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papel de las especies reactivas de oxigeno
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Resumen

La administracién central de angiotensina II (ANG II) aumenta la excrecion urinaria de sodio y potasio y disminuye el
volumen urinario. Se ha reportado que las especies reactivas de oxigeno (EROs), producto de la estimulacién de la
NAD(P)H oxidasa, median las acciones periféricas de la ANG Il y forman parte de la fisiopatologia de las enfermeda-
des neurodegenerativas, sin embargo se conoce poco acerca de su participacion en la regulacién del balance hidro-
mineral mediada por la ANG II en el sistema nervioso central (SNC). Con el fin de estudiar el papel de las EROs en el
metabolismo hidromineral mediado por la ANG II cerebral, se disenaron experimentos en los que se interrumpe la
cascada de senalizacion de la NAD(P)H oxidasa mediante el uso de antagonistas selectivos. La administracién intra-
cerebroventicular (ICV) de ANG II en ratas produjo una disminucion del volumen urinario a la hora, y un aumento en
la excrecion urinaria de sodio y potasio durante el periodo de las seis horas de recoleccion. La administracion de un
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina (APO), de un mimético de la super6xido dismutasa, el tempol (TEM), y
de un inhibidor de la proteina kinasa C, la cheleritrina (CHE), revirtieron el efecto natriurético y kaliurético de la ANG
II-ICV y no afectaron significativamente la antidiuresis. Estos resultados proporcionan evidencia que apoya el con-
cepto de la participacion de las EROs en la senalizacién de la ANG II en la funcién de la regulacion del balance hidro-
mineral central.
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Abstract

Central administration of angiotensin II (Ang II) is known to reduce urinary volume and to increase sodium and potas-
sium excretion. Recently, a novel signaling mechanism for Ang Il in the periphery has been shown to involve NAD(P)H
oxidase-derived reactive oxigen species (ROS), which are important intracellular messengers of many physiological
and pathological effects of circulating Ang II, and are best known for their role in the pathogenesis of primary neuro-
degenerative diseases. However, the precise pathways and signaling mechanisms used by Ang Il in the brain are in-
completely understood. In order to establish the involvement of ROS in central Ang II-dependent antidiuresis,
natriuresis and kaliuresis, we examined the effect of a selective NAD(P)H oxidase inhibitor, apocynin, the SOD mimetic,
tempol, and the protein kinase C (PKC) inhibitor, chelerythrine. Intracerebroventricular administration of Ang II to cons-
cious hydrated rats resulted in a significant decrease in urinary volume; and an increased sodium and potassium
excretion during the 6-hour period of urine collection. Interference with the NAD(P)H oxidase signaling by central admi-
nistration of apocynin, tempol or chelerythrine, blunted the natriuretic and kaliuretic effect induced by central ad-
ministration of Ang II, without affecting its antidiuretic action. These studies demonstrate that increases of urinary
sodium and potassium excretion elicited by IVT-Ang Il are mediated by NAD(P)H-oxidase-dependent production of
superoxide and PKC activation.

Key words: Angiotensin II, natriuresis, apocynin, chelerythrine, tempol.

Laboratorio de Neuropéptidos, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela.

E-mail: maidervarela2@gmail.com

Revista Facultad de Farmacia + Vol. 71 + N°2 « 2008 19



MAIDER VARELA, JORGE ARZOLA, SARA DE JESUS Y ANITA ISRAEL

Introduccion

El sistema renina-angiotensina (SRA) ejerce un
papel importante en la regulacion de la actividad sim-
patica, la presion arterial y el balance hidromineral
(Averill y col., 2000; Seltzer y col., 2004). La admi-
nistraciéon central de angiotensina II (ANG II) produce
aumento de la presion arterial, de la liberacion de
vasopresina, de la ingesta de agua y sal, de la excre-
Cion urinaria de sodio y potasio, y disminuye el volu-
men urinario y los niveles plasmaticos de sodio.

El mecanismo de senalizacion de la ANG II en el
cerebro no ha sido esclarecido hasta el presente; sin
embargo se sabe que las especies reactivas de oxige-
no (EROs) son mediadores celulares importantes en
muchos de sus efectos fisiologicos y patologicos. Las
EROs, tales como el superoxido y el peréxido de hi-
drégeno, son moléculas derivadas de la reduccion del
oxigeno que, en oportunidades, actian como segun-
dos mensajeros en diversos tipos celulares, entre las
que se encuentran las células cardiovasculares. Las
EROs tienen varios origenes, aparte de la sintesis mi-
tocondrial, son producidas por enzimas tales como la
xantina oxidasa, la lipooxigenasa, la ciclooxigenasa,
la sintasa del 6xido nitrico y la NAD(P)H oxidasa.

El metabolismo de las EROs esta coordinado por
diversas enzimas antioxidantes tales como la supe-
roxido dismutasa que, mediante la dismutacion de
dos moléculas de superéxido, produce peroxido de
hidrégeno, una ERO mas estable, y que a su vez es
convertido en agua por la accion de la catalasa y la
glutation peroxidasa.

Las EROs son producidas como respuesta a mul-
tiples estimulos tales como hormonas, citokinas,
cambios en la osmolaridad, factores de crecimiento,
entre otros, mediante la estimulacion de diversos
receptores de membrana capaces de activar Kinasas
intracelulares promoviendo respuestas como la in-
flamacion, la diferenciacién y el crecimiento. Siendo
consideradas mensajeros intracelulares, activan fac-
tores de transcripcion que tienen multiples funcio-
nes en la fisiologia y fisiopatologia de las células
vasculares.

La evidencia reciente establece una relacion
entre la ANG Il y la produccién de EROs en diferentes
patologias de tipo cardiovascular. Asi, estudios en
células de aorta aisladas de ratas Sprague-Dawley
revelan que las EROs provenientes de la NAD(P)H oxi-
dasa median la hipertrofia del musculo liso vascular
y la hipertension arterial inducida por ANG II. De
igual forma, la infusion de ANG II causa disfuncion
endotelial, por el incremento de la actividad de la
NAD(P)H oxidasa y con el consiguiente aumento de
la produccién del anion superoxido. El mecanismo

20

por el cual la ANG II ejerce estos efectos no se en-
cuentra claro, sin embargo se sabe que la activaciéon
de la proteina kinasa C, de la tirosina kinasa y la pro-
duccion de fosfatidilinositol-3-kinasa se encuentran
involucradas. Igualmente, se ha demostrado que la
ANG II produce un aumento de la expresion de las
subunidades que integran a la NAD(P)H oxidasa co-
mo lo son la p22phox, nox1, nox4, y gp91phox, asi
como un incremento significativo de la actividad de
la proteina kinasa C (PKC) (Mollnau y col., 2002).

Existe evidencia que indica la presencia de los
componentes de la NAD(P)H oxidasa en el sistema
nervioso central (SNC), especificamente se ha repor-
tado en células en cultivo del SNC (Suzukawa y col.,
2000), y algunas de las subunidades han sido localiza-
das en el cerebro de roedores (Serrano y col., 2003).
Aun mas, se ha descrito actividad de la NAD(P)H oxi-
dasa en areas selectas del SNC que participan en la
regulacion de la funcién cardiovascular, el eflujo
simpatico, el equilibrio hidromineral y la funcion
neuroendocrina como lo son el érgano subfornical
(OSF), el nucleo del tracto solitario, la regién ventro-
lateral rostral del bulbo y el hipotalamo (Chan y col.,
2005; Erdés y col., 2006; Wang y col., 2004; Zim-
merman y col., 2004).

Se ha sugerido que el superéxido derivado de
la NAD(P)H oxidasa en el SNC cumple un papel en la
apoptosis neuronal, en la isquemia por accidente ce-
rebrovascular y en las enfermedades degenerativas
como el Parkinson y el Alzheimer (Tammariello y col.,
2000; Walter y col., 1997; Floyd, 1999). Sin embar-
go, ademas de su papel en los procesos fisiopatologi-
cos, las EROs producidas a bajas concentraciones se
encuentran implicadas en los procesos fisiolégicos
del SNC, especialmente en las funciones mediadas
por la angiotensina II, como son la regulacién cardio-
vascular, la ingesta de agua y la estimulacién simpa-
toexcitatoria (Leiter y col., 2005; Erdds y col., 2006;
Gao y col., 2004; Zimmermman y col., 2004).

Asi, se sabe que ciertas acciones centrales de la
ANG II producen la liberacion de norepinefrina des-
de neuronas catecolaminérgicas por un incremento
de la actividad eléctrica. Se ha sugerido la participa-
cion del anién superéxido como una molécula sena-
lizadora a nivel intracelular en la modulacién de la
actividad nerviosa simpatica por parte de la ANG II.
En efecto, se demostré que la transfeccion de un ade-
novirus codificado para la Cu/Zn superéxido dismu-
tasa reduce la simpatoexcitacion en ratones con
infarto al miocardio crénico, indicando que la esti-
mulacion del receptor AT, con la ANG II activa el
eflujo simpatico por estimulacién de la NAD(P)H oxi-
dasa y la produccion de las EROs (Lindley y col.,
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2004). De igual forma, se demostr6é que la adminis-
tracion intracerebroventricular de ANG Il incrementa
la actividad simpatica renal en conejos sanos y en
mayor proporcion, en los que se les ha inducido in-
farto al miocardio experimental e insuficiencia car-
diaca crénica. Este incremento del eflujo simpatico
estuvo asociado con un aumento de la produccion
de EROs en el area rostro-ventrolateral del bulbo y
ambos efectos fueron bloqueados con el tratamien-
to ICV con un antagonista del receptor AT, como el
losartan, un SOD mimético como el tempol y un blo-
queante de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina (Gao y
col., 2004). Estos hallazgos indican que el eflujo
simpatico y la simpatoexcitacién en la insuficiencia
cardiaca crénica se encuentran mediados por la ANG
II, el receptor AT, y las EROs.

La evidencia reciente muestra que el incremento
de la presion arterial y la disminucién de la frecuen-
cia cardiaca inducida por la administracion central de
ANGQ II, son bloqueados cuando se sobre-expresa la
superoxido dismutasa o se administra por via intra-
cerebroventricular (ICV) un inhibidor de la NAD(P)H
oxidasa (Erdos y col., 2006). Aun mas, Lindley y col.
(2004) han sugerido que las EROs median la senali-
zacion de la ANG II en el cerebro, y establecen la
relacion entre dicha cascada y el desarrollo de insu-
ficiencia cardiaca por infarto al miocardio. Efectiva-
mente, mediante técnicas inmunohistoquimicas
para detectar la induccion de la familia de c-fos,
FosB, Fral y Fra2, se demostr6 que las neuronas de
los nticleos paraventricular y supradptico son croni-
camente activadas durante el desarrollo de la insufi-
ciencia cardiaca, siendo el anion superoxido el que
conduce la cascada senalizadora (Lindley y col.,
2004). Adicionalmente, se ha demostrado que el in-
cremento de la presion arterial inducido por la infu-
sion crénica de ANG Il se asocia con la elevacion de
los niveles del anidn superoxido en el OSF, una es-
tructura circunventricular localizada fuera de la ba-
rrera hematoencefalica y rica en receptores AT;. La
transfeccion viral selectiva de la superéxido dismuta-
sa al OSF previno el desarrollo de la hipertension y
de la elevacion de la produccion del anién supero-
xido, lo que demuestra que el incremento de la pro-
duccioén intracelular del aniéon superéxido en el OSF
es critico en la desarrollo de la hipertension induci-
da por ANG II (Zimmerman y col., 2004).

Esta evidencia experimental proporciona una
base para la comprension del papel de las EROs
como segundos mensajeros en los procesos fisiolo-
gicos del cerebro y en la regulacion de la funcién car-
diovascular; sin embargo se conoce muy poco sobre
el papel de los mecanismos redox en el metabolis-
mo hidromineral mediado por el sistema renina-
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angiotensina central. Por esta razén examinamos el
papel de la cascada de senalizacién dependiente de
la NAD(P)H oxidasa en la respuesta natriurética,
kaliurética y antidiurética inducida por la administra-
cién central de ANG II, utilizando para ello un inhibi-
dor selectivo de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina, un
mimético de la superéxido dismutasa, el 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil (tempol), y un inhi-
bidor de la proteina kinasa C (PKC), la cheleritrina.

Materiales y métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley, de 200 a 250 gramos de peso corporal pro-
cedentes del Bioterio del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”, las cuales fueron manteni-
das con agua y alimento estandar para animales de
laboratorio (Ratarina®) ad libitum. Todos los proce-
dimientos fueron aprobados por el Comité de Bio-
terio de la Facultad de Farmacia, Universidad Central
de Venezuela.

CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV)

Los animales fueron canulados, bajo anestesia
con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.), mediante
el uso de un aparato estereotaxico (David Kopf Instru-
ments®), para lo cual se coloco una aguja hipodérmi-
ca de 20 GA, de 4 mm de longitud en el ventriculo
lateral izquierdo, a 1 mm caudal a la sutura coronal y
a 1,5 mm lateral a la sutura sagital. La administracion
ICV de los diferentes tratamientos se realiz6 median-
te el uso de una inyectadora Hamilton, acondicionada
para permitir su adecuada penetracion a través de la
canula. En todos los casos, se confirmé la canulacion
postmortem mediante administracion de 5 pl de solu-
cion colorante Fast Green (Sigma Chemicals Co., MO,
USA), incluyendo, sélo aquellos animales en los que
se observo una distribuciéon uniforme del colorante
en los ventriculos cerebrales (Severs y col., 1970).

Los animales de experimentacion fueron dividi-
dos al azar en cuatro grupos experimentales para la
administracion de los tratamientos a seguir:

I. Bloqueo de la NAD(P)H-oxidasa con apocini-
na: 1. Solucién fisiologica (NaCl 0,9%, 5 pl ICV); 2.
Angiotensina II (50 pmol/5pl); 3. Antagonista de
NAD(P)H-oxidasa: apocinina (33 pg/kg/5 pl, ICV, 15
minutos antes del inicio del experimento); 4. Apoci-
nina+ANG II.

II. Administracion de un SOD mimético: el tempol:
1. Solucion fisiologica (NaCl 0,9%, 5 pl ICV); 2. An-
giotensina II (50 pmol/5pl); 3. Tempol (100 pg/5pl,
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ICV, 15 minutos antes del inicio del experimento);
4. Tempol+ANG II.

Ill. Bloqueo de la proteina kinasa C (PKC) con clo-
ruro de cheleritrina (CH): 1. Solucion fisiologica (NaCl
0,9%, 5 pl ICV); 2. Angiotensina Il (50 pmol/5pl); 3.
Antagonista de PKC (CH) (50 pM/5pl ICV, 15 minutos
antes del inicio del experimento); 4. CH+ANQ II.

Inmediatamente después de cada uno de los tra-
tamientos los animales recibieron una carga oral de
agua (20 ml/kg, p.c.) y fueron colocados en jaulas me-
tabdlicas individuales sin acceso a agua ni alimento.
Se recolectaron muestras de orinaalas 1, 3y 6 h. Se
determind la excrecion urinaria de sodio y potasio.

DETERMINACION DE NA+ Y K+ URINARIO

La cantidad de sodio y potasio en las muestras de
orina recolectadas se determiné por fotometria de
llama (Corning® 405 de Corning Medical Instruments,
UK). Los resultados se expresaron en pEq/100 g, p.c.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la me-
dia, mas o menos el error estandar de la media (X *
E.E.M). La significancia estadistica fue determinada
usando la prueba de «t» de Student o el analisis de
varianza de dos vias (ANOVA), y por el rango estadis-
tico de Student-Newman-Keul. Se consideré6 como
estadisticamente significativos los valores de p me-
nores de 0,05 (p<0,05).

Resultados

Efecto de la administracion central de la apo-
cinina sobre la accién renal de la ANG II-ICV

En la figura 1 se muestra el efecto de la apocinina
sobre la accion urinaria de la ANG Il administrada
centralmente. El analisis de varianza de dos vias y la
prueba de Newman-Keul revelaron que en este grupo
experimental, la ANG II reduce significativamente el
volumen urinario a la primera hora, efecto que es
revertido a las 3 y 6 horas. El efecto de la ANG II so-
bre el volumen urinario estuvo asociado con un in-
cremento de la excrecion de sodio y potasio urinario
a los periodos de recoleccion de orinade 3y 6 hrs. El
pretratamiento central con el inhibidor de la NAD(P)H
oxidasa, la apocinina, no alter6 significativamente la
accion de la ANG Il sobre el volumen urinario, sin
embargo bloqueo su efecto natriurético y kaliurético
(N= 12-30 por grupo). (Vol: V-ANG II<V-S=APO-ANG
II>APO-S; ANOVA p<0,01). (Excrecion de sodio: APO-
S=APO-ANG II=V S<V-ANG II, ANOVA p<0,01).

Efecto de la administracién central del tem-
pol, un SOD mimético, sobre la accién renal de
la ANG IFICV

En la figura 2 se muestra que la ANG II-ICV redu-
ce significativamente el volumen urinario a la hora,
efecto que se revierte a las 3 y 6 HRS. De igual for-
ma, la accion de la ANG II estuvo asociada a un
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Figura 1. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DEL INHIBIDOR ESPECIFICO DE LA NAD(P)H OXIDASA, LA APOCININA,
SOBRE EL VOLUMEN URINARIO, LA EXCRECION DE SODIO Y POTASIO EN RATAS TRATADAS CON ANGIOTENSINA II. Los grupos
recibieron solucién fisiolégica (NaCl 0,9%), 5 ul ICV o angiotensina II (50 pmol/5ul) o el antagonista de NAD(P)H-oxidasa:
apocinina (33 pg/kg/5 pl, ICV, 15 minutos antes del inicio del experimento) o APO+ANG II. (N= 12-30 por grupo). *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001 comparado con su control.
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aumento de la excrecion urinaria de sodio y potasio tener las concentraciones de electrolitos dentro de
alas 1, 3y 6 horas. El pretratamiento con el tempol, limites adecuados para la supervivencia del organis-
un superoxido dismutasa mimético, no alteré el mo. Todos esos procesos son debidamente regula-
efecto antidiurético de la ANG II-ICV, pero bloqueé dos e integrados de manera que conforman una
su accion natriurética y Kaliuréticaalas 1, 3y 6 hrs  unidad global en el ser vivo. En los animales superio-
(N= 12-24 por grupo). (Vol: V-ANG II<V S=APO-ANG res, uno de esos mecanismos que han evolucionado
II>APO-S; ANOVA, p<0,01). (Excrecion de sodio: en el tiempo como regulador del medio interno es el
APO-S=APO-ANG II=V-S<V-ANG I, ANOVA: p<0,01). sistema renina-angiotensina (SRA). A nivel periférico,
el SRA constituye uno de los mas importantes siste-
Efecto de la administracién central del inhi- mas que participan en el control de los niveles de
bidor de la PKC, la cheleritrina, sobre la accién aguay sodio en el organismo, asi como en la regula-
renal de 1a ANG II-ICV cion de la presion arterial.

En la figura 3 se muestra el volumen urinario y la La evidencia demuestra que existe en el cerebro
excrecion de sodio y potasio en ratas hidratadas tra-  Un sistema renina-angiotensina activo, el cual partici-
tadas con cheleritrina. El andlisis de varianza de dos  Pa en el control homeostatico y cardiovascular. En
vias y la prueba de Newman-Keul demostraron que la  efecto, todos los componentes del SRA, asi como
ANG II-ICV reduce significativamente el volumen uri- sus ARNm, han sido detectados en diferentes areas
nario ala hora, e incrementa la excrecion urinariade  del sistema nervioso central (Zini y col., 1996).
sodio y potasio alas 3 y 6 horas. El inhibidor selecti- La administraciéon central de ANG II o renina pro-
vo de la PKC, la cheleritrina, administrado central-
mente no altero el efecto antidiurético de la ANG
II-ICV, sin embargo bloque6 completamente las ac-
ciones natriuréticas y kaliuréticas a las 3 y 6 horas
(N= 12-26 por grupo). (Vol: V-ANG II<V S=APO-ANG
II>APO-S; ANOVA p<0,01). (Excrecion de sodio: APO-
S=APO-ANG II=V-S<V-ANG II, ANOVA p<0,01).

duce aumento de la presion arterial, dipsogenia,
aumento del apetito por la sal, antidiuresis y, contra-
riamente a lo que produce periféricamente, incre-
menta la excrecién urinaria de sodio (Itoh y col.,
1988; Wright y Harding, 1997; Unger y col., 1996;
Barbella y col., 1993). El mecanismo y los posibles
efectores involucrados en la natriuresis inducida por
la ANG II, no estan aun bien establecidos.
Discusion Se conoce que las acciones fisiolégicas que me-
La estabilidad del medio interno requiere de me- dia la ANG Il en el sistema nervioso central se en-
canismos fisioldégicos complejos capaces de man- cuentran relacionadas con las EROs y la estimulacion
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Figura 2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DEL SOD MIMETICO, EL TEMPOL, SOBRE EL VOLUMEN URINARIO, LA
EXCRECION DE SODIO Y POTASIO EN RATAS TRATADAS CON ANGIOTENSINA II. Los grupos recibieron solucién fisiolégica
(NaCl 0,9%), 5 ul ICV o angiotensina II (50 pmol/5pul) o tempol (100 pg/5 ul, ICV, 15 minutos antes del inicio del experimen-
to) o tempol+ANG II. (N= 12-24 por grupo). *p<0,05; **p<0,01 comparado con su control.
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de la NAD(P)H oxidasa (Sun y col., 2005; Zimmerman
y col., 2004; Gao y col., 2005). En efecto, se ha de-
mostrado que la sobre-expresion de la isoforma de
la proteina Racl dominante-negativa (carente) en el
ratén bloquea la respuesta presora, bradicardica y
dipsogénica inducida por la ANG Il mientras que la
sobre-expresiéon de la Racl la incrementa (Zimmer-
man y col., 2002). La respuesta presora y dipsogéni-
ca es también abolida por la administracion ICV de
gp9lds-tat, un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa (Sun
y col., 2005). Adicionalmente, se ha demostrado
que la ANG Il incrementa la producciéon de superoxi-
do dependiente de la NAD(P)H oxidasa, asi como la
tasa de disparo de las neuronas en cultivos neuro-
nales de hipotalamo y tallo cerebral, efecto que es
atenuado por la gp91ds-tat (Sun y col., 2005). Aun
mas, la respuesta presora y bradicardizante inducida
por la administracion central de ANG II es abolida por
la administracion central de la apocinina, un com-
puesto que inhibe el ensamblaje de la subunidad
p47phox de la NAD(P)H con el complejo de la en-
zima unido a la membrana (Erdds y col., 20086).

Nuestros resultados muestran que el incremento
en la excrecién urinaria de sodio y potasio inducidos
por la ANG II-ICV es inhibido completamente con el
pretratamiento con la apocinina, lo cual indica, de
forma inequivoca, que la produccion de superoxido
dependiente de la NAD(P)H oxidasa media la natriu-
resis y kaliuresis inducida por la administracion cen-
tral de angiotensina Il en ratas conscientes.

Con el fin de establecer el papel del superoxido
como molécula senalizadora en la accion central de
la ANG II sobre el metabolismo hidromineral, emplea-
mos el tempol, una molécula atrapadora de superoxi-
do (Mok y col., 1998) capaz de normalizar la presion
arterial y la produccion de superoxido en modelos
animales de hipertension (Schnackenberg y col.,
1998; Noshiyama y col., 2001). Los efectos natriuréti-
co y Kaliurético de la ANG Il son bloqueados comple-
tamente, in vivo, por el tempol, lo cual indica la
participaciéon del anidén superoxido en el mecanismo
de regulacion del balance hidromineral mediado por
la ANG II en el sistema nervioso central.

Hay que hacer notar que el efecto antidiurético
de la ANGQ II fue resistente al bloqueo de la senaliza-
cion de la via de la NAD(P)H oxidasa, lo que sugiere
que bajo nuestras condiciones experimentales, la
secrecion de vasopresina inducida por la ANG II es
independiente de la produccién de las EROs.

Se ha demostrado que la estimulacion del recep-
tor AT, neuronal por la ANG II activa a la PKC y a la ki-
nasa dependiente de calcio-calmodulina, las cuales
tienen un papel critico en la regulacion de la actividad
nerviosa y de la corriente de potasio (Ix,) neuronal
(Sumners y col., 2002). Hay evidencia experimental
que establece una relacion entre estas dos kinasas y
la produccién de las EROs en muchos tipos de célu-
las, incluyendo a las neuronas (Lassegue y Clempus,
2003). Fleegal y Sumners (2003) demostraron que la
ANG II estimula la actividad de ambas kinasas en el
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hipotalamo y que su inhibicién atentia la acciéon
dipsogénica de la ANG II-ICV. Estos resultados, y los
obtenidos en nuestro laboratorio utilizando un inhi-
bidor de la PKC, la cheleritrina, en donde se evi-
dencia un bloqueo completo de la excrecion urinaria
de sodio y potasio inducida por la ANG II, apoyan la
posibilidad de que la estimulacion de la PKC forma
parte del mecanismo mediante el cual la ANG 1l ejer-
ce su efecto sobre la regulaciéon hidroelectrolitica del
medio interno.

El mecanismo intracelular mediante el cual la
NAD(P)H oxidasa podria estar implicada en la accién
central de la angiotensina Il no esta claro atin. En los
tejidos periféricos, existe evidencia de que la activi-
dad de la NAD(P)H oxidasa es regulada por la PKC
(Griendling y col., 2000; Lassegue y Clempus, 2003),
enzima que también es activada por la ANG II en
neuronas (Sumners y Fleegal, 2002). Adicionalmen-
te, el anion superdxido producido en respuesta a la
estimulacién de la NAD(P)H oxidasa por la ANG II,
secuestra el oxido nitrico, el cual se sabe que inhibe
la actividad del sistema nervioso simpatico (Krukoff,
1999; Zanzinger, 2002); por lo que la reduccion de
la biodisponibilidad del 6xido nitrico generaria sim-
patoexcitacion. Se ha demostrado, también, que las
EROs ejercen un efecto modulador de la liberaciéon
de Ca*? (Volk y col., 1997) y que existe relacion entre
la NAD(P)H oxidasa y el metabolismo de los fosfoino-
sitidos (Bravo y col., 2001). Finalmente, se sabe que
las EROs son capaces de alterar la funciéon de los ca-
nales de potasio en células del musculo liso vascular
(Armstead, 2001), y que en el SNC la angiotensina Il
también es capaz de inhibir las corrientes de K" en
neuronas aumentando la tasa de descarga (Sun y
col., 2005).

Estos hallazgos nos permiten inferir que la activa-
cion de los receptores AT}, acoplados a proteinas G,
conlleva a la estimulacién de la proteina Kinasa Cy a
la modulacion de los canales de potasio y el disparo
neuronal; o bien a la hidrélisis de fosfoinositidos y a
la movilizacion de calcio. Estas rutas de senalizacion
podrian ser las responsables de la accién presora,
dispogénica y natriurética de la ANG II en el SNC.
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