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EFECTO DE ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE ANGIOTENSINA 11'Y a, ADRENERGICOS

SOBRE LA LIBERACION DE OXIDO NITRICO INDUCIDA POR ANGIOTENSINA 1|
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Resumen El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la interaccion entre el sistema adrenérgico y la libera-
cion de éxido nitrico (ON) estimulada por angiotensina Il en aorta de conejo. Anillos de aorta toracica
se colocaron en un bafio de érgano aislado. Se equilibré durante 30 min, se lavd y se agregd angiotensina Il a
diferentes dosis, dejandose actuar 20 min. En otro grupo se efectuaron dos estimulaciones con un intervalo de 60
min. Los antagonistas de angiotensina Il losartan, PD 123319 y Sar'-Leu®-angiotensina Il; y el antagonista a,
adrenérgico (yohimbina), todos 10° M, y L-NAME o D-NAME 102 M, se agregaron antes de estimular con
angiotensina Il 10°M 0 5.10° M. A otro grupo, ademas de losartan o PD 123319, se agreg6 yohimbina. La deter-
minacién de nitritos se realizé con el reactivo de Griess. La angiotensina Il 10 M hasta 10 M, incrementé la
produccién de metabolitos de ON medidos como nitritos con respecto al control. A dosis mayores hubo una dismi-
nucion con respecto a 10 M. La liberacion de nitritos inducida por angiotensina Il cay6 en la segunda estimulacién
con la hormona en todos los casos, mientras el L-NAME la bloqueé. Los antagonistas de angiotensina Il la
incrementaron solo a dosis méxima de la hormona, efecto anulado por yohimbina. Asimismo, yohimbina disminuy6
la produccién de nitritos a dosis de angiotensina Il 5.10° M pero no 10 M. Estos resultados permiten postular
que la liberacion de ON inducida por angiotensina Il seria en parte mediada por estimulacion de receptores a,. Los
antagonistas de angiotensina Il desenmascararian este efecto a dosis maxima de la hormona, mientras que a do-
sis supramaximas prevalecerian mecanismos inhibitorios que serian compensados por activacion a,,.

Palabras claves : antagonistas de angiotensina Il, 6xido nitrico (ON), yohimbina

Abstract Effect of angiotensin Il and  a, receptor antagonists on angiotensin ll-stimulated nitric oxide release.

The aim of the present work was to characterize the interaction between the adrenergic system and angio-
tensin Il-stimulated nitric oxide (NO) release in rabbit aorta. Rings of thoracic aorta were placed in an isolated organ bath.
Equilibration was performed during 30 min, and after washing, angiotensin Il was added at different concentrations,
during 20 min. In another group two stimulations were performed with an interval of 60 min. Angiotensin Il antagonists:
losartan, PD 123319 and Sar'-Leu®-angiotensin Il, a,adrenergic antagonist: yohimbine, all at 10°M and L-NAME or D-
NAME 102 M, were added before stimulation with angiotensin 11 10 M or 5.10° M. In another group, besides losartan or
PD 123319, yohimbine was added. Nitrite determination was performed with Griess reagent. Angiotensin Il 108to0 105 M
increased NO metabolite production measured as nitrites referred to the control. In higher concentrations there was a
diminution in relation to 10® M. Angiotensin Il nitrite release fell in the second stimulation with the hormone in all cases,
whereas it was blocked by L-NAME. It was increased by angiotensin Il antagonist only at maximal concentrations of the
hormone, an effect abolished by yohimbine. Likewise, yohimbine diminished nitrite production at concentrations of angio-
tensin Il of 5.10°% but not at 10° M. These results allow us to postulate that NO release induced by angiotensin Il would be
in part mediated by a, receptors. Angiotensin Il antagonists unmask these effects at maximal concentrations of the
hormone, whereas at supramaximal concentrations inhibitory mechanisms would prevail, which would be balanced by a.,
activation.
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La angiotensina Il (Ang Il), el principal péptido
biol6gicamente activo del sistema renina angiotensina ,
desempefia un papel importante en la regulacion de la
presion arterial. Produce vasoconstriccion a través de la
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interaccion con receptores AT, presentes en el musculo
liso vascular y de su capacidad de modular la funcién
simpética neural. Asimismo, se conoce que actua sobre
el endotelio a través de receptores especificos de tipo
AT, ! estimulando la liberacion de agentes vasocons-
trictores: endotelina?3, y algunos derivados de la accion
de la lipooxigenasa sobre el acido araquidonico*®, y de
agentes vasodilatadores: 6xido nitrico (ON)&°, pros-
taciclina y algunos derivados de la citocromo p450
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monooxigenasa®. El efecto contractil resultante de la
accion de la Ang Il sobre el musculo liso vascular de-
penderia, entonces, de un adecuado balance entre es-
tos factores. El ON es el vasodilatador més importante
derivado del endotelio y existen evidencias de que una
disminucion en su produccién, limitaciones en su accion
0 incrementos en su metabolismo estan etioldgicamente
ligados a la enfermedad vascular'!. En este sentido, en
pacientes con hipertension arterial se ha comprobado
una capacidad vasodilatadora reducida del endotelio, que
puede ser corregida mediante tratamiento con
antihipertensivos?*?.

Por otra parte, se sabe que la respuesta del musculo
liso vascular al efecto contractil de la noradrenalina (NA)
est4 reducida en presencia de endotelio, y este fenome-
no se debe a la activacion de receptores a, adrenergicos
endoteliales, que induce la liberacion de ON®. Asimis-
mo, se ha comunicado que la Ang Il puede liberar NA
desde las terminaciones adrenérgicas presentes en las
paredes vasculares!4, ademas de facilitar la funcién sim-
patica periférica por diferentes mecanismos, entre ellos
favorecer la liberacion de NA desde las terminaciones
nerviosas adrenérgicas® o inhibir la recaptacion neuronal
del neurotransmisor en ciertos tejidos!¢.Teniendo en
cuenta esto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar
la liberacién endotelial de ON estimulada por Ang Il y la
interaccion entre los principales sistemas responsables
de mantener el tono del mdsculo liso vascular: renina-
angiotensina, endotelial y adrénérgico, a nivel de la pro-
duccion de ON en el vaso intacto, medido indirectamen-
te por la liberacién de nitritos.

Materiales y métodos

Se usaron conejos machos neocelandeces o hibridos de
Flanders. El peso de los animales vivos fue de 1,500 a 2,500
Kg. Se mataron por la técnica de desangrado. Los conejos fue-
ron adquiridos de un criadero de San Miguel de Tucuman, don-
de recibieron una alimentacién a base de balanceados comer-
ciales. La aorta toracica fue cuidadosamente disecada y lim-
piada de todo resto de tejido graso y conjuntivo.

Para el bafio de 6rgano aislado y la conservacion en gene-
ral del material biolégico empleado se usé una solucién de
Krebs modificada, cuya composicion fue la siguiente (mM):
NaCl 128, KCI 4.7, NaHCO, 14.4, NaH, PO, 1.2, MgCl, 1.2,
CaCl, 2.5, Na, EDTA 0.1 y glucosa 11.1, pH 7.2. Esta solu-
cion fue preparada diariamente a partir de soluciones madres.

Las soluciones de las diferentes drogas empleadas en este
trabajo fueron diluidas en agua destilada antes de ser agrega-
das al bafio. Su concentracion fue 100 veces mayor a la con-
centracion final deseada.

Medicion de nitritos

Los nitritos y nitratos son los principales metabolitos del ON,
por lo tanto la determinacion, ya sea de nitritos solamente o la
de nitratos luego de su reduccion enzimatica, es una medida
indirecta de la produccién de ON. La reaccion de Griess, en la
cual estos metabolitos son transformados en compuestos diazo
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coloreados, constituye uno de los ensayos mas utilizados*’ con
esta finalidad.

La técnica empleada por otros autores en microvasos
coronarios aislados de perro!®1° fue adaptada para medir la li-
beracion de nitritos en anillos de aorta toracica de conejo. Cada
uno de los anillos fue colocado en recipientes plasticos de 4
ml de capacidad. El sistema se conecté mediante tubuladuras
de goma a un tubo de gas carbdgeno, con el objeto de garan-
tizar el burbujeo constante. SimultAneamente, los recipientes
fueron sumergidos en un bafio termostatizado a 37 °C. Al co-
menzar el experimento las arterias se equilibraron durante 30
minutos con 0.5 ml de solucién de Krebs, en ausencia o pre-
sencia de los antagonistas, segun el protocolo. Al cabo de este
periodo, el medio de incubacién se descarté y se coloc6 0.5
ml de solucién fresca con o sin Ang Il. Se dej6 actuar 20 minu-
tos y luego se sacaron las arterias, se secaron cuidadosamen-
te, se pesaron y el remanente se utilizé para dosar nitritos
mediante el agregado del reactivo de Griess: a los 0.5 ml se
les afiadi6 0.45 ml de sulfanilamida 0.1% y 0.05 ml de a-naftil
etilen diamina 0.2% (volumen final=1 ml). El color rosado de-
sarrollado se ley6 al cabo de 15 minutos en un espectrofo-
tébmetro a 540 nm, que fue calibrado a cero con el blanco de
reactivos. Para calcular el contenido de nitritos presentes, se
hicieron diariamente curvas de calibracién con soluciones
estandar de nitrito de sodio en concentraciones crecientes: 10°
M, 25. 10¢ M, 5.10° M, 7.5. 10 M, 5.10° M, 2.5.10° M,
7.5.10° M, 10“ M 8, El andlisis de regresién de la curva se
efectu6 mediante un programa estadistico: MICROSTA, y fue-
ron aceptadas s6lo aquellas curvas con un coeficiente de co-
rrelacion de Pearson igual o mayor que 0,9. Los datos se ex-
presaron como picomoles de nitritos liberados por ml y por mg
de tejido humedo.

Protocolos experimentales

En primer lugar se efectuaron curvas dosis respuesta a la Ang
Il. Después del periodo de equilibracion cada anillo fue estimu-
lado con una dosis Unica de 108 M, 107 M, 5.107 M, 10°¢ M,
5.10° My 10° M de Ang Il. Para analizar si la liberacion de
ON observada era especifica de la 6xido nitrico sintetasa, se
trabajé con su inhibidor, el L-NAME 102 M, usando como con-
trol su isémero inactivo, el D-NAME. Estas drogas fueron agre-
gadas al medio de incubacion durante los 30 minutos del pe-
riodo de equilibracion e inmediatamente antes de efectuar una
estimulacion con Ang 11 5.10¢ M.

Con el objeto de establecer el subtipo de receptor de Ang
Il involucrado en la liberacién endotelial de ON se trabajé con
antagonistas especificos de los receptores AT, (losartan 10°
M)y AT, (PD 123319 10®° M), y con el antagonista no selecti-
vo (Sar *-Leu® -angiotensina Il 10° M). Estas drogas fueron
agregadas al medio de incubacién durante el periodo de
equilibracién y antes de realizar una estimulacion Gnica con Ang
I 105 M 0 5.10% M.

Para evaluar la interaccién entre la produccion endotelial de
ON estimulada por Ang Il y el sistema adrenérgico, se lleva-
ron a cabo los siguientes protocolos: 1) un bloqueante de los
receptores a, (yohimbina 10 M), fue agregado al medio de
incubacién durante el periodo de equilibracién y antes de esti-
mular con Ang Il 10° My 5.10° M 2) en un protocolo similar al
anterior se agregaron al medio de incubacion ademés de
yohimbina, ya sea losartan 10-° M o PD 123319 10 M.

Con el objeto de verificar si la produccion de ON estimula-
da por Ang Il in vitro se modifica con el tiempo o presenta
taquifilaxia, se realizaron dos estimulaciones sucesivas en el
mismo anillo con distintas dosis de Ang Il: 108 M, 107 M, 10®
My 10° M. La primera se efectud inmediatamente después de
los 30 minutos de equilibracion, se lavé con solucion de Krebs
durante una hora y se efectud la segunda estimulacion.
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Estadistica

Todos los valores representan la media + ES. Las compara-
ciones con respecto al control fueron efectuadas mediante test
de t para muestras pareadas o no pareadas segln el caso y
las comparaciones entre los grupos mediante ANOVA con post
test de Duncan. Las diferencias se consideraron significativas
cuando p fue menor al 5% en una tabla de dos colas.

Drogas

Ang Il, Sar *-Leu 8-angiotensina I, L-NAME, D-NAME, a-natftil
etilen diamina, sulfanilamida y yohimbina fueron adquiridas de
Sigma Chemical Co (St Louis, USA). PD 123319 fue adquirido
a RBI (Research Biochemicals International). Losartan fue ge-
nerosamente suministrado por Merck .

Resultados
Liberacion de nitritos inducida por angiotensina Il

El efecto de la Ang Il sobre la liberacion endotelial de
nitritos fue dependiente de la dosis: se observo un incre-
mento desde 10 M hasta alcanzar un maximo a 10 M.
A dosis mayores, la produccién de nitritos cayé con res-
pecto a Ang Il 10 M, pero fue significativamente supe-
rior al basal (Fig. 1).

Se observo una disminucion estadisticamente signi-
ficativa en la produccion de nitritos a todas las dosis es-
tudiadas cuando se realizdé una segunda estimulacion
con Ang Il en el mismo anillo, al cabo de 60 minutos de
lavados con solucion de Krebs (Fig. 2).

El L-NAME, en dosis de 102 M inhibi6 la produccion
de nitritos inducida por Ang 1l 5.10° M (Fig. 4).
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Fig. 1.— Produccién de nitritos estimulada por diferentes dosis
de angiotensina Il. ** p<0.01; * p<0.05 indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto al basal (test
de t para muestras pareadas). T p<0.05 indica diferencia
estadisticamente significativa con respecto a angiotensina
1110* M (ANOVA con post test de Duncan). Los resultados
son expresados como media + ES de 15 experimentos.
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Efecto de antagonistas de los receptores de
angiotensina 1l

Tanto losartan 105 M como PD123319 10° M y Sar?-
Leu®-angiotensina Il 10° M aumentaron la produccién
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Fig. 2.— Diferencias en la liberaciéon de nitritos inducida por
angiotensina Il entre la segunda y la primera estimulacién
con la hormona a distintas dosis. * p<0.05 y ** p<0.01 indi-
can diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de nitritos dosados en la segunda vs la primera
estimulacion con angiotensina Il (test de t para muestras
pareadas). Los resultados son expresados como media *
ES de 8-10 experimentos.
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Fig. 3.— Produccion de nitritos estimulada por angiotensina Il
10% M (Ang Il) en ausencia (-) o presencia (+) de Losartan
105 M, PD 123319 10° M, Sarl-Leu8-angiotensin Il 10° M
(Sarl-Leu8-Ang Il) o yohimbina 10 M. * p<0.05 indica di-
ferencias estadisticamente significativas con respecto al
basal (test de t para muestras pareadas); ** p<0.05 indica
diferencias estadisticamente significativas con respecto a
Ang Il 10 M; T p<0.05 indica diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los anillos tratados con
Losartan o PD 123319 (ANOVA de dos vias con post test
de Duncan). Los resultados son expresados como media +
ES de las diferencias (delta) entre anillo control y experi-
mental (n= 8-10).
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Fig. 4.— Produccion de nitritos estimulada por angiotensina Il
5.10° M (Ang Il) en ausencia (-) o presencia (+) de L-NAME
102 M, Losartan 10° M, PD 123319 10° M, o yohimbina
10 M. * p<0.05 indica diferencias estadisticamente signifi-
cativas con respecto al basal (test de t para muestras pa-
readas); ** p<0.01 indica diferencia estadisticamente signi-
ficativa con respecto a Ang Il 5.10® M (ANOVA con post
test de Duncan). Los resultados son expresados como
media + ES de las diferencias (delta) entre anillo control y
experimental (n= 10).

de nitritos inducida por Ang 11 10 M (Fig. 3). Sin embar-
go, ni losartan ni PD 123319 tuvieron efecto sobre la
liberacién de nitritos estimulada por la hormona a dosis
de 5.10° M (Fig. 4).

Efecto de la yohimbina

Yohimbina 10° M fue capaz de anular la produccién de
nitritos inducida por Ang Il 10-¢ M en presencia de losartan
y PD123319. Sin embargo no modificé la liberacion de
nitritos inducida por Ang Il a esa dosis en ausencia de
los antagonistas (Fig. 3). A dosis de Ang Il 5.10° M,
yohimbina disminuy® significativamente la produccién de
nitritos, aunque no la elimindé completamente (Fig. 4).

Discusién

En el presente trabajo se pudo observar que la libera-
cion de nitritos inducida por Ang Il en aorta de conejo
fue dependiente de la dosis: aumenté hasta alcanzar la
respuesta maxima y disminuy6 a partir de alli. Existen
datos bibliograficos que confirman la liberacion de nitritos
estimulada por Ang Il en distintos tejidos: arterias
coronarias de perro?®, arterias renales de rata® y en cul-
tivos de células endoteliales®, sin embargo estos auto-
res no estudiaron dosis mayores de 10® M para com-
probar si se habia alcanzado la respuesta maxima y
analizar el efecto de dosis supraméaximas. Otro hallazgo
original es que la produccion de nitritos disminuye cuan-
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do se estimula el mismo anillo por segunda vez al cabo
de 60 minutos de lavados con solucién de Krebs. Esto
podria atribuirse a que el receptor de Ang Il sufre un
fendmeno de desensibilizacién, cuyo mecanismo ha sido
ampliamente estudiado. Recientemente, algunos auto-
res comunicaron que podria deberse a un desacopla-
miento en la transduccion de la sefial?* o activacion de la
protein kinasa C?2.

La observacién de que todos los antagonistas de los
receptores de Ang Il empleados incrementan la produc-
cion de nitritos a dosis maxima pero no a dosis
supramaximas es un hallazgo que no coincide con algu-
nos trabajos de la bibliografia, que demuestran un blo-
gueo de la produccion de ON estimulada por Ang Il con
losartan® 1820, PD 123319 y antagonistas peptidicos®®
de la Ang Il. Es ampliamente conocido que el antagonis-
ta de los receptores AT, losartan, reduce la presion
arterial en la hipertensién esencial y en distintos mode-
los experimentales. Aunque su accién hipotensora se
debe principalmente a su capacidad para evitar la unién
de la Ang Il a su receptor, algunos autores postulan la
existencia de mecanismos adicionales involucrados®2s.
Ellos comprobaron que inhibidores de oOxido nitrico sinte-
tasa disminuyen el efecto antihipertensivo del losartan,
sugiriendo que el ON es necesario para la expresion to-
tal de su accién. Asimismo, comunicaron que el losartan
incremento los niveles de nitratos plasmaticos y la mag-
nitud de la respuesta a acetilcolina en ratas espontéa-
neamente hipertensas ancianas®. El hecho de que el
antagonista de AT,, PD 123319, tenga un efecto similar
al losartan, podria deberse a que en presencia de anta-
gonistas especificos AT, la Ang Il se une a los recepto-
res AT, que no se encuentran blogueados. En este sen-
tido ha sido demostrado que la Ang Il es capaz de esti-
mular la sintesis de ON a través de la interaccion con
receptores AT, en células endoteliales®. Sin embargo,
el bloqueo de los dos subtipos de receptores con Sar'-
Leud-angiotensina Il, también incrementd la liberacion
de nitritos, por lo tanto no se puede atribuir el efecto del
losartan o el PD 123319 a la accién de la Ang Il sobre el
correspondiente receptor no bloqueado. En ninguno de
los trabajos anteriormente mencionados®#2°, en los que
se comunico bloqueo del efecto de la Ang Il con antago-
nistas especificos e inespecificos, se logré eliminar to-
talmente la liberacion de nitritos inducida por la hormo-
na, lo que sugiere la existencia de un mecanismo alter-
nativo al de los receptores de Ang Il. Sin embargo, no
hubo una explicacion del fenémeno.

El hecho de que la yohimbina, un bloqueante a,
adrenérgico, logre anular el aumento en la produccion
de nitritos inducida por los antagonistas de la Ang Il y
disminuya la produccién de nitritos inducida por Ang Il a
dosis supramaximas pero no maximas nos estaria indi-
cando que parte de la liberacién de nitritos por Ang Il
seria indirecta y podria estar mediada por receptores
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a,, constituyendo el mecanismo alternativo al de los re-
ceptores de Ang Il. Se conoce por datos de la bibliogra-
fia que dicha hormona estimularia la liberacion de NA
desde las terminales nerviosas adrenérgicas®® que se
encuentran presentes en las paredes vasculares!*, y esta
hormona activaria receptores o, endoteliales, liberando
ON?33, Este efecto indirecto de la Ang Il mediado por re-
ceptores a, estaria enmascarado por la produccion di-
recta de nitritos a través de la estimulacion de recepto-
res de Ang Il endoteliales, por eso se pone de manifies-
to cuando dichos receptores estan bloqueados (a dosis
méximas de la hormona). Esto explica el hecho de que
yohimbina no modifique la liberacion de nitritos inducida
por Ang Il 10 M en ausencia de sus antagonistas.

Nuestra observacion del efecto de los antagonistas
de los receptores de Ang Il sumado a la inhibicién en la
produccién de nitritos a dosis supramaximas nos permi-
te postular que simultdneamente a la activacion de 6xi-
do nitrico sintetasa, se desencadenan mecanismos que
conducen a la destruccion del ON formado, y que ad-
quieren relevancia a dosis elevadas de la hormona. Di-
chos mecanismos podrian involucrar a agentes
oxidantes. En este sentido se comunicé que la Ang Il
estimula tanto la produccién de nitritos como la de
peroxinitrito en cultivo de células endoteliales® y en aor-
ta toracica de ratas®. Asimismo, otros autores demos-
traron que la Ang Il aumenta la produccion de anion
superoéxido por activacion de NADH Y NADPH oxidasa®.
La liberacion de nitritos inducida por Ang Il seria, por lo
tanto, el resultado de un equilibrio entre las vias
metabdlicas que conducen a su formacién y las que
conducen a su destruccion. La disminucién en los nive-
les de ON por activacion de mecanismos inhibitorios,
gue se desencadenarian simultaneamente con los me-
canismos estimulantes, seria predominante a dosis
supramaximas y se compensarian por la activacion de
los receptores a,. Por este motivo, los antagonistas de
los receptores de Ang Il carecen de efecto, aunque
yohimbina fue capaz de disminuir la liberacién de nitritos
inducida por la homona, a esta dosis. Esto explicaria la
disminucion en la produccion de nitritos observada con
dosis superiores a 10 M.

En conclusion, este trabajo aporta evidencia de la
interaccion entre los sistemas responsables de mante-
ner el tono del musculo liso vascular: endotelial, renina-
angiotensina y adrenérgico a nivel de la produccion de
ON en el vaso intacto.
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Among the questions that a health worker should ask when planning a survey or study is "How
large a sample do | need?" The answer will depend on the aims, nature and scope of the study and on
the expected result, all of which should be carefully considered at the planning stage. For example, in
a study of the curative effect of a drug on a fatal disease such as the acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS), where a single positive result could be important, sample size might be considered
irrelevant. In contrast, if a new malaria vaccine is to be tested, the number of subjects studied will
have to be sufficiently large to permit comparison of the vaccine's effects with those of existing preventive

measures.

Entre las preguntas que un investigador de salud deberia plantearse cuando planee una encuesta
o un estudio, figura la siguiente: "¢ qué tamafio de muestra necesito?" La respuesta dependera de los
objetivos, la naturaleza y el campo del estudio y del resultado esperado, los cuales deben considerar-
se cuidadosamente en la etapa de planificacion. Por ejemplo, en un estudio sobre el efecto curativo
de una droga sobre un sindrome fatal, tal como el SIDA, en donde un solo resultado positivo podria
ser importante, el tamafio de la muestra podria considerarse irrelevante. En contraste, si se ensaya-
ra una nueva vacuna contra la malaria, el nimero de sujetos estudiados debera ser suficientemente
grande como para permitir comparar los efectos de la vacuna con los de las medidas preventivas ya

existentes.
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