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Resumen

La angiotensina Il (ANG II) y el péptido natriurético auricular (PNA) son péptidos vasoactivos con acciones biologicas
ampliamente conocidas y otras emergentes, como son el control del crecimiento y la diferenciacion neuronal. Estos
dos sistemas peptidérgicos son antagonistas fisioldgicos y se postula que su interaccion puede ocurrir a nivel de las
vias de senalizacion intracelular. Se ha propuesto la participacion de mecanismos de fosforilacién y desfosforilacion
en dicho antagonismo. En el presente trabajo evaluamos las acciones que ejercen la ANG Il y el CGP 41221A (CGP),
dos ligandos del receptor AT,, sobre la sintesis de GMPc basal o la inducida por el PNA, en la oliva inferior de ratas de
12 dias de nacidas. Nuestros hallazgos apoyan la interaccion, ya que demuestran que cuando se anaden ligandos
como la ANG Il y el CGP a la preparacion de la oliva inferior de ratas de 12 dias de nacidas se reduce la produccion
de GMPc, tanto basal como estimulada por el PNA. Desde que estos efectos fueron inhibidos tanto por el ortovanada-
to de sodio como por el acido okadaico, se sugiere que mecanismos de desfosforilacion mediada por fosfatasas,
tanto del tipo PTPasas como PP2A, pueden estar involucrados.
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Abstract

Angiotensin II (ANG II) and the atrial natriuretic peptide (PNA) are vasoactives peptides with a broad and well esta-
blished diversity of biological actions and other emergent ones such are the control of the growth and the neuronal
differentiation. These two peptidergic systems are physiological antagonists and it is postulated that the interaction
among them could be at the level of their intracellular signaling pathways. It has been proposed that phosphorilation
and dephosphorilation reactions mediate this antagonism. In the present work we evaluate the actions of ANG Il and
the CGP 41221A, two ligands which selective bind AT, receptor, on the basal or PNA-induced cGMP synthesis, in the
inferior olive of the 12 days born rats. Our results are in favor of this interaction since when the ligands are added to
the inferior olive preparation, a reduction in basal and PNA-stimulated cGMP production is observed. Since these
effects were inhibited by sodium ortovanadato and by okadaic acid, it is suggested the involvement of phosphatases
of the PTPasas and PP2A type.
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INTRODUCCION

La angiotensina Il (ANG II), el octapéptido biol6-
gicamente activo del sistema renina-angiotensina,
posee una amplia variedad de acciones en los siste-
mas bioldgicos. Aunque la mayoria de las acciones
conocidas de la ANG II estan relacionadas con el

control de la secrecion hormonal, de la presion arte-
rial y la homeostasis de fluidos, la evidencia reciente
sugiere que las acciones centrales de la angiotensina
Il abarcan aspectos relacionados con la modulacién
del estrés, del comportamiento sexual, del aprendi-
zaje y la memoria, de la migracién celular y de la
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sinaptogénesis neuronal (Pan, 2004; von Bohlen y
Albrech, 2006; Daniels y col., 2007).

La ANG II ejerce sus diferentes acciones en los
tejidos blancos mediante la interaccién con recepto-
res de membrana. La heterogeneidad de los recepto-
res de la ANG II tiene importantes implicaciones
fisiolégicas y farmacologicas. Los dos subtipos de
receptores de la ANG II, el AT, y el AT,, pertenecen a
la superfamilia de receptores heptahelicales (Bum-
pus y col., 1991), y ambos unen a la angiotensina Il
con igual afinidad; sin embargo, los residuos homoé-
logos entre ellos son de apenas 30% y difieren signi-
ficativamente en sus mecanismos de senalizacion
(von Bohlen y Albrecht, 2006; Metha y Griendling,
2006; Daniels y col., 2007).

La mayoria de los efectos centrales conocidos
de la ANG Il estan mediados por el subtipo de re-
ceptor AT,, localizado en areas relacionadas con la
regulacion de la presion arterial, la homeostasis de
los fluidos y electrolitos y la liberacibn de hormonas
(Saavedray col., 1992; Daniels y col., 2007). Del mis-
mo modo existe evidencia substancial de que la ANG
II, via este subtipo de receptor, actiia como factor de
crecimiento, mediado por diferentes vias de senaliza-
cion (Bedecs y col., 1997; Ishida y col., 1998).

Asimismo se han atribuido a la estimulacion del
receptor AT; mecanismos de senalizacién tales co-
mo la estimulacién de la fosfolipasa C (mediada por
proteinas G), la produccién de inositol 1,4,5-tri-
fosfato y diacilglicerol, la movilizacion de Ca** intra-
celular (Alexander y col., 1985), la inhibicién de la
actividad de la adenilil ciclasa, el incremento del
GMPc intracelular, la liberacién de acido araquidoni-
co y prostaciclinas, y la activacion de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Timmer-
mans y col., 1993).

La funcion de los receptores AT,, sin embargo,
permanece elusiva y controversial. Los receptores
AT, han sido senalados como responsables de la
diferenciacion celular, de la regeneracion neuronal y
tisular (Stroth y col., 1998), promueven la regenera-
ciéon axonal (Lucius y col., 1998) y su activacion re-
sulta en la inhibicién del crecimiento y promociéon
de la apoptosis (Schmitz y Berk, 1997).

Los receptores AT, estan ampliamente expresa-
dos en areas del cerebro adulto relacionadas con el
aprendizaje y el control de la actividad motora (Tsut-
sumi y Saavedra, 1991; Wright y Harding, 1995). Se
ha reportado la presencia de inmunorreactividad a la
ANG II en las neuronas cerebelosas (Erdmann y col.,
1996), asi como la presencia de ambos subtipos de
receptores en ratas de dos semanas de nacidas
(Tsutsumi y col., 1993, Johren y col., 1996). Adicio-
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nalmente, Nuyt y col. (1999) demostraron que el
ARNm para el AT, persiste hasta la madurez cerebral
en nucleos relacionados con las funciones motoras
y con la integracién sensorial. Mientras que estudios
recientes han demostrado la presencia de mutacio-
nes del receptor AT, localizadas en el cromosoma X
de pacientes masculinos con retraso mental (Ver-
voort y col., 2002), y la presencia de anomalias neu-
rologicas centrales en ratones AT,KO, deficientes en
el receptor AT, (Ichiki y col., 1995), sugiriendo que
el gen del receptor AT, esta involucrado en el desa-
rrollo cerebral y el desarrollo neuronal.

Los receptores AT, de la angiotensina Il se expre-
san abundantemente en el cerebro fetal, donde
probablemente contribuyen al desarrollo cerebral.
Igualmente, éstos receptores son capaces de expre-
sarse en condiciones patologicas con el fin de prote-
ger al cerebro de accidentes cerebrovasculares; sin
embargo, los mecanismos subyacentes a estas accio-
nes no estan claramente dilucidados (Li y col., 2006).

Poco se conoce sobre la senalizacién intracelular
del receptor AT, especificamente en relacién al cre-
cimiento y diferenciacion, sin embargo la evidencia
reciente apoya un papel en la fosforilacion/desfosfo-
rilacion proteica (Marrero y col., 1995; Nahmias y
col., 1995; Ciuffo y col., 1998; Zielinski y col., 2001;
Alvarez y col., 2003). Varios reportes sugieren que el
receptor AT, esta asociado con la modulacion de los
niveles de GMPc. Asi, en cultivos de células neurona-
les del cerebro de ratas de un dia de nacidas, y en
células PC12W, se ha demostrado que la ANG II, via
la estimulacion del receptor AT,, disminuye la activi-
dad de la guanilil ciclasa particulada, postulandose
que este efecto es debido a la estimulacién de la ac-
tividad de fosfotirosina fosfatasas y sugiriendo una
posible interaccion entre el receptor AT, de la ANG II
y los receptores de los péptidos natriuréticos (PNNs)
(Bottariy col., 1992; Brechler y col., 1993).

Adicionalmente a sus acciones inhibitorias sobre
el sistema renina-angiotensina- aldosterona, los estu-
dios recientes han ampliado el conocimiento sobre
el papel homeostatico de los PNs. Se sabe que estos
péptidos modulan las acciones de diversas hormo-
nas, citoquinas y factores de crecimiento. Mas aun,
los PNs contrarrestan los estimulos fibréticos e infla-
matorios responsables de las respuestas de remode-
lacion cardiaca (Molketin, 2003; Holtwick y col.,
2003), promueven el crecimiento 6seo (principal-
mente el PNC) (Chusho y col., 2001; Tamura y col.,
2004; Maack, 2006), juegan un papel importante en
el desarrollo del sistema reproductor (Schulz, 2005)
y poseen un potente efecto lipolitico en los humanos
(Lafontan y col., 2005).
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Las diversas acciones bioldgicas de los péptidos
natriuréticos son mediadas por la unién a sus recep-
tores/guanilil ciclasas A y B, también designados
NPR-A o GC-A y NPR-B o GC-B, mientras que el recep-
tor NPR-C ha sido descrito como un receptor de acla-
ramiento. El PNA se une selectivamente a la GC-A, y
la identificacion de los sitios de unién para este pép-
tido en el sistema nervioso central ha sido muy rele-
vante en cuanto al entendimiento de sus funciones.
En la rata se presenta una alta densidad de recepto-
res para el péptido natriurético auricular en diversos
nucleos relacionados con el control cardiovascular y
neuroendocrino (Kuriharay col., 1987; Brown y Zuo,
1993; Herman y col., 1996). Adicionalmente, me-
diante métodos de hibridizacién in situ se ha repor-
tado la presencia de ARNm para NPR-A y NPR-B en el
cerebelo de la rata (Wilcox y col., 1991) y el mono
(Abdelalim y col., 2007), asi como la presencia de in-
munorreactividad al PNA en neuronas y astrocitos
del cerebelo y del complejo de la oliva inferior en el
humano (McKenzie y col., 2001).

Adicionalmente a sus bien establecidas funcio-
nes en la regulaciéon cardiovascular, neuroendocrina
y del balance electrolitico (Imura y col., 1992; Gut-
kowska y col., 1997; Levin y col., 1998), los PNs pue-
den estar involucrados en varios tipos de plasticidad
neuronal y no neuronal a nivel del sistema nervioso
central. Asi, estos péptidos inhiben la proliferacion
de astrocitos inducida por las MAPKs, via su receptor
NPR-C (Prins y col., 1996), e inhiben la apoptosis de
células PC12 y de las células embrionarias cerebra-
les (Fiscus y col., 2001).

Mas aun, se ha demostrado que transcriptos para
el PNA y el NPR-A, pueden ser regulados hacia arriba
por periodos prolongados en la corteza cerebral de
la rata, en casos de depresion cortical aguda (Wig-
gins y col., 2003), y que el ARNm y los sitios de
union para el PNA estan diferencialmente distribui-
dos durante el desarrollo pre y postnatal en el cere-
bro de la rata (Brown y Zuo 1993, 1995; Ryan y
Gundlach, 1998), sugiriendo un papel para el PNA
en la plasticidad neuronal.

Es bien conocido que el PNA actiia como un an-
tagonista funcional del sistema renina angiotensina,
inhibiendo la secreciéon de renina por el rinén y la
secrecion de aldosterona por la glandula suprarre-
nal. El PNA también antagoniza todos los efectos
conocidos de la ANGQ II, incluyendo la vasoconstric-
cion periférica, la actividad mitogénica y los efectos
dipsogénicos centrales (Maack y col., 1984; Burnet y
col., 1984; Maack, 1986). Muchas son las vias y los
mecanismos implicados en este antagonismo, entre
los cuales se postula la interaccidén a nivel de los
segundos mensajeros.
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Se ha demostrado que los niveles de GMPc pue-
den incrementar o disminuir en diferentes tipos celu-
lares en respuesta a la activacion de los receptores
AT,. Asi, estudios sobre la senalizacion mediada por
el receptor AT, resulta en una reduccion de los nive-
les de GMPc en oocitos de Xenopus (Pulakat y col.,
2002; 2005), en la neointima de ratas posterior a
angioplastia (Moroi y col., 1997), en las células
PC12W (Brechler y col., 1994) y en las células cro-
mafines suprarrenales (Ishii y col., 2001). En las cé-
lulas PC12W se demostré que la activacion del
receptor AT, resulta en inhibicion de la guanilil cicla-
sa particulada (Bottari y col., 1992; Brechler y col.,
1994). En contraste, en las células NG108-15 (Chaki
e Inagami, 1993) y en las células de neuroblastoma
neuro-2A, la activacion de este subtipo de receptor
por accioén de la angiotensina Il resulta en una acti-
vacion de la guanilil ciclasa soluble via la sintesis del
6xido nitrico. Asi, mientras esta clara la capacidad
del receptor AT, de influenciar los niveles de GMPc,
la direccion del cambio de los niveles de este nu-
cledtido ciclico o las moléculas efectoras varia
dependiendo del tipo celular.

Con el fin de esclarecer ain mas la posible sena-
lizacion del receptor AT,, asi como la regulacién de
dicha senalizacion, en el presente estudio evalua-
mos si la angiotensina Il y un ligando del receptor
AT,, el CGP 41221A, afecta la produccion de GMPc
basal o la inducida por el péptido natriurético auricu-
lar, en una estructura cerebral rica en receptores AT,
como lo es la oliva inferior de ratas de 12 dias de
nacidas.

Materiales y Métodos

Ratas Sprague-Dawley, macho, de doce dias de
nacidas (20-23 g), fueron mantenidas bajo periodos
alternativos de luz y oscuridad, con libre acceso a la
leche materna. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion entre las 09:00 y las 10:00 h y los cere-
bros inmediatamente removidos. Se obtuvieron sec-
ciones coronales de cerebro (20 pym) a 4 °C. La oliva
inferior fue obtenida mediante la técnica del punch
utilizando una aguja con un diametro interno de
0,75 mm. El tejido fue rapidamente homogeneizado
en buffer Tris HCI, 50 mM, pH 7,5, conteniendo 1
mM EDTA, 250 mM de sacarosa, 1,6 mM de teofilina
y 50 pg/ml de leupeptina. Se determinaron las pro-
teinas utilizando albuimina sérica de bovino como
patron (Lowry y col., 1951) y el contenido proteico
fue ajustado a 10-20 pg proteina/10 pl. La actividad
de guanilil ciclasa y la cantidad de GMPc formada fue
determinada por radioinmunoensayo (Steiner y col.,
1972) usando un kit comercial de Amersham Corp.
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(Arlington Heights. IL). El analisis estadistico de los
datos se realizé6 mediante analisis de variancia de
una via (ANOVA) y la prueba de Newman Keul. Los
resultados fueron expresados como la media + EEM.
La actividad de guanilil ciclasa es reportada como
pmoles de GMPc formados/5 min/mg de proteina.

Resultados

EFECTOS DE LA ANGIOTENSINA II 0 DEL CGP
42112A SOBRE LA FORMACION DE GMPc,

BASAL Y ESTIMULADO POR EL PEPTIDO NATRIURETICO
AURICULAR EN LA OLIVA INFERIOR DE LA RATA

Como se muestra en la figura 1, en el homoge-
neizado de la oliva inferior de las ratas de 12 dias de
nacidas, la adicion al medio de incubacioén del pépti-
do natriurético auricular (PNA) (10”7 M) incremento
significativamente la formacion de GMPc (56%)
(p<0,01). Por el contrario, la estimulacién con ANG II
(107 M) o con CGP 41221A (108 M) redujo significa-
tivamente la formaciéon del GMPc basal (40% y 50%,
respectivamente, p<0,01). Aln mas, la adicién si-
multanea de la ANG + CGP, produjo una disminucion
en la produccion basal del GMPc de magnitud similar
a la que se observa al adicionar cada uno de los
ligandos en forma individual.

La adicion de la ANG 1l (107 M) o del CGP 42112A
(10® M) al medio de incubacion, redujo el incremen-
to en la formacién de GMPc inducido por el PNA en
un 73% y 40%, respectivamente (p<0,01 y p<0,05).

Finalmente, la adicién del bloqueante del recep-
tor AT, el losartan (107 M), al medio de incubacion
no afecto el nivel basal del nucleétido ciclico, ni la
reduccion de los niveles de GMPc inducidos por la
ANG II (p<0,05).
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Figura 1. Efectos de la angiotensina Il o del CGP 42112A
sobre la formacién de GMPc basal o estimulada por el pépti-
do natriurético auricular en la oliva inferior de la rata. La
produccién del GMPc fue medida en homogeneizados de
oliva inferior de ratas de 12 dias de nacidas. Los valores son
expresados como cambio promedio sobre el basal £ EEM.
PNA (107 M, n=20); ANG II (107 M, n=17); CGP 42112A (108
M, n=10); LOS (107 M, n=6); *p<0.05; **p<0,01 comparado
con el basal.
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EFECTO DEL ORTOVANADATO DE SODIO SOBRE LA
ACCION INHIBITORIA INDUCIDA POR LA ANG II

0 EL CGP 42112A, SOBRE LA FORMACION

DE GMPC BASAL O ESTIMULADA POR EL PNA

Con el fin de evaluar la posibilidad de que proce-
sos de desfosforilacion estén involucrados en la dis-
minucion inducida por la ANG Il de la produccién de
GMPc, estudiamos el efecto del ortovanadato de
sodio (10#M), un inhibidor selectivo de las fosfotiro-
sina fosfatasas (PTPasas). Asi observamos que la
accioén inhibitoria de la ANG 11 y del CGP 42112A
sobre la formacién de GMPc tanto basal como la
inducida por el PNA, fue completamente revertida
por la adicion del ortovanadato de sodio (figura 2).
El ortovanadato de sodio no afecté el efecto estimu-
latorio del PNA sobre la producciéon de GMPc.
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Figura 2. Efecto del ortovanadato de sodio sobre la accién
inhibitoria inducida por la ANG Il o el CGP 42112A, sobre la
formacién de GMPc basal o estimulada por el PNA. La pro-
ducciéon de GMPc fue medida en homogeneizados de oliva
inferior de ratas de 12 dias de nacidas. Las muestras fueron
preincubadas por 10 min a 37 °C en presencia de NazVO,
(104 M). Los resultados son expresados como la media %
EEM del GMPc formado (n=4-7).

EFECTO DEL ACIDO OKADAICO SOBRE LA ACCION
INHIBITORIA INDUCIDA POR LA ANG Il SOBRE

LA FORMACION DE GMPC BASAL O ESTIMULADA
POR EL PNA

A fin de establecer la posible participaciéon de
otros tipos de fosfatasas en la accién de los ligandos
de angiotensina II, se incubo la preparacion en pre-
sencia del acido okadaico, un inhibidor selectivo de
fosfatasas tipo 2A (figura 3). El acido okadaico, po-
tenci6 ligeramente la produccién de GMPc inducida
por el PNA (P>0.05) La adicion del inhibidor previno
la disminucion en la sintesis del nucledétido ciclico
inducida tanto por la ANG Il como por la adicién
simultanea de PNA + ANG II.
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Figura 3. Efecto del acido okadaico sobre la accion inhibito-
ria inducida por la ANG II sobre la formacién de GMPc basal
o estimulada por el PNA. La produccién de GMPc fue medida
en homogeneizados de oliva inferior de ratas de 12 dias de
nacidas. Las muestras fueron preincubadas por 10 min. a 37
°C en presencia de acido okadaico (107 M). Los resultados
son expresados como la media £ EEM del GMPc formado
(n=4-7).

Discusion

La angiotensina Il es un péptido vasoactivo po-
tente que presenta una gran variedad de funciones
en el sistema nervioso central, entre las cuales pode-
mos citar el crecimiento, la diferenciacion y la madu-
racion neuronal. Se ha sugerido un papel de la ANG II
en el desarrollo neurobioldgico, en el cual resulta de
importancia la regulacion de la ordenacion espacial
de las conexiones (von Bohlen y Halbach, 2006). La
evidencia apunta a un papel del receptor AT, cerebral
en estos procesos neurobioldgicos. En efecto, se ha
demostrado que ratones deficientes en el receptor
AT, presentan un incremento en la densidad celular
en regiones cerebrales tales como la corteza, el hipo-
campo, la amigdala y el talamo (Bohlen y Halbach,
2001), efectos que parecen ser consecuencia de alte-
raciones en los mecanismos de inhibicién del creci-
miento, disminucién de la apoptosis y/o defectos en
la migracion celular (Gendron y col., 2003).

Especificamente en relacion al cerebelo, se ha
establecido que la neurogénesis de esta region ence-
falica ocurre en el periodo postnatal, y que durante
las primeras tres semanas del nacimiento se estable-
ce el 97% de las células del cerebelo adulto (Altman,
1972). En este proceso, la conexion olivo-cerebelar
tiene gran relevancia funcional (Sotelo y Chedotal,
1997; Goldwitz y Hamre, 1998). En efecto, la oliva
inferior constituye la fuente principal, si no nica, de
las fibras trepadoras que se proyectan y hacen sinap-
sis en las células de Purkinje en la corteza cerebelo-
sa y han sido implicadas en funciones tales como el
aprendizaje y el control de los movimientos (Welsh y
Harvey, 1998).

Varias lineas de evidencia han demostrado la
existencia en la oliva inferior de sistemas péptidér-
gicos tales como la angiotensina Il y el péptido
natriurético auricular, sugiriendo que esos péptidos
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podrian participar en la funcion fisiologica de esta
estructura cerebelar. Asi, se ha demostrado la pre-
sencia de inmunorreactividad a la ANG II en neuro-
nas cerebelosas (Erdmann y col., 1996), y de ambos
subtipos de receptores de la angiotensina II en sec-
ciones del cerebelo (De Gasparo, 1994; J6hren y
Saavedra, 1996). En la oliva inferior del cerebelo de
la rata se ha demostrado la expresion del ARNm y
los receptores AT,, la cual hace pico a los 12 dias de
nacidas (JOohren y col., 1996; Tsutsumi y Saavedra,
1991a). Aliin mas, un estudio ontogénico sobre la
expresion del ARNm para el receptor AT, de la ANG
Il determiné que este receptor persiste hasta la
madurez cerebral en nucleos involucrados con las
funciones motoras y la integracién sensorial (Nuyt y
col.,1999).

Debido a que la maxima expresion de los recep-
tores AT, en la Ol ocurre durante el establecimiento
de las conexiones entre las fibras trepadoras y las
células de Purkinje, se ha propuesto la participacion
de los receptores AT, en la diferenciacién de este
sistema relacionado con las funciones motoras y
sensoriales. En apoyo a esto, diversos estudios han
mostrado la participacion de dichos receptores en la
induccion de cambios morfoldgicos tales como la
elongacion y la ramificacién neuronal (Laflamme y
col., 1996; Dehmelt y Halpain, 2004; Plouffe y col.,
20086). Asi, las lesiones quimicas en la oliva inferior
reducen la unién de la ANG II a sus receptores AT,
tanto en la Ol como en el cerebelo de ratas jovenes,
sugiriendo que los receptores AT, presentes en la
capa molecular del cerebelo son producidos por
neuronas de la Ol y transportados por las fibras tre-
padoras (Johren y col., 1998). De manera coinci-
dente, Arce y col. (2001) detectaron la presencia de
receptores AT, en los pedunculos cerebelosos; y
debido a que éstos estan constituidos principalmen-
te por fibras, se sugiere la existencia de transporte
axonal de receptores.

Por otra parte, se demostré mediante hibridiza-
cion in situ que el ARNm para el PNA esta altamente
expresado en la oliva inferior (Langub y col., 1995).
Asimismo, mediante técnicas autorradiograficas se
encontraron receptores para el PNA en la oliva infe-
rior de mamiferos (Quirion y col., 1986) y se ha de-
tectado inmunorreactividad para el receptor NPR-A
en regiones del tallo cerebral no relacionadas con
funciones cardiovasculares tales como el nucleo rojo
y el nucleo oculomotor en monos (Abdelalim y col.,
2007). Asimismo se ha reportado hibridizacion in
situ del ARNm para los receptores Ay B de los PlNs en
el cerebelo del mono (Wilcox y col., 1991). El nticleo
rojo posee conexiones con el cerebelo y el niicleo de
la oliva inferior, lo que sugiere que el receptor NPR-A
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ejerce un papel en la modulacién de la funcién cere-
belar. La presencia de receptores para el PNA en las
neuronas de los nucleos oculomotor e hipogloso,
sugiere su posible papel en la regulacién de la fun-
cion motora. De modo interesante, se ha descrito la
presencia de los PNs y de sus receptores en estructu-
ras oculares (Fernandez-Durango y col., 1995; Kuri-
bayashi y col., 2006), pudiendo estar relacionados
con la funciéon ocular.

Diversos reportes han demostrado la existencia
de la mutua regulacion entre la ANG Il y los sistemas
generadores de GMPc (Kim y col., 2005; Yan y col.,
2003); estos sistemas estan presentes en la Ol, sin
embargo, se desconoce como ellos coordinan sus
actividades a fin de mantener el balance entre sus
vias de senalizaciéon. Al respecto, se ha reportado la
existencia de reacciones de fosforilacion/ desfosfori-
lacion en ambos sentidos.

La evidencia apunta a un papel del PNA en la
inhibicién del crecimiento inducido por la ANG II en
diversos tipos celulares. En efecto, Hannken y col.
(2001) demostraron que el PNA atenua la hipertrofia
inducida por la ANG II en las células de los tubulos
renales, a través de la fosforilacién de las kinasas
activadas por mitdgenos (MAPKs), inducida por este
péptido, previniéndose el pico de la fosforilacién
con el incremento de la expresiéon de la fosfatasa
MKP-1, enzima que se encuentra involucrada en la
desfosforilacion de las ERK 1/2. Un efecto similar fue
demostrado por Hayashi y col. (2004) en cultivos de
cardiomiocitos. En ambos estudios los efectos del
PNA fueron mimetizados por el 8-Br-GMPc, un analo-
go no hidrolizable del GMPc, sugiriendo un papel
para este nucledétido ciclico en los efectos del PNA.
Al respecto, se ha demostrado la existencia de una
interaccion directa entre los receptores AT, de la
ANG Il y el receptor/GC-A del PNA en las células de la
zona glomerulosa de la glandula suprarrenal de la
rata y en las células PC12W, a través de la accion de
fosfatasas del tipo fosfotirosina fosfatasas (PTPasas)
(Bottari y col., 1992).

En forma similar, nuestros resultados sugieren
esta interaccién entre la senalizacion peptidérgica,
ya que muestran una reduccion en la produccion de
GMPc basal y estimulada por el PNA cuando se ana-
den ligandos como la ANG Il y el CGP 42112A en la
oliva inferior de ratas de 12 dias de nacidas. Desde
que estos efectos fueron inhibidos tanto por el orto-
vanadato de sodio como por el acido okadaico se
infiere que, a diferencia de lo reportado por Bottari y
col. (1992), en esta interaccién participan tanto las
PTPasas como las PP2A, coincidiendo con los repor-
tes en cultivos de podocitos de rata donde la ANG II
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suprime la sintesis de GMPc inducida por el PNA (Go-
losy col., 2002; Lewko y col., 2006).

Nuestros resultados sugieren la mediacién del
receptor AT, en el efecto antagénico de la ANG II so-
bre la produccién de GMPc basal y estimulada por el
PNA. En efecto, en primer lugar este receptor se ex-
presa casi exclusivamente en la oliva inferior de la
rata recién nacida, y en segundo lugar, el bloqueo
del receptor AT, con losartan no afect6 la accion del
PNA y fue incapaz de revertir las acciones inhibito-
rias de la ANG II sobre la produccién de GMPc basal
o estimulado por el PNA. Esto difiere de lo observa-
do en cultivos de podocitos, donde fue reportado
que la accion inhibitoria de la ANG II ocurre a través
de la estimulacion de ambos subtipos de receptores
de la angiotensina II, el AT, y el AT, (Golos y col.,
2002; Lewko y col., 2006).

El mecanismo mediante el cual el receptor AT,
podria mediar la desfosforilacién del receptor de
PNA no se ha esclarecido completamente. Se sabe
que el receptor para el PNA (guanilil ciclasa A) existe
en forma altamente fosforilada, y la adicién de su
agonista, el PNA, induce una desfosforilacién y
como consecuencia, desensibilizacion del receptor.
Diversos autores involucran en este proceso de des-
fosforilacion a fosfatasas tipo 2A, sensibles al acido
okadaico, en especial en preparaciones de células
embridnicas 293 (Potter y Garbers, 1992) y en la
fraccion soluble de homogeneizado del cerebro de
la rata (Dautzenberg y col., 1993).

Se ha reportado que la estimulacion del receptor
AT, induce la desfosforilacion de las tirosinas en
numerosas proteinas con pesos moleculares asocia-
dos a los receptores tirosina-kinasa en las células de
neuroblastoma N1E-115 (Nahmias y col., 1995). Asi-
mismo, se ha observado que la estimulaciéon del
receptor AT, inhibe la proliferacion celular estimu-
lada por el factor de crecimiento basico de fibroblas-
tos en cultivos de células R3T3 que expresan el
receptor AT,, via la activacion de una proteina-tirosi-
na fosfatasa (Tsuzuki y col., 1996). Aun mas, varias
fosfatasas, del tipo PP2A y particularmente la tirosi-
na fosfatasa-1 que contiene el dominio homologo a
Src 2 (SHP-1), se asocian a menudo con las cascadas
de senalizacion del receptor AT, (Cui y col., 2001;
Shibasaki y col., 2001; Fen y col., 2002; Plouffe y
col., 2006).

Aunado a la evidencia anterior, recientemente se
ha descrito un nuevo mecanismo de senalizacién en
la diferenciacion neuronal inducida por el receptor
AT,, mediado por la formacién de un complejo entre
las proteinas recientemente descubiertas que inter-
actuan con el receptor AT, (ATIP) (Nouet y col., 2004)
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y la SHP-1, el cual se traslada al nucleo para inducir
la expresion de la MMS2, una variante de las enzi-
mas que conjugan a la ubiquitina. La interrupcién de
este proceso mediante técnicas genéticas o el uso
del ortovanadato de sodio conduce a alteraciones
en el crecimiento de neuritas y de la formaciéon de
las sinapsis (Li y col., 2006).

En resumen, la alta expresion de receptores para
el PNAy los receptores AT, de la angiotensina Il en la
oliva inferior del cerebro de la rata de dos semanas
de nacida, momento critico para el desarrollo del
cerebelo y el establecimiento de las conexiones neu-
ronales, asi como su desaparicion en el adulto, su-
giere un posible papel para estos péptidos en la
migraciéon celular y las interacciones neuronales. El
papel del receptor AT, en estos procesos esta avala-
do por nuestros resultados en la oliva inferior de
ratas de 12 dias de nacidas, los cuales demuestran
que la angiotensina Il inhibe la formacién del GMPc,
tanto basal como la inducida por el péptido natriuré-
tico auricular; y estos efectos parecen estar relacio-
nados con procesos de desfoforilacion a través de la
estimulacion de varios tipos de fosfatasas, principal-
mente PP2A y PTPasas.
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