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RESUMEN

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que la angiotensina Il (Ang Il) es
capaz de amplificar las respuestas vasoconstrictoras inducidas por diversos agentes
vasoactivos, entre los que destaca la noradrenalina (NA). Se ha propuesto que tal
efecto amplificador se genera por una interaccién del receptor de Ang Il del tipo 1 (AT;)
con los receptores o-adrenérgicos y/o con sus mecanismos de senalizacién. No
obstante, a la fecha se desconoce si tal efecto amplificador involucra la participacion de
algunos mediadores generados como consecuencia de la estimulacion de los
receptores a la Ang Il, tales como las prostaglandinas (PGs) y el 6xido nitrico (NO). Por
tal motivo, el objetivo inicial del presente trabajo fue investigar la posible participacion
de las PGs y del NO en el efecto amplificador de la Ang Il sobre las respuestas
vasopresoras inducidas por la estimulacion del receptor oy-adrenérgico en la rata
anestesiada. Para ello, se emplearon ratas Wistar macho anestesiadas con
pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), las cuales fueron tragueotomizadas para facilitar la
respiracion espontanea y preparadas para registrar la presién arterial y administrar
farmacos por via intravenosa (i.v.), previa seccién de ambos nervios vagos. Con el fin
de analizar la naturaleza de la interaccién entre la Ang Il y las respuestas mediadas por
los receptores adrenérgicos, los efectos de los agentes presores se evaluaron en
presencia y ausencia de Ang Il. En cada animal se construy6 una curva dosis-respuesta
(D-R) a la NA o al agonista a4-adrenérgico, fenilefrina (FEN), mediante la inyeccion de
bolos intravenosos. En contraste con las observaciones reportadas en ratas
descerebradas y desmeduladas, el tratamiento con el inhibidor de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA), captopril (CAP; 5 mg/kg, i.v.), produjo una



facilitacién aparente de las respuestas presoras a la NA. En animales tratados con el
bloqueador ganglionar, hexametonio (HXM; 10 mg/kg, i.v.), el CAP facilité, aunque no
significativamente, las respuestas presoras a la NA y la FEN. Bajo el tratamiento
sistematico con HXM, la administracion de una infusién continua de Ang Il (50
ng/kg/min, i.v.) produjo una depresion significativa y muy importante de las respuestas
presoras a la NA y la FEN. En vista de que estas observaciones pusieron de manifiesto
un efecto inhibitorio de la Ang Il sobre las respuestas vasopresoras inducidas por
ambos agonistas, el resto del trabajo tuvo por objetivo determinar la posible
participacion de las PGs y del NO en dicho efecto de la Ang Il. Para ello se investigaron
los efectos del inhibidor no especifico de las enzimas ciclo-oxigenasas (COXs),
indometacina (IND; 5 mg/kg, i.v.), y del inhibidor competitivo de la sintasa de NO, NG-
nitro-L-arginina metil ester (L-NAME; 10 mg/kg, i.v.). La IND revirti6 completamente, y el
L-NAME parcialmente, el efecto inhibidor de la Ang Il sobre las respuestas presoras a la
NA y la FEN. El tratamiento con ambos farmacos revirtié el efecto inhibitorio de la Ang Il
pero en menor grado que aquel obtenido con IND sola. Por otro lado, en ausencia de la
infusién de Ang I, la IND, pero no el L-NAME, facilité las respuestas presoras a la NA
unicamente. Finalmente, el CAP produjo una facilitacion, mientras que la infusion de
Ang Il una inhibicion, de las respuestas presoras inducidas por el agonista selectivo o,-
adrenérgico, diclorhidrato de 6-¢til-5,6,7,8-tetrahidro-4H-oxazolo[4,5-d]azepina-2-amina
(BHT-933). Los resultados del presente trabajo sugieren que la Ang Il ejerce un efecto
depresor sobre las respuestas vasoconstrictoras mediadas por los receptores o4- y op-
adrenérgicos en la vasculatura sistémica de la rata anestesiada. Al menos en el caso de

las respuestas mediadas por el receptor oy-adrenérgico, el efecto inhibitorio de la Ang |l



involucra principalmente la generacion de PGs y, en menor grado, de NO. Los
resultados en ausencia de la infusion de Ang Il son consistentes con un posible efecto
depresor de la Ang Il endbgena via la produccion ténica de PGs. En lo referente al
fendmeno de interaccion entre la Ang Il y los receptores a-adrenérgicos, el modelo de la
rata descerebrada y desmedulada difiere marcadamente del modelo de rata

anestesiada.



ANTECEDENTES GENERALES

Sistema Renina-Angiotensina

El sistema renina-angiotensina opera a partir de la accién inicial de la enzima renina
sobre el angiotensinogeno (sustrato de la renina), una alfa-globulina, para dar paso al
decapeptido angiotensina I. La enzima renina es una proteasa acida liberada por las
células yuxtaglomerulares del rindn, principalmente por la influencia del sistema
nervioso simpatico (Saavedra, 1999; Ramaha, et al., 2003). La angiotensina Il (Ang Il)
es un octapéptido formado a partir de la angiotensina | por divisidn enzimatica. Los
efectos de la Ang Il incluyen vasoconstriccion, incremento de la transmision adrenérgica
simpatica, acciones mitogénicas y troficas en la vasculatura, asi como estimulacién de
la liberacién de vasopresina, catecolaminas y aldosterona de la hipéfisis, la médula y la
corteza suprarrenal, respectivamente (Saavedra, Op cit). Debido a ésta ultima accién, la
Ang Il tiene también efectos antidiuréticos. Por la combinacion de estas acciones, la
Ang Il participa de manera importante en la regulacion de la presién arterial, del
volumen de liquido extracelular, de la funcién cerebral, y en el control del crecimiento
celular (Barnes et al., 1992).

La disponibilidad de ligandos peptidicos y no peptidicos permitié la caracterizacion de
por lo menos dos tipos de receptores a la Ang Il, denominados ATy y AT,. Las
principales acciones de la Ang Il se explican fundamentalmente por su interaccion con
los receptores AT, (Saavedra, Op cit), ya que este receptor regula casi todos los efectos
fisioldgicos conocidos de la Ang Il en el sistema nervioso central y periférico. La
estimulacién del receptor AT; en los rifiones produce retencibn de sodio,
vasoconstriccién, decremento de la tasa de filtracibn glomerular y, bajo ciertas

condiciones, generacion de dano (Hauser et al., 1998; Armando et al., 2002). Por otro
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lado, se cree que el receptor AT, desempefa un papel en las etapas tempranas del
desarrollo dado que su expresion es elevada Unicamente en la vida fetal o neonatal
temprana y no se encuentra involucrado en la fisiologia normal del adulto (Griendling et
al., 1996). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que una baja cantidad de
receptores AT, estan expresados en el glomérulo del rinén en adulto, asi como en el
tubulo y células corticales intersticiales (Ozono et al 1997). Asimismo, se reporté que el
receptor AT, esta involucrado en la regulacion rapida de la natriuresis (Bautista et al.,
2001) y que la Ang Il estimula en el rindn un incremento en la formacion de
prostaglandina PGF», via la activacién del receptor AT,; esto, a su vez, produce un
efecto inhibitorio en la secrecion de renina, lo cual sugiere que el receptor AT, media de
manera indirecta un proceso de vasodilatacién. (Siragy et al., 1999). Finalmente, existe
evidencia que sugiere que, durante el bloqueo del receptor ATy, los receptores AT,
estimulan el sistema de bradicinina/NO en aorta de ratas espontaneamente
hipertensas, lo cual promociona la produccién de GMPc y vasodilatacién. (Gigante et

al., 1998).



Sistema Nervioso Simpatico

La adrenalina y la noradrenalina (NA), también denominadas como catecolaminas, son
los principales mediadores de la actividad del sistema nervioso simpatico y
desempenan un papel crucial en el control inmediato de la presion arterial (Hoffman,
2001). Bajo condiciones de estimulacion simpatica (durante la reaccion de pelea o
huida, por ejemplo), se produce aumento de la frecuencia cardiaca, la contractilidad
miocardica y la presion sanguinea; también se presenta sudoracién en pies y manos, y
vasoconstriccion de arteriolas y venas cutaneas y viscerales, contraccién de los
esfinteres anal y vesical, e incremento del metabolismo energético para hacer frente a
la demanda de energia, entre otros (Conn y Gebhart, 1991; Hoffman, 2001). Estos
efectos se explican por la unién de las catecolaminas con sus sitios receptores
localizados en la membrana de las células efectoras.

Los sitios receptores, conocidos como receptores adrenérgicos, son proteinas con
caracteristicas estructurales particulares y se dividen en los dos tipos principales o y
(Katzung, 1986). Los receptores a-adrenérgicos se dividen a su vez en los tipos o y o,
mientras que los receptores B se dividen en los tipos B1, B2 ¥ B3 (Bylund et al., 1994).
Finalmente, los receptores o se dividen en los subtipos ai1a, o4 Y a4p, Mientras que los
receptores o, se dividen en los subtipos opa, azs Y azc (Bylund Op cit; Docherty, 1998).

Las caracteristicas generales de los receptores a-adrenérgicos se ilustran en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas generales de los receptores a-adrenérgicos

Principal
Receptor Localizacion Funcion sistema Agonistas Antagonistas
efector
o Musculo liso: Contraccién Activacion de A>NA>>Iso Prazosina
vascular fosfolipasa C Fenilefrina
fosfolipasa D Metoxamina
gastrointestinal Contraccién fosfolipasa A2
via proteina Gq
genitourinario Hiperpolarizacion
y relajacién
Higado Glucogenodlisis;
Gluconeogénesis
Corazén Aumento de la fuerza
de contraccion
o Islotes Disminucion de Inhibicién de A>NA>>Iso Rauwolscina
pancreaticos secrecion de adenilato Clonidina
(células B) insulina ciclasa via BHT-920
proteina Gi
Plaguetas Agregacién

Terminaciones
Nerviosas

Musculo liso
Vascular

Disminucion de la
descarga de NA

Contraccion




En el sistema cardiovascular los receptores o4-adrenérgicos se encuentran localizados
primordialmente en el masculo de las paredes de los vasos sanguineos y su activacion
se asocia generalmente con vasoconstriccion. El analisis regional de la distribucion de
los distintos subtipos de receptores ay-adrenérgicos en la vasculatura sistémica indica
que los tres subtipos participan en la contraccién vascular (D6da, 1997; Guimaraes y
Moura, 2001; Zhong y Minneman, 1999); sin embargo, los subtipos o4a Y o4p parecen
tener un papel predominante en la respuesta contractil causada por el agonista NA en
muchos lechos vasculares in vitro (Kenny et al., 1995; Buckner et al., 1996). Asi,
estudios in vitro han demostrado que la contracciéon inducida por la NA y varios
farmacos agonistas oy-adrenérgicos en aorta de rata es mediada principalmente por el
subtipo ayp-adrenérgico (Buckner Op cit; Kenny Op cit; Yamamoto y Koike, 2001).
Estudios in vivo han demostrado también una participacién importante de los receptores
o1a- Y oyp-adrenérgicos en los incrementos de presidn arterial inducidos por la
administracion intravenosa (i.v.) de farmacos agonistas a4-adrenérgicos (Tanoue et al.,
2002; Zhou y Vargas, 1996) y por la estimulacién eléctrica de la cadena simpatica
preganglionar (Castillo et al., 1998). Asimismo, se ha demostrado que la expresion de
los receptores ayp-adrenérgicos aumenta con la edad (lbarra et al., 1997) y que esta
proteina se expresa en la vasculatura de resistencia de animales pre-hipertensos e
hipertensos, lo cual sugiere su posible participacion en el desarrollo y mantenimiento de

la hipertensién arterial (Villalobos-Molina et al., 1999).
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ANTECEDENTES PARTICULARES

Diversos estudios han demostrado que la Ang Il tiene interacciones de tipo sinérgico
con otras sustancias vasoactivas enddégenas. Asi, se ha demostrado que la Ang Il es
capaz de amplificar las respuestas vasoconstrictoras producidas por la NA tanto in vitro
(Laher et al., 1990) como in vivo (Clough et al., 1983; Reams y Bauer, 1987), y que la
inhibicién farmacoldgica de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) con captopril
(CAP) inhibe las respuestas presoras inducidas por los agonistas a-adrenérgicos en la
rata descerebrada y desmedulada (De Jonge et al., 1982,1983; Grant y McGrath, 1988;
Tabrizchiy Triggle, 1994). Asimismo, se report6 que la infusion de dosis subpresoras de
Ang Il amplificé las respuestas presoras inducidas por el agonista ay-adrenérgico,
fenilefrina (FEN), en ratas anestesiadas intactas y simpatectomizadas, y que éste efecto
fue bloqueado selectivamente por un antagonista de los receptores AT (Marano vy
Argiolas, 1994). Con base en estas observaciones, y considerando que la accién
principal del CAP es la de inhibir la sintesis de Ang Il, es posible que la accidn
amplificadora de este péptido se deba a su interaccién indirecta con los receptores a-
adrenérgicos, mediante la liberacién de catecolaminas y/o con sus vias de sefalizacion
(Henrion et al., 1992). Alternativamente, puede concebirse que tal efecto de la Ang Il se
deba a una accién indirecta que incluya la formacién de productos secundarios. Con
respecto a esta ultima posibilidad, se ha demostrado que la activacion del receptor AT
en el rindn genera prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras (E; e |2) que contrarrestan los
efectos vasoconstrictores predominantes de la Ang Il (Attallah et al., 1982). Asimismo,
la estimulacién del receptor AT, se ha asociado con la activacién de un mecanismo

vasodilatador muy importante que incluye la generacién de bradicinina, 6xido nitrico
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(NO) y GMP ciclico (Carey et al., 2000; Siragy y Carey, 1996). EI NO contribuye a la
regulaciéon del flujo sanguineo regional y es sintetizado en el endotelio vascular para
mantener la resistencia y el tono vascular (Zanzinger et al., 1996; Sigmon y Beierwaltes,

1993).

JUSTIFICACION

A la fecha, no se tiene informacién acerca de la posible participacion de los mediadores
secundarios formados a partir de la activacién de receptores a la Ang Il en los
fendbmenos de amplificacion vascular. El estudio de este tipo de interacciones se
justifica ampliamente puesto que la capacidad de la Ang Il para amplificar las
respuestas vasoconstrictoras inducidas por otras substancias, entre las cuales destacan
las catecolaminas, ha sido enfatizada como un mecanismo posiblemente relevante en la
generacion y/o mantenimiento de la presion arterial elevada.

HIPOTESIS

La Ang Il tiene una interaccién amplificadora con los receptores adrenérgicos o4 en la
vasculatura sistémica de la rata anestesiada. Esta interaccién puede involucrar la
participacion de productos secundarios (PGs y NO, entre otros) derivados de la
activacion de los receptores a la Ang Il

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la Ang Il sobre las respuestas presoras inducidas por estimulacion
de los receptores adrenérgicos o4 en la rata anestesiada, y determinar la participacion

de productos secundarios en esta interaccién.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar el efecto del CAP, un inhibidor de la ECA, sobre las respuestas presoras
inducidas por la NA y la FEN en la rata anestesiada.

2) Determinar el efecto de una infusion de Ang Il exégena sobre las respuestas
producidas por ambos agonistas.

3) Dado que la Ang Il produjo una inhibicién de las respuestas presoras a la NA y la
FEN, se investigé la posible participacion de las PGs y del NO en éste efecto.

Para propésitos de comparacioén, se analizé el efecto del CAP y de la infusén de Ang I

sobre las respuestas presoras inducidas por el agonista selectivo adrenérgico o-

adrenérgico, BHT-933.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratas Wistar macho de 250-350¢g
de peso corporal, las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital sédico a una dosis
de 50 mg/kg administrado por via intra-peritoneal (i.p.). Luego se inserté una canula de
polietilieno en la trdquea para facilitar la respiracion espontanea. Con el objeto de
eliminar las variaciones reflejas de la presion arterial y la frecuencia cardiaca, ambos
nervios vagos fueron seccionados. Posteriormente, se insertaron catéteres de
polietileno en la arteria carétida izquierda y en las venas femorales para el registro de la
presion arterial y frecuencia cardiaca y la administracion de farmacos, respectivamente.
En la Figura 1 se muestra el modelo experimental de la rata anestesiada empleado en

este trabajo.

Figura 1. Modelo
experimental de rata
anestesiada. Una
canula de polietileno se
inserta en la traquea
para permitir la
respiracion espontanea
de los animales. La
arteria carétida
izquierda y una o dos
venas femorales se
canulan para el registro
de la presion arterial y la
administracion de
farmacos,
respectivamente.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Una vez concluido el montaje de los animales, y después de un periodo de
estabilizacion de 10-15 min posteriores a los tratamientos farmacologicos, (Diagrama 1)
se construy6 una curva dosis-respuesta (D-R) a la NA o a la FEN en grupos distintos de
animales. De manera contraria a lo reportado previamente en la rata descerebrada y
desmedulada, el tratamiento con CAP (5 mg/kg, i.v.) produjo una facilitacion de las
respuestas presoras a la NA, aunque no aquellas producidas por la FEN. Considerando
que el posible efecto amplificador del CAP sobre las respuestas presoras a la FEN fuera
enmascarado por una actividad refleja remanente, el efecto del farmaco sobre las
respuestas presoras a NA y FEN se analizé en otro grupo de animales tratado con el
bloqueador ganglionar hexametonio (HXM; 10 mg/kg, i.v.). Dado que en animales
tratados con HXM, el CAP produjo una amplificacion aparente de las respuestas
presoras inducidas por ambos agonistas, los experimentos ulteriores fueron realizados
en animales tratados sistematicamente con HXM.

En otros grupos de animales se analizé el efecto de una infusion continua de Ang Il, a
una dosis que no modifica significativamente la presién arterial (50 ng/kg/min, i.v.; Grant
y McGrath, 1988), sobre las respuestas presoras producidas por la NA y la FEN. Dado
que la infusién de Ang Il inhibi6 significativamente las respuestas presoras a la NA y la
FEN, en otros grupos de animales se evalué el efecto del inhibidor no selectivo de las
ciclo-oxigenasas (COXs), indometacina (IND; 5 mg/kg, i.v.), y del inhibidor de la sintasa
del NO, L-NAME (10 mg/kg, i.v.), sobre las respuestas presoras inducidas por ambos
agonistas en presencia de la infusion continua de Ang Il (50 ng/kg/min, i.v.).

Finalmente, con el objeto de determinar la participacién de las PGs y del NO en el
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efecto inhibitorio de la Ang Il de origen enddgeno, en otros grupos de animales se
analizé el efecto de la IND y del L-NAME sobre las respuestas presoras a NA y FEN.

En todos los experimentos con NA, los animales fueron tratados sistematicamente con
los antagonistas adrenérgicos, propranolol (PRP) y rauwolscina (RW) (1 mg/kg, i.v.,
ambos), con el fin de evitar los efectos derivados de la activacion de los receptores -y
op-adrenérgicos, respectivamente. En el caso de los experimentos con FEN, los
animales fueron tratados con PRP (1 mg/kg, i.v.). Con fines comparativos, también se
investigo el efecto del CAP, asi como de la infusién continua de Ang Il, sobre las
respuestas presoras inducidas por el agonista op-adrenérgico selectivo, BHT-933
(Timmermans y Van Zwieten, 1980). Las curvas D-R a NA y FEN fueron construidas
después de un periodo minimo de 10-15 min posterior a los tratamientos farmacol6gicos

(Figura 2).
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CURVAS D-R A NORADRENALINA Y FENILEFRINA CON CADA TRATAMIENTO

CUEVASD-R A

NORADRENALINA

CURVAS D-R A

FENILEFRINA

CURVAS D-R A

BHT-933

APLICADO

Propranolol + captopril + rauwolscina
+ hexametonio

Propranolol + rauwolscina +

Propranolol + captopril + rauwolscina / + INDOMETACINA
+ L-NAME

hexametonio

+ INDOMETACINA

Propranolol + rauwolscina +
hexametonio + Ang II

—» +L-NAME

Propranolol + captopril +
hexametonio

+ INDOMETACINA + L-NAME

Propranolol + captopril

+ INDOMETACINA

+ L-NAME

Propranolol + hexametonio /

>

+ INDOMETACINA

Propranolol + hexametonio +

Ang II

+ L-NAME

+ INDOMETACINA + L-NAME

Propranolol + hexametonio

Propranolol + captopril + hexametonio

Propranolol + Ang II + hexametonio

Diagrama 1. Protocolos experimentales realizados en los diferentes grupos de animales. Los
cuadros indican el tratamiento particular aplicado a grupos de 4-6 ratas (n=4-6). Los cuadros
con letra minuscula indican tratamientos con los cuales se evalud las respuestas del grupo
control, asi como el efecto del captopril o de la Ang Il. Los cuadros con letra mayuscula indican
tratamientos que se aplicaron para evaluar la posible participacion de PGs, NO o ambos en
algunos casos como limitante de las respuestas presoras inducidas por cada agonista
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COLECCION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de presion arterial media fueron colectados mediante un sistema de
arranque MP100 (Biopak) acoplado a una computadora y posteriormente analizados
con el programa Acgknowledge 3.7.0 (Biopak) (Fig. 2). Los valores de presion arterial
diastdlica y de frecuencia cardiaca fueron derivados a partir del registro original. En
todos los casos se determinaron los valores de ambas variables antes y después de la
administracion de los tratamientos farmacologicos. Los datos fueron tabulados y

graficados con los programas MS Excel 7.0 y Prism GraphPad 2.0, respectivamente.

0.031 0.1 031 1.0 3.1 10 31 100 310

250

Figura 2.
Registro original
de la presion
arterial mostrando
los efectos
presores inducidos
por la
administracion i.v.
de NA.

200

mmHg

150

100

0.0 6.5 13.0 19.5
minutes
El analisis de las curvas D-R a los agonistas en ausencia y presencia de los
tratamientos se realizé mediante un analisis de variancia de dos vias para medidas
repetidas (two-way RM ANOVA) con el programa SigmaStat 2.03. Asimismo, los valores
basales de presién arterial diastolica y de frecuencia cardiaca antes y después de los
tratamientos fueron comparados estadisticamente utilizando una prueba de t pareada.
En todos los casos, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas

cuando el nivel de significancia p fue menor a 0.05 (p<0.05).
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RESULTADOS

Efecto de los tratamientos farmacologicos sobre los valores basales de presion
arterial y frecuencia cardiaca

En las tablas 1 y 2 se muestran los valores de presion arterial y frecuencia cardiaca,
antes y después de la administracién de los tratamientos, correspondientes a los grupos
de animales tratados con NA y FEN, respectivamente. Como se puede observar (Tabla
1), en todos los casos, excepto en los grupos tratados con L-NAME o L-NAME +
infusion de Ang Il, los tratamientos produjeron un descenso significativo de la presién
arterial. Todos los tratamientos ocasionaron un descenso significativo de la frecuencia
cardiaca (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de presion arterial diastdlica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC) antes y
después de los tratamientos farmacol6gicos empleados correspondientes a los grupos tratados
con NA: PRP, propranolol; RW, rauwolscina; CAP, captopril; HXM, hexametonio; ANG I,
angiotensina II; IND, indometacina. * p < 0.05

PAD (mmHg) FC (Ipm)
Antes Después Antes Después
PRP + RW 121134 | 110165 | 423+18.8 |297 £19.2 *
PRP + RW + CAP 113172 | 7179+ | 383+12 |272+10.1 *
PRP + RW + HXM 117+24 | 77+24% | 440+30 |253+18.8 *
PRP + RW + HXM + . .
N 122424 | 72+94% | 453497 |277+11.5
PRPJ“R&EHXM* 84+ 117 | 47+49% | 447+0.1 |250+ 183 *
PRP+RW + HXM + IND | 10242 | 59+t2.1% | 431+49 |274+23.7
PRP+RW + HXM+IND | ) 456 | 73+80% | 423+25.1 |259+13.2 *
+ ANGII
PRP + RW + HXM .
R 130443 | 116+83 | 460+12.1 |270+12.2
PRP + RW + HXM .
e e | 1217 | 114£24 | 436+12.6 | 267496
PRP + RW + HXM + IND . .
L AME + NG| 132453 | 8I£7.4% | 43148 | 257456
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En los grupos de animales de FEN (Tabla 2), los tratamientos produjeron descensos

significativos de la presién arterial excepto en los grupos tratados con PRP solo, PRP +

HXM + IND + ANG Il, PRP + HXM + L-NAME y PRP + HXM + L-NAME +ANG II. Al

igual que en los grupos de NA, todos los tratamientos produjeron una disminucion

significativa de la frecuencia cardiaca (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de presion arterial diastélica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC) antes y
después de los tratamientos farmacol6gicos empleados correspondientes a los grupos tratados
con FEN: PRP, propranolol; CAP, captopril; HXM, hexametonio; ANG II, angiotensina Il; IND,

indometacina. * p < 0.05

PAD (mmHg) FC (Ipm)
Antes Después Antes Después
PRP 112£5.5 85+ 12.6 414+8.5 [268+13.6 *
PRP + CAP 117£6.2 | 85+102* | 428+ 14.6 |305+ 134 *
PRP + HXM 119 £8.1 81+83* | 453+£8.9 [302+10.7 *
PRP + HXM + ANG II 125+6.4 11149 | 413£13.1 | 283+34*
PRP + HXM + CAP 11956 | 7683 * | 388+ 12.1 |269+ 174 *
PRP + HXM + IND 125+35 | 66x151* | 468+ 11.4 |281+14.1*
PRP + HXM + IND
+ + + + *
+ ANG II 1186 67+14.1 | 399+14.4 [268+13.5
PRP + HXM + L-NAME | 128 +5.1 | 108+21.2 | 426+15.6 |269+11.2 *
PRP + HXM + L-NAME
+ + + + *
+ ANG I 119t1.6 121 £1.7 417+7.6 [270=*16.1
PRP + HXM + IND N "
+ L.NAME + ANG I 139+£39 | 74£73 477 £16.2 |275116.2
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Efecto del CAP sobre las respuestas presoras inducidas por NAy FEN

En los paneles A y B de la figura 3, se muestra el efecto del CAP sobre los incrementos
de presién arterial diastélica inducidos por NA y la FEN. Como se puede observar, el
CAP produjo una clara tendencia a aumentar las respuestas presoras producidas por la
NA, pero no aquellas inducidas por la FEN, con respecto de la curva control. Este
hallazgo contrasta con resultados previos en ratas descerebradas y desmeduladas
donde el tratamiento con CAP inhibi6 significativamente las respuestas presoras
evocadas por estimulacién eléctrica de la cadena simpatica preganglionar y por la
administracion de NA exégena (Clough et al., 1982). De manera interesante, en
animales tratados con el bloqueador ganglionar, HXM, el CAP produjo una tendencia
potenciadora de las respuestas presoras inducidas tanto por la NA como por la FEN
(Figura 3B y 3D, en ausencia y presencia de HXM, respectivamente). No obstante, la
potenciacién por CAP de las respuestas presoras a NA en animales tratados con HXM
no fue estadisticamente significativa (p > 0.05). Con base en estos e hallazgo, el resto

de los experimentos se realizaron en animales tratados sistematicamente con HXM.
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Figura 3. Efecto del captopril (5 mg/kg, i.v.) sobre las respuestas presoras inducidas por la
noradrenalina (NA; panel A y C) y la fenilefrina (FEN; panel B y D) en ratas anestesiadas y
vagotomizadas en ausencia (A y B) y presencia de tratamiento con el bloqueador ganglionar,
hexametonio (10 mg/kg, i.v.; C y D). Cada punto representa la media y las barras verticales
denotan el error estandar de la media de 4-6 observaciones.
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Efecto de Ang Il exogena sobre las respuestas presoras a NA y FEN

Dado que el tratamiento con CAP tiende a amplificar las respuestas presoras a la NA 'y
la FEN, lo cual sugiere que la Ang Il endégena ejerce un efecto inhibidor sobre dichas
respuestas, se procedid a investigar el efecto de una infusiéon continua de Ang Il sobre
las respuestas presoras de ambos agonistas. Como se puede observar en la figura 4, la
infusién de Ang Il exégena, a una dosis de 50 ng/kg/min (i.v.), inhibi6 de manera muy
importante y significativa las respuestas vasopresoras a la NA y la FEN, siendo el
efecto inhibitorio mas pronunciado sobre las respuestas a la NA. Estos resultados
contrastan con aquellos reportados por Marano y Argiolas (1994) en donde la infusidon

de Ang Il aumenté significativamente el efecto presor de la FEN en ratas intactas.

Efecto de la IND y del L-NAME sobre la inhibicion por Ang Il de las respuestas
presoras a NA y FEN

Con el fin de determinar la posible participacion de productos secundarios de naturaleza
prostanoide, asi como de NO, en la modulacion de las respuestas presoras a NAy FEN
por Ang Il administrada exdégenamente, se evaluaron los efectos de la inhibicion
farmacolégica de las COXs y de la sintasa de NO, con IND y L-NAME, respectivamente,
sobre los efectos presores producidos por NA y FEN en presencia de una infusion
continua de Ang Il. Como se muestra en los paneles A y B de la figura 4, la IND revirti6
completamente el efecto inhibitorio de la Ang Il sobre las respuestas presoras a ambos
agonistas. En el caso de NA, las respuestas vasoconstrictoras obtenidas bajo estas
condiciones fueron virtualmente idénticas a aquellas observadas después del
tratamiento con CAP. En los animales tratados con L-NAME se observd una reversion

parcial, pero significativa, de los efectos inhibitorios de la Ang Il sobre las respuestas
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presoras a NA y FEN (paneles C y D de la figura 4). A juzgar por los resultados con IND

y L-NAME, la participaciéon de NO en el efecto inhibitorio de la Ang Il parece ser menor

que la de las PGs (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la indometacina (5 mg/kg, i.v.; panel Ay B) y del L-NAME (10 mg/kg, i.v.;
panel C y D) sobre las respuestas presoras inducidas por la noradrenalina (NA; panel Ay C) y
la fenilefrina (FEN; panel B y D) obtenidas en presencia de una infusién continua de Ang Il (50
ng/kg/min, i.v.) en ratas anestesiadas y vagotomizadas tratadas con hexametonio (10 mg/kg,
i.v.). Cada punto representa la media, y las barras verticales denotan el error estandar de la
media de 3 observaciones. * p < 0.01 vs control; + p < 0.01 vs Ang Il.

24



Finalmente, con el objeto de investigar si la inhibicion simultdnea de la sintesis de PGs
y NO pudiera revertir el efecto inhibitorio de la Ang Il en mayor grado que la inhibicién
individual de esos mecanismos, en otros grupos de animales se evalu6 la capacidad del
tratamiento combinado de IND y L-NAME para revertir el efecto inhibitorio de la Ang Il
sobre las respuestas presoras a NA y FEN. Como se muestra en la Figura 5, el
tratamiento con ambos inhibidores revirtié significativamente el efecto inhibitorio de la
Ang Il. Sin embargo, la magnitud de las respuestas presoras a los agonistas fue menor
gue la observada en animales tratados con IND o L-NAME solos (Figura 4), o con CAP

en ausencia de infusién de Ang Il (Figura 3y 5).
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Figura 5. Andlisis del tratamiento combinado de indometacina (IND; 5 mg/kg, i.v.) y L-NAME
(10 mg/kg, i.v.) para revertir el efecto inhibitorio de la angiotensina Il (Ang II; 50 ng/kg/min, i.v.)
sobre las respuestas presoras inducidas por la noradrenalina (NA; panel izquierdo) y la
fenilefrina (FEN; panel derecho) en ratas anestesiadas y vagotomizadas tratadas con
hexametonio (10 mg/kg, i.v.). Cada punto representa la media y las barras verticales denotan el
error estandar de la media de 5 observaciones. * p < 0.01 vs control (no se muestra con fines de
claridad); + p < 0.01 vs Ang ILI.
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Efecto de IND y L-NAME sobre las respuestas presoras a NA y FEN en ausencia
de Ang Il exogena

Con base en la capacidad del CAP de facilitar los efectos presores de NA y FEN (Figura
3), y de la infusién de Ang Il de inhibir estos efectos via la produccion de PGs y NO
(Figura 4), se procedi6é a determinar si el posible efecto inhibitorio de la Ang Il de origen
enddgeno se produce igualmente a través de la produccién de prostanoides y/o de NO.
De este modo, se analizaron las respuestas presoras a NA y FEN en animales tratados
con IND y L-NAME, en ausencia de la infusion continua de Ang Il. Como se muestra en
el panel A de la Figura 6, la IND produjo una potenciacion de la respuesta presora a NA
muy similar a la que se observa en los animales tratados con CAP (Figura 3). La IND no
tuvo efecto significativo sobre la respuesta presora a FEN (Figura 6, panel B).

Por otro lado, en concordancia con las observaciones en presencia de la infusion
continua de Ang Il, a partir de las cuales se sugiere una menor participacién del NO en
la inhibicién de las respuestas presoras adrenérgicas, el tratamiento con L-NAME no
modificé significativamente las respuestas presoras evocadas por la NA y la FEN

(véase panel C y D de la Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la indometacina (5 mg/kg, i.v.; panel Ay B) y del L-NAME (10 mg/kg, i.v.;
panel C y D) sobre las respuestas presoras inducidas por la noradrenalina (NA; panel Ay C) y
la fenilefrina (FEN; panel B y D) en ratas anestesiadas y vagotomizadas sometidas a bloqueo
ganglionar con hexametonio (10 mg/kg, i.v.; C, D.). Cada punto representa la media, mientras
que las barras verticales denotan el error estandar de la media de 5-6 observaciones. *p < 0.01
vs control.
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Efecto de CAP y de Ang Il exogena sobre las respuestas presoras inducidas por
el BHT-933

Con fines comparativos, se analiz6 el efecto del tratamiento con CAP y de la infusion de
Ang Il (50 ng/kg/min, i.v.) sobre las respuestas presoras producidas por el agonista
selectivo ap-adrenérgico, BHT-933 (Timmermans y Van Zwieten, 1980). Como se
muestra en la Figura 7, el tratamiento con CAP indujo una facilitacion, mientras que la
infusion de Ang Il una inhibicién, de las respuestas presoras al BHT-933. Estos efectos
son muy similares a los observados en los experimentos con NA y FEN (Figura 3 y 4).
Estos resultados se encuentran en contraposicion de aquellos publicados por Grant y
McGrath (1988) pues estos autores reportaron que la respuesta presora inducida por el
agonista preferencial ap-adrenérgico, clonidina, fue atenuada por el CAP en ratas

descerebradas y desmeduladas.
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infusion continua de
304 < Ang ll angiotensina Il (Ang II; 50

ng/kg/min, i.v.) sobre las
respuestas presoras inducidas
por el BHT-933 en ratas
anestesiadas y vagotomizadas
sometidas a bloqueo de los
receptores B-adrenérgicos con
propranolol (1 mg/kg, i.v.) y de
los ganglios autonomos con
O hexametonio (10 mg/kg, i.v.).
Cada punto representa la
media y las barras verticales
0- denotan el error estandar de la
r T media de 3 observaciones.

01 i 10 100 1000 +P<0.05vsAngll;*p0.05 vs
control
BHT-933 (ng/kg, i.v.)

A PRESION ARTERIAL
DIASTOLICA (mmHg)
o S

28



DISCUSION

Los resultados del presente estudio sugieren que la Ang Il participa de manera
importante en la modulacién de la respuesta presora mediada por los receptores oy-
adrenérgicos en la vasculatura sistémica de la rata anestesiada, y que esta modulacién
esta dada en funcién de productos secundarios que incluyen PGs y, en menor grado, el
NO. Contrariamente a lo observado en la rata descerebrada y desmedulada, modelo en
el cual la Ang Il produce amplificacion de las respuestas vasoconstrictoras -
adrenérgicas, el octapéptido ejerce un efecto inhibitorio de estas respuestas en la rata
anestesiada. El fenémeno de inhibicién por Ang Il no se circunscribe Unicamente a las
respuestas presoras oy-adrenérgicas, sino también a aquellas mediadas por el receptor
op-adrenérgico. Estos resultados pueden tener importantes implicaciones en vista del
concepto generalmente aceptado de que la Ang Il puede favorecer el aumento de la
presion arterial a través de un efecto amplificador de las respuestas vasoconstrictoras

mediadas por otros agentes vasoactivos, tales como las catecolaminas.

Inhibicion de la ECA en la modulacion de las respuestas presoras mediadas por el
receptor a;-adrenérgico

Estudios previos en la rata descerebrada y desmedulada han demostrado que la
inhibicién de la ECA con farmacos como el captopril y el teprotide deprime las
respuestas presoras inducidas por agonistas ay-adrenérgicos como la cirazolina (De
Jonge et al., 1982; Tabrizchi y Triggle, 1994), la FEN y la NA (Grant y McGrath, 1988),
asi como aquellas evocadas por los agonistas selectivos op-adrenérgicos, B-HT-920

(De Jonge Op cit) y BHT-933 (Grant y McGrath, Op cit). En concordancia con estos
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hallazgos, el efecto atenuador del teprotide sobre las respuestas presoras oi- y 0Op-
adrenérgicas fue revertido por una infusion de Ang Il en animales tratados con el
inhibidor de las COXs, flurbiprofen, mientras que el antagonista no selectivo de los
receptores a Ang Il, saralasina, deprimié significativamente (y de manera equivalente al
teprotide) las respuestas presoras inducidas por los agonistas oy- y op-adrenérgicos
(Grant y McGrath, 1988). Asimismo, la infusién de dosis subpresoras de Ang Il en ratas
intactas y simpatectomizadas aumentd significativamente los efectos presores
producidos por la FEN, y éste efecto facilitador de la Ang Il fue abolido por el
antagonista selectivo AT;, valsartan, pero no por el antagonista selectivo AT,, PD-
123319, sugiriendo asi que el efecto amplificador del péptido es mediado por los
receptores AT¢ (Marano y Argiolas, 1994).

En contraste con estas observaciones, los presentes resultados con CAP sugieren que
la Ang Il enddgena es capaz de ejercer una influencia inhibitoria sobre las respuestas
presoras mediadas por los receptores os-adrenérgicos, dado que el tratamiento con
este farmaco produjo una clara tendencia hacia la facilitacién de dichas respuestas. Las
razones de la discrepancia de nuestros resultados con los citados estudios son
desconocidas, pero pueden incluir diferencias en los modelos experimentales utilizados,
las condiciones empleadas y/o la dosis de Ang Il administrada como infusion continua.
Con relacién a los modelos experimentales, debe resaltarse que los estudios donde se
demuestra un efecto inhibitorio de los inhibidores de la ECA sobre las respuestas
presoras a-adrenérgicas (De Jonge y et al., 1982; Grant y McGrath, Op cit; Tabrizchi y
Triggle, 1994) fueron realizados en ratas descerebradas y desmeduladas, mientras que

el presente estudio fue realizado en ratas anestesiadas. Asimismo, los animales fueron
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vagotomizados y tratados con un bloqueador ganglionar (HXM), un antagonista B-
adrenérgico (PRP) y, en el caso de los grupos de NA, un antagonista op-adrenérgico
(RW). En el caso del estudio reportado por Marano y Argiolas (1994) en ratas
anestesiadas, en el cual la Ang |l potencio los efectos presores de la FEN, los animales
no fueron vagotomizados ni tratados con algun agente bloqueador de los ganglios
auténomos o de los receptores B-adrenérgicos. Adicionalmente, la dosis empleada de
Ang Il fue de 10 ng/kg/min (i.v.), mientras que nosotros utilizamos una dosis de 50

ng/kg/min (i.v.) reportada previamente por Grant y McGrath (1988).

Modulacion por Ang Il de las respuestas presoras mediadas por los receptores o.4-
adrenérgicos: papel de las PGs y del NO

Con el objeto de investigar si la facilitacion por CAP de las respuestas presoras
inducidas por la NA y, en menor grado, la FEN (Figura 3) podria ser explicada por la
inhibicién de la formacion de Ang I, se realizaron experimentos en los que se analiz6 el
efecto de una infusion continua de Ang Il sobre los efectos presores de ambos
agonistas adrenérgicos. En apoyo de un posible efecto inhibitorio de la Ang Il, la
infusion del octapéptido a una dosis de 50 ng/kg/min (i.v.; Grant y McGrath, Op cit),
deprimié o aboli6 las respuestas presoras a la FEN y la NA, respectivamente (Figura 4).
Estos resultados contrastan con los reportes de otros investigadores en cuanto a que la
infusion i.v. de Ang Il revirtid el efecto inhibitorio producido por inhibidores de la ECA
sobre los efectos presores a diversos agonistas adrenérgicos como la NA, la FEN, la
indanidina, la xylazina y el BHT-933 en la rata descerebrada y desmedulada (Grant y

McGrath, Op cit).
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La capacidad de la IND para revertir el efecto inhibitorio de la Ang Il sobre las
respuestas presoras a la NA y la FEN (Figura 4) es consistente con el hecho reportado
de que la Ang Il estimula la sintesis de PGs vasodilatadoras, tales como la
prostaglandina E, (PGE,) y la prostaciclina (PGl,) (Attallah et al., 1982; Rowe y
Nasjletti, 1983; Schwieler et al., 1994; Toda y Miyasaki, 1981), via la estimulacion del
receptor AT, (Siragy y Carey, 1996; Kimura et al., 2001). En apoyo de esta posibilidad,
Clayton et al. (1998) demostraron en ratas anestesiadas que la respuesta
hemodinamica renal a la infusién directa de Ang Il (a una dosis moderadamente menor
(30 ng/kg/min, i.v.) que la empleada en nuestros experimentos (50 ng/kg/min, i.v.), fue
modulada de manera significativa por PGs y NO. En este mismo contexto, se sabe que
la inhibicién de las COXs con IND atenua los efectos hipotensores del CAP y del
losartan (Cachofeiro et al., 1995; Conlin et al., 2000) sugiriendo asi que la inhibicién de
la ECA y/o el blogueo de los receptores AT; se acompana de la liberacion de PGs
vasodilatadoras. El posible papel antagénico de las PGs sobre las respuestas presoras
inducidas por agonistas adrenérgicos ya ha sido sugerido en los experimentos
publicados por Grant y McGrath (Op cit) utilizando ratas descerebradas vy
desmeduladas. Estos autores demostraron que la inhibicién de la ECA con teprotide (10
mg/kg, i.v.) deprimié significativamente la respuesta presora a la NA y la FEN, y que la
infusion de Ang Il revirtié el efecto inhibitorio del teprotide, s6lo en aquellos animales
que habian sido tratados con flurbiprofeno, un inhibidor de las COXs. En consecuencia,
la capacidad inhibitoria de la Ang Il sobre las respuestas presoras a NA y FEN en
nuestros experimentos podria ser explicada por la generacion de PGs vasodilatadoras.
Resulta interesante, en este sentido, que la hipo-reactividad a NA y otros agentes

vasoconstrictores en el modelo de hipertension portal de la rata con ligacién de la vena
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porta se revierte mediante el tratamiento con inhibidores de la COX-1 y COX-2, y que
los niveles del metabolito estable de la prostaciclina, 6-ceto-PGFq,, asi como la
expresion de ambas enzimas, se encuentran elevados en este modelo (Potenza et al.,
2002). Estos hallazgos ponen de manifiesto la capacidad de las PGs vasodilatadoras
para inhibir las respuestas vasoconstrictoras mediadas por los receptores a-
adrenérgicos y proporcionan apoyo al posible papel inhibitorio de substancias
prostanoides en nuestros experimentos.

Con relacién a la posible participacion del NO en los efectos inhibitorios de la Ang Il
sobre la respuesta presora a NA y FEN, este no parece desempefiar un papel
importante salvo en los experimentos en que se empled la infusién de Ang Il, donde el
tratamiento con L-NAME revirtié parcial, pero significativamente, el efecto inhibitorio de
la Ang Il (Figura 4). No obstante, en ausencia de la infusién de Ang Il el L-NAME no
tuvo efecto sobre los efectos presores a NA o FEN (Figura 6), lo cual sugiere que, bajo
nuestras condiciones experimentales, el NO generado en condiciones basales (en parte
quizas a través de la Ang Il endégena via la activacién de sus receptores) no ejerce un
papel modulador sobre las respuestas presoras adrenérgicas. Por el contrario, los
resultados en animales tratados con una infusién de Ang Il sugieren que el NO participa
en la accién inhibitoria de la Ang Il sobre las respuestas presoras a NA y FEN. Al
respecto, numerosas evidencias sugieren que el NO ejerce un efecto inhibitorio sobre
las respuestas vasoconstrictoras inducidas por agonistas adrenérgicos y otros agentes
vasoactivos.

Con respecto del mecanismo receptor involucrado en los efectos inhibitorios de la Ang

Il, nuestros datos no nos permiten discernir el subtipo de receptor involucrado
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(AT vs AT,) pero diversas evidencias indican que la activacion del receptor AT se
encuentra acoplado a la produccién de PGE,, mientras que la del AT, da lugar a la
sintesis de cininas, PGs y NO (Carey et al., 2000; Israel et al., 2000; Maeso et al., 1996;

Sosa-Canache et al., 2000).

34



CONCLUSION

Los datos del presente trabajo sugieren que la Ang Il ejerce una influencia inhibitoria
sobre los efectos presores inducidos por estimulacién de los receptores oy- y op-
adrenérgicos. Este efecto de la Ang I, al menos en el caso de las respuestas presoras
mediadas por los receptores aq-adrenérgicos, se explica fundamentalmente por la
generacién de PGs y, en menor grado, de NO. Estas observaciones en ratas
anestesiadas contrastan con resultados previos en ratas descerebradas vy
desmeduladas y resaltan, de hecho, importantes diferencias entre los dos modelos
experimentales. En este sentido, De Jonge et al. (1984) reportaron que el tratamiento
con CAP inhibi6 la respuesta presora a la NA en gatos descerebrados y desmedulados,
pero no en gatos anestesiados, y que el CAP fue mas efectivo como agente hipotensor
en los primeros con respecto de los segundos. Dado que el proceso de descerebracion
y desmedulacion se vio asociado con un incremento en la actividad plasmatica de
renina en estos animales (De Jonge Op cit), es posible que el modo de interaccion de la
Ang Il con las respuestas presoras adrenérgicas dependa de los niveles endoégenos del

péptido y/o sus metabolitos.
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