre ligandos peptídicos y no peptídicos[21]. En este estudio se estableció 

~ue la mutación de serina-105 por alanina suprime completamente la unión de 

igandos peptídicos; mientras que la mutación de asparagina-111 no cambia mucho 

as afinidades de estos ligandos, pero reduce drásticamente las afinidades de 

~ntagonistas no peptídicos. Esto sugiere que la forma de unión de los ligandos 

-Jeptídicos y no peptídicos es distinta. En otro estudio de mutagénesis dirigida[22] se 

·legó a la conclusión que la angiotensina II se une al receptor de rata tipo AT1 a en el 

"!)exto segmento transmembranal y que la angiotensina II sólo penetra una tercera 

Jarte de la membrana para unirse a su receptor. 

También se ha trabajado sobre la región reguladora del gen, sobre todo en el 

eceptor AT1 de rata, del que se han encontrado 2 isoformas con regiones 

·eguladoras distintas y diferente distribución en tejidos: El receptor AT1 a posee una 

·egión reguladora negativa entre las regiones -489 y -331, que se encuentra unida a 

ma proteína de 53 kD en algunas células (como en células PC12 y células de 

;erebro de rata) que expresan bajos niveles de este subtipo, pero expresan mucho 

-nás el subtipo AT1b. Sin embargo, en células de la adenohipófisis y de la glándula 

.;uprarrenal, que expresan predominantemente el subtipo b, no se encontró esta 

xoteína, lo que sugiere que en estos tejidos la expresión del receptor depende de 

)tro mecanismo[23]. 

El receptor para angiotensina II del tipo AT 2 se ha clonado de una biblioteca 

-je placenta humana y de otra biblioteca genómica de pulmón de adulto[24, 25]. Su 

""iecuencia de aminoácidos esta formada por 363 aminoácidos que corresponden a 

ma proteína de aproximadamente 41 KDa. El análisis de hidropatía corresponde al 

-je una proteína de 7 regiones transmembranales con 92% de identidad con el de la 

ata y el de ratón, y con varios residuos de serina y treonina en la tercera región 

-ransmembranal. Su organización genómica sugiere(26] que está compuesto de 3 

-3xones, siendo los 2 primeros los que codifican regiones no traducibles. En el tercer 
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exón se encuentra todo el marco de lectura completa del receptor sin intrones. La 

región promotora contiene secuencias que unen proteína de interferón (ICSBP). 

sitios de proteína de unión específica de hepatocitos (H-APF-1 ), elemento de 

respuesta al AMP cíclico (CRE) y un elemento de respuesta a glucocorticoides 

(GRE). Sin embargo, aún no se ha investigado el papel de estas sustancias en la 

regulación del gen. 

Este receptor está presente de manera muy importante en tejidos fetales; en 

el adulto está presente en núcleos cerebrales, médula adrenal y células granulosas 

del ovario, así como en células PC12W (que es una línea derivada de un 

feocromocitoma de rata y que expresa constitutivamente este receptor). En estas 

últimas se ha demostrado que los factores de crecimiento suprimen la expresión del 

receptor[27]. 

Se ha realizado la interrupción del gen de angiotensina II tipo AT 2 en ratones 

por dos grupos de investigadores con distintos resultados, aunque encontraron en 

común que los ratones mutados mostraron cambios en la conducta, presentando una 

disminución de la actividad física y de la ingesta de agua después de ayuno de agua 

prolongado. Uno de los grupos[28) no detectó cambios en la presión arterial basal, 

mientras que el otro grupo[29) encontró un incremento en la presión arterial basal y 

en la sensibilidad a la acción presora de la angiotensina 11, por lo que se piensa que 

el receptor tipo AT2 modula los efectos del receptor tipo AT1. Estos estudios deben 

interpretarse cuidadosamente, porque probablemente existan factores que no hayan 

sido controlados de manera adecuada (como los antecedentes genéticos de estos 

ratones, por ejemplo, o los cambios adaptativos inevitables en este tipo de estudios). 

Estos receptores se expresan en estados patológicos como la hiperplasia de 

la neoíntima, después del daño vascular, el infarto al miocardio, la hipertrofia 

vascular y heridas quirúrgicas. Se ha asociado a segundos mensajeros como el GMP 

cíclico, y a una fosfatasa de fosfotirosinas, pero aún no se conoce con precisión su 

papel. 
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ANTAGONISTAS PARA LOS RECEPTORES DE LA ANGIOTENSINA 11 

Como la hormona activa del sistema renina-angiotensina es la angiotensina 11. 

varios grupos de investigadores han trabajado en las últimas décadas en el 

desarrollo de antagonistas específicos de esta hormona, para el tratamiento de la 

hipertensión. En 1971, el grupo de Pals(30] reportó a la saralasina (fig. 2) como un 

potente antagonista; sin embargo, la droga no podía administrarse oralmente. era de 

corta duración, y tenia actividad de agonista parcial. 

CH3NHCH2CO-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Ala-OH 

F/r,. 2.· Esquema de la Sara/asina (Sar) 

Los primeros antagonistas que se desarrollaron fueron de naturaleza 

peptidica, con los que se llevaron a cabo estudios que permitieron profundizar sobre 

la relación estructura-actividad, determinando los grupos importantes para la 

actividad biológica[31). 

En estos primeros estudios se encontró que el extremo carboxilo libre es el 

que interactúa con el receptor, ya que los ésteres y alcoholes de la angiotensina 11 

con modificaciones en su extremo carboxilo-terminal tiene una afinidad por el 

receptor 100 veces menor al de la angiotensina 11. Por ejemplo, el CGP 37534 (fig. 

3), que es un dímero de Sar 1 lle 8 -Ang 11, se une 100 veces menos que la ang 11. 

(Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-IleNH 2)2 

Flg. 3.· Representación esquemltlca del dlmero CGP 37534. 

Sin embargo, los análogos que tiene el extremo carboxilo terminal truncado, 

son antagonistas competitivos del receptor, como el Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-NH2, 

aunque de baja afinidad. Otra modificación importante es el reemplazo de la phe8 por 



11 

grupos que incrementen el volumen en esta parte de la molécula como el (2,3,4,5.6 

Br 5) phe8-ang 11. que tiene una acción más prolongada debido a la lenta disociación 

del receptor. Los compuestos análogos de angiotensina 11, truncados por el extremo 

amino, son potentes antagonistas sin actividad agonista, lo que apoya el concepto de 

que el extremo carboxilo es el que se une al receptor. También se ha reportado que 

el residuo de histidina es esencial para el reconocimiento del receptor y que la 

presencia del anillo aromático de la fenilalanina y del grupo hidroxilo de la tirosina se 

requieren para su actividad agonista. Los otros grupos parecen tener un papel 

estructural menor, porque su omisión no inactiva a la molécula. 

Aunado a la identificación y localización de los aminoácidos importantes para 

su actividad, se ha estudiado por resonancia magnética nuclear la conformación 

espacial de la angiotensina II en medios no acuosos. Los estudios han demostrado 

que los 3 anillos aromáticos de la angiotensina (fenilalanina, histidina y tirosina) se 

encuentran agrupados (fig. 4). Además, otros estudios espectroscópicos han 

demostrado que el anillo imidazólico de la histidina puede captar al protón de la 

tirosina, dando como resultado la formación del anión tirosinato. Los cálculos de 

minimización de energía han mostrado que este proceso de formación del anión 

tirosinato es facilitado por la intervención del carboxilato e-terminal, debido a que 

realiza una dispersión de carga sobre el anillo imidazólico. Toda esta información es 

esencial para sintetizar drogas que funcionen como antagonistas específicos, que 

puedan ser ingeridos por vía oral y que lleguen a los sitios de acción con una 

conformación biológicamente activa(32). 



jJJJJJJJ 
ANOIOTESINA D 

CONFORMACION 
BIOLOOICAMENTE 

ACTIVA 

Rg. 4.- Esquema de la anglolenslna II y su conformación b#olór,lcamema 
accfva, d8C8nnlnada por estudios de RMN. 
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Varios grupos comenzaron la síntesis de antagonistas no peptídicos. En 1982 

Furukawa[33], del grupo Takeda, reporta varios compuestos que inhiben la 

contracción de la aorta provocada por la angiotensina 11. El grupo de la compañía Du 

Pont estudió dos compuestos de este grupo, el S-8307 y el S-8308, porque 

demostraron ser muy específicos para bloquear al receptor de angiotensina 11, sin 

actividad agonista, pero muy poco efecto antihipertensivo. Con base en estos 

compuestos, el grupo de DuPont desarrolló un antagonista potente, selectivo, activo 

por vía oral y de larga duración. 

Los primeros antagonistas no peptídicos y potentes que se desarrollaron se 

basaron en la conformación de baja energía de la angiotensina II y la alinearon a los 

compuestos bencilimidazólicos del grupo Takeda. El grupo de DuPont alineó el grupo 
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carboxilo terminal de la angiotensina II con el grupo carboxilo de su imidazol; 

sobrepuso el anillo del imidazol con el residuo 6 His de la angiotensina 11. la cadena 

lateral de butilo la situó en el lugar del residuo de isoleucina de la angiotensina II y el 

grupo bencilo lo dirigió hacia el amino terminal. Como la angiotensina II tiene 2 

grupos acídicos cerca de su extremo amino (uno del Asp1 y otro de la Tyr4). el grupo 

bencilo fue acoplado a un carboxilo en posición •para", lo que originó un compuesto 

10 veces más afín que el del grupo Takeda. Posteriormente se hicieron más 

extensiones al extremo amino con análogos del ácido ftálico. para finalmente 

introducir un grupo bifenilo, sustituido con un grupo carboxilo. Esto dió origen al 

compuesto EXP7711, que podía ser administrado por vía oral[31]. 

1 

1 
1 

1 ·i? eu-{ 
N .... '::::: 
i o 

yH2 
1 

BPT 

SR-47436 

~-.N f )-c1 
~OH 

DUP753 

COCH(Ph)2 

N rN, 
l~/ COOH 

N 

UM½ 
1 

CH3 

PD-1231n 

Flg. S.- Estructura qulmlca de los antagonlatas utlllzados en el presente estudio 

La síntesis de antagonistas estables de angiotensina II y la técnica de 

radioligandos permitió que se reconociera una heterogeneidad farmacológica en la 

población de receptores de la angiotensina 11. Esta heterogeneidad había sido 

sugerida con anterioridad, ya que los receptores se acoplaban a diferentes sistemas 

de transducción en las células. Esto se confirmó con la síntesis del Dup 753, que sólo 

se une al 70% de la población de receptores en la glándula adrenal, y con la síntesis 



del PO 123177, que se une a la población restante[34). Las principales 

características de los receptores se presentan en la tabla 1. 

CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES DE ANGIOTENSINA 

CARACTERISTICAS ............. _ ..................... AT1 ..................................... ................................. AT.:l ................................. ......................................................................... "'''' 

Orden de afinidad Saralasina> ANGII >ANG 111 ANG 111 ~ ANG 11 ~ 
»ANG 1 Saralasina » ANG 1 

Antagonistas selectivos Losartán, EXP3174, PD123177, PD123319, 
Dup 532, L-158 CGP42112a 

Sensibilidad a agentes Si No 
reductores de SH 
Señales de transducción Ca~ .. , IP3 , adenilato ciclasa GMPc 

TABLA 1 

APUCACIONES CLINICAS 

Los antagonistas de angiotensina II han tenido aplicación clínica en el 

tratamiento de la hipertensión. Anteriormente se había sintetizado un inhibidor de la 

enzima convertidora de angiotensina (captopril), que había demostrado tener efectos 

favorables en pacientes con congestión cardiaca, además de que no tenia 

contraindicación en pacientes diabéticos. Su uso se restringió porque en un 10% de 

los casos se presentó erupción cutánea con o sin fiebre, sentido alterado del gusto, 

proteinuria y en algunos casos alteraciones renales(3S]. Los efectos secundarios de 

esta droga se deben probablemente a que la enzima convertidora de angiotensina 

procesa otros péptidos, como la bradicinina, que es inactivada también por esta 

enzima. Es por esto que el uso del captopril (inhibidor de la enzima convertidora de 

angiotensina) potencia el efecto vasodilatador de la bradicinina; de aquí que el uso 

de antagonistas específicos de la angiotensina II podría ser benéfica para la 

terapéutica y nos permitiría conocer mucho más de la acción específica de la 

angiotensina 11. 
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El losartán (Dup 753) se ha administrado en humanos sanos y una dosis diaria 

de 40 mg produce una disminución del 70% de la presión media con respecto al 

grupo de pacientes a los que se les había administrado un placebo. 

Sin embargo, en estos pacientes no se pudo bloquear completamente el 

aumento de la presión en respuesta a la administración de angiotensina II exógena. 

Esto último resulta muy interesante, porque existe la posibilidad de que 

algunos receptores de angiotensina II que no sean ocupados por losartán, regulen la 

presión arterial y sean sensibles a la angiotensina 11. La posibilidad de que la droga 

tenga un efecto de corto tiempo es muy poco probable, porque el efecto sobre la 

presión arterial dura casi 24 horas. 

La terapéutica con esta droga también aumentó los niveles de ranina y 

angiotensina II endógena, por lo que es importante estudiar también la otra población 

de receptores insensibles a losartán, que podrían ser activados y tener efectos 

adversos. Aunque la terapéutica con este tipo de drogas es muy reciente para 

demostrar efectos secundarios de la administración crónica, hasta el momento 

únicamente se ha demostrado que el losartán aumenta la excreción de ácido úrico en 

los pacientes. 



SISTEMAS DE TRANSDUCCIÓN ACOPLADOS A LOS RECEPTORES DE 

ANGIOTENSINA 11 
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Como se mencionó anteriormente, el receptor para angiotensina II pertenece a 

la familia de receptores acoplados a proteínas G. Las proteínas G actúan como un 

punto intermedio entre los receptores que reciben las senales del medio externo y los 

sistemas efectores de las células. Las proteínas G están formadas por 3 

subunidades: a,13, y y. 

La unión del receptor activado a la proteína G induce cambios 

conformacionales que promueven el intercambio de GDP unido a la subunidad a por 

GTP; este cambio trae como consecuencia la liberación de las subunidades j3y. la 

subunidad a unida al GTP interactúa con múltiples sistemas efectores. Con base en 

su secuencia de aminoácidos se han clasificado en 4 clases: G1 , Gq, G12 y G¡. Las 

subunidades j3y actúan como reguladores de la subunidad a y tienen acciones 

propias. El receptor de angiotensina II se acopla a diferentes sistemas de 

transducción, como se indica a continuación, a través de distintas clases de proteínas 

G: 

Fosfolipasa C 

El receptor de angiotensina II activa la PLCl3 a través de una proteína Gq 

insensible a la toxina pertussis. En 1985, Charest y cols.(36] demostraron que en 

hepatocitos de rata la angiotensina II estimula la formación de inositol trifosfato, y que 

este estímulo se relacionaba con el incremento de la actividad de la fosforilasa a 

(enzima sensible a la activación por calcio) sin requerir calcio extracelular en la fase 

inicial del estímulo. En 1987 Johnson y Garrison[37] observaron, en el mismo 

sistema, que esta estimulación era insensible al tratamiento con toxina pertussis. En 

rebanadas de piel de rata también se ha demostrado este efecto[38], así como en las 

células de la zona glomerulosa adrenal(39). La activación de la fosfolipasa C resulta 

en la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5 difosfato de la membrana plasmática con la 

cual se generan 2 segundos mensajeros: inositol 1,4-5 trifosfato y diacilglicerol. Et 
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inositol trifosfato promueve la liberación de calcio del retículo endoplásmico. La 

identificación del receptor AT 1 en hepatocitos de rata y su asociación con este 

sistema de transducción se realizaron en el laboratorio donde se desarrolló la 

presente tesis[49]. 

Adenilato Ciclasa 

La enzima adenilato ciclasa se encuentra unida a la membrana plasmática de 

las células y lleva a cabo la conversión del ATP en AMP cíclico y pirofosfato en 

presencia de magnesio. Este AMP cíclico actúa como segundo mensajero que en el 

hígado inhibe la glucogénesis y estimula la glucogenólisis y la liberación de glucosa. 

Se ha encontrado que en hepatocitos de rata, la angiotensina II inhibe la estimulación 

de la adenilato ciclasa producida por el glucagon(40]. 

Fosfolipasa D 

La activación de la fosfolipasa D por angiotensina 11, puede ser a través de una 

proteína G o por la proteína cinasa C. Esta última proteína es activada por el 

diacilglicerot. La fosfolipasa D hidroliza a la fosfatidilcolina, un fosfolipido de la 

membrana plasmática, lo que libera colina y ácido fosfatídico. El ácido fosfatídico se 

convierte en diacilglicerol por una fosfatasa y esta reacción promueve la acumulación 

de diacilglicerol, que activa a la proteína cinasa C[41] . 

Fosfolipasa Az 
La angiotensina II estimula a la fosfolipasa A2• la cual hidroliza la uníón éster 

en la posición 2 del glicerol. El ácido en esta posición es frecuentemente el 

araquidónico, que es metabolizado por la sintetasa de prostaglandinas. Esta enzima 

cicla al ácido entre los átomos 8 y 12 para formar lo que será el esqueleto principal 

de las prostaglandinas en músculo liso vascular y en células mesangiales[42]. 
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Canales de Calcio 

La angiotensina II es capaz de estimular la entrada de calcio del medio 

externo a través de canales de calcio en células adrenocorticales. Se ha observado 

que esto ocurre a través de una proteína G sensible a la toxina pertussis. En músculo 

liso vascular este acoplamiento parece involucrar el mismo tipo de proteína G [56). 

Canales de Potasio 

Se ha reportado que la angiotensina II inhibe la entrada de potasio en los 

canales de capilares cerebrales de puerco[43], y también en células de la 

glomerulosa adrenal de rata, bovino y humano[44). 

Colina 

Ca .. 

leuc:alrlenoa \ 

proáglandlnaa) \ 
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Flg. 6.- &quema del acoplamlemo del receptor de Ang II a los slatemas de 

tntnsduccl6n 
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Como se puede deducir de lo antes dicho y de la información resumida en la 

tabla 2, la caracterización de este receptor se ha hecho en diferentes órganos y en 

diferentes especies. y los receptores han sido clonados también de varias especies. 

RECEPTORES AT, Y AT1 EN DIFERENTES TEJIDOS 

TEJIDO AT1 AT, 
RATA 
corteza suprarrenal, útero, 
cerebro, aorta, corteza de + + 
riñón 
médula suprarrenal - + 
corazón, hígado, pulmón + -
CONEJO 
corteza suprarrenal, riñón, 
corazón + + 
aorta, cerebro + -
médula suprarrenal - -
HUMANO 
corteza suprarrenal, útero, + + 
arteria renal 
músculo liso de arteria + -
renal 
MONO 
aorta, corteza de riñón + + 
corteza suprarrenal + -

TABLA 2 



JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

Actualmente se desconoce si existen características específicas de los 

receptores al expresarse en diferentes órganos dentro de la misma especie. o si 

existen diferencias de un mismo receptor en un mismo órgano al expresarse en 

diferentes especies. 

Por otro lado, los estudios fisiológicos y farmacológicos que se realizan para 

clasificar a un receptor pueden ayudar a entender su fisiología en el organismo en 

donde se estudia. En esta tesis se estudia la caracterización del receptor de 

angiotensina II expresado en los hepatocitos de cuyo. 

Este estudio contribuirá a profundizar en el conocimiento de la distribución de 

los receptores de angiotensina II en distintos órganos y distintas especies y al 

conocimiento de la fisiología hepática del cuyo, especie que no tiene hasta la fecha 

una clasificación taxonómica bien determinada [45]. 

El nombre científico de esta especie es Genus cavia y forma parte del orden 

rodentia, que tradicionalmente se subdivide en 3 subórdenes: Sciuromorpha, 

Hystricomorpha y Myomorpha. Esta especie actualmente se encuentra clasificada 

dentro del suborden de los hystricomorpha. Sin embargo, los estudios de filogenia 

molecular[4S] (que han alineado 18 secuencias de proteínas) han encontrado que la 

sustitución de aminoácidos de sus proteínas es mucho más alta que la que se espera 

de la clasificación actual del cuyo. Lo anterior sugiere que esta especie 

probablemente no tiene un ancestro común con el resto de las especies del suborden 

hystricomorpha, y que puede ser considerada como una monofilia distinta que 

diverge antes de la separación de los primates y los artiodáctilos. 

Esto es apoyado por un reporte reciente(4&], en el que han secuenciado el 

genoma mitocondrial de cuyo (este genoma se hereda por vía materna solamente y 

no esta sujeto a recambio). Comparándolo con especies ubicadas en otros ordenes, 

los resultados de este estudio han ubicado al cuyo en un orden distinto entre los 

conejos y los roedores. 



11. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Caracterizar el receptor de angiotensina II en hepatocitos de cuyo 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.-Caracterizar el receptor de angiotensina 11, mediante la evaluación de la actividad 

de la fosforita a como parámetro fisiológico, en respuesta a la aplicación de 

angiotensina II a diferentes dosis, y aplicando antagonistas para identificar el tipo de 

receptor involucrado. 

2.- Determinar la acumulación de inositol trifosfato (IP3) cuando se incuban los 

hepatocitos de cuyo con angiotensina II y también en presencia de antagonistas para 

determinar el tipo farmacológico del receptor involucrado en la respuesta. 

3.- Cuantificar por la técnica de asociación de radioligandos, el número de receptores 

para angiotensina II en las membranas de los hepatocitos de cuyo, así como la 

afinidad por agonistas (angiotensina I y angiotensina 111) y antagonistas de receptores 

AT1 (DUP-753 Y SR-47436) y AT2 (PD-123177), para establecer el tipo farmacológico 

de receptor. 

4.- Determinar con una sonda (por el método Southern), previa transcripción inversa 

a ADNc y amplificación por PCR, si existe ARN mensajero del tipo del receptor 

farmacológico determinado por las pruebas anteriores. 



111. MATERIAL Y MÉTODOS 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

La angiotensina 11, angiotensina 111, angiotensina 1, glucosa-1-fosfato, 

glucógeno, digitonina, cafeína, bacitracina y p glicerolfosfato, fueron adquiridos de 

Sigma Chemical Co. La albúmina de suero de bovino (fracción V) fue adquirida de 

Armour. La a-D-[14CJ-glucosa-1-fosfato(313 mCi/mmol), el 2-[3H]myo-inositol (20 

Ci/mmol) y la [125I][Sar1 -lle8 Jangiotensina 11([1251Jsarile) (2200Ci/mmol) fueron 

adquiridos de New England Nuclear. El losartán (Oup 753) y PD123177 fueron 

donados por Du Pont y el SR 47 436 fue obsequiado por Bristol-Myers Squibb 

Pharmaceutical Research lnstitute. 

Para los experimentos se utilizaron cuyos macho (250-300 g), alimentados 

libremente, mantenidos y sacrificados de acuerdo con los principios y guías de 

nuestro instituto y del NIH, evitando el dolor innecesario para los animales. Los 

hepatocitos se aislaron por perfusión del hígado con colagenasa, seguido por 

separación mecánica(47]. Las células se incubaron en amortiguador Krebs-Ringer 

bicarbonato, burbujeando constantemente una mezcla de 95% 0 2 / 5% C02, 

manteniendo un pH de 7.4 y una temperatura de 37ºC en un baño con agitación 

constante. La viabilidad de las células se valoró con azul de tripano y únicamente se 

utilizaron las preparaciones con más del 90% de viabilidad. 

Para cuantificar la actividad de la fosforilasa a, las células se preincubaron por 

20 minutos con el amortiguador Krebs-Ringer bicarbonato. Los agonistas y los 

antagonistas se incubaron durante 1 minuto y se terminó la reacción con una 

solución que contiene EDTA, NaF y digitonina. La actividad de la fosforilasa a se 

valoró como se describe por Stalmans y Hers[48]. La actividad se expresó en 

unidades, siendo una unidad la conversión de 1 µmol de sustrato a producto en 1 

minuto, por gramo de células a peso húmedo. 

La producción de c3HJinositol trifosfato se determinó como se describe en las 

referencias[49, 50). Las células se incubaron por 90 minutos, en un amortiguador 

Krebs-Ringer, con 15 µCi/ml de [3H Jinositol; posteriomente se lavaron para eliminar 
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el inositol no incorporado e inmediatamente se incubaron por 1 O minutos con LiCI 

10mM. 

A continuación se agregaron las hormonas y se incubaron durante treinta 

minutos. Pasado este tiempo, la reacción se detuvo. Los fosfatos de inositol se 

separaron por cromatografía de intercambio iónico[51] en una columna de 

intercambio aniónico forma formato, a la que se unen los fosfatos de inositol y 

posteriormente se eluyen con soluciones crecientes de formato de amonio, para 

cuantificar enseguida la fracción de interés. 

Las membranas de los hepatocitos de cuyo se aislaron por el método de 

Neville[52]. La cuantificación de proteínas se hizo por el método de Lowry y cols.[53). 

La unión de [125I]Saralasina se llevó a cabo de la siguiente manera: se incubaron 10 

µg de membranas en un volumen total de 100 µI, de un amortiguador con la siguiente 

composición: 100mM NaCI, 10 mM MgCl2 , 0.2% de albúmina bovina sérica, 

0.1 mg/ml bacitracina y 20 mM Tris, pH 7.5. Se incubaron por 60 minutos en un bai\o 

con agitación, a 12 ºC. Al final de la incubación se agregaron 3 mi de amortiguador 

frío a las membranas, e inmediatamente después se filtraron en filtros GF/C usando 

un sistema de filtración Brandel, lavando 3 veces (con 3 mi cada lavado) con el 

mismo amortiguador. Los datos obtenidos de los experimentos de competencia y de 

saturación se analizaron con el programa EBDA (Biosoft Elsevier). Los valores de I(¡ 

se calcularon de acuerdo con Cheng y Prusoff[54). 

El ARN total se obtuvo con un reactivo cuya fórmula es una modificación de el 

método de Chomczynski y Sacchi[55]. La integridad del ARN fue determinada por 

electroforesis en un gel de agarosa con formaldehído, teñido con bromuro de etidio y 

visualizado con luz ultravioleta. Con este ARN se hicieron reacciones usando la 

enzima transcriptasa reversa para sintetizar ADN. Con este producto de reacción y 

con los "primers" 5'-GGAAACAGCTIGGTGGTG-3' (sentido del codón) y 5'

GCACAATCGCCA TAATIATCC-3' (sentido del anticodón), correspondientes a las 

bases 133-150 y 739-719 de los receptores AT1 de la rata[13], se hizo una 

amplificación por PCR con el siguiente programa: Desnaturalización 95°C por 30 
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segundos, alineamiento a 600C por 1 minuto, polimerización a 72ºC por 90 segundos 

por 28 ciclos, usando 15 µg de ARN total. Se hizo una electroforesis de estos 

productos en geles de poliacrilamida al 7.5 %, se transfirió a membranas de Nylon y 

se hibridó en condiciones de alta astringencia con el cADN del receptor AT1b. 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El concepto de receptor se desarrolló a principios de este siglo. por Paul 

Ehrlich y John Langley, quienes lo describieron como "una sustancia que se 

encuentra en las células y con las que se combinan los fármacos para llevar a cabo 

sus efectos". El concepto de receptor es indispensable para entender la manera de 

actuar de los fármacos, las hormonas, los neurotrasmisores y los autocoides. En este 

trabajo se utilizaron diferentes técnicas para caracterizar al receptor de angiotensina 

11 de los hepatocitos de cuyo. 

Para determinar si existen receptores para una molécula en una célula se 

utiliza la técnica de unión de ligandos radiactivos, con la que se conoce el número de 

sitios del receptor, las características cinéticas de esta unión y sus propiedades 

farmacológicas. 

El radioligando utilizado debe tener 4 características importantes: 

- Ser selectivo para el receptor de interés. 

- Tener alta afinidad por el receptor (para que la concentración usada sea baja 

y no se marquen sitios inespecíficos). 

- Ser químicamente estable, para resistir las condiciones del marcaje y las del 

ensayo de unión del ligando. 

- El compuesto marcado debe tener una alta actividad específica, mayor de 1 O 

Ci/mol por lo que se prefieren el tritio y el yodo. Este último es mejor, porque la 

actividad específica es mayor pero se restringe a compuestos con grupos 

hidroxilo en anillos aromáticos. 

En nuestro ensayo utilizamos [1Zi]Saralasina([121)Sarile), compuesto que 

reúne las características mencionadas, para valorar por medio de una cinética de 

concentración la saturación del receptor; y por medio de desplazamiento del 

radioligando por agonistas y antagonistas a diferentes dosis, determinar el tipo 

farmacológico. 
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Primero se debe saber si existen receptores para la angiotensina 11. Como 

existe un número limitado de estos receptores en las células, sus sitios de unión se 

saturan, permitendo conocer la concentración aproximada de receptores para el 

ligando. Esta propiedad se cuantifica de la siguiente manera: 

Se incuban membranas de tejido en concentraciones crecientes del ligando 

radiactivo en 2 condiciones: a) en presencia de una cantidad fija (saturante) de 

ligando sin marca radiactiva (lo que representa la unión inéspecifica) y b) en 

ausencia de ligando sin marca radiactivo (unión total). La diferencia entre la cantidad 

de ligando radiactivo en la condición b), menos la correspondiente a la condición a), 

es una medida de la cantidad de ligando radiactivo unido al receptor de manera 

específica. La saturación se logra cuando la unión desplazable permanece constante 

en función de la concentración de ligando radiactivo. 

La relación matemática de saturación y desplazamiento describen una 

hipérbola rectangular equivalente a la ecuación de Michaelis-Menten: 

Donde R es el receptor y L es el ligando. En la ecuación de Michaelis-Menten 

la concentración del sustrato es mucho mayor que la de la enzima; lo mismo se 

supone en los estudios de unión de ligando a un receptor, en los que la 

concentración de ligando es mucho mayor que la concentración del receptor. La 

función de saturación describe la proporción de los receptores ocupados en el 

equilibrio. En este caso, la ~ se define como la concentración de ligando radiactivo 

que ocupa el 50% de los sitios totales de unión al equilibrio. 



Como los valores de la Kc, y de ~ son dificiles de estimar en una hipérbola, 

se han hecho transformaciones lineales de esta ecuación, siendo la de Scatchard 

una de las más utilizadas: 

Si definimos: 

[L • R) l --_fíR] -[L•R]) [L) - Kd \l 101a1 

B=[L•R] 

F = [L) 

=> 

(ligando unido a receptor) 

(ligando libre) 

B l -=-(B -B) F K max 
d 

De esta transformación lineal podemos calcular 2 características de los sitios 

receptores: la afinidad por el ligando Kc,, que se obtiene de la pendiente, y la Bm•• 

que nos describe la concentración total de sitios de unión y que se obtiene en el 

intercepto de la abcisa (eje de las X). 

En ta figura 7 se observan las tendencias de la curva de saturación con 

Saralasina marcada, que nos indica que la unión del radioligando es relativamente 

abundante (750±95 fmol/mg proteína de membrana), y con alta afinidad para la 

Saratasina, con una kci = 3.88± 0.96 nM. 
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Flg. 7.- Curva de saturación de la f 25l]Saralas/na y análisis de Scatchard. Se 
obtuvieron membranas de hepatocltos de cuyo y se Incubaron con el radlol/gando en 
un Intervalo de concentración de 3 a 30 nM, y para pegado lnespecifico se utilizó 
ang/otenslna ll 1µM. En la figura se muestra el pegado especifico de f 15l]Saralasína a 
los receptores de anglotensína, el esquema que se muestra es e/ representativo de 4 
diferentes ensayos. 



Se realizaron estudios de competencia utilizando Al y AIII, estableciéndose el 

orden de potencia de los agonistas. Para valorar el desplazamiento por antagonistas 

se utilizaron SR47436, DUP 753 y PO 123177. 
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Flg. B.· Estudio de competencia de diversos agonistas y antagonistas por los sitios de 
unión a [' 25/]Sara/aslna. En la parte superior se muestra el estudio de competencia a 
los agonistas anglotenslna 11 (círculos oscuros), angiotensina 111 (círculos claros) y 
anglotenslna I (triángulos oscuros). En la parte inferior se muestra el estudio de 
competencia a las antagonistas SR47436 (cuadros oscuros), Losa~n (cuadros claros) 
y PD123177 (clrculos oscuros). La figura es la representativa de 4 diferentes 
experimentos. 



De las curvas de desplazamiento con los agonistas se observó el siguiente 

orden de potencia: AII > AIII > Al; mientras que para los antagonistas el orden de 

potencia fue: ·sR 47436 >Dup 753 >PD123177. En la tabla 3 se observan las K y las 

pendientes de estas curvas Con estos datos se puede establecer que el receptor que 

se expresa en las membranas de los hepatocitos de cuyo es del tipo AT,. 

K;(nM) Pendiente 
Agonista 
Angiotensina 11 1.52 ±0.77 0.49:: 0.03 
Angiotensina 111 7.06 ± 1.44 0.55 ± 0.02 
Angiotensina 1 176.00 ± 23.00 0.69 ±O.OS 
Antagonista 
lrbesartán 0.53 ± 0.16 0.89 ±0.02 
Losartán 36.00±8.00 1.04 ± 0.01 
PD123177 » 10 000 --

Tabla 3. Parámetros de unión derivados de la competencia por los sitios de. unión de 
la / 25 /J Sara/asina por los antagonistas y agonistas. Estos resultados son el promedio 
de 4 diferentes experimentos con ±S.E.M. usando diferentes preparaciones de 
membranas. 

Respuesta Fisiológica 

La unión del ligando debe provocar una respuesta fisiológica, y ésta debe ser 

inhibida al ser bloqueada la unión de ligando y receptor por los antagonistas. Las 

respuestas fisiológicas que se determinaron fueron la actividad de la fosforilasa a y la 

acumulación de IP3 marcado. 

En 1985, Charest y cols.[36] demostraron que el IP3 en hepatocitos de rata se 

incrementaba como respuesta a vasopresina, adrenalina, y angiotensina 11, y que 

este aumento precedía a la estimulación máxima de la actividad de la fosforilasa a 

(que es activada por calcio). lo cual indicaba que el metabolismo de los fosfatos de 

inositol estaba relacionado con la señal del calcio. Además, observaron que el calcio 

extracelular no se requería para el aumento inicial del calcio intracelular, pero sí para 

mantener la respuesta. Se concluyó entonces que la angiotensina II causaba un 

aumento de la concentración del calcio intracelular. 



Para poder detectar el aumento de calcio intracelular se cuantificó la actividad 

de la fosfori/asa a, una enzima que a su vez es activada por otra enzima sensible al 

calcio, la fosforilasa cinasa. 

Se hizo una curva dosis-respuesta a angiotensina 1, 11 y III con un tiempo de 

estimulación de l minuto (fig. 9). Los resultados muestran que la estimulación de la 

actividad de la fosforilasa depende de la dosis. 
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Flg. 9.- Efecto de los subllpoa de la anglolenslna sobre la actividad de la 
'°81oril11811 a. Loa hepafocltall • Incubaron en ,,,_,.cla de di,.,.,,_ 
concenfraclones de anglolenalna 11 (cfrculoe oecuroa), anglotenalna 111 
(circulas claros) y anglolenaina I (trlánguloe oscuros) por un minuto de 
esf/mulac/ón y postwionnenfa • dfánnln6 la actividad de fosforl/11811 a. 
La gráfica ea el promedio de I experimentos y las lím,u verticales 
repre88nflln el error medio estándar, los resultados • representan como 
., porcentllje sobre ,. actividad bual. 



El orden de potencia observado fue: 

Ang 11 (ECso i:::1 1 nM) > Ang 111 (ECso i:::1 30 nM) > Ang 1 (ECso i:::1 300 nM) 

Para establecer el tipo de receptor farmacológico que está involucrado en esta 

activación, se utilizó angiotensina II a una concentración de 1 o-s M, con 

concentraciones crecientes de los antagonistas SR 47436, DUP 753 y PO 123177. 
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Flg. 10.- Ef'ecto de los antagonistas no peplídicos sobre la actividad de la 
fosforllua a Inducida por angiotenalna 1110" M. Los hepatocitos • incubaron 
., ,,,_.,,c,a de anglotenalna II y dlferenfu concenfrac/onu de SR43438 
(cuadros oscuros}, Losa.Un (cuadros claros}, y PD123177 (clrculos oscuros} 
durante 1 minuto y• determinó la actividad de la foaforllua a. La grátlca es el 
promedio de I di,.,.,,,.. experimentos y las llnNS V8rllcales representan el 
error medio estándar. 



Como se observa en la figura 10, la actividad de la fosforilasa a se bloqueó 

con los antagonistas del receptor AT,: SR 47436, I<;= 1 nM y DUP 753, K; == 10 nM. El 

antagonista AT2 (PD 123177) produjo muy poca inhibición a altas dosis. Ninguno de 

los 3 antagonistas produce algún efecto por sí solo. Estos datos permiten afirmar que 

el receptor de la angiotensina II en los hepatocitos de cuyo, capaz de estimular a la 

fosforilasa a (a través del aumento de calcio intracelular), es del tipo AT,. 

En la fig. 11 se muestran los resultados obtenidos al cuantificar IP3 con dosis 

crecientes de angiotensina 11. 
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Flg. 11.-Curva~ de produccl6n de lP, en reapuesfa a doels 
cree/.,.,_ de anglotenslna 11 

El estudio del efecto de la angiotensina II y sus antagonistas sobre el 

recambio de fosfoinosítidos se llevó a cabo en un tiempo de 30 minutos (previamente 



establecido como óptimo en este laboratorio). Los resultados de este estudio nos 

muestran que el máximo nivel de producción de IP3, estimulado por la angiotensina 11 

a una concentración de 10.sM, fue de 270 % sobre el nivel basal. 

Esta estimulación resultó bloqueada por el SR 47436 y el DUP 753 (como se 

muestra en la fig. 12), llevando el nivel de IP3 a valores basales, al aplicar dosis de 

10.s M de estos antagonistas. El antagonista de los receptores tipo 2 (PD123177) 

muestra un menor efecto . 
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AGENTES 
Flg. 12.- Producción de lP, en respuesta• dlferenfN fánnllt:OII 

El efecto máximo observado se encontró hasta los 30 minutos de incubación, 

a diferencia del efecto de la fosforilasa a, que se observó al minuto, por lo que sería 

conveniente saber si ambas respuestas están relacionadas y cuál es la fuente del 

aumento de calcio inicial: el medio extracelular o las reservas del retículo 

endoplásmico. 



Los resultados obtenidos nos permiten concluir que las membranas del 

hepatocito de cuyo presentan receptores para la angiotensina II del tipo AT,, y que 

estos receptores inducen 2 respuestas fisiológicas: activación de la fosforilasa y 

recambio de los fosfoinosítidos. 

Para determinar si en los hepatocitos de cuyo se expresa el ARNm 

correspondiente al receptor AT, de angiotensina 11, se obtuvo cADN a partir de 

ARNtotal y se amplificó por PCR, como se indica en la sección de métodos. 

Se obtuvo una banda de aproximadamente 600 pares de bases, que 

hibridamos con una sonda del receptor AT,b de rata. La fotografía correspondiente 

se muestra en la fig. 13. De lo anterior concluimos que el receptor expresado en 

hepatocitos de cuyo es del tipo 1. 
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Figura 13.- RT-PCR e hibridación de los productos de reacción. En el panel A se 
observa el gel teñido con bromuro de etidio mostrando los productos de RT-PCR, 
obtenidos usando las condiciones mencionadas en métodos (el carril 1 es una 
reacción en ausencia de transcriptasa inversa, el carril 2 el producto de reacción en 
ausencia de RNA, y el carril 3 con RNA y transcriptasa inversa). En el panel B el gel A 
se transfiere a membranas de nylon y se híbrida con un e ADN del receptor AT, 8 de rata 
en condiciones de alta astringencia. 



V. CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 

Los resultados de los experimentos nos permiten concluir que el receptor de 

angiotensina II expresado en los hepatocitos de cuyo corresponde al tipo AT1 

Los agonistas nos muestran el siguiente orden de potencia: angiotensina 11 > 

angiotensina 111 > angiotensina l. Para los antagonistas se obtuvo: SR 47436 > OUP 

753 > PO 123177. Las curvas de competencia tienen una pendiente cercana a 1 para 

los antagonistas, y menores de 1 para los agonistas, característico de los receptores 

acoplados a proteínas G. 



VI. PERSPECTIVAS 
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PERSPECTIVAS 

En los hepatocitos la angiotensina II había demostrado tener efectos sobre el 

metabolismo del glucógeno (estimular la glucogenólisis) a través de la cinasa de la 

fosforilasa b (enzima estimulada por calcio); y también aumentar la acumulación de 

IP3, por lo que estas células son un modelo ideal para el estudio de las acciones de la 

angiotensina 11. 

En el laboratorio donde se realizó el presente trabajo se habían estudiado 

estas 2 respuestas metabólicas en hepatocitos de rata. Una especie que está 

genéticamente relacionada a la rata y al ratón es el cuyo (Genus cavia), por lo que 

para hacer una comparación con los resultados obtenidos en este y otros 

laboratorios, se caracterizó el receptor de angiotensina II en hepatocitos de cuyo, 

utilizando técnicas de farmacología, bioquímica y biología molecular. Vale la pena 

mencionar que el único modelo hepático caracterizado a profundidad es el hepatocito 

de rata. Nuestro estudio hace una exploración de otro modelo, el segundo 

plenamente caracterizado hasta el momento, siendo ambos modelos similares. 

Es decir, los resultados producidos por estas técnicas en el presente estudio 

son similares a los obtenidos anteriormente en este laboratorio con ratas: La 

activación de angiotensina II muestra una EC50 "" 1 nM en cuyo y una EC50 "" 3 nM en 

rata. La acumulación de IP3 obtenida en este estudio fue 3 veces sobre la basal, 

similar a los resultados de Charest (36) y de este laboratorio [49], en rata con la 

misma dosis (10-5 M), por lo que nuestros resultados apoyan los resultados 

anteriores. 

Con relación a los receptores para angiotensina 11, el grupo del Dr. lnagami en 

1992 [57] publicó un análisis de la evolución del receptor AT1 de angiotensina II en 

rata, ratón, humano y bovino; y llegó a la conclusión que el gen se habla duplicado 

antes de la divergencia de la rata y el ratón, y después de la divergencia del grupo de 

los roedores y los artiodáctilos. Por esto, seria importante averiguar si el cuyo 
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presenta también 2 subtipos de receptor AT1 como los roedores o un sólo tipo como 

en humanos y bovinos. 

Como estos 2 subtipos tiene una homología muy grande en sus regiones 

codificantes se necesitaría clonar el receptor y secuenciar su región 3' reguladora 

que es donde existen las 2 diferencias mayores entre los subtipos para averiguar si 

están presentes los 2 subtipos o solo uno. 

Por otro lado, consideramos de interés que si bien los receptores hepáticos 

para angiotensina II son del mismo subtipo (AT1), los receptores a1-adrenérgicos no 

lo son: El hepatocito de rata expresa al receptor a18 (58, 59], mientras que el del 

cuyo expresa al a1A. Evidentemente esto señala diferencias en la expresión de estos 

receptores entre las especies y abre nuevas perspectivas de estudio. 
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Abstract 

In guinea pig h,·patOC}"W angiocensm 11 indu,·ed phos
phorylase a actintion. This effec1 was mimicked by other 
angiotcmins wi1h the potency order: angiotensin 11 (EC;,, 
::::: 1 nM)>angiotensin 111 (EC511 ::::: 311 n\l)>angiotensin 1 
(EC5,, ::::: 300 nM). The elfect of 10 11~1 angiotensin 11 was 
blocked by the angiotensin II receptor A T 1-selective 
antagonists irbesarun and losanan (K, nlues of ::::: 1 nM and 
::::: 10 nM for irbesarun and losarun respectively) but noc 
by che AT i-~eleccive ancagonist PD 123177. 

Similar daca were obtained when the production of 
[JH)IP 3 frorn [3H)myo-inosicol-labeled ccUs was studied. 
Angiotensin II induced a dose-dependcnt increase in 
[·'HJIP.1 produccion: the maximal erfect ( :::::3-fold) was 
observed at a conccncracion of IO µM. This elfecc of 
angiotcnsin 11 was completely bloc ked by the A T 1 -

selective antagonists irbesarun and losanan, bu1 only in a 
very limiced fashion by PD 123 177. 

Introduction 

Angiotensin II is a potem occapep1idc hormone which 
elicits a la~ varieiy of physiological elfects by modulating 
thc function of 1he cardiovascular systems, che brain, 
kidney, adrenal glands, pi1uicary and liver, among many 
ocher organs and syscems (Jackson & Garrison 1996). lts 
actions are initiaced through inceraccion wich specitic 
receplors locatcd in the plasma membrane. Two basic 
types of angiotensin 11 rccepiors havc been described, 
i.e. AT1 and AT2 rcceptors, which both belong 10 the 
sevcn transmembrane dornain G-protein-coupled family 
ofreceptors (De Gasparo et al. 1995, Zhang & Pratt 1996). 
These two major cypes of recepcors have been dis
tinguished pharmacologically 1hrough 1he use of very 
selective nonpeptide antagonists. such as losarun 
(DuP 753) and PD123177 (Chiu el al. 1989) and 
irbesartan (SR 47436/BMS-186295) (Cazaubon et al. 
1993). The cDNAs of chese recepcors have been cloned 
and expressed in model cellular syscems (Murphy 

('1J[Su1-llcJangiucensm 11 1'ound with high affinity 
(::::: 3·8 nM) to a moder:11ely abundan! number of sices 
(::::: 66•) tinol, mg protein) in guinea pig liver membranes. 
Binding compecicion experimem, indicale che following 
orders oi potency for agonim: angiocensin ll ( ::::: 1 · 5 
nM)>angiotensin lll (:::::7 nM):>angiocensin 1 (::::: 176 nM). 
and for antagonists: irbesanan ( :::::0·5 nM)>losarian 
( :::::36 nM) il>PD123177 (> IO '-''-"J nM). 

The functional and binding data scrongly inJic¿ce that 
1he erfects of angiotensin II were mediaced chrough A T 1 

receptors. Expression of che mRNA for these recepcors 
was confinned by R T-PCR and hybridization of che 
reaccion produ<·I wi1h a radiolabeled m A TI receptor 
cDNA probe. 
/oum,/ oi Cndocrinology \ 1997, 154, 1 JJ-IJ8 

et al. 1991. Sasaki et al. 1991, Kambayashi et al. 1993, 
Mukoyama et al. 1993). 

In rae liver ceUs, angiotensin 11 activares phosphorylase a 
acti,·iiy via che phosphomosicide tumover/calcium 
mobilization signa! transducci,m pachway chrough A T 1 

receptors (Gan:ia-Sáinz & Madas-Silva 1990). These 
recepcors are also coupled in an inhibiiory fashion to 
adenylyl cyclase in hepaiocytes (Bauer et al. 1991). In 
addition to its shon cenn elfects, activation of A T 1 

recepten induces longcr-tenn elfects such as proto
oncogene mRNA accumulaiion (González-Espinosa & 
García-Sáinz 1992, 1996). lt is well known thal angio
tensin 11 also modulaics the metabolism of liver ceUs of 
other animals, such as the guinea pig (DeWitt & Putney 
1983, Burgess et al. 1985). However, to che bese of our 
knowledge. che charactcristics of the angiotensin 11 recep
tors in chese cells have noc been defined. Here we presenl 
1he characterization of the A T I angioccnsin receptor 
expressed in guinea pig liver ceUs, using biochemical. 
phannacological and molecular biological approaches. 

/oumal of Endocrinolo/11' Cl9971154, 133-138 < 1997 Joumal o/ Endocrinology Lid Prinred ,n Ciear Brirain 
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Material& and Metbods 

:\ngiotensin 11. angiotensin 111. angiotensin l. glucose-1-
phosphaie. glycogen. digi1onin. carfeine. baciuacin and 
P-glycerophospha1e were obtained from Sigma Chemical 
Co. \SI Loui<. MO. USA). Bo\"ine seram albumin (frac
rion V) was from Arrnour (Kankakee, IL, USA). a-D
[1'C)Glucose-l-phospha1e (313 mCi:'mmol). 2-[lH]111yo
inosi1ol (21) Ciimmol) and [1151)[Sar1-lle8Jangiotensin 11 
¡('15t]Sarilel (2200 Ci 'mmol) were from New England 
Nuclear (Boston. MA, USA). Losarun (DuP 573) and 
PD123177 were generously prm;ded by DuPont 
(Wilmington, DE, USA) and irbesanan (SR-l7-l36/BMS-
11!6295--01) was a generous gifi from Bristol-Myers 
Squibb (Princeion, NJ, USA) and Sanoti-Recherche 
(Montpellier. France) which codewloped the compound. 

Malc.- guinea pig5 (250--300 g). h:l\;ng food available 
,d libi111m, were maintained and sacriticed according to the 
principies and guidelines of our lnstitute and the NIH, to 
a\"Oid any unnecessary pain to the animals. Hepatocytes 
were isolated by perfusing the li,·er with collagenase 
followed by mechanical disraption (Berry & Friend 
1969). The cells were incubated in Krebs-Ringer bicar
bonate buffer under an atmosphere of95% 0 2 /5% C02, 

pH 7 ·4 at 37 ºC in an otbital water bath shaker. Cell 
viability was rourinely >90% as evidenced by trypan blue 
exclusion. 

To quantify phosphorylase a activity, thc cells were 
preincubated for 20 min. Agonists and/ or antagonists were 
added to the cells I min before stopping che reaction and 
phosphorylase a activity was assayed as described by 
Stalmans & Hers (1975). Activity is expressed in units, one 
unit being defined as the conversion of 1 ¡unol substrate to 
produce in 1 min per g cell wet weight. 

Producrion of [3H]inositol phosphates was studied as 
described (García-Sái112 & Macias-Silva 1990, Garcia
Sáinz rl al. 1992). In brief, cells were incubated for 90 min 
in buffer containing IS µCi/ml [3H]inositol, washed and 
incubated for 10 min with 10 mM LiCI; the hotmones 
were added and alter 30 min (Burgess e1 al. 1985) the 
reacrion was stopped. lnositol phosphates were separated 
by anion exchange chromatography (Berridge el al. 1983), 
and data corresponding to production of [3H]inositol 
trisphosphate ([3H]IP 3) are presented (García-Sáinz rl al. 
1992). 

Liver membranes were isolated by the method of 
Neville (1968) and membrane protein was quanrified by 
the method ofLowry et al. (1951). (125I)Sarile binding was 
perfotmed as follows: bver membranes (10 µg) were incu
bated in a total volume of 100 µl buffer containing 100 mM 
NaCI. 10 mM MgCl2, 0·2% bovine seram albumin, 
O· I mg/ml bacimcin, 20 mM Tris, pH 7·5. Incubations 
were for 60 min in a water bath shaker at 12 ·c. At the 
end of the incubation 3 mi ice-cold buffer were added to 
the membrane suspension, thc membranes were immedi
ately filtered on GF/C filters (Sigma), using a Brandel 
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h.irvester (Brandel. G.úthersburg. MD. L'S • .\), and washed 
three ti1n.·, :) mi each rime¡ with the SJme buffer. Filters 
were presoaked in O· 3% polyethylenamine to decrease 
nonspecific binding to the filter. Saturarion experiments 
were perfonned using 2(M)-30t) p~1 (125I]Sarile and 
increasing ümcenmtions of unlabeled anugonist (t}2-
30 nM). Nonspecific binding was evaluated in che pres
ence of 1 µM angiotensin 11; specific binding represented 
85--9~-, of the total binding. Similar)~·. bmdmg competi
rion experiments were perfotmed using 200-300 p~1 
[ 125I]Sarile and \'arying concentrations of agonists or an
tagonists. Saturarion and compcrition data were analyzed 
using the EBDA prograrru (Biosofi-Else,;er, Cambridge, 
UK). K, val u es were calculated according to Cheng &: 
Prasoff (1973). 

Total RNA was obtained b\" the method of 
Chomczynski and Sacchi (1987) ~th minor modifi
carions. RNA integrity was rourinely checked by electro
phoresis on fotmaldehyde-containing agarose gels and 
visualizarion under UV light using ethidium bromide 
staining. Reverse transcriptase-polymerase chain reacrions 
(R T-PCR) were performed with total RNA using a kit 
from Perkin Elmer (Branchburg, NJ, USA). The primen: 
S' -GGAAACAGCTTGGTGGTG-3' (coding sense) and 
5' -GCACAATCGCCATAATIATCC-3' (anricoding 
sense) cotresponding to bases 133--150 and 739-719 of 
the rat AT1 receptors cDNAs (lwai &: lnagami 1992), 
were employed. Thc PCR amplificarion profile consisted 
of denaturarion at 95 ºC for 30 s. primer annealing at 
60 ºC for 60 s, and extension at 72 ºC for 90 s (28 cycles) 
using 5 µg total RNA. The R T -PCR products 
were electrophoresed in 7·5% polyacrylamide gels, 
transferred to nylon membranes and hybridized under 
high stringency condirions (Garcia-Sáinz et al. 1992) 
with the whole AT18 rat cDNA (lwai & Inagami. 
1992) labeled by nick translarion (specific activity 
:== to" c.p.m./µg). 

Resulrs are presented as means ± s.E.M. Statistical analy
sis was perfotmed using ANOVA with Bonferroni's 
correction for multiple comparisons. 

Results 

Acrivarion of hepatocytes with angiotensins 11, 111 and I 
resulted in dose-dependent activation of phosphorylase a 
acrivity (Fig. 1 ). Angiotensin II and III were fully effecrive 
whereas angiotensin I induced a consistently smaller acri
varion ofthis enzyme (Fig. !). The potency order observed 
was: angiotensin 11 (EC50 :== 1 nM) >angiotensin 111 (EC50 
:==30 nM)>angiotensin I (EC50 :==300 nM). 

When cells were challenged with 10 nM angiotensin 11, 
an immediate :== 2-fold increase in phosphorylase a acrivity 
was observed. Such an effect was dose-dependendy 
inhibited by the nonpeptide A T 1-selective antagunists 
irbesanan and losanan (Fig. 2). The forrner was 
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f'igatt 1 Effect ol angiotensins on phosphoo·lase a activity. 
Hepatocytes were incubated in the absence or presence of 
different concentrations of angiotensin 11 , e,. angiotensin 111 ( )1 
or angiotensin 1 1 •, ior I min and phosphor\'lase a activity was 
determined. Results are plotted as the means :1: s.E.M. of 5-6 
experiments using different cell preparations. Data are presented 
as percentage ol basal activity which was 18 ± 3 units lone unit of 
enzyme activity is defined as the conversion of 1 µmol substrate 
to product in 1 min per g cell wet weigho. 

approximately 10-fold more pcxem th~n the latter (K; 
values of ::: 1 nM for irbesartan and ::: 10 nM for losartan). 
In contrast, the A T 2-selecrive antagonisc PD 123177 in
duced only a very modest inhibition of angiotensin 11 
effect ac relacively large concemracions (Fig. 2). None of 
the antagoniscs altered basal phosphorylase a accivicy (data 
ncx shown). 

The effecc of angicxensin II on phosphoinositidc 
tumovcr was studied. Angicxensin II induccd a dosc
dependem increasc in {"H)IP 3 production with che maxi
mal effect ( ::: 3-fold) being observed ac a concentration of 
10 µM (Fig. 3). This effecc ofangiotensin II was cornpletely 
blocked by the A T 1-selecrive antagoniscs irbesartan and 
losartan, bue the elfcct was blockcd in only a vcry linúced 
fashion by PD123177 (Fig. 4). The antagonists by them
sclves were withouc effecc on chis parameter ( data ncx 
shown). 

[1251)Sarilc is bound to guinea pig liver membranes in a 
saturable fashion as shown in Fig 5. Thc binding iscxhcrm 
and che Rosenthal transformarion of the data indicatc 
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Figure 2 Efiect of nonpeplide antagonists on the stimulalion ol 
phosphorylase a activily induced b, angiotensin 11. Hepatocyles 
were incubated in lhe absence or presence of 10 nM angiotensin 
11 and differenl concentrations oi i~artan <•1. losartan ,;::;1 or 
PD1231 i7 1 • 1 ior I min and phosphor\'lase a activity was 
determined. Results are plotted as the means ± s.E.M. of 5-6 
experiments using differenl cell preparalions. 

chat the radioligand binds to a relatively abundant 
(663 t 95 finol/mg), hornogeneous class of sitcs with 
high affinicy for chis antagonist (K., 3·88 ± 0·96 nM; 
mean± s.E.M.) (resulcs lre the means ± s.E.M. of 4 separace 
experiments using dilferent membrane preparations). 
Binding compccition experimencs with agonists indicated 
the following order of pcxency: angicxensin ll>angiotensin 
lll>angicxensin 1 (Fig. 6 and Table !); for antagoniscs 
che potency order was: irbesarun > losartan ~ PD 123 177 
(Fig. 6 and Table 1). Thc slop" oi the cornpetition curves 
were clase to 1 for anragonists ~nd dearly lcss chan I for 
agoniscs, which is charactcriscic of G-prcxein-coupled 
receptors. 

Using R T -PCR we detected a fragment of ::: 6!MI bp 
(Fig. 7, panel A, lane 3). No such fragments were decected 
in che absence of RNA or revene cranscripwe (Fig. 7, 
panel A, lanes I and 2 respectively). The fragment had che 
size expected (comparable to chat obraincd using RNA 
mm rae liver, data ncx shown. and scc lwai & lnagami 
1992). The idenricy of the fragments was further testcd by 
hybridization with the whole rae A T 19 angiotensin 11 
receptor cDNA (Fig. 7, panel B). 

/ourn.,/ QÍ Endocnnulo11Y 119971 154, 133-138 
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fiture 3 Effects of angioleosin II on l'H)IP3 production. 
Hepatocytes were incubated in the presence of different 
concentrations of angiotensin 11. Results are plotted as the 
means :1: s.E.M. of 6 experiments using different cell p19para1ions. 
Data are presented as percentage of basal activity which was 
265 :1: 30 c.p.m./40 mg cell wet weight. 

Discwsion 

In the present study the angiotcnsin 11 receptor cxpresscd 
in guinea pig liver was characterizcd using scveral dilfetenr 
approaches. This is 1he first reponed characrerizatioo of 
thcsc receptors. The results show a very good correlation 
betwccn rhe data obtaincd in the phosphorylase a assays 
and the binding data (Table 1), in thar thc arder of potency 
for agonists and antagonists and even rhe EC511 and K, 
values were very similar. Such values are within rhe range 
that has been observed in other models that express A T 1 

reccptors (De Gasparo ti al. 1995). These data strongly 
suggest that both paramctcrs are reflecting the character
istics of the same receptors and that these are very similar 
to rhose present in rat liver (García-Sáinz & Macias-Silva 
1990). 

A T I receptors are coupled to the phosphoinosi1ide 
tu mover/ calcium mobilization signa! transduction process 
(García-Sáinz & Macias-Silva 1990). However, there is 
cvidence that this same subtype may be couplcd to other 
signaling events, such as inhibition of adenylyl cyclasc 
(Bauer et al. 1991) and activation of tyrosinc kinases 
(Huckle et al. 1990, Earp rl al. 1995, Marrero et al. 
1995a,b). In general, our srudics suggest that thc A T 1 

rrceptors in guinea pig liver ue also couplcd to phos-
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Figure 4 Effects oí angiotensin II and angiotensin II antagonosts on 
('HIIP, production. Hepatocytes were incubated in the absence of 
any agent (BASAL), or in the presence oi 1 O µM angiotensin 11 
alone (AII) or with 1 O µM irbesartan (All+SRI, 1 O µM losartan 
1All+L) or 10µM P0123177 (All+PDl. Results are plotted as !he 
means :1: s.EM. of 7 experiments using different ceU preparations. 
Data are presented as percentage of hasal activity which was 
239 :1: 44 c.p.m./40 mg cell wet weight. Statistical anal,sis: BASAL 
vs AII, P<O·OOI; BASAL vs All+PD, P<O·OS; AII vs All+s«. 
P<O·OOl; AII vs All+L, P<O·OOl. 
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binding and the Rosenthal analysis (insertJ. The resuhs are 
representalive of four experimenls using difieren! membrane 
preparations. 

phoinositide tumover, since angiotensin 11 increased the 
productioo ol"!''HJIP 3, and this actioo was blockcd by the 
AT I antagonisis. However, this effect w:is small at low 
coocentrations of angiotcnsin 11 and higher concentrations 
were required in arder to rcach maximal production. 
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Figure 6 Binding competition experiments. The following agents 
we,e employed: (a) agonislS (upper panell: angi01ensin 11 (e), 
angiotensin 111 (O} and angiotensin 1 1 • ); (bl antagonislS (lower 
panel): irbesartan <•l. losartan (él) and PD123177 i•J. The 
results are representative o( four experiments using different 
membrane preparations. 

Table 1 Binding parameters derived from the competition by 
agonists and antagonists for ("'IJSarile binding siles. Results are 
the means :1: s.E.M. of four determinations using different membrane 
preparations 

K,(nM) Slope 

Apnist 
Angiotensin 11 1-52:i:0·77 0·49:i:0·03 
Angiotensin 111 7·06:1:1-44 0·55 :i:0·02 
Angiotensin 1 176·00 :1: 23·00 0-69:1:0·05 
Antagonist 
lrbesartan 0-53:1:0-16 0·89:i:0·02 
losartan 36·00:I: 8·00 1-04:i:0·01 
PD12J177 >10000 

Severa! reasons may be responsible for this difference from 
the results obtained in the phosphorylasc a assays. Here the 
ceUs were in contact with the peptide hormone far only 

IHI....._ 
1078-
872/ 
601-

110-

A B 
2 3 2 3 

figun, 7 RT-PCR and hybridization or '.re reac:.on products. 
Ethidium bromide-stained gel showing the H-PCR product 
abtained using conditions for the AT, receptor -panel Al (lane 1, 

· reaction perlormed in the absence oi te\·erse transcriptase; Jane 2, 
reaction performed in the absence of R:-.: -\. r ane 3. complete 
reaction1. Gels identical to those in panei -\ were transierred to 
nylon membranes and hybridized with the labeled A T, 8 cONA 
(panel B}; the autoradiograph presented is repre;entative of three 
different experiments with identical resul:s. 

1 min, wherc:as in the studies on the producrion of(1H)IP_1 

30 min incubation are required and it is well known that 
liver ceUs actively degrade angiotensin 11. On the other 
.hand, a minimal increase in IP 3 is probably suflicient to 
increase cytosol calcium and maximally actívate phos
phorylase a. Nevertheless, it is dear that activation of 
guinea pig liver angiotensin II recepton stimulates IP 1 

production through A T I receptors. .although our data do 
not exclude the p055ibility that other signaling path
ways could be stimulated when these receptors are 
activated. 

Two fonns of angiotensin II receptor exist in sorne 
species (Iwai & lnagami 1992, Konishi et al. 1994, De 
Gasparo et al. 1995), i.e. AT1A and AT18 isofonns. These 
receptors have a very high degree of sequence similarity 
(96% far the rat isoforms (lwai & lnagami 1992) and 97% 
far the human isoforms (Konishi tr al. I 994)) and are 
pharmacologically indistinguishable. In the liver of these 
species both isofonns seem to be coexpressed (lwai & 
lnagami 1992, Konishi et al. 199-lJ. The expression of 
mRNA for AT I recept0ts was tested using R T-PCR. The 
detection of a fragment of the size expected and that 
hybridized with the rat AT 18 receptor (under high 
stringency condirions) confinned the previous findings. 
Due to the very high similarity between the AT I receptor 
isofonns, this approach does not allow us to define whether 
one or both receptor isofonns are expressed in guinea 
pig liver. Further experiments will be required to address 
this aspee!. 

In summary, our present data indicate that AT 1 recep
tors are expressed in guinea pig li~·er ceUs and that such 
receptors are coupled to phosphoinosilide tumover and 
modulate glycogen metabolism. 

/c,umal o( EndoainolasY (19971154, 133-138 
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