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RESUMEN

La angiotensina Il (ANG II) participa en la facilitacion de la transmisién noradrenérgica. Se ha sugerido que la respuesta
simpatica al estrés requiere de la integridad del sistema renina-angiotensina. Asi, se ha demostrado que en ratas tratadas
con captopril o con nefrectomia bilateral, las cuales presentan niveles disminuidos de renina y angiotensina I, la respuesta
simpatica al estrés se encuentra inhibida. Sin embargo, atin no esta totalmente esclarecida la importancia del receptor AT,
presinaptico en la accidn facilitatoria de la angiotensinall. Para evaluar esto, utilizamos un bloqueante selectivo del receptor
AT, que actua preferentemente a nivel presinaptico, como lo es el eprosartan, comparado con el efecto con el antagonista
prototipo, el losartan. Se emple6 el estimulo eléctrico plantar (EEP) en ratas, un modelo de estrés agudo que incrementa

1

a actividad del eje simpatico-adrenal y que se manifiesta con el aumento de la presién arterial media y la frecuencia

cardiaca. En las ratas control el EEP incrementé significativamente las presiones arteriales sistélica, diastélica y media, y

1
1

a frecuencia cardiaca. En las ratas tratadas tanto con eprosartan o con losartan, se observé una reduccién significativa de
arespuesta presora al estrés, sin alterar la respuesta cardiaca. Estos resultados indican que los receptores AT, presinapticos

poseen importancia funcional en la respuesta presora frente al estrés.
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ABSTRACT

Angiotensin II (ANG II) facilitates sympathetic activity. It was shown that reduction of circulating ANG II induced by bilateral
nephrectomy or inhibition of the angiotensin converting enzyme with captopril suppressed vasopressor response to stress.
This suggests that the presence of an intact renin angiotensin system appears to be necessary for the full expression of
sympathetic response to stress. However, the role of prejunctional AT, receptor in this response is not completely
understood. We assessed the effect of eprosartan, a prejunctional AT, receptor antagonist and compared the effect with
the prototype antagonist, losartan. Rats were submitted to acute stress induced by footshocks, which causes sympathoadrenal
activation with increases in arterial pressure and heart rate. Footshocks increased MAP and HR in control rats. Eprosartan
and losartan significantly inhibited the pressor response to footshocks, when compared with the response observed in
controls. Stress-induced heart rate response was not altered by the treatment. Our results indicate a functional role for
prejuctional AT, receptor in the pressor response to stress.
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Introduccion

Hace mas de medio siglo, Hans Selye definio el
estrés ante la Organizacion Mundial de la Salud como «la
respuesta no especifica del organismo a cualquier de-
manda del exterior. Existen diversas situaciones excep-
cionales en las que se producen graves amenazas para
la integridad del sujeto que padece estimulos o agentes
estresantes muy intensos y que pueden afectar de forma
considerable la salud del individuo. Ante las situaciones
estresantes, el ser humano moviliza sus recursos fisio-
logicos con el fin de responder a éstas con lo que se
denomina la «reaccién o respuesta al estrés». La persis-
tencia del individuo ante los agentes estresantes durante
meses 0 aun anos, produce enfermedades de caracter
mas permanente, con mayor importancia y también de
mayor gravedad. El estrés genera inicialmente alteracio-
nes fisioldgicas, pero su persistencia crénica produce
finalmente serias alteraciones de caracter psicolégico y
en ocasiones alteraciones de 6rganos blancos vitales; en
algunos casos, por su accion directa contribuye amuchas
enfermedades, que incluyen las cardiovasculares. El
estrésy la hipertension se encuentran muy relacionados,
en tanto que incrementos transitorios de la presion
arterial que inducen situaciones de estrés pueden con-
vertirse en permanentes al asociarse a factores ambien-
tales, psicologicos o genéticos.

Uno de los sistemas mas importantes que participa
en la regulacion de la presion arterial lo constituye el
sistemarenina-angiotensina (SRA). Através de su efector,
laangiotensina Il (ANG II), el SRA promueve directamente
la vasoconstriccion del musculo liso de las arteriolas,
causa un efecto inotrépico positivo y afecta la funcion
ventricular izquierda. El SRA interacciona con otros
sistemasy en particular con el sistema nervioso simpatico,
ya que la angiotensina Il incrementa la vasoconstriccion
simpatica al facilitar la liberacion de las catecolaminas
desde los terminales nerviosos simpaticos, e inhibe la
recaptacion de la noradrenalina (Roth, 1972). Ademas,
la angiotensinall aumentalaresistencia periféricaarterial,
ya que estimula la secrecion de la vasopresina y de la
aldosterona, promoviendo asi la retencién renal de
sodio y agua (Matsukawa y col., 1998).

Existe evidencia neuroanatémica, fisiologica y farma-
cologica, que sustenta el papel de la angiotensina Il en
el estrés. En efecto, la secrecion de renina, y, en conse-
cuencia, los niveles circulantes de angiotensina II, estan
incrementados en un nimero de paradigmas de estrés
(Jindra y Kvetnansky, 1982; Ganong y Barbieri, 1982). El
estrés aumenta los niveles circulantes de ANG II, incre-
mentando la secrecion de renina a través de la estimula-
cion simpatica por medio de la activacion del receptor 3,
adrenérgico. Ademas, la presencia de receptores de
ANG Il y de inmunorreactividad para ANG II en regiones
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relacionadas con la respuesta al estrés tanto en el
sistema nervioso central como periférico, sugiere un
papel de la ANG II en las respuestas neuroendocrinas y
autondmicas al mismo (Saavedra, 2004). Modelos de
estrés como la inmovilizacién forzada y la restriccion,
incrementan la expresion de receptores AT, de angioten-
sina (RAT,) en areas cerebrales cruciales para el control
central de la reaccion al estrés, tales como el nucleo
paraventricular del hipotalamo, la adenohipofisis y la
médula suprarrenal (Aguilera y col., 1995; Castrén y
Saavedra, 1989). Estos hallazgos indican que los RAT,
median la regulacion de la reaccion al estrés a través de
la ANG II. Mas aun, la ANG Il ejerce sus efectos no sélo
mediante su interaccion con RAT, postsinapticos, sino
también via RAT, presinapticos; estos ultimos se sabe
que amplifican la liberacion de norepinefrina de los
terminales nerviosos simpaticos e incrementa su recap-
tacion (Roth, 1972). La ANG II también estimula la
capacidad de sintesis de catecolaminas, e incluso a sus
catalizadores biosintéticos como la enzima tirosina hidro-
xilasa, paso limitante en la produccion de estos neuro-
transmisores (Saavedra y col., 2004). La angiotensina II
tiene acceso a sus receptores presentes en las glandulas
suprarrenales e hipofisis, y en areas localizadas dentro
de la barrera hamatoencefalica como en el nucleo para-
ventricular del hipotalamo (NPV), donde se encuentran
los grupos celulares productores de la hormona liberado-
ra de corticotropina (CRH). La estimulacion de los RAT,
en el NPV por la angiotensina Il incrementa la forma-
cion y secrecién de la hormona liberadora de cortico-
tropina (CRH). Esta ultima es liberada a la circulacion
portal y estimula la produccién y secreciéon de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) en la hipofisis anterior. La
ACTH liberada a la circulacién, estimula a la corteza
suprarrenal, lo cual resulta en el aumento de la produc-
cion y secrecion de los glucocorticoides, como el cortisol
(Armando y col., 2003).

La angiotensina Il también posee efectos directos
sobre la funcion de la glandula suprarrenal, estimulando
la secrecion de aldosterona en la zona glomerulosa y la
liberacién de catecolaminas desde lamédula suprarrenal
durante el estrés agudo (Chiu y col., 1989). El estrés
también afecta la expresion de los receptores AT, y AT,
en la médula y zona glomerulosa de la glandula supra-
rrenal, pero el aumento de estos receptores parece que
estaintimamente relacionado con la duracion del estimulo
estresor (Armando y col., 2003).

La angiotensina Il participa en la facilitacion de la
transmision noradrenérgica, por lo que podria tener un
papel en la respuesta cardiovascular inducida por el
estrés (Xuy Brooks, 1996). Asi, se ha demostrado que en
ratas descerebradas, el captopril bloquea la respuesta
cardiovascular a la estimulacion simpatica y este efecto
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es revertido por la administracion de angiotensina Il
(Kaufmany Vollmer, 1985). En otro modelo experimental
de ratas descerebradas el bloqueo del receptor AT, con
losartan resulté en una disminuciéon de la respuesta
cardiovascular frente a la estimulaciéon simpatica de la
médula espinal (Wong y col., 1992). Adicionalmente,
empleando un modelo experimental de estrés agudo
inducido por el estimulo eléctrico plantar (EEP), el cual
produce la activacidn del eje simpatico-suprarrenal y por
consiguiente un incremento de la presion arterial y la
frecuencia cardiaca, se demostr6 que la accion presora
inducida por el EEP parece estar mediada en parte por el
SRA, especificamente a través del RAT,, ya que el uso del
losartan o del captopril disminuye significativamente la
respuesta presora a la estimulacion simpatica. Esta
accion parece depender exclusivamente de la reduccion
del incremento de la resistencia periférica ya que la
frecuencia cardiaca no se vio afectada (Cierco e Israel,
1994; Israel y col., 1994; Israel y Sosa, 2002). Efectos
similares se observaron en ratas conscientes, donde el
tratamiento a largo plazo con candesartan previno la
respuesta simpatoadrenal y hormonal, asi como el incre-
mento de las catecolaminas urinarias inducidas por el
estrés agudo (Armando y col., 2001), y en ratas hiper-
tensas en las cuales el SRA se encuentra activado
(Seltzer y col., 2004). Estos hallazgos parecen indicar
que en condiciones en las que el sistema renina-angio-
tensina se encuentra activado, como es el caso durante
el EEP, la vasoconstriccion adrenérgica se encuentra
intensificada por la angiotensina endégena.

Cada vez son mas los hallazgos que sugieren que la
respuesta simpatica al estrés requiere de la integridad
del SRA. Sin embargo, atin no esta totalmente esclarecida
la importancia del RAT, presinaptico del terminal sim-
patico en la accion facilitatoria de la ANG II. Para evaluar
esto, se utilizé6 el eprosartan (EPRO), un antagonista
selectivo del RAT, el cual tiene mayor afinidad por el RAT,
presinaptico (Pinheiro y col., 2002).

Materiales y métodos

ANIMALES

Se emplearon ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley, con un peso corporalde 160-200g, procedentes
del bioterio de la Facultad de Farmacia, UCV, Caracas.
Las ratas fueron mantenidas bajo condiciones controladas
de luz y temperatura y con libre acceso al agua y a la
Ratarina®. Debido a su baja absorcion gastrointestinal
(30%) y a su interaccién con los alimentos, doce horas
previas al experimento a todos los animales se les
restringio la alimentacion a fin de garantizar la absorcion
del farmaco eprosartan por via oral.
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El registro de los parametros cardiovasculares, pre-
sién arterial sist6licay diastélica (PASy PAD) y la frecuencia
cardiaca (FC) expresada en latidos por minuto (l.p.m.)
fueron realizados en ratas conscientes por un método no
invasivo, durante tres dias consecutivos, mediante el
uso de un plestimografo digital de cola (LE 5000, Letica
Scientific Instruments).

PROTOCOLO DE ESTRES

El dia del experimento se determind la presion arterial
y frecuencia cardiaca basal (basal-1) y sequidamente las
ratas fueron divididas en tres grupos experimentales:

1. Grupo control: animales que sélo se les administré
el vehiculo por via oral (intragastrico).

2. GQrupo tratamiento (EPRO): animales a los que se les
administro eprosartan, a una dosis tnica de 120 mg,
via oral (intragastrico).

3. Qrupo tratamiento (LOS): animales a los que se les
administro losartan, a una dosis de 10 mg/kg (s.c.).

Una hora después se determindé la PAS, PAD y la FC
(basal 2); luego se procedio a la aplicacion del estimulo
eléctrico plantar. Para ello, las ratas fueron transferidas
auna camara de plexiglas, con piso de alambre de cobre,
donde recibieron la descarga eléctrica (1 02 Hz, 100V, 10
msc, durante 5 minutos) mediante el uso de un estimu-
lador Grass (modelo S48). Al terminar la estimulaciéon
eléctrica se determinaron inmediatamente los parametros
cardiovasculares.

Los datos fueron expresados como la media + E.E.M
de laPAS, PADy presion arterial media (PAM), esta ultima
calculada como la suma de la presion diastélica y un
tercio de la presion diferencial. Las diferencias entre los
grupos se evaluaron mediante el analisis de varianza de
una via (ANOVA). Se considerdé como significativo un
valor p< 0,05.

Resultados

El estimulo eléctrico plantar a (1 Hzy 2 Hz) produjo un
incremento significativo en la PAS, PAD, PAM y en la
frecuencia cardiaca (figuras 2 y 3). Este incremento fue
proporcional a la intensidad del estimulo. El incremento
de la presion arterial media sobre la basal con estimulo de
1 Hz fue de 27,63 + 4,8 mmHgy la FC de 140 + 7 l.p.m.
ya2Hz=37,75+7,85mmHgylaFCde 140 + 7 l.p.m. La
administracion oral intragastrica de eprosartan, no altero
significativamente la presion basal. El eprosartan bloqueo
la respuesta presora al estrés eléctrico plantar (figuras
3Ay 4) (p< 0,001), mientras que no alteré la respuesta
de la frecuencia cardiaca (figuras 3B y 4). El losartan se
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Figura 1

Esquema del protocolo del estrés eléctrico plantar (EEP)

| 60 min | 5 min | |
PAM PAM EEP PAM,
BASAL 1 BASAL 2 l1o2Hz

emple6 como droga de referencia. El pretratamiento con
losartan inhibi6 la respuesta presora al EEP, desenmas-
carando una respuesta vasodepresora de —15 + 2 mmHg
(figura 4A), sin alterar la respuesta de la FC (figura 4B).
En la Tabla | se muestran los valores de la frecuencia
cardiaca y la presion arterial sistolica, diastolica y media
en ratas tratadas con vehiculo, losartan o eprosartan y
sometidas a estimulo eléctrico plantar a 2 Hz.

Discusion
El estrés agudo inducido por el estimulo eléctrico
plantar ocasiona la activacién del eje simpatoadrenal y

el consecuente incremento de la presion arterial y la
frecuencia cardiaca (Lee y col., 1989).

Se ha demostrado que varios modelos de estrés
incrementan los niveles circulantes de renina y en conse-
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Figura 2
Efecto del eprosartan (120 mg. p.o.) sobre el incremento
de la presion arterial inducida por el estimulo eléctrico
plantar, en ratas Sprague-Dawley. “p< 0,01, **p<0,001.
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cuencialosniveles de angiotensinall (Jindray Kvetnansky,
1982). La angiotensina Il podria contribuir a la respuesta
vasopresora al estrés. En efecto, a nivel periférico, la
ANG II estimula la liberacion de catecolaminas en la
médula suprarrenal y en el ganglio simpatico (Reid, 1992;
Wong y col., 1991). A nivel presinaptico estimula la
liberacién e inhibe la recaptaciéon de la noradrenalina y
en los terminales postganglionares (Roth, 1972), la
ANG II amplifica la vasoconstriccion inducida por la
estimulacion del receptor o, postsinaptico (Dendorfer y
col., 1998). Parte de las acciones de la ANG Il parecen estar
mediadas centralmente, puesto que la angiotensina Il
actiia sobre los 6rganos circunventriculares, ricos en
RAT,. Se cree que las acciones de la angiotensina II
podrian estar mediadas por su interaccion con receptores
especificos localizados en varias zonas del sistemanervioso
simpatico, en los ganglios simpaticos (Stromberg y col.,
1991), en la médula de la glandula suprarrenal (Chiu y
col., 1989) y en el cerebro (Tsutsumi y Saavedra, 1991).

Resultados previos indican que durante el estrés
agudo, la angiotensina Il enddgena facilita la transmisién
noradrenérgica y que es mediada por el RAT, (Cierco e
Israel, 1994). Nuestros resultados apoyan esta hip6tesis
ya que la administracion del eprosartan y el losartan,
antagonistas selectivos del RAT,, atenuaron significativa-
mente larespuesta presora ante la estimulacién simpatica.
Esta disminucion obedece exclusivamente a una inhibi-
cion del incremento de la resistencia periférica, ya que
el incremento de la frecuencia cardiaca posterior al estrés
agudo no se modificd con la utilizacion de los antago-
nistas. Nuestros resultados no coinciden con los reporta-
dos por Ohlstein y col. (1997), quienes demostraron que
en ratas descerebradas, otros antagonistas del RAT,
como ellosartan, el valsartan o elirbersartan, no afectaron
larespuesta vasopresora a la estimulacion eléctrica de la
médula espinal. Esta discrepancia podria atribuirse al
hecho que estos experimentos fueron realizados en ratas
descerebradas que carecen del control central de la
presion arterial, mientras que en nuestro modelo experi-
mental se mantiene intacto al sistema nervioso autbnomo.
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Figura 3
Efecto del eprosartan (120 mg, p.o.) sobre la respuesta cardiovascular en ratas
Sprague-Dawley sometidas a 1 Hz y a 2 Hz de frecuencia de estimulo. **p< 0,01, ***p<0,001.
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Figura 4
Efecto del eprosartan (120 mg, p.o.) y el losartan (10 mg/kg)
sobre la respuesta cardiovascular inducida por el estimulo eléctrico
plantar (2 Hz), en ratas Sprague-Dawley. *p< 0,01, **p<0,001.

Se sabe que el eprosartan difiere del resto de los
antagonistas del RAT, en el hecho que es un compuesto
no-bifenilico, no tetrazolico, competitivo, con gran afi-
nidad por el RAT, presinaptico (Brooks y col., 1999).
Nuestras observaciones, que demuestran que el bloqueo
del receptor presinaptico con losartan no afecta la vaso-

22

constriccion inducida por la administracion de norepine-
frina ex6gena, aunado al hecho que el eprosartan es un
compuesto que actua preferentemente a nivel de RAT,
presinapticos, indican que la interaccion entre la ANG II
y el SNS ocurre principalmente a nivel de los receptores
AT, localizados en los terminales nerviosos simpaticos
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Tabla I
Efecto de la administracion de vehiculo, losartan, o eprosartan sobre la respuesta hemodinamica al
estimulo eléctrico plantar (2 Hz) en ratas

VALORES BASALES VALORES BASALES
ANTES DEL TRATAMIENTO DESPUES DEL TRATAMIENTO 5 min EEP
PAS PAD FC PAS PAD FC PAS PAD FC
Vehiculo 144.1 +5.3 | 78.5+13.9 350 + 18 146.3+6.6 | 82.7 +2.7 3416 +2 (1948 +8.8**|110.8+7.4** | 426 + 18**
(N=37)
Losartan 150.9+4.2 | 78.7+2.6 345+ 3.5 151,5+4.1 | 78.8+3.0 344+9 |[1355.0+57| 70.8+4.0 | 428+ 14**
(N=14)
Eprosartan 1442 +6.3 | 783+3.9 368 + 20 136.8+7.5 | 80.4+5.9 319.1£16 | 153.1 +13 84.4+7.7 | 409 +20**
(N=18)

EEP = Estimulo eléctrico plantar, PAS= presion arterial sistélica (mmHg); PAD = presion arterial diastolica FC = frecuencia cardiaca (l.p.m.), Prueba de t

pareado: **p<0.01 comparado con su basal-2.

en donde la accion facilitatoria de la ANG Il endégena se
ejerce, y que seria inhibido mediante el bloqueo del RAT,
durante la estimulacion simpatica inducida por el EEP
(Cierco y Israel, 1994; Ohlstein y col., 1997).

En conclusion, nuestros resultados indican que la ex-
presion de la respuesta simpatica frente al estrés agudo
depende fundamentalmente de la estimulacion de los
receptores AT, presinapticos.
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