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Resumen

Existe evidencia que apoya la participacion de las especies reactivas de oxigeno en las cascadas de senalizaciéon y
transduccion intracelular en el mantenimiento de la homeostasis neuronal. La angiotensina Il (ANG II) regula la pre-
sién arterial gracias a su capacidad de estimular a la NAD(P)H oxidasa con la subsiguiente produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) tal como el anion superéxido (O,°), el cual es metabolizado secuencialmente por las enzi-
mas antioxidantes, como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutatién peroxidasa. A su vez, las ERO son capa-
ces de activar a la proteina kinasa activada por mitébgenos (MAPK), las cuales se encuentran asociadas al crecimiento
y la diferenciacion celular. Con el fin de establecer la posible participacion de las ERO en el mecanismo de senaliza-
cion intracelular mediado por el receptor AT, (AT,R), evaluamos el papel de la NAD(P)H oxidasa y la proteina kinasa C
(PKC) en la activacion de las enzimas antioxidantes y las MAPKs in vitro, inducida por ANG II, en el hipotalamo de la
rata, area importante en el control central del sistema cardiovascular. Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, las cuales fueron sacrificadas por decapitacién y los cerebros fueron extraidos por microdiseccién bajo con-
trol esteromicroscopico. La actividad de las enzimas super6xido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa fue
determinada espectrofotométricamente; mientras que la activaciéon de la MAPK fue cuantificada mediante el anali-
sis por Western blot. En el hipotalamo, la ANG II increment6 la actividad de las tres enzimas antioxidantes evalua-
das. Maniobras como el bloqueo del receptor AT, (AT,R) con losartan (LOS), la interferencia del ensamblaje de la
NAD(P)H oxidasa con apocinina, y la inhibicién de la PKC con cheleritrina, bloquearon completamente el efecto que
produce la ANG II sobre las enzimas antioxidantes. Igualmente, la activaciéon de la MAPK inducida por la ANG II fue
disminuida o reducida por la apocinina y el losartan. Nuestros resultados indican que en el hipotalamo de la rata,
las especies reactivas de oxigeno participan en la senalizacion intracelular de la ANG II, via el receptor AT,.

Palabras clave: Angiotensina II, estrés oxidativo, catalasa, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, apocinina,
cheleritrina.

Abstract

It is becoming increasingly evident that reactive oxygen species (ROS) participate in signaling transduction pathways
that are important in maintaining cellular homeostasis in the neurons. Angiotensin II (ANG II) influences blood pressu-
re via its ability to stimulate the NAD(P)H oxidase and produce ROS such as superoxide (0,7), which is sequentially
metabolized by the enzymes superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. ROS in turn, can activate
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway that is associated with growth and cellular differentiation. In
order to establish the possible intracellular mechanism by which ROS mediates neuronal ANG II actions in cardiovas-
cular regulation, we assessed in vitro the role of angiotensin AT, receptor (AT,R), NAD(P)H oxidase and protein kinase
C (PKQ) in the angiotensin Il-induced activation of antioxidant enzymes and MAPK, in the hypothalamus, an area rela-
ted with cardiovascular control. Male Sprague-Dawley rats were sacrificed by decapitation and tissues were microdis-
sected under stereomicroscopic control. Superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase activity was
determined spectrophotometrically and MAPK activation by Western blot analysis. In hypothalamus, ANG II increased
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the activities of the three antioxidant enzymes. Blockade of AT,R with losartan (LOS), or interference with the
NAD(P)H oxidase assembling with apocynin, or inhibiting PKC with chelerythrine, blunted ANG II effects on the antio-
xidant enzyme activities. Likewise, ANG Il-induced activation of MAPKs was diminished by apocynin and losartan. Our
results indicate that AT, receptor and redox signaling are involved in ANG II actions in the rat hypothalamus.

Key words: Angiotensin II, oxidative stress, catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, apocynin, che-

lerythrine.

Introduccion

El sistema renina—-angiotensina ejerce un papel
importante en la regulacién de la actividad del siste-
ma nervioso simpatico, la presion arterial y el balan-
ce hidromineral (Averill and Diz, 2000; Seltzer y
col., 2004). La administracion intracerebroventricu-
lar (ICV) de la ANG II incrementa la presion arterial,
el eflujo simpatico, la ingesta de agua, la excreciéon
de sodio y la liberacion de vasopresina; y disminuye
la concentracion plasmatica de sodio y el volumen
urinario (Veltmar y col., 1992; Severs y col., 1970;
Fitzsimons 1980; Sterling y col., 1980; Brooks and
Malvin 1982, Barbella y col., 1993). Estas acciones
se encuentran mediadas por el receptor de tipo [ de
la angiotensina II (AT,R) (Saavedra y col., 2006). En
el sistema nervioso central el receptor AT, se expre-
sa predominantemente en areas relacionadas con
el control cardiovascular e hidromineral, tales como el
nucleo de la lamina terminal, el nucleo paraven-
tricular del hipotalamo, el 6rgano subfornical, el
area ventrolateral del bulbo raquideo (RVLM) y el nu-
cleo del tracto solitario (Allen y col., 2000).

La evidencia indica que la produccion de anién
superoxido inducida por la ANG II en el sistema ner-
vioso central (SNC) se debe principalmente a la
NAD(P)H oxidasa, de forma similar al producido en el
tejido vascular (Griendling y col., 1994, 2000Db). Las
principales fuentes de produccién de O, en el cere-
bro incluyen a la NAD(P)H oxidasa, la xantina oxidasa,
la respiracion mitocondrial y la 6xido-nitrico-sintasa
(NOS) desacoplada (Pou y col., 1992, Atlante y col.,
2001; Wangy col., 2004; Gao y col., 2005). La NAD(P)H
oxidasa esta constituida por un complejo multi-enzi-
matico de dos subunidades unidas a la membrana
plasmatica (gp91Phox+p22Phox) y tres subunidades
citoplasmaticas (p47P"o%, p67Ph°x y Racl). La activa-
ci6on de la NAD(P)H oxidasa tipica tanto en células
fagociticas como no fagociticas, es dependiente del
ensamblaje de las tres subunidades citoplasmaticas,
el cual requiere de la fosforilacién de la subunidad
regulatoria P47P"°* (Landmesser y col., 2002). La
NAD(P)H oxidasa cataliza la reduccién del oxigeno
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molecular a superéxido (O, ™), el cual es convertido a
peroxido de hidrégeno (H,0O,) por la familia de la en-
zima superdoxido dismutasa (SOD). El H,0,, a su vez
es convertido en agua por acciéon de la enzima cata-
lasa o por la glutation peroxidasa (Babior, 1999). La
activacion del receptor AT, esta asociado con una
gran variedad de vias de senalizacién a nivel del teji-
do neuronal (Richards y col., 1999; Sumners y col.,
2002), por lo que se postula que la NAD(P)H oxidasa
podria participar en el mecanismo molecular que
media muchas de las acciones centrales de la ANG II.
En efecto, se ha demostrado que la administracion
de inhibidores de la NAD(P)H oxidasa, como el dife-
nileneiodonio (DPI) y la apocinina, en el RVLM o en
los ventriculos cerebrales atentia la respuesta preso-
ra de la ANG II en ratas (Chan y col., 2005; Erdos y
col., 2006); y la microinyecciéon de DPI o el oligo-
nucleoétido antisentido de la subunidad p22Ph°x o
p47P"oX de la NAD(P)H oxidasa dentro de RVLM, pre-
viene parcialmente la produccion local de O, induci-
da por ANG II (Chan y col., 2005). Aun mas, la
aplicacion extracelular del inhibidor de la NAD(P)H, el
gp9 lds-tat, disminuye a la mitad el incremento de la
actividad neuronal inducida por la ANG II en cultivos
primarios de hipotalamo y tallo cerebral (Sun y col.,
2005); y la expresion mediada por adenovirus de la
isoforma dominante-negativa Racl, un componente
critico en la activacion de la NAD(P)H oxidasa y la pro-
duccién de O,, inhibe el influjo del calcio extrace-
lular inducido por la ANG II en neuronas (Zimmerman
y col., 2005).

Esta bien establecido que las ERO son capaces
de influenciar multiples eventos de la senalizacion in-
tracelular, mediante la activacion de los receptores
de tirosinas kinasas y no tirosinas Kinasas, inhibiendo
fosfatasas de tirosinas, regulando factores de trans-
cripcion sensibles al aumento de ERO y regulando la
homeostasis del calcio intracelular (Gelband y col.,
1997; Griendling y col., 2000a). En particular, las
ERO han sido implicadas en mecanismos de senali-
zacion intracelular que involucran, en parte, la activa-
cion de las MAPK, incluyendo a las kinasas reguladas
por senales extracelulares (ERK,/ERK, o p42/44), las
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Kinasas c-Jun NH,-terminal (JNK), y la p38 MAPK
(Griendling y col., 2000a,b; Kim e Iwao, 2000; Yoshi-
zumiy col., 2001; Kyaw y col., 2001). Se ha demos-
trado ademas, que las MAPK son activadas en la
hipertension experimental (Nishiyama y col., 2004) y
en la diabetes (Awazu y col., 1999). En el cerebro, la
microinyeccion de ANG II dentro del RVLM resulta en
la fosforilacion (activacion), dependiente del receptor
AT, de la p38 MAPK y la p42/44 MAPK, a través de un
mecanismo sensible al estado redox, dependiente de
la NAD(P)H oxidasa (Chan y col., 2005). Aun mas, la
inhibicién de la MAPKs anula el efecto estimulatorio
de la ANG II sobre la recaptacion de noradrenalina en
cultivos neuronales de hipotalamo y tallo cerebral
(Yang y Raizada, 1998), y atentia marcadamente el
efecto presor de la ANG II en el RVLM de la rata (Se-
yedabadi y col., 2001; Chan y col., 2005). Estos ha-
llazgos sugieren un papel funcional relevante de las
MAPKs en la regulacion de la respuesta cardiovascu-
lar y de un papel preponderante de la ANG II cerebral
y del O, en la activacion de las MAPKs.

Debido a que los sistemas generadores de supe-
réxido en el SNC (Lindenau y col., 2000), asi como la
senalizacion mediante ERO se encuentran amplia-
mente relacionados con los procesos celulares requ-
lados por la ANG II, nosotros nos propusimos evaluar
in vitro el papel del receptor AT,, de la NAD(P)H oxida-
say de la PKC en la activacion inducida por ANG Il de
tres enzimas antioxidantes: la catalasa, la superoxido
dismutasa y la glutatién peroxidasa; asi como la acti-
vacioén de las MAPKs, en el hipotalamo de la rata.

Materiales y métodos

Se emplearon ratas macho adultas de la cepa
Sprague-Dawley, de pesos comprendidos entre 200-
250 g, provenientes del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”, Caracas, las cuales fueron manteni-
dos en condiciones controladas y con acceso al ali-
mento (Ratarina®) ad libitum. Todos los métodos y
protocolos fueron revisados y aprobados por la Co-
mision de Bioterio de la Facultad de Farmacia, Uni-
versidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.
Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién, los
cerebros extraidos y el hipotalamo fue disecado me-
diante microdiseccion bajo control estereomicrosco-
pico y mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KRB) hasta
la determinacion respectiva.

Determinacion de la actividad
enzimatica de la catalasa

La actividad de la catalasa fue determinada
empleando una modificacién del método de Aebi
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(1984). La actividad catalasa fue cuantificada como la
velocidad de descomposicion enzimatica del H,0, y
monitoreada a una longitud de onda de 240 nm, a 25
°C. La mezcla de incubacién contenia 10 uM H,O, en
un buffer fosfato 10 mM a pH 7 y 25 uL de proteinas
obtenidas a partir del homogenato de hipotalamo,
para un volumen final de 750 pL. Los resultados fue-
ron expresados en k/mg proteina (k= constante de
reaccion).

Determinacion de la actividad
de la enzima superoxido dismutasa

La actividad de SOD se determiné mediante una
modificacion del método de Oberley y col. (1984), el
cual mide la capacidad SOD presente en la muestra
para inhibir la reduccién del azul de nitrotetrazolio
(NBT) por el anién superoxido generado a través del
sistema de la xantina-xantina oxidasa presente en la
mezcla de reaccion. Los resultados fueron expresa-
dos como U/mg proteina. Una U de actividad SOD se
define como la cantidad de enzima requerida para
inhibir en un 50% la formacién de los cristales de
formazan.

Actividad de la Glutatiéon peroxidasa (GPx)

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) fue
determinada de forma indirecta de acuerdo con el
método descrito por Flohé (1984), mediante una
reacciéon acoplada con la glutatién reductasa. El glu-
tation reducido es empleado por la GPx para reducir
el peroxido de hidrégeno, el cual es regenerado por
la glutation reductasa a partir de glutation oxidado y
NAD(P)H. Los resultados fueron expresados como acti-
vidad enzimatica en U/mg proteina (¢ = 6.22 mM™!
cm™!). Una U de GPX representa un mmol NAD (P)H
oxidado/min por mg proteina.

Determinacion de las proteinas tisulares

Las proteinas tisulares totales se determinaron
por el método de Lowry y col. (1951), utilizando albu-
mina sérica de bovino como patrén.

Analisis mediante Western Blot

El tejido hipotalamico fue incubado a 37 °C con
ANG II (107 M), en presencia o ausencia de los antago-
nistas respectivos. Una vez finalizada la incubacion, el
tejido fue homogenizado en el buffer de lisis (50 mM
Tris base, 5 mM EDTA, 1 mM NaF, 1 mM NasVO,,
mezcla de inhibidores de proteasas y Triton X-100 al
1%, pH 7.4). Para el andlisis de Western blot, las
muestras de hipotalamo (50 pg de proteina/muestra)
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fueron separadas en geles de 10% SDS-poliacrilami-
da y transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
Después del bloqueo con leche descremada al 10%,
las membranas fueron incubadas con anti-pERK/ERK
de conejo (Cell Signaling Technology) (1:1000) du-
rante toda la noche a 4 °C, lavadas y posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con peroxidasa de rabano (Cell Signaling
Technology) (1:10.000), durante una hora. Las protei-
nas fueron visualizadas con un kit de quimioluminis-
cencia (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate) y posteriormente cuantificadas mediante
el analisis densitométrico (Quantity One 1-D ®-Bio-
Rad Software).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media
+ E.E.M. La significancia de los resultados fue analizada
mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA).
Un valor de p<0,05 fue considerado significativo.

Resultados

Efecto del inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, de la
PKC y del bloqueante del receptor AT, sobre la acti-
vidad CAT, SOD y GFX estimulada por la ANG Il en el
hipotalamo de la rata.

Como se muestra en las figuras 1, 2 y 3, la incu-
bacién del tejido hipotalamico con angiotensina Il
(107 M) incrementa significativamente la actividad
de la catalasa (2,0084 * 0,12 veces comparada con
el control) (figura 1), la superéxido dismutasa (2,358
+ 0,1 1-veces comparada con el control) (figura 2) y la
glutation peroxidasa (3,7304 + 0,2-veces comparada
con el control) (figura 3). Estos efectos fueron com-
pletamente inhibidos por la adicion al medio de incu-
bacion de cheleritrina (CHE, 6,5 pM), apocinina (APO,
10#M) y losartan (LOS, 10 M), respectivamente.
N=6-9 experimentos individuales. *p<0,05; **p<0,01
comparado con el control.

Efecto de la apocinina y el losartan sobre la ex-
presion y activacion inducida por la ANG II de las
ERK 1/2 en el hipotalamo de la rata

El panel superior de la figura 4 muestra los resul-
tados de los analisis de los inmunoblots hipotalami-
cos incubados con anticuerpos contra p-ERK y ERK.
Las barras muestran los resultados del analisis den-
sitométrico de los datos reunidos de cuatro experi-
mentos individuales y expresados como la relacion
p-ERK/ERK. El tratamiento del tejido hipotalamico
con ANG II 107 M produjo activacién mediante fosfo-
rilacion de las ERK (1,29 * 0,1-veces comparado con

46

*  C—ICONTROL
ZZANG Il
E=IAPO

&= ANGHAPO

**  —JCONTROL|

ez ANG I
E=ILOS

, [ICONTROL
ANG I

CHE

2 ANG+CHE

o o
g g
8 8
S 3
o
b=
8
1

o
=Y
8
¢

0.006-

0.005
0.002

0004 0,002+

0.003

0002 0.0014 0,001

Actividad CAT (U/mg proteina)
Actividad CAT (U/mg proteina)
Actividad CAT (U/mg proteina)

0.0014

0.000

0.

Figura 1. Efecto del LOS (10°¢ M), la APO (10"*M) y la CHE
(6,5 pM) sobre la actividad de la catalasa (CAT) estimulada
por la ANG II (107 M) en el hipotalamo de la rata. Los tejidos
fueron incubados con o sin ANG II (107 M) durante 10 min.
Cada barra representa la media * E.E.M. de N=6-9 experi-
mentos individuales. *p<0,05; **p<0,01 comparado con el
control.
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(6.5 pM) sobre la actividad de la super6xido dismutasa
(SOD) estimulada por 1a ANG II (107 M) en el hipotalamo de
la rata. Los tejidos fueron incubados con o sin ANG II (107
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de N=6-9 experimentos individuales. *p<0,05; **p<0,01 com-
parado con el control.
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Figura 3. Efecto del LOS (106 M), la APO (10*M) y la CHE
(6.5 pM) sobre la actividad de la glutatién peroxidasa (GPX)
estimulada por la ANG II (107 M) en el hipotalamo de la rata.
Los tejidos fueron incubados con o sin ANG II (107 M) duran-
te 5 min. Cada barra representa la media + E.E.M. de N=6-9
experimentos individuales. *p<0,05; **p<0,01 comparado
con el control.

el control). La preincubacién del hipotalamo con
LOS (10® M), un antagonista selectivo del receptor
AT,, inhibié completamente la fosforilacion de las
ERK1/2 inducida por la ANG II. El pretratamiento con
APO (10 M), un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa,
previno completamente la fosforilacion de la enzima
inducida por la ANG II, si se compara con el control.
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Figura 4. Efecto del LOS (106 M) y la APO (107 M) sobre la
expresion y activacién de ERK 1/2 inducida por la ANG II (10
7M), en el hipotalamo de la rata. El panel superior muestra
los resultados de los inmunoblot analizados e incubados
con anticuerpos contra p-ERK y ERK. El grafico de barras
muestra los resultados de los analisis densitométricos de
datos (N=4) y expresados con la relaciéon p-ERK/ERK ratio.
*p<0,05 comparado con el control.

Los resultados del Western blot se expresan como la
media * E.E.M., normalizado con el control (*p<0,05
versus control, #p<0,05 versus ANG II).

Discusion

Aun cuando se reconoce el papel fundamental
del sistema renina-angiotensina en la regulaciéon car-
diovascular, el mecanismo de senalizacion preciso
involucrado en la accion central de la ANG II, esta por
determinarse. Se ha establecido que las ERO actiian
como segundos mensajeros de gran importancia en
muchas de las acciones fisiologicas y fisiopatologicas
de la ANG II circulante (Griendling y Ushio-Fukai,
2000). En el cerebro, las ERO se encuentran implica-
das principalmente en la patogénesis de enfermeda-
des degenerativas primarias, tales como la esclerosis
lateral amiotrofica (Deng y col., 2005) y la enfer-
medad de Alzheimer (Smith y col., 1997). La evi-
dencia también apoya que las ERO se encuentran
implicadas en la accién excitatoria de la ANG II cere-
bral. En efecto, la ANG Il incrementa la produccion de
0,y la frecuencia de disparo de las neuronas en cul-
tivo, en estructuras circunventriculares como el OSF
(Zimmerman y col., 2002; Sun y col., 2005), el hipo-
talamo y el tallo cerebral (Erdds y col., 2006), y en
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neuronas aisladas del nucleo dorsomedial del tracto
solitario (Wang y col., 2004). Estas acciones se en-
cuentran mediadas por el receptor AT,, ya que son
prevenidas por el pretratamiento con el losartan
(Zimmerman y col., 2002; Sun y col., 2005). Aun
mas, los hallazgos demuestran que el anién superoé-
xido actiia como una molécula de senalizacion intra-
celular en el efecto que produce la ANG II sobre la
presion arterial (Erdos y col., 2006; Schnackenberg y
col., 1998; Zimmerman y col., 2002, 2004a). Asi,
los cambios que induce la administracién ICV de
ANG II sobre la presion arterial media y la frecuencia
cardiaca pueden ser abolidas mediante la sobre-
expresion mediada por un vector de la superoxido
dismutasa (Zimmerman y col., 2002). Asi mismo, la
administracion ICV de un mimético de la SOD, el 4-hi-
droxi-2,2,6,6-tetramethilpiperidina 1-oxil (tempol),
reduce el incremento de la actividad simpatica indu-
cida por la ANG II central, en conejos y ratas con in-
suficiencia cardiaca cronica, e inhibe la secrecién de
noradrenalina desde el hipotalamo posterior en ratas
normotensas (Gao y col., 2005; Campese y col.,
2005; Lu y col., 2004).

Estos hallazgos permiten sugerir que en el cere-
bro, la ANG Il media sus acciones a través de la esti-
mulaciéon de la NAD(P)H oxidasa. Desde que se
conoce que la NAD(P)H oxidasa cataliza la reduccién
del oxigeno molecular a superoéxido, el cual es con-
vertido a H,O, por la familia de la enzima superoxido
dismutasa (SOD); y a su vez este ultimo convertido en
agua por accion de la enzima catalasa o por la gluta-
tion peroxidasa (Babior, 1999), es plausible proponer
que la cascada de la NAD(P)H oxidasa esta involucra-
da en la senalizacion del receptor AT, en las neuro-
nas (Richards y col., 1999; Sumners y col., 2002), lo
que explicaria el incremento de la actividad de las
enzimas antioxidantes como la CAT, SOD y la GPX.
Nuestros resultados en experimentos in vitro apoyan
esta posibilidad, ya que la preincubacioén del tejido
hipotalamico con un desacoplante del ensamblaje de
la NAD(P)H oxidasa como es la apocinina, inhibe
completamente el efecto estimulatorio de la ANG II
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes: CAT,
SOD y GPX. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Mayorov (2007), quien demostré que
la inyeccion bilateral de tempol en RVLM reduce
marcadamente la respuesta presora y la taquicar-
dia producida por el estrés emocional, sin alterar los
parametros hemodinamicos basales en el conejo.
Aun mas, se ha reportado que el incremento gradual
de la presion arterial se correlaciona con la marcada
elevacion de los niveles de O,y este efecto es inhi-
bido por la SOD citoplasmatica introducida mediante
adenovirus en el OSF (Zimmerman y col., 2004).
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Wang y col. (2004), usando la técnica de patch clamp
en neuronas disociadas del nucleo del tracto solitario
marcadas de modo anterégrado a través del nervio
vago, demostraron que la ANQG II es capaz de poten-
ciar las corrientes de los canales de calcio tipo L,
efecto que es mediado por el receptor AT, y es abo-
lido por la apocinina y el inhibidor peptidico de la
secuencia del docking de la subunidad gp91P"x de
la NAD(P)H oxidasa. Estos resultados y los reportados
por nosotros permiten especular que las regiones
neuroanatémicas relacionadas con el estrés oxida-
tivo y la ANG Il se encuentran localizadas en estruc-
turas como el 6rgano subfornical, el RVLM y el
hipotalamo, estructuras relacionadas con la regula-
cion de la presion arterial y el control hidromineral.

En los tejidos periféricos, existe evidencia que la
actividad de la NAD(P)H oxidasa es regulada por
la PKC (Griendling y col., 2000a,b; Lassegue y Clem-
pus, 2003), enzima que también es activada por la
ANG II en las neuronas (Sumners y Fleegal, 2002). Se
ha demostrado que las ERO ejercen un efecto mo-
dulador de la liberacion de Ca*? (Volk y col., 1997) y
que existe relacion entre la NAD(P)H oxidasa y el me-
tabolismo de los fosfoinositidos de membrana (Bravo
y col., 2001). Adicionalmente, se sabe que las ERO
son capaces de alterar la funcién de los canales de
potasio en las 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
las neuronas, aumentando la tasa de descarga (Sun y
col., 2005). En efecto, en cultivos de neuronas hipo-
talamicas y del tallo cerebral provenientes de ratas
recién nacidas, la administracion de ANG II produce
un efecto cronotrépico positivo a través de la estimu-
lacién del receptor AT, (Suny col., 2002; Wangy col.,
1997a), el incremento de las corrientes de calcio
(Icn), 1a disminucioén de las corrientes de potasio-vol-
taje dependiente (k) y las corrientes de potasio del
tipo-A (I,) K* (Wang y col., 1997b), todo ello asociado
a un incremento en la actividad neuronal (Sumners y
col., 1996; Wang y col., 1997a,b). Se ha demostra-
do que la estimulacion del receptor AT, neuronal por
la ANG II activa la proteina kinasa C (PKC) y la pro-
teina kinasa dependiente de calcio-calmodulina, y
que ambas proteinas tienen un papel critico en la re-
gulacién de la actividad nerviosa y de la corriente de
potasio (I,,) neuronal (Sumners y col., 2002). Se ha
implicado a estas dos kinasas en la producciéon de
las ERO en muchos tipos de células incluyendo a las
neuronas (Lassegue y Clempus, 2003); asi, la inhibi-
cion de estas kinasas es un requisito fundamental
para la atenuacion de la actividad neuronal y de la co-
rriente de potasio (Sumners y col., 2002). Nuestros
resultados presentes apoyan aiin mas la posibilidad

48

de la participacion de una PKC en la senalizacion aso-
ciada a la cascada de la NAD(P)H del receptor AT, en
el cerebro. Asi, la preincubacién del tejido hipotala-
mico con cheleritrina, un inhibidor de la PKC, o con
losartan, produjo la completa inhibicién del incre-
mento de la actividad de las enzimas antioxidantes
CAT, SOD y GPX inducida por la ANG II in vitro. En
apoyo a estas acciones in vitro, la evidencia in vivo
indica que el inhibidor especifico de la PKC-a, el Go-
6976, atenuian la respuesta dipsogénica de la ANG-
ICV (Fleegal y Sumners, 2003) y que la cheleritrina,
bloquea completamente la accién natriurética y kaliu-
rética de la ANG Il administrada centralmente (Israel
y col., 2009). Estos hallazgos permiten inferir que en
el SNC, especificamente en el hipotalamo de la rata,
la activacion de los receptores AT,, acoplados a pro-
teinas G, conlleva la estimulacion de la proteina kina-
sa C-a. y la modulacién de los canales de potasio y el
disparo neuronal; o bien a la hidrélisis de fosfoinositi-
dos y a la movilizacién de calcio. Adicionalmente, el
anion superoxido producido en respuesta a la esti-
mulaciéon de la NAD(P)H oxidasa por la ANG II, podria
ejercer un efecto secuestrador del 6xido nitrico,
reduciendo su biodisponibilidad y generando simpa-
toexcitacion (Krukoff, 1999; Zanzinger, 2002).

Se ha reportado que las ERK1/ERK2 pueden ser
activadas por el estrés oxidativo y por la ANG II en
una variedad de tipos celulares (Ushio-Fukai y col.,
1998). Sin embargo, el mecanismo exacto que in-
volucra esta activaciéon en el SNC no ha sido esta-
blecido completamente. En el presente estudio
demostramos que el inhibidor de la NAD(P)H oxida-
sa, la apocinina, y el bloqueante del receptor AT,, el
losartan, no sélo inhiben la activacién de las enzi-
mas antioxidantes estimuladas por la ANG II, sino
que bloquean la activacién de las ERK 1/2 por la
ANG II. Estos datos sugieren que las ERO producidas
por la NAD(P)H oxidasa y la estimulacion del receptor
AT, contribuyen a la activacién de las ERK en el hipo-
talamo de forma similar a lo reportado en el muscu-
lo liso vascular. En efecto, se ha demostrado que la
inhibicién de la NAD(P)H oxidasa con difenileneiodo-
nio (DPI) efectivamente abole la produccion de ERO
inducida por la ANG II, asi como la fosforilacion de
las ERK y la hipertrofia del musculo liso vascular (Ge-
rald y col., 2000). Al respecto, se ha propuesto al
H,0O, como el posible mediador de la estimulacién de
las ERK, ya que se ha demostrado que en células NIH
3T3, las ERK representan las principales MAPK
sensibles a las reacciones redox (Guyton y col.,
1996) y que en las células Hela, el H,0, estimula en
una forma dependiente de tiempo y concentracion a
las MEK 1/2, el activador corriente arriba de las ERK
(Cheny col., 1995).
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En conclusién, nuestros resultados demuestran
que en el hipotalamo de la rata, la ANG Il incrementa
la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y
GPX, a través de la estimulacion del receptor AT, y la
produccién de superéxido dependiente de la NAD
(P)H-oxidasa y la PKC.
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