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RESUMEN

En estudios previamente realizados en hepatocitos aislados de rata se ha
demostrado que la angiotensina II y el éster de forbo! PMA (forbol 12-miristato 13-
acetato) inducen la expresién de c-fos (88). Sin embargo, no se ha determinado si
proteinas G sensibles a [a toxina pertussis participan en el incremento de la expresién del
proto-oncogen inducido por el octapéptido (angiotensina II). Esta interrogante nos llevé a
estudiar las acciones de ia angiotensina Il en una linea celular adecuada.

En las células epiteliales de higado de rata (C9) la angiotensina If incrementa la
concentracion intracelular del ion calcio, la produccion de los fosfatos de inosito] y la
expresién del ARNm del proto-oncogen c-fos. Otras angiotensinas también incrementan
la concentraci6n del calcio intracelular con el siguiente orden de potencia: All = Alll >>
Al > AIV. Los efectos de la angiotensina, poduccién de segundos mensajeros v
expresién génica, fueron bloqueados con concentraciones bajas {100 nM) det antagonista
losartan (Dup753) pero no del antagonista PD123177. Por otro lado, la toxina pertussis
no modifica las acciones de la angiotensina II. Estos resultados nos muestran que los
efectos o pardmetros medidos son regulados a través de la activacién de receptores para
angiotensina I tipo ATI y que involucra la activacién de proteinas G insensibles a la
toxina pertussis,

Por otra parte, el forbol miristato acetato (PMA) también incrementa la expresion
del ARNm de c-fos en esta linea celular. Sin embargo, el efecto de la angiotensina II fue
mds grande (6 £ 0.87) que la accidén del éster de forbol (3.1x0.5).

La expresin del ARNm de c-fos inducida por la angiotensina II se inhibe con los
tratamientos en los cuales se utiliza el inhibidor de proteinas cinasas de serina / treonina
(estaurosporina), en contraste con los experimentos en los que las células se incuban con
el inhibidor de proteinas cinasas de tirosina (genisteina), en los cuales no se observa
ningdn efecto inhibitorio de este agente. Ademds, el incremento en la expresién del
ARNm del proto-oncogen c¢-fos inducido, tanto por la agiotensina 11 como por el éster de
forbol, disminuye cuando las células se incuban toda la noche con el PMA. Estos
resultados sugicren que la proteina cinasa C es el principal mediador de las acciones de fa
angiotensina I1, aunque probablemente participen otras cinasas.

Finalmente, con base en los resultados aqui mostrados de las células C9, se puede
considerar a esta linea celular de origen hepdtico, como un modelo adecuado para
estudiar los efectos de la angiotensina 11.
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INTRODUCCION

La angiotensina Il es una hormona multifuncional gue regula la presién sanguinea,
algunas funciones neuronales y, ademds, es particularmente importante en la adaptacién
patolégica, como sucede en la recuperacién del miocardio después de un infarto y en
repuestas vasculares a ta hipertension (1).

Algunas de las principales acciones de la angiotensina H son la contracciéa del
musculo liso vascular, Ja estimulacién de la liberacion de aldosterona de las células
glomerulosas de Ja zona adrenal y la reabsorcidn de sodio via tdibulo proximal e
indirectamente via la nefrona distal por aldosterona (2). Ademds de estos efectos directos
sobre la presin sanguinea y el balance de electrolitos, esta hormona participa de manera
importante en el metabolismo renal, hepdtico, endécrino, reproductivo y a nivel de
sistema nervioso central (3). En el cerebro fa angiotensina participa en Ia liberacién de

vasopresina y la hormona adrenocorticotrépica de Ja gléndula pituitaria.
i T3 4 5 8
La angiotensina [T es un octapéptido, de secuencia; Asp -Arg -Val -Tyr -lle -His -

Pro1»PheS, funcionalmente activo en humanos y en muchos mamiferos (4), si bien es la
hormona responsable de muchas de las funciones del metabolismo renal, vascular, etc, no
es Ja dnica. Se han caracterizado tres tipos de angiotensinas, denominadas I, If y I (Fig.
1). Las tres hormonas son de naturaleza peptidica y se sintetizan de manera secuencial a
partir de una @-globulina muy abundante en el plasma, el angiotensindgeno, el cual es
substrato de la renina, una aspartil proteasa que es liberada a la circulacién por €l rindn y
otros d¢rganos. La accidn de la renina sobre el angiotensindgeno genera una molécula
decapéptida poco activa denominada angiotensina I, la cual es adicionalmente procesada
por fa enzima convertidora de angiotensina (ECA), que estd presente en las células
endoteliales, para formar el octapéptido biol6gicamente activo angiotensina If (Fig. 1).
Esta hormona octapeptidica es muy sensible a la proteslisis por una aminopepiidasa
especifica para aspdrtico, cuya accién da por resultado la formacion de la angiotensina III.
Ambas angiotensinas 1 y I causan efectos similares, siendo igual de potentes para

estimular la secrecidn de aldosterona. Sin embargo, en otras acciones la angiotensina Il
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Fig.1 Sintesis de las diferentes angiotensings. Las lineas continuas representan la via clésica de la sintesis de las angiotensinas 1,11 y 111, Las lineas discontinuas
indican vias alternativas para la sintesis de Ang(1-7) y Ang IV. AP-aminopeptidasa : CP-carboxipeptidasa; EP-endopeptidasa; ECA-enzima convertidora de
angiotensina (2).




es mucho menos potente que la angiotensina II, comoes en la elevacion de la
presién sanguinea y en la estimulacién de la médula suprarrenal para liberar
catecolaminas (5). Anteriormente se pensaba que las angiotensinas eran inactivadas al ser
degradadas por varias endopeptidasas. A la fecha se sabe que se pueden generar
fragmentos con especifidad y funciones importantes en diferentes drganos. De esta
manera la angiotensina I y I pueden ser metabolizadas a la angiotensina (residuos 1-73.
Este fragmento ejerce efectos tan importantes como lo son la liberacién de vasopresina y
la estimulaci6n de la sintesis de prostaglandinas {6). Recientemente se ha demestrado que
otro fragmento producto de la degradacién de la angiotensina II, conocido como
angiotensina IV o como angiotensina Il (residuos 3-8), tiene proteinas receptoras
distribuidas principaimente en el rifién, en el cerebro y en el misculo liso vascular {(7-9),
en este tiltimo se ha propuesto que participa en la vasodilatacién y en la regulacién del
flujo sanguineo (7,8).

Ahora bien, la angiotensina I es mds eficaz y potente para mediar una gran
variedad de repuestas fisiolégicas si se le compara con las acciones estudiadas de Jas otras
angiotensinas I, IIl y IV. En lo sucesivo se considerard a la angiotensina Il como la
hormona directamente responsable de las funciones antes mencionadas y por lo tanto se
puntualizaran algunos aspectos relacionados s6lo con esta hormona.

Mediante los estudios reatizados para determinar la relacién entre la estructura de
la angiotensina I y su actividad, se ha demostrado que el extremo carboxilo terminal de
la molécula juega un papel muy importante en la actividad de la hormona; siendo
particularmente importantes los tres grupos arométicos de las cadenas laterales presentes
en los residuos 4, 6 y 8 (Tyr, His y Phe). El aminodcido histidina, al parecer, es
determinante para la unién al receptor (10). La importancia del grupo imidazol de este
aminodcido estd relacionada con su potencial para formar uniones no covalentes (11).

Los efectos de la angiotensina I en sus érganos blanco son mediados por
receptores de membrana, de aqui que el receptor sea un punto de contro! clave para la
regulacién de las funciones tejido-especificas. Recientemente varios subtipos de estos
receptores han sido clonados, lo cual ha ayudado a esclarecer los mecanismos

moleculares que controlan la repuesta a angiotensina II en Lejidos como el cardiovascular,




el renat y el neuronal (12). Afortunadamente el reciente desarrollo de antagoniseas
subtipo-especificos para los receptores a angiotensina ha provisto de potentes agentes
terapéuticos capaces de modificar las acciones del sistema renina-angiotensina a nivel de|

6rgano blanco,

Considerando 1a importancia del sistema renina-angiotensina en la regulacién de
la presién sanguinea y el balance de electrolitos, es de esperarse el descubrimiento de
nuevas drogas como herramienta terapéutica. Asi, por ejemplo, algunos inhibidores de ta
ECA han resultado ser eficaces en un gran nimero de enfermedades, ademds de ser bien
tolerados por los pacientes. Sin embargo, una de las acciones de la ECA es idéntica a la
de la proteina quininasa II, una proteasa que participa en la degradacién de las quininas,
coma bradicinina, y en la degradacién metabélica de la sustancia P. De esta manera, la
inhibicién de la ECA puede provocar un incremento tanto en la conceniraci6n de la
sustancia P como en ta de bradicinina, efectos que pueden estar involucrados en los
padecimientos de tos seca y de angicedema que se presentan en las terapias que utilizan

inhibidores de la ECA.

RECEPTORES PARA ANGIOTENSINA AT,

En 1989, Whitebread er al. y Chiu er al (13,14) caracterizaron
farmacol6gicamente dos subtipos de receptores para angiotensina, los cuales se
denominan actualmente como AT) ¥y AT, (13). Los receptores de lipo AT, son los
responsables de mediar la mayorfa de las funciones de la angiotensina 11. La caracteristica
que los distingue farmacoldgicamente es su alta afinidad por los bifenilimidazoles, como
el losartan (Dup753), y su insensibilidad a las tetrahidroimidazopiridintas, como el
PD123177 (15). Una caracterfstica distintiva adicional de fos receptores AT, radica en
que su afinidad y capacidad de unién es reducida por agentes reductores sulfhidrilo, como
el ditiotreitol (14). Actualmente los subtipos de receptores mejor conocidos de la familia
de los AT, en mamiferos son el AT, y el AT 5. Aun se necesita confirmar la existencia

de un tercer subtipo, AT ¢, que fue aislado de la placenta de rata y tiene un 90 % de




homologia cont el ATy, y un 82 % de homologia con et ATy (16). El receptor ATy, se
cloné originalmente de las células del musculo liso vascular de rata (17).
Simultidneamente se cloné un receptor similar de la gldndula adrenal de boving (18). Las
secuencias relacionadas de estos dos receptores tienen un marco de lectura abierto de
1077 pb, que codifica para 359 aminodcidos, con peso molecular de 41-kDa, Hoy en dia
se han clonado ¢DNA's que codifican para receptores AT, en el humano (19-21), en el
conejo (22}, en el cerdo (23) y en el perro (24). La homologia de estas clonas con el
receptor AT, de rata y de bovino a nivel de proteina es mayor al 90 % (13). Por otra parte
se ha encontrado que las variantes AT,y AT|p de rata y de ratén difieren solamente en
18 aminodcidos (25-29), principalmente en la regién carboxilo terminal de las protefnas,
presentando asi una identidad en la secuencia del 94 %. Los estudios farmacolégicos de
los ¢cDNA expresados indican que los ARNm del ATia y del ATy codifican para
proteinas con afinidades idénticas por 1a unién a diferentes ligandos y con los mismos
mecanismos transduccionales (26-29),

Los receptores para angiotensina I pertenecen estructuralmente a Ja superfamilia
de recepiores con siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G (Fig. 2).
Cada uno de los dominios extracelulares, en total cuatro, poseen un residuo de cisteina,
los cuales presumiblemente forman dos puentes disulfuro (uno entre el primero y tltimo y
ofro entre el segundo y tercero) que estabilizan la estructura terciaria del receptor. Las
regiones extracelulares también tienen tres sitios consenso para N-glucosiacién, por Jo
que se le puede encontrar a este receptor en diferentes grados de glucosilacién y por ello
con distinto peso molecular. La tercer asa intracelular de los receptores AT, es mds corta
que la que se encuentra en la mayoria de los receptores acoplados a proteinas G. E!
extremo carboxilo terminal que es citopldsmico es rico en residuos de serina y treonina,
como sucede en los receptores adrenérgicos y muscarinicos. Estos residuos sirven como
sitios de fosforilacién para varias cinasas especificas como la proteina cinasa C (PKC) o
bien la proteina cinasa A, dependiente del AMPc (PXA). La regién carboxilo terminal
tambi€n contiene secuencias consenso para la fosforilacién por la cinasa de caseina I (30)
y un sitio de palmitoifacién (Cys**) que pudiera estar relacionado con el anclaje de esta

parte del receptor a la membrana y/o en el acoplamiento con moléculas efectoras (24).




Fig.2 Diagrama esquemdtico de la secuencia de fos receptares AT, y ATie. Se indican los cuatro residuos de cisteina involucrados en la formacién de dos
puentes disulfuro (C), los tres sitios potenciales de glucosilacién (N) y los posibles sitios de fosforilacién (S y T).Cada receptor consta de 359 residuos de
aminodcidos, Los aminoacidos divergentes se indican encerrados en cuadros; los aminoscidos del Jado izquierdo de cada cuadro indican fos que se encuentran en
fa secuencia def subtipo AT, y los que se localizan del lado derecho comesponden al ATy . La formacién de fos puentes disulfuro, junto con la Lys'®
contribuyen a la unidn del ligando, Presenta también un posible sitio de fosforilacién por la protefna cinasa A: cuatro posibles sitios de fosforilacion por la
proteina cinasa C en los residuos Ser’”', Thr'™?, Ser’™ en ef receptor AT, y dos sitios adicionales en el AT g en las posiciones Thi*™ y The'® © y un posible sitio
de fosforilacién por la enzima creatina cinasa (1 en la Ser™! (12).

&




ESTRUCTURA GENICA

Actualmente los genes AT, de humano y de rata estan siendo ampliamente
estudiados y o que se conoce hasta el momento es que Ia regién codificante de todos los
subtipos conocidos estd contenida en un solo exén, aunque el gen tenga varios exones
(25,26,31,32). Por ejemplo, el gen para el receptor AT, de humano esta compuesto de
cinco exones dividides por cuatro intrones. Y los cuatro primeros exones constituyen la
regién 5'no traducida del gen, ya que el quinto exén contiene Ia secuencia codificante
completa. Para este gen de humano se da el proceso de escisién y empalme {(splicing)
alternativo, pero debido a su estructura ex6nica resultan protefnas idénticas (31). El gen
AT\ 4 de rata se ha localizado en el cromosoma 17 y el gen ATg en el cromosoma 2,
mieniras que ambos genes en humanos se localizan en el cromosoma 3. Por otra parte, los
andlisis de secuencia de la regién 5'del receptor AT, de humano revelan que hay varios
sitios potenciales de iniciacién transcripcional; sin embargo, solo dos parecen ser
funcionales (una caja TATA, en el primer exén y una regidn identificada para e} elemento
de respuesta especifica adrenal, en el quinto exén) (31). La regién promotora del gen
humano contiene ademds cuatro posibles sitios de unién API, una secuencia consenso
para el elemento de respuesta a estrés (shear-stress response element), dos sitios consenso
Spl. un posible sitio AP2, sitios para elementos regulatorios dependientes de AMPc y dos
cajas CAAT (31,32). El gen AT,a de rata tiene un posible sitio de uni6n Spl y tres
secuencias consenso API (33,34). Ademds, algunos andlisis de la funcién indican que hay
varios posibles elementos regulatorios, lo cual se ha visto en el muisculo liso vascular para

un elemento de respuesta a glucocorticoide en el promotor del receptor AT A (34).




DISTRIBUCION EN TEJIDOS

La distribucién de los subtipos de receptores AT, y AT\ se ha estudiado s6lo a
nivel del ARNm ya que estos receptores son indistinguibles farmacolégicamente. Ambos
subtipos se expresan en cantidades similares en el bazo, higado y rifidn (28,29). Sin
embargo, el receptor AT A predomina en el mdsculo liso vascular, corazén, pulmén y
cerebro (28,29,35,36); mientras que el subtipo AT g predomina en las glandulas pituitaria
y adrenal (27-29,3536). En el cerebro, el subtipo AT\s es el que sc expresa
preferencialmente (35). Asi, existe una expresidn diferencial de ambos subtipos en los
diversos tejidos, y, en la actualidad, la regulacién de la expresién de los receptores es un

drea de amplio interés.

MECANISMOS TRANSDUCCIONALES

Los receptores AT, se acoplan a diferentes mecanismos transduccionales, por
ejemplo, activan a la fosfolipasa A, C y D, asf como a canales de calcio dependientes de
voltaje y también inhiber a la adenilato ciclasa (AC) (Fig. 3). La activacién o inhibicién
de las moléculas efectoras por los receptores depende por completo del tipo celular del
cual se trate. Ademds, los receptores AT, también activan directamente a cinasas de
tirosina (37,38) aunque faltan avin mis estudios para esclarecer las rutas transduccionales

completas.

La activacién de las fosfolipasas C y D da como resultado la produccién de los ya
clisicos segundos mensajeros; inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG), solo que de
manera distinta. Cuando los receptores AT, son estimulados, se activa la fasfolipasa C a
través de la proteina Gq. La fosfolipasa hidroliza el fosfatidilinositol 4.5 bisfosfato (PIP»)
para generar inositol 1,4,5, trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). También se puede dar
un incrememto de DAG indirectamente por medio de la PLD la cual hidroliza la

fosfatidilcolina y produce dcido fosfatidico, el cual se transforma a DAG por una
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Fig.3 Vias de transduccibn acopladas al receptor AT,, . La hormona angiotensina 11 (ang 1I) se une al
receptor AT, , el cual activa a las fosfolipasas C-f (PLC-(), D (PLD), y A, (PLA;) € inhibe a la adenilato
ciclasa (AC). El receptor estd acoplado al efector por medio de proteinas G (representados por las
subunidades a, B y y). La PLC-P hidroliza al fesfatidilinositol bisfosfato (PIP,), para producir inositol
trisfosfate (1Py} y diacilglicerol {DGA). EI IP; se une a un receptor especifico que induce )2 liberacion de
calcio de compartimentos intracelulares; el calcio y el DAG activan a la proteina cinasa C (PKC). La PLD
hidroliza a la fosfatidilcolina (PC) hasta acido fosfatidico (PA) y colina. El PA se puede convertir en DAG
por accidn de la fosfatido-fosfohidrolasa (PPH). La PLA; hidroliza a la PC liberando a] dcido araquidonice
(AA), un precursor de leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TX). La angiotensina 11
también puede abrir canales de calcio a través de los cuales entra calcio extracelular que participa en la
activacion de proteinas como la calmodulina. La angiotensina II participa en Iz activacién de cascadas de
fosforilacion como la via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) (cascada de
fosforitacién en serinas y treoninas) o fa via de las proteinas JAK/STAT (cascada de fosforilacidn en
tirosinas). Estas vias llevan a la expresién de proto-oncogenes que regulan la transcripcién de genes que
participan en el crecimiento celular, incluyendo a factores de crecimiento y a proteinas de la matriz
extracelular (2).




fosfohidrolasa. EI DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) y ésta fosforila proteinas
clave que contribuyen en respuestas celulares como contraccién o crecimiento en el
sisterna cardiovascular, para lo cual también participa el IP; al liberar el calcio de los
reservorios intraceluares y activar a varias enzimas dependientes de calmodulina (Fig. 3).
Cabe mencionar que los receptores AT, pueden activar a mds de un solo tipo de
fosfolipasa C, ya que se demostré recientemente que la fosfolipasa C-y es activada
directamente por estos receptores en misculo liso vascular de una manera independiente
de proteinas G (38), en contraste con la activacién de la fosfolipasa C-g para lo cual se

requiere de una protefna insensible a la toxina pertussis (Ptx) como Gq.

El receptor AT, no solo activa a la fosfolipasa Cp, 0 a la PLD, sino también a la
fosfolipasa A, (probablemente a través del incremento en Ca?* y la actividad de la PKC)
la cual produce 4cido araguidénico, al hidrolizar el enlace éster en posicién 2 de la
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. El 4cido araquidénico es metabolizado a
prostaglandinas y tromhoxanos por ciclooxigenasas y a 4cidos hidroxieicosatetraendicos y
leucotrienos por lipooxigenasas. Asi, el 4cido araquidénico ¥ sus derivados modifican la
respuesta celular final al activar sus propios receptores. Cabe mencionar que existe
evidencia en células mesangiales de }a participacién de una proteina Gi en la activacion

de la fosfolipasa As, ya que esta activacién es inhibida por la toxina pertussis (39).

Por otro lado, en algunos tipos celulares la activacién del receptor AT disminuye
el AMPc intracefular al inhibir  la adenilato ciclasa (AC) por medio de una proteina Gi
sensible a la toxina pertussis, por lo que reduce la actividad de la PKA y el estado de
fosforilacién de sus substratos, atenuando asi funciones como el transporte de sodio a

través del epitelio tbular proxima) (40).

Estudios recientes sugieren que los receptores AT, causan fosforilacién, via
tirosina cinasas solubles, de varias proteinas como Stat91, un factor transcripcional que
pudiera ser uno de los responsables en el incremento de la expresién de algunos proto-
oncogenes (41), o bien fosforilacién de proteinas cinasas activadas por mitégenos

(MAPK). De, hecho hay evidencia suficiente para apoyar el concepto de interacciones




entre los receptores AT, y la cinasa raf-1 (42) asf como la cinasa src (37), entre otras

cinasas de tirosina.

Los receptores ATy ademds de producir diferentes respuestas celulares inmediatas,
también estimulan, por ejemplo, el crecimiento celular especialmente el de células de
musculo liso vascular y de misculo cardiaco. Esta respuesta esta mediada en parte por la
activacién de la ruta transduccional de la MAP cinasa y el incremento en la expresién de
varios proto-oncogenes particularmente ¢-fos y c-jun (Fig. 3). Los productos codificados
por dichos proto-oncogenes (FOS, JUN) forman un heterodimero, llamado factor
transcripcional AP1, el cual regula la transcripeidn de algunos genes involucrados en el
crecimiento celular, incluyendo a muchos genes que codifican para factores de

crecimiento y proteinas de matriz extracelular (Fig. 3).

Todos los efectos farmacolégicos de la angiotensina I parecen ser mediados por
el receptor AT, y no se ha definido un efecto funcional para el receptor AT,. En la
actualidad poco se conoce en cuanto a los mecanismos efectores activados via receptores
AT.. De datos recientes se deduce que este receptor inhibe una proteina asociada a
membrana, fosfatasa de tirosina por medio de una proteina G sensible a toxina pertussis
(43), y/o reguia canales de K* (44).

ESTRUCTURA-FUNCION

Por medio de estudios de mutagénesis dirigida y expresién subsecuente de los
¢DNA mutados en las células COS (45) se demostré que al reemplazar cualquiera de las
cuatro cisteinas por glicinas en los dominios extracelulares se reduce significativamente
la afinidad de Ja '2sl]-ang II por el receptor AT). En este mismo trabajo se demuestra
que una mutacién puntual en el residuo de lisina'” en el quinto dominio intramembranal
por una glutamina inhibe marcadamente la unién de la ['®Il-ang I, lo cual sugiere
fuertemente que el ligando se une al receptor en Ja parte interna de la membrana
plasmitica. Sin embargo, la vnién del agomista también se afecta por mulaciones

puntuales en la regién amino terminal adyacente al dominio transmembranal 1 y en la




tercer asa exiracelular cerca de la parte superior del dominio transmembranai V{{ (46).
Por otro lado, también se ha visto con la ayuda de mutaciones puntuales que la unién de
los aniagonistas peptidicos ocurre en sitios diferentes a la de Ios antagonistas no-
peptidicos (47). Ahora bien, con estudios de la misma naturaleza pero con distinto
enfoque, al tratar de dilucidar las regiones responsables para el acoplamiento del receptor
con sus moléculas efectoras y la internalizacién (48-30), sc ha podido concluir que, en
general, las mutaciones que afectan cada extremo de la segunda asa citopldsmica, la
delecién del extremo carboxilo terminal, y, en un menor grado, mutaciones de la tercer

asa citopldsmica, atemian el acoplamiento con la fosfolipasa C.

RECEPTORES PARA ANGIOTENSINA AT,

Con el uso de antagonistas sefectivos para fos diferentes subtipos de receptores
para la angiotensina se demostrd farmacolégicamente 1a existencia de receptores ATa.
Estos receptores, AT,, presentan muy baja afinidad por los bifenilimidazoles, como
losartan (Dup753), y una alta afinidad por las tetrahidroimidazopiridinas, como el
PD123177 (15). Ademds, tienen mayor afinidad por el CGP42112A que los receptores
AT,. Aunque el compuesto CGP ha sido considerado histéricamente como un
antagenista, evidencia muy reciente con receptores clonados y expresados en células
COS-7 sugiere que esta molécula es de hecho un agonista (51). En lo que respecta a los
agonistas fisioldgicos, los receptores AT, unen angiotensina II con afinidad similar (K; <
1 nmol/L}) a }a afinidad de los AT, (K; < 1 nmol/L), y angiotensina Il con un poco menos
de afinidad (K; < 10 nmol/L} para los receptores AT, que para los AT, (K; £ 30 nmol/L)
(52). A diferencia de los receptores AT, la afinidad por ¢l agonista de los sitios de unidn
AT, se incrementa con ditiotreitol debidg muy probablemente a los ocho residuos de

cisteina que se encuentran en las regiones extracelulares (15,53).

El subtipo de receptor AT; se cloné simultdneamente de una biblioteca gendmica

fetal de rata y de células PC12W (51,54). La estructura de este tipo de receptor también es




de siete dominios transmembranales con una masa molecular de 41 kDa. Sin embargo, la
proteina de 363 residuos de aminodcidos es s6lo 34 % idéntica a la de los receptores AT,
{(51,53). Estos receptores poseen cinco sitios de glucosilacién, a2 diferencia de los
receptores AT, que s6lo tienen tres sitios. Finalmente, la segunda asa intracelular
contiene un sitio potencial de fosforilacién por la proteina cinasa C, mientras que la
regién de la cola citoplismica tiene tres secuencias consenso para ser fosforiladas
también por Ia protefna cinasa C y una para ser fosforilada por la proteina cinasa

dependiente del AMPc.

ESTRUCTURA GENICA

El gen estd compuesto de tres exones, no obstante que la secuencia codificante
completa se encuentra en el tercer exén (55). La regién promotora del gen de ratén
contiene varias secuencias consenso para elementos regulatorios, que incluyen a AP1,
C/EBP, PEA-3 y NF-IL6 (55,56). Se ha demostrado que el gen humano AT, no tiene

intrones en la regi6n codificante, y que se localiza en el cromosoma X (54).

DISTRIBUCION EN TEJIPOS

Los receptores AT; se expresan mayoritariamente en diversos iejidos de embrign
o feto, con una disminucién dramdtica en su expresién después del nacimiento (57-60).
También cstos receptores se expresan en el misculo esquelético y en la médula
suprarrenal (60), en la aorta fetal (61) y en algunas dreas del cerebro de ratas recién
nacidas, cn dreas sensoriales y en algunas estructuras del sistema limbico (58). Mediante
el andlisis del ARNm para receptores AT» con la téenica de “Northern blot” se ha

detectado Ja expresidn de estos receptores en las glindulas suprarrenales, cetebro y itero,




por otra parte con metodologfa mds sensible como el RT-PCR se han detectado bajos

niveles de expresién de este receptor en el corazén, higado, rifién y pulmén (12,57).

MECANISMOS TRANSDUCCIONALES

Aunque estructuralmente los receptores AT, pertenecen a la familia de receptores
de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas (3, aiin no se ha demostrado
ninguna interaccién entre alguna proteina G y estos receptores. De hecho, se conoce poco
acerca de las moléculas efectoras que participan en los sistemas transduccionales. Hasta
la fecha se han propuesto tres tipos diferentes de activacién de segundos mensajeros para
los receptores AT, en tejidos especificos; inhibicién de 1a produccién de GMPc (62,63),
activacién de los canales de potasio (44) e inhibicién de una fosfatasa de tirosina (31,63).
El acoplamiento a la guanitato ciclasa con efecto inhibitorio parece ser indirecto, ya que
tal acoplamiento es blogueado por inhibidores de canales de calcio (62), por un inhibidor
selectivo de fosfodiesterasa (62) y por un inhibidor de fosfotirosina fosfatasa (63). La
mejor evidencia que se tiene hasta ahora proviene de experimentos en los que se ha
clonado al receptor AT, y se ha expresado en células COS-7 {51). En estos estudios, la
angiotensina I no tuvo efecto en el GMPr, sin embargo se inhibié significativamente la
actividad de fosfatasa en fosfotirosina a nivel de membrana celular, lo coal hace de
conocimiento mis aceptado que los receptores AT, estén actuindo a través de una

fosfatasa en tirosina.

RECEPTORES ATIPICOS

Considerando los criterios de clasificacién utilizados para los receptores AT, y
AT, se han identificade varios receptores que no encajan bien en esta clasificacién, Asi
en la mayoria de los casos estos receptores se expresan en drganos de reptiles, anfibios o

peces pero casi nunca en mamiferos y generalmente requieren de una mejor




caracterizacion tanto farmacol6gica como molecular. En 1992 Chaki & Inagami (64,65)
describieron un receptor en céhulas Neuro-2A de neuroblastoma de ratén que tiene una
alta afinidad por la angiotensina Il (12 nM), escasa afinidad por la angiotensina ITI, yes
insensible a concentraciones micromolares de losartan o PD123319. Ademds, este
receptor es sensible a ditiotreitol pero no a andlogos de GTP (66). Este posible receptor
de la familia de los AT activa a una isoforma de guanilato ciclasa soluble, a través de la
estimulacién con 6xido nitrico (66). Cabe mencionar que hasta la fecha este subtipo de
receptor se ha encontrado sélo en lineas celulares y no ha sido reconocido como una
entidad separada y distinguible de los AT, y AT, por el subcomité de nomenclatura
IUPHAR, aunque en algunas publicaciones se¢ le denomine AT;. Otro receptor
identificado recientemente es el denominado AT,, el cual se distribuye en muchos tejidos
principalmente en cerebro y rifion, y parece reconocer a la angiotensina IV como su
ligando natural. Este subtipo presenta el siguiente orden de afinidad por sus ligandos: ang
IV >> ang 1l >> ang 1 >> losartan o PD123319 (67). El ditiotreito] aumenta la afinidad
de este receptor por la angiotensina IV (66). Aunque no se ha identificado ningiin
mecanismo transduccional para estos receptores, se ha propuesto que participan en la

modulacién de algunas funciones cerebrales y en el flujo sangufneo corticorrenal (68).




C-FOS

Los oncogenes celulares se pueden definir como genes que son capaces de inducir
la transformacion neoplésica de cualquier tipo celular bajo ciertas condiciones. Estos
genes surgen por medio de mutaciones o cambios en la regulacion de la expresion de un
gen normal, denominado como “proto-oncogen™ (69). Ademds de los oncogenes que
surgen o se encuentran en el genoma celular, algunos virus tienen oncogenes en su
genoma.

Generalmente se piensa que el surgimiento de células transformadas a partir de
células normales en cultivo involucra la inmortalizacién de las células al no estar limitado
su crecimiente a un mimero determinado de ciclos de divisién. Tales lineas celulares
establecidas parecen estar parcialmente transformadas y una gran variedad de agentes
carcinogénicos pueden causarles una subsecuente transformacién, que l[as lleva a un
estado de crecimiento no-regulado tal y como el de las células cancerosas.

Las células transformadas se pueden distinguir morfologicamente y, debido a su
escasa dependencia por los factores de crecimiento exégenos, son generzlmente
tumorigénicas cuando son transplantadas a animales inmunolégicamente compatibles.

Actualmente de cerca de 30,000 genes humanos funcionales se han identificado
cerca de 100 proto-oncogenes, que bajo ciertas condiciones, son potencialmente
neopldsicos (70). También se conocen diferentes mecanismos de accidn de los oncogenes

por lo cual a estos se les puede clasificar en grupos con actividad similar (Tabla 1).




TABLA 1
CLASIFICACION FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS DE LOS ONCOGENES

CLASE 1 Proteinas relacionadas con factores de crecimiento- PD6FB/Sis,
TNT2 HSTF1/HSTI.

CLASE 2 Cinasas de tirosina:

Receptores: EPH, EGFR/ERBB, FMS, KIT, MET, HER2/NEU, TRK
Proteinas solubles: ABL, FPS/FES

Proteinas asociadas a membrana: SRC, FGR, FYN, HCK, LCK, YES

CLASE 3 Receptores que carecen de actividad de cinasa: MAS
CLASE 4 Proteinas G: HRAS, KRAS2, NRAS, GSP, GIP2

CLASE § Proteinas citopldsmicas con actividad de cinasas en serina: BCR
MOS, PIM1, RAF/MIL

CLASE 6 Proteinas con actividad de setina, treonina y tirosina cinasas: Sty

CLASE 7 Reguladores citopldsmicos: CRK

CLASE 8 Proteinas gue se unen al ADN (factores transcripcionales) o proteinas
localizadas en el micleo: FOS, JUN, ETS, MYC, MYB, REL, ERBA, P53

CLASE 9 Factor mitocondrial de membrana: BCL?

CLASE 10 Funcién desconocida: LCO

Los productos de los genes de Fos, Jun y Myc funcionan como factores
transcripcionales nucleares. Ademds de controlar la sintesis de! ARNm, s6lo se conocen
tres mecanismos por los cuales los productos oncogénicos pueden interferir con el
funcionamiento celular normal;

L.-Por fosforilacién protéica en residuos de tirosing, serina ¥ treonina,
2.-Regulacién metabdélica via proteinas G.
3.-Participacién en la replicacién del ADN

Este dltimo mecanismo de acci6n se ha propuesto para los virus ADN tumorales,

pero no hay evidencia de que los oncogenes derivados de proto-oncogenes funcionen de

igual manera.




CONOCIMIENTO ACTUAL DE LOS EFECTOS TRANSCRIPCIONALES DE
C-FOS/ JUN

Los miembros de las familias de genes Fos y Jun constituyen el factor
transcripcional AP1. La expresién celular, por transfeccién de genes como: Fos, Ras, Raf
Y Sre, induce la actividad AP1, y los elementos “enhancer” AP] se encuentran en las
regiones de control cis de un nimero de genes que estdn fuertemente expresados en las
células transformadas, como el gen de la colagenasa, de la metalotioneina HA, etc. La
proteina FOS no se puede dimerizar a si misma, a diferencia de la proteina JUN que si lo
hace, por lo que es funcional y se une al ADN solo si se dimeriza con la proteina JUN o
con miembros de esta familia. Se pueden presentar entonces 18 diferentes combinaciones
diméricas formadas por proteinas de las familias de FOS y de JUN. La unién al ADN se
da mediante la interaccitn con regiones del cierre de leucinas de las proteinas. Los
dimeros de JUN presentan hasta 10 veces mayor afinidad por APl que JUNB o JUND,
micntras gue el grado de afinidad para los dimeros depende del tipo de proteina FOS
involucrada, es decir (FOSB>FRA1>FOS).

Con respecto a los miembros de la familia de FOS, aunqgue ia cremallera de
leucinas y los dominios bisicos (hidrofébicos) son necesarios para unirse al ADN, Ia
regulacién de la transcripcién de los sitios AP1 también depende de la carga neta negativa
en la regién carboxilo terminal, usualmente conferida por la fosforilacién (71).

Los proto-oncogenes nucleares se clasifican en dos grupos principales:

s Los que interactdan solo con ADN al formar complejos con otras proteinas (FOS-
JUN, MYC).

* Los que de forma monomérica tienen una alta afinidad por secuencias especificas en
el ADN (ETS: MYB y ERBA).

La actividad de los factores transcripcionales de ambas categorias puede ser
regulada por fosforilacién, como en el caso de las proteinas FOS y MYB, lo cual pudiera

ser un mecanismo general de regulacién,




FAMILIA DE FOS

Los miembros de la familia del gen Fos forman parte de la superfamilia de las
cremalleras de leucinas / hélice-asa-hélice v son los siguientes:

Fra-1 'y Fra-2 (“Fos related antigens”), Fosb, r-fos (homélogo a el tercer exon de
Fos) y homdiogos de Drosophila dFRA y dJRA (72). Las proteinas FOSB de murino Y
FOS comparten 44 % de identidad en la secuencia protéica, mientras que FOS, FOSB y
FRA1 comparten s6lo el 24 %. FOS y FOSB son 70 % homélogos.

Homeologia entre especies

FOS: 94 % identidad entre humano, ratén y rata.
79 % identidad entre pollo y ratén.

FRA1: 90 % identidad entre humano y rata.

FRA2: 87 % identidad entre humano y pollo.

Carateristicas quimicas y moleculares de FOS/Fos

El gen Fos tiene un tamafio aproximado de 3500 nucleétidos (pb), se localiza en
el cromosoma 14924.3 de humano y en ¢l cromosoma 12 de ratén. Ei gen Fos humano
tiene 4 exones y el ARNm es de 2.2 kb con una vida media de 20-30 min, mientras que la
vida media de la protefna es de 30 min. La proteina FOS de humano, rata y ratén tiene un
tamafio de 380 aminodcidos, FRA! y FRA2 de humano son de 271 y de 326 aminodcidos
respectivamente, y el peso molecular es de 41.6 KDa para FOS, 29 KDa para FRA1 y 35
KDa para FRA2.

Expresién de fos

Fos es un gen de respuesta temprana y su expresion se induce de manera répida y

transitoria por factores de crecimiento y mitdgenos (73). EI mensajero de Fos se puede




detectar a los 5 minutos de estimulacién, y }a méxima expresion de la proteina después de
los 90 min.

En células leucémicas mielemonociticas inducidas para diferenciarse por TPA se
activa transitoriamente al gen Fos (74-76). Por otro lado, la expresion de los genes Fosb,
Fral y Fra2 se induce de manera simtlar a la de Fos (77,78). Asi, la activacién de estos
proto-oncogences se correlaciona invariablemente con la estimulacién en la proliferacién Y
en la diferenciacién celular.

La evidencia que se tiene para entender el papel que Jjuega la expresién del gen
Fos en el control del ciclo celular normal se resume en lo siguiente:

* Todos los mitégenos fisiolégicos y no fisiolégicos, estimulan rdpida y
transitoriamente la transcripcién de Fos.

+ Los ARN oligonucledtidos antisentido dirigidos para Fos, inhiben la mitogénesis en
fibroblastos 3T3.

¢ La microinyeccién de anticuerpos contra las proteinas FOS o JUN inhibe Ia
rnitogénesis en fibroblastos 3T3, aunque anticuerpos dirigidos contra miembros de la
familia de FOS de manera individual sélo causan un 30 % de inhibicién, mientras que
los anticuerpos dirigidos contra JUN, JUNB o JUND causan desde un 60 % hasta un

80 % de inhibicién (79-82).

El hecho de que el gen Fos sea activado por ionéforos para ¢l ién calcio o por ésteres
de forbol sugiere que su activacién en células estimutadas mitogénicamente es una
consecuencia de los rdpidos incrementos (<1min) en [Ca®"); ¥ la activacién de 1a proteina
cinasa C (PKC) que ocurre de manera normal por la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5
bisfosfato {PIP2). Sin embargo existe evidencia de que ¢n los linfocitos T la activacién de
Fos (y Myc), causada por la estimulaci6n del receptor T de estas ¢élulas, es independiente
de PKC o bien de sefiales idnicas como el calcio ¥ se sugiere Ja participacién de una sefial
adicional intracelular que involucre la activacién de una proteina tirosina cinasa como
p59FYN (83 84).
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Regulacién transcripcional de fos humano.

La secuencia consenso de unién al ADN para los heterodimeros de FOS es el sitio
API (activation protein-1) TGA“/GTCA, o también denominado “elemento de respuesta a
TPA”, (TRE: cis-acting TPA (12-o-tetradecanoyiphorbol-13-acetate) response element).

E| heterodimero FOS/JUN regula la transcripcién de ciertos genes negativa o
posttivamente. Asi, por ejemplo el heterodimero se autoregula al inhibir la transcripcion
del gen Fos. Por otra parte, en adipocitos el heterodimero bloquea la transcripeién del gen
de la proteina que se une al lipido P2, y en miocitos se inhibe la transcripcion del factor
natriurético atrial (85). Sin embarge, los dimeros FOS/AUN forman un potente complejo
de activacion transcripcional para los genes humanos de la metalotioneina 0 A, la
colagenasa, la coldgena al (HI), la transina o estromeolisina (una metaloproteinasa que
degrada la matriz extracelular) y la proencefalina. Ademds, parece ser que en la mayorfa
de las c€lulas en donde se expresa la proteina FOS también se activan otros genes de las
familias de Fos y Jun, tales como Fral, Fra2, Fosh, Jun, Junb y Jund.

Las secuencias reguladoras de! promotor de fos son (Fig.4) (70):
-26 2 -31 pb: secuencia de caja TATA
-56 a —63 pb: secuencia CRE (cAMP response element)
-76 a -90 pb: secuencia DR (direct repeat), que se requiere junto con la secuencia CRE
para la transcripcién basat del gen.
-73 a —102 pb: elemento de control a retinoblastoma. P105RB suprime la transcripcidn
basal de fos al ser estimulado por suero.
-120 a ~220 pb: secuencia activada por el virus de hepatitis B (HBV), la cual modula la
transcripeién al interaccionar con los sitios SRE y AP-1.
-235a-244pby
-252 a ~260 pb: secuencias reguladoras homélogas a los promotores HSP70.
-291 2 297 pb: sitio de unién API, los heterodimeros FOS-JUN se unen para inhibir la
transcripcién del gen fos. También la protefna FOS interacciona cooperativamente con
JUN para activar otros genes, como el de la estromeolisina, de la metalotioneina 11 A, de

la colagenasa, elc.
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Fig.4 Secuencias reguladoras de los promotores de c-fos. Sehales extracelulares que activan o reprimen la transcripcion del proto-oncogene, c-fos, por medio
de las secuencias reguladorss presentes en sy promotor { ver significado de las siglas en el texto). Se indican ciertas proteinas cinasas; proteina cinasa C (PKC},
proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaM), entre otras, que participan en la expresion del gene (12).
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-297 a -318 pb: secuencia SRE (serum response clement), requerida para la activacién
por suero, PDGF (platelet derived growth factor), TPA (tetradeéanoyl phorbol acetate) o
por EGF (epidermal growth factor). En esta secuencia se sobrelapan varios elementos
reguladores positivos como: SRE-ZBP o SRE-BP que se requieren para obtener una
induccién maxima por suero dei gen fos, o bien elementos que inhiben la transcripcién
del gen, como el factor transcripcional especifico del miisculo MyoD.
-335 a 347 pb: secuencia SIE (v-sis-conditioned medium inducible element)
208 a 218 pb: secuencia FIRE (Fos intragenic regulatory element), es una regidn
reguladora adicional localizada al final del exén 1, capaz de causar una terminacién
prematura de la transcripcion.

En resumen, la expresion del gen fos es regulada por diversos factores de manera

positiva 0 hegativamente.
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ANTECEDENTES

El octapéptido angiotensina I estimula Ja hidrélisis de fosfoinositidos en
asociacién con la fosforilacién en tirosina de la fosfolipasa C-yl en células de musculo
liso vascular de aorta de rata, lo que apoya el concepto de la fosforilacién en tirosina
estimulada por angiotensina I como un evento temprano en la sefial de transduccién (38).

En las células C9 se ha reportado el incremento en calcio intracelular por agentes
externos como 12 exposicién a oxitocina (86), sin embargo el efecto de la angiotensina I
en ¢l mismo pardmetro ain no se ha reportado. Por otra parte, ya se ha observado un
incremento en la produccidn de fosfatos de inositol por angiotensina II en las células C9
(87) y 1al efecto es blogueado por la Sar,, lleg-All (Sarile) y el losartan (Dup753) pero no
por el antagonista PD123319, sugiriendo asi la expresién de receptores para angiotensina
I tipo AT1 en esta linea celular, lo que ha sido confirmado con estudios de asociacién de
ligando radidctivo con '*I-Sarile.

En hepatocitos aislados de rata la angiotensina Il ¥y €l éster de forbol PMA (forbol
12-miristato 13-acetato) inducen la expresién de ¢-fos. En este trabajo se demuestra gue
tal induccién estd regulada por reacciones de fosforilacién y desfosforilacién que
involucran necesariamente a proteinas serinaftreonina y tirosina cinasas, ademds de
proteinas fosfatasas (88). Sin embargo, no se determiné si proteinas G sensibles a la
toxina pertussis participan en el incremento de la expresidn del proto-oncogen inducido
por el octapéptide. Esta ltima interrogante nos llevé a plantear uno de los objetivos del

presente trabajo.
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OBJETIVOS

» Evaluar la expresion de c-fos mediante el efecto de la toxina pertussis sobre

las proteinas Gi/Go al estimular con la hormona angiotensina II.

Ademds como consecuencia directa de los reportes de Marrero, et al (37,38), entre
0tros, sobre la activacién de proteinas cinasas de tirosina o bien de serina/treonina por la

angiotensina I1, nos planteamos el siguiente objetivo:

* Determinar la participacién de proteinas cinasas de serina/treonina ¥y cinasas
de tirosina en la expresién del mensajero del proto-oncogen c-fos inducida por

angiotensina .

Para estudiar los componentes moleculares que wansducen la sefial de

angiotensina II en el hepatocito primero tenfamos que partir de los siguientes objetivos:

*» Selecccionar un sistema adecuado que conserve las caracteristicas bioguimicas

de un sistema in vivo.

* Caracterizar eventos transduccionales que esten ligados a la accién de la

angiotensina IL
Para ello nos propusimos caracterizar en primer #érmino tanto la produccién de

fosfatos de inositol como la liberacién de calcio intracelular inducidos por la angiotensina

en las cé€lulas, epiteliales de higado de rata, C9, en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

El medio F12K (Kaighn's Modification), el suero fetal de bovino, los antibidticos,
la tripsina y otros compuestos utilizados para el cultivo celular son de GIBCO BRL
(Gaithersburg, MD). E! forbol miristato acetato (PMA), la estaurosporina, la angiotensina
I (Asp-Arg-Val-Tyr-Tle-His-Pro-Phe-His-Leu); la angiotensina I {Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe); la angiotensina IMI {Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe); Ia angiotensina IV (Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe) son de Sigma Chemical Co.(St.Louis, MO). Ei Dup753, el
PD123177 y la adenina dinucleotido nicotinamida £*2P] (300 Ci/mmol) son de Dupont de
Nemours & Co.Inc. El dCTP [*’P] (3000 Ci/mmol) es de New England Nuclear (NEN™)
Life Science Products. El mio-[2->H]inositol (22.9 Ci/mmol) es de NEN™ (Boston,MA).
El Fura-2/AM- Molecular Probes (Eugene,0OR). EL RNA PCR GeneAmp Kit es de
Perkin Elmer Roche Molecular Systems, Inc.{Branchburg, New Jersey, USA)La
genisteina es de Research Biochemicals International. La linea celutar C9 es de American

Type Culture Collection.
Mediciones de Calcio intracelniar.

Para cuantificar la concentracién de calcio intracelular [Ca®*);, las células C9
subconfluentes se preincuban 24 hrs en medio F12K con 1% de suero, para todos los
ensayos. Para los experimentos con toxina pertussis (Ptx) también se incuban las células
por 24 hrs con 1 pg de la toxina. Posteriormente se incuban con 5 M de Fura-2/AM a
37°C por 1 hr. Después se lavan con una soluci6n amortiguadora de Krebs-Ringer-
HEPES pH=7 4, se desprenden de las cajas con un gendarme y se lavan tres veces con la
misma solucién amortiguadora mediante fa centrifugacién para efiminar ef colorante que
no se incorpord. Las células se resuspenden en la misma solucién y se mide la
fluorescencia en agitacién constante a 37° C en un espectrofotémetro luminiscente
(AMINCO-Bowman Series2) a 340 nm y 380 nm de excitacién y a 510 nm de emisién.
La concentracién de calcio intracelular se calcula a partic de la relacién entre la

fluorescencia mdxima y minima de acuerdo con la ecuacion [Ca**} = Kd [(R-Rmin) /
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(Rmix-R)][Sf/Sb,]. Donde Kd representa la constante de afinidad del Fura-2 por el
calcio (224 nM), R la lectura de fluorescencia en unjdades arbitrarias, Rmin representa la
fluorescencia minima obtenida al adicionar EGTA 5 mM y Rmdax es la fluorescencia
mixima obtenida al lisar las células con tritén x-100 al 10 %. §f2 y $b2 son log
coeficientes de proporcionalidad del Fura-2 libre y el unido al calcio en ia longitud de

onda 2, respectivamente (89).

Extraccion de ARN.

Se realizan extracciones de ARN total de acuerdo a la metodologia descrita por
Chomezynski y Sacchi, 1987 (90). La extraccién del ARN se hace con tiocianato de
guanidina 4M, fenol, acetato de sodio 2M pH=4, B—mercaptoetanol, cloroforme y alcohol
isoamilico. EI ARN se obtiene al precipitar con isopropano] Y se lava con etanol, las
pastillas obtenidas se resuspenden en agua con dietilpirocarbonato y se cuantifican con un
espectrofotémetro Beckman DU 650 por medio del coeficiente 260/280. El ARN se
analiza por electroforesis en geles de agarosa con formaldehido y su tincién con bromuro

de etidio.
Mediciones del ARNm de c-fos y GAPDH por el método de RT-PCR.

La expresién del mensajero del proto-oncogen c¢-fos se determina al realizar
reacciones en cadena de la polimerasa y transcriptasa reversa de la sigutente manera: la
primera cadena de cDNA se sintetiza utilizando ARN total como templado. El ARN total
{5 pg) se incuba a 42°C durante | hr con una mezcla, en un volumen total de 20 ul, de 2.5
U de Transcriptasa Reversa MulV, 1X RT solucidn amortiguadora, SmM de MgCl,,
ImM de cada dNTP's, | puC de dCTP [*’P} con uma actividad especifica de 3000
Ciymmol, 1 U de inhibidor de ARNasa y 0.75 pM de los oligonucleétidos antisentido (5'-
agtagattggeaatcteggt-3" para c-fos y 5'-agatccacaacggatacatt-3' para GAPDH). Para la

reaccién de amplificacién (PCR) los productos de RT (20 ul) se mezclan (en un volumen
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final de 100 pl) con 2mM de MgCl,, 1X PCR solucién amortiguadora I, agua con
dietilpirocarbonato, 2.5 U de DNA Polimerasa Amplitaq ¥y 0.15 pM de los
oligonucledtidos sentido (5’-cacgaccatgatgtictcgg-3’ para c-fos y 3’-tcceicaagattgtcageaa-
3’ para GAPDH). Los ciclos de amplificacién para c-fos (35 ciclos) y para GAPDH (25
ciclos) se realizan bajo las siguientes condiciones; 1) Desnaturalizacién a 95°C durante !
min, 2} Alineamiento de los aligonuclestidos a 55°C durante | min, 3) Extensién de los
oligonucleétidos a 72°C durante 1.5 min. El tamafio de los productos de RT-PCR que se
obtienen para c-fos es de 567 pb, que corresponde a las bases 128-695 del cDNA de c-fos,
y para GAPDH es de 309 pb, que corresponde a las bases 506-814 del ARNm de
GAPDH. La especificidad de a reaccién de RT-PCR para c-fos se verifica al secuenciar
el producto de PCR por métodos de secuenciacién directos, Los resultados se cuantifican
por densitometria con la ayuda del Phosphoimager-Storm. Los productos de RT-PCR se
corren en geles de acrilamida al 7.5 % los cuales se tifien con bromuro de etidio, se secan

¥ exponen en placas autoradiogréficas X-OMAT (Kodak) a 80 °C de 4-8 hrs.
ADP-Ribositacién.

La ADP-ribosilacién de proteinas se determina por 1a transferencia de ADP-ribosa
[**P} del NAD* 2 una cisteina en el carboxilo terminal de las subunidades alfa de las
proteinas G. Las proteinas modificadas se visnalizan por autoradiografia después de 1a
separacién de estas por SDS-PAGE. La reaccion de ADP-ribosilacién se realiza al
mezclar en un volumen final de 100 pl: 250 mM de fosfato de potasio, 20 mM de
timidina y arginina, 5 mM de MgCl,, 1mM de ATP, 10 uM de NAD’, 15 mM de NADP®,
10 mM de GTP, 10 uCi de NAD* [*’P] con una actividad especifica de 800 Cifmmol, 1a
toxina pertussis activada previamente con DTT y las muestras o membranas substrato
(91). Se incuba a 30°C durante 1 hr ¥y la reaccién se detiene con una solucién fria de 250
mM KH,PO,, las muestras son centrifugadas a 12,500 g. Los sobrenadantes se desechan
cuidadosamente y se resuspenden las pastillas en solucién Laemli. Asi, las proteinas

ADP-ribosiladas se analizan por SDS-PAGE.
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Produccién de fosfatos de inositol.

Las células se preincuban con medio con 6 pCi/ml de mioinositol [*H] con una
actividad especifica de 22.9 Ci/mmol y suero bovino fetal al 1 % durante 24 hrs. Al dia
siguiente se retira el medio de marcaje radidctivo y se lavan las células dos veces con 1X
de PBS y se dejan incubando en solucién Krebs-Ringer-Hepes con calcio 1.3 mM, 10
mM de cloruro de litio y angiotensina I con o sin losartan {Dup753). La incubacidn de
estimulacién se detiene con 4cido perclérico frio al 30 %. Después de esto a las muestras
se les adiciona una solucidn alcalina de 1.5 M KOH, 75 mM HEPES de manera que se
obtenga un pH=7.3-7.8. Las muestras se centrifugan a 8,500 rpm durante 10 minutos en
una centrifugadora Beckman TJ-6, los sobrenadantes resuliantes se eluyen en columnas
Dowex de intercambio ani6nico (resina AGIX8) (92). Se recolectan las fracciones
eluidas de los diferentes inositoles GPI, IPy, 1P, IP,, sc les agrega liquido de centelleo y

se les mide las emisiones radidctivas en un contador de centelleo.

RESULTADOS

Las células €9 liberan calcio de los reservorios intracelulares de manera
diferencial cuando son estimuladas por las hormonas angiotensina 1 {Asp-Arg-Val-Tyr-
lle-His-Pro-Phe-His-Leu),  angiotensina I {Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe),
angiotensina [l (Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe), 6 angiotensina 1V {Val-Tyr-Be-His-Pro-
Phe). Asi, el orden de potencia de las diferentes angiotensinas utilizadas es el siguiente:
All = Al >> AT> AIV ¥ los valores de ECsoson: All= 5 nM, Alll= 7 nM, Al= 300 nM,
AIV= 500 nM (Fig. la). La respuesta méxima que se alcanza en todos los casos es de

aproximadamente dos y media veces mayor con respecto a la concentracién del basal.

Ademds se probaron diferentes concentraciones de Dup753 y PD123177 (Fig. 1b)
para caracterizar ¢l efecto que ejercen estos antagonistas sobre la respuesta producida por

0.1 UM de angiotensina IT y se observo un blogqueo total dependiente de la dosis en el caso
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Fig.1 Efecto de los agonistas ¥ antagonistas en la concentracién de calcio intracelular [Ca®]; en las
células C9. )

Panel A. Las células se incubaron con diferentes concentraciones de angiotensina If (circulos
obscuros), angiotensina 1 (trigngulos obscuros), angiotensina 1 (cuadros obscuras) o angjotensina IV
(rombos obscuros). Los datos sc presentan como porcentaje de la [Ca’*]i basal la cual fue de 137 + 5 nM.
Panel B. Las células sc incubaron con la concentracién indicada de Dup753 (circulos claros) o PD123177
{cuadros ctaros) y se estimufaron -2 minutos después con angiotensina IT 100 nM. Los datos se presenian
como porcentaje del efecto de angiotensina 11, Panel C. Las células se incubaron con 10 eM Dup753 0 10
uM de PD123177 por | min. ¥y se estimularon con [ uM de angiotensina I (barras claras), 100 nM
angiotensina I (barras obscuras), 100 nM angiotensina III (barras rayadas) o 10 uM angioenisna 1V
(barras punteadas), Los datos s¢ presentan como porcentaje del efecto de cada angiotensina en ausencia del
antagonista. En todos los casos s¢ grafican los promedios y sus respectivos errores estdndares de 5-7
experimentos de distintas preparaciones celulares,
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de Dup753 (ICso =100 nM, Ki =4.7 nM) y un efecto nulo en el blogueo por PD123177, 1o
cual nos sugiere fuertemente que la respuesta de liberacién de calcio intracelular €s

mediada a través de receptores de angiotensina tipo AT,.

Todas las respuestas de liberacién de calcio intracelular obtenidas al estimular las
células con las distintas angiotensinas son bloqueadas con 10 M de losartan (Dup753,
antagonista selectivo por los receptores AT;) y no con 0.1 MM de PD123177 (Fig. 1¢), lo

cual confirma la participaci6n de receptores tipo AT, .

Para caracterizar el o los mecanismos transduccionales acoplados a lIa activacién
del receptor para angiotensina en esta linea celular, se midi6 el segundo mensajero
fosfatidilinositol (1,4,5)-trifosfato (IP3), as{ como sus precursores IP; e IP; (Fig. 2). Se
observé un incremento de 0.5 hasta dos veces en Ia produccion de los fosfatos de inositol
sobre el basal cuando las células fueron estimuladas con angiotensina I 10 uM por 30
segundos, y tal aumento fue bloqueado totalmente cuando se utilizé el antagonista

losartan (Dup753) 100 uM. El antagonista por sf solo no tuvo efecto en este pardmetro.

Los resultados antes mencionados, tanto el orden de potencia de las diferentes
angiotensinas como el efecto de los agonistas y antagonistas sobre el incremento en la
concentracion del calcio intracelular y en la produccién de los fosfatos de inositol, nos
indican que los receptores responsables de mediar la respuesta inducida por angiotensina
muy probablemente pertenecen a la familia de los AT, y no de los ATy, y que estos
receptores se acoplan al mecanismo transduccional de produccién de fosfoinositidos-

liberacién de calcio intracelular, como se ha observado en hepatocitos aislados de rata
(88).

Por otra parte, en este tipo cetular se incrementa la expresién del ARN mensajero
del proto-oncogen c-fos de manera dependiente de Ja dosis a estimular con angiolensina
01, y se obtiene una respuesta méxima a una concentracién de 0.1 UM a los 45 minutos
(Fig. 3a y Fig. 3b). Con el uso de los ahtagonistas losartan (Dup753) y PD123177, como
herramienta para distinguir entre los subtipos de receptores de manera similar a lo
obtenido para los pardmetros concentracion de calcio intracelular y produccién de los

fosfatos de inositol, se pudo observar una caida en el incremento del ARNm de c-fos
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Fig.2 Efecto de angiotensina I y Dup753 en la preduccion de los fosfatos de inositol,

Las células marcadas con {°H]Inositel se incubaron: sin ningiin agente (BASAL, bamas claras),
con angiotensina 1 100 nM (AIL barras obscuras) o con Dup753 10 uM + angiotensina I 100 nM (+
Dup753, barras rayadas}. Se graficaron los promedios y emores

estdndares de 4 experimentos con
preparaciones celulares diferentes.
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Fig.3 Efecto de angiotensina Il y antagonistas en {a expresién de ¢c-fos.

Panel A. Las células se incubaron con angiotensina II 100 nM a distintos tiempos. Panel B. Las
células se incubaron por 45 min. con diferentes concentraciones de angiotensina 11. Panel C. Las células se
incubaron: sin ningtin agente (BASAL, barra clara), con angiotensina 11 100 nM (ALL barra obscura), con
angiotensina [I 100 nM + Dup753 10 uM (ATl + Dup753, barra rayada) o angiotensina II (00 nM +
PDI123177 10 uM (AH + Pd{23177, barra punteada). Los datos se presentan como relacién de c-fos |
GAPDH que se considero como 1 (100 %) en ausencia de cualquier estimulo. Los datos son los promedios
y errores estdndares de 4-7 experimentos de diferentes preparaciones celuiarcs. También se presentan las
autoradiograffas representativas.
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inducido por angiotensina II 100 nM debida al losartan {Dup753) cuando se utilizé 100
mM, a diferencia del PD123177 100 mM, el cual no ejercié ningiin efecto sobre el
incremento de este mensajero por angiotensina X (Fig. 3c). Asi, los receptores AT,
parecen estar también regulando la induccién de la expresién del proto-oncogen c-fos por

angiotensina II.

Para determinar si los efectos de la angiotensina II son mediados a través de las
proteinas Gi/Gy, las cuales son sensibles a la toxina pertussis, se preincubaron las células
con esta (1ug) durante 24 hrs. Lo que observamos es que no hay ningiin efecto de la
toxina en la liberacién de calcio intracelular (Fig. 4a), ni tampoco en la expresién del
proto-oncogen c-fos inducidas por las diferentes angiotensinas (Fig. 4b). Esto nos indica
que la proteinas Gi/Gy, u otras sensibles a la toxina, no estén participando en la cascada
transduccional que induce la expresion de c-fos. Los resultados obtenidos hasta el
momento confirman Ja induccién de la expresién de c-fos por angiotensina II a través,
muy probablemente, del sistema transduccional de produccién de fosfoinositidos-

* liberacién de calcio intracelular, mediado por proteinas G insensibles a PTX como Gq.

Para demostrar que la toxina es activa y est4 ADP-ribosilando correctamente a las
proteinas Gi/Go, se realizé el ensayo de ADP-ribosilacién con membranas extraidas de las
células C9, sometidas o no a pretratamiento con la toxina pertussis. Como se puede
observar en la Fig. 4¢, al pretratar las células con PTX la [*2P] ADP-ribosilacién se

bloquea por completo en fas membranas incubadas con Ia toxina in vitro,

Los siguientes experimentos se realizaron con la finalidad de determinar si
proteinas cinasas de serina/treonina (como la protefna cinasa C), y/o proteinas cinasas de
tirosina, estdn siendo activadas por la angiotensina II para inducir 1a expresién del proto-

oncogen ¢-fos en las células C9.

En un primer enfoque se realizaron experimentos con células pretratadas y no pretratadas
con un €ster de forbol (PMA, el cual mimetiza la accién del diacilglicerol, activador
endGgeno de la PKC) que, mediante incubaciones prolongadas, inactiva a la mayoria de
las isoformas de PKC o bien, a las isoformas sensibles a este agente. Las células se

incubaron toda la noche con PMA 1M para estimularlas al dia siguiente con
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Fig.4 Efecto de Ia toxina pertussis en las acciones de la angiotensina en la concentracién del calcio
intracelular y I3 expresién del ARNm de c-fos.

Panel A, Las células tratadas con toxina pertussis se incubaron con angiotensina [ 1 uM (Al barra
clara), con angiotensina Il 100 nM (All, barra obscura), con angiotensina I 100 nM (Al!], barra rayada), o
angiotensina LV 10 uM (A1V, barra punteada).Se agregd Dup7533 10 uM donde se indica ! min. antes de los
agonistas, Los datos se presentan como porcentaje de |a [Ca™); basal 1a cual fue de 120 + 7 nM. Pane! B.
Las células se preincubaron en ausencia o presencia de la toxina pertussis (PTX) y se estimularon con
angiotensina 1! 100 nM (barras obscuras) o con PMA i uM (barras rayadas). Los datos son los promedios y
errores estindares de 4-7 experimentos de diferentes preparaciones celulares. También se presentan tas
autoradiografias representativas, Panel C. Autoradiografia representativa de un ensayo de ADP-
ribosilacidn catalizado por la toxina pertussis en membranas de células preincubadas toda la noche en
ausencia (-----) o presencia de [a toxina pertussis.
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angiotensina I 100 ntM y PMA 1M y asi poder medir la expresién de e-fos con la ayuda
de la técnica RT-PCR. Se observé una disminucién parcial del efecto de la angiotensina II
y del PMA en la expresién de c-fos en las células pretratadas con PMA toda la noche
(Fig. 5b) si se les compara con las células no pretratadas (Fig. 5a). Con respecto a la
disminucién parcial observada con angiotensina II en las células pretratadas, si bien la
PKC estd siendo activada por la angiotensina II para inducir la expresidn de c-fos, a través
del mecanismo transduccional de producci6n de fosfatos de inositol-iiberacién de calcio
intracelular, probablemente no es la tinica cinasa que estd siendo activada para tal efecio

como puede observarse en la Fig. 5b debido a la expresién residual de c-fos.

En un segundo enfoque se hicieron experimentos en los cuales se utilizaron
inhibidores de proteinas cinasas, como la estaurosporina (que inhibe cinasas que
fosforilan en residuos de serina y treonina) y la genisteina (que inhibe cinasas que
fosforilan en residuos de tirosina), para determinar la participacién de unas proteinas
cinasas u otras, ¢ bien de ambas, en la induccién de la expresin de c-fos por angiotensina
en esta Mnea celular. Como se puede observar en la figura 5c, el efecto de la angiotensing
I sobre [a expresi6n de c-fos es blogueade casi en su totalidad cuando se preincuban las
células con estaurosporina, caso contrario cuando se incuban las ¢élulas con genisteina,

en donde ia expresién de ¢-fos es muy simifar a la inducida con angiotensina sola,

Con estos resultados y los descritos anteriormente de Jos experimentos en los que
se pretrataron las células con PMA toda la noche (Fig. 5), se puede concluir que las
proteinas cinasas de serina/treonina, particularmente la PKC, estd siendo activada por la
angiotensina Il y es la principal responsable de la induccién de la expresién de c-fos,
aungue no es la dnica. Existe, por tanto, una contribucién menor de proteinas cinasas
distintas a fa PKC como Io indica la cafda parcial (55 %) de ia expresion de c-fos
inducida por angiotensina en las células pretratadas con PMA toda la noche (Fig. 5b), asi
como la pequefia expresion residual de c-fos cuando se preincuban fas células con

estaurosporina (Fig. 5¢).

Finalmente, la expresién de c-fos observada cuando se estimula con PMA en células

incubadas y no incubadas con los inhibidores de proteinas cinasas, es la esperada en
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Fig.5 Efecto del PMA y angiotensina IE en La expresién del ARNm de c-fos.

Paneles A y B. Las células se preincubaron en ausencia o presencia de PMA | uM durante 24 hes.
Las células se lavaron y estimularon con angiotensina Il [00 nM (barras obscuras) o PMA 1 uM (barras
rayadas). Panel C. Las células se incubaron con los agonistas en ausencia y presencia de estaurosporina |
uM (+ES) o genisteina 3 uM {+GEN). Los datos son los promedios y ervores estdndares de 4-7
experimentos de diferentes preparaciones celulares. También se presentan las aworadiografias
representativas,
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cuanto a que la estaurosporina disminuye la expresién de c-fos en su totalidad, mientras
que |a genistefna no la afecta en nada. De esta manera, estas condiciones nos sirven como

controles del efecto que tienen los inhibidores en 1a induccién de c-fos por angiotensina
I

DISCUSION

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y en contraste con los estudios
en cultivos primarios de hepatocitos, se puede decir que las células C9 son un buen
modelo para estudiar las acciones de la angiotensina II y se debe a que los hepatocitos en
cultivos primarios reducen su nimero de receptores (93), lo cual no permite estudiar los

efectos de la angiotensina I1.

En las células C9, 1a angiotensina H induce un rdpido incremento tanto en la
concentracién de calcio intracelular como en la produccién de fosfatos de inositol. El
orden de potencia de las diferentes angiotensinas fue el esperado para un receptor de
angiotensina, y como el losartan (Dup753) inhibis eficazmente las acciones de las
diferentes angiotensinas con una afinidad aparente muy alta, de acuerdo al valor de la K;
obtenida, ¢l subtipo de receptor que es activado por la angiotensina II en esta lfnea celular
corresponde a Ia familia de los receptores AT). Estos datos son similares a los obtenidos

en hepatocitos de rata (94,95).

Ya se ha reportado la expresién de proto-oncogenes en respuesta a una gran
variedad de agentes y/o mensajeros celulares. En el higado de rata, se ha demostrado el
incremento en la expresién de los proto-oncogenes c-fos, c-myc y c-ras durante la
carcinogénesis, la regeneracién hepética y el dafio hepitico generalizado {96). También se
ha observado el aumento en la expresién de estos proto-oncogenes durante las fases
iniciales del cultivo de hepatocitos normales de rata adulta {97). Ademis, en hepatocitos
aislados de rata (96), la expresién de c-fos se induce cuando las células son estimuladas
con angiotensina Il o el éster de forbol, PMA. Sin embargo, la manera en que ocurre el

aumento en Ja expresién del proto-oncogen es diferente a como sucede en 1a linea C9. Es
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decir, hay evidencia de que protefnas cinasas (Ser/Thr) y cinasas (Tyr) estdn siendo
activadas por PMA y angiotensina II para aumentar la expresitén de c-fos en hepatocitos
aislados de rata (96), mientras que en el caso de la linea celular C9, Ias proteinas cinasas
involucradas son del tipo Ser/Thr y no de Tyr. Las evidencias de esto estdn dadas por los
experimentos en los que se preincuban las células C9 con genisteina (inhibidor de
protefnas cinasas en tiresina) y no se ve modificacién alguna en €} incremento de c-fos
inducido tanto por angiotensina I como por PMA. En contraste, con los experimentos
hechos en los hepatocitos aislados de rata se observé que la genisteina inhibié de manera
dependiente de la dosis los efectos de ambos agenies, blogueando el efecto de la

angiotensina II casi por completo, mientras que el PMA solo parcialmente.

En cuanto a la expresién de! ARNm de c-fos en las células C9, que fue de
particular interés en este trabajo, las curvas de dosis respuesta y curso temporal de la
angiotensina I fueron similares a las obtenidas en hepatocitos aislados por perfusion del
higado de rata (98). Ademds, la capacidad del losartan (Dup?53) y no de PD123177 para
bloguear la expresion del mensajero, indica claramente que en las células C9 éste efecto
es mediado a través de receptores AT, como se observé también en células frescas

aisladas del higado de rata (98).

Resulta interesante que la toxina pertussis sea capaz de inhibir el efecto que tiene
la angiotensina II sobre la sintesis y expresion del angiotensinégeno en hepatocitos
aislados de rata, ya que al incubar los hepatocitos con Ia toxina, tanto el incremento del
ARNm del angiotensinégeno inducido por la angiotensina I como la disminucién de jos

niveles de AMPc son blogueados por completo (99,100).

Los experimentos del presente trabajo con toxina pertussis, nos dan informacion
importante en cuanto a la participacién o no de proteinas G sensibles a la misma, como
GifGp, en el incremente de la expresién de! ARNm de c-fos por angiotensina 1. Este
aspecto no se habia podido determinar anteriormente en hepatocitos de rata debido, sobre
todo, a la toxicidad que produce Ia toxina en el organismo a causa de los tratamientos
crénicos necesarios para que la toxina ejerza sus acciones, o bien, tenga efecto. Asi, en

las células €9, la capacidad de la angiotensina [T para incrementar la expresién del
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mensajero de c-fos fue independiente o insensible a la toxina pertussis, sugiriéndo
fuertemente que las proteinas Gi/Gg no estdn involucradas en este efecto, y que muy

probablemente es una proteina del tipo Gq la que estd participando.

Actualmente los cventos de fosforilacién y desfosforilacién protéica son procesos
bioquimicos estudiados con cierta profundidad para comprender los diferentes
mecanismos de transduccién celular, a través de los cuales la célula regula sy
metabolismo. Por ejemplo, la fosforilacion de residuos de serina y treonina en proteinas
clave es esencial para ly regulacién de diferentes rtas metabélicas como el metabolismo
del glucégeno, la biosinlesis de proteinas y la transduccién de mensajes a través de

receplores transmembranales en las células, entre otros.

Por otra parte, In {osforitacién en residuvs de tirosina de ciertas proteinas, también
necesaria para regular ¢l metabolismo celuker, ha sido estudiada ampliamente en el
control de la proliferacién celular y en los mecanismos transduccionales mediados por
receptores que responden a una gran variedad de hormonas, como por ejemplo receptores

a factores de crecimiento, 5 citocinas, a mitdgenos, etc.

Actualmente hay cvidencia tanto de la activacién de protefnas cinasas en tirosina,
principalmente a largo plazo (38,101,102,103). como de proteinas cinasas en serina y

treonina (activacién temprana de la PKC) por angiotensina II.

En este trabajo, con los experimentos dv estaurosporina y los pretratamientos con
un éster de forbol durante toda 1a noche. se concluye que la PKC participa de forma
mayoritaria en los efectos que gjerce la angiotensina I sobre la expresién de c-fos
concretamente, en las célylas C9. Ahora bien. €l hecho de que la estaurosporina sea un
inhibidor relativamente sclective para ta PKC y pueda inhibir otras cinasas distintas a
ésta, plantea la posibilidad de que otrus cinasas pudieran estar involucradas en las
acciones de angiotensina Ii. Las cinasas en irosina no serfan buenos candidatos debido a
que en los experimentos, en donde se utilizé 1a genisteina, no se observé ningin efecto
sobre la acci6én de angiotensina. Por tanle, otras cinasas diferentes a 1a familia de [a PKC

sensibles a la estaurosporina, serfan mejores candidatos.
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CONCLUSION

En resumen, con los datos obtenidos de los expcﬁmqntos realizados en este
trabajo se concluye que en la Jinea celular C9 (epitelial de higadd de rata) la angiotensina
I estimula la produccidn de fosfatos de inositol ¥ la liberacién de calcio intracelular, via
receptores de la familia ATy De tal mancra que los receptores para angiotensina 11
transducen la sefial del octapéptido al acoplarse al sistema transduccional de recambio de

fosfoinositidos-liberacién de calcio intracelular.

Por otra parte, tanto la angiotensina II como el éster de forbol, PMA, inducen un
aumento en Ja expresién del ARNm del proto-oncogen c-fos, aunque con distinta
magaitud (6 + 0.87 y 3.1 + 0.5 veces sobre €] basal, respectivamente), y este aumento en
la expresitn de ¢-fos involucra la participacién de protefnas cinasas de serina ¥ treonina
como la PKC, y no de proteinas cinasas de tirosina.

De los experimentos en los cuales las células fueron pretratadas con toxina
pertussis, se deduce que protefnas G (Gy/o) sensibles a 1a toxina no estdn participando en
ninguna de las acciones producidas por la angiotensina II que fueron cuantificadas en este
trabajo.

Finalmente, puede considerarse la linea celular C9 de origen hepitico como un
buen modelo para estudiar las acciones de la hormona angiotensina II, en contraste con
los cultives prirarios de hepatocitos o bien con los hepatocitos aislados al perfundir el

organo.
PERSPECTIVAS

Al estudiar la manera en que una célula hepitica transduce un mensaje
extracelular para realizar una determinada funcién como la proliferacién celular o ]a
regulacién -del metabolismo hepitico, resuita indispensable tratar de identificar Jos
factores y mecanismos intracelulares que estan involucrados en la transduccién de sefiales
extraceluiares.

Dado que la angiotensina IT acta en diferentes érganos blanco (higada, rifidn,

gléndula suprarrenal) y estd involucrada en distintas y muy variadas acciones repulatorias
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del sistema neuroenddcrino, es necesario tener un modelo celular adecuado para estudiar
los efectos de la angiotensina I y la manera en que éstos son producidos. Asi, al haber
caracterizado someramente uno de los mecanismos transduccionales al cual se acopla el
receptor para angiotensina II en esta linea celular, se provec de herramientas para
estudiar, por ejemplo, la comunicacién cruzada que existe entre diferentes mecanismos
transduccionales, o bien, otros aspectos interesantes como lo es la modulacidn del
receptor para angiotensina; es decir, la desensibilizacién homdéloga y heterdloga por
fosforilacién de algunos residuos localizados en el extremo carboxilo terminal del

receptor.
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