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Introduccion y objetivo.  Estudios previos han demos-
trado que el losartan, antagonista de los receptores de
tipo AT-1 de la angiotensina Il (Ang Il) podria bloquear al
receptor del tromboxano A, (TXA,) en la pared vascular.
El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto del losartan
sobre la activacién de plaquetas humanas.

Materiales y métodos. Las plaquetas fueron obtenidas
de 15 voluntarios sanos con edades comprendidas entre
los 26 y 40 afos. La activacion plaquetaria fue medida
por cambios en la transmision de luz del plasma rico en
plaguetas estimuladas por un anélogo sintético del TXA,,
el U46619 (5 x 107¢ molll).

Resultados. El U46619 estimulé la agregacion de las
plaquetas, siendo significativamente inhibida por el losar-
tan de manera dosis dependiente. Sélo dosis altas del EXP
3174, el metabolito hepatico principal del losartan, consi-
guieron inhibir la activacion plaquetaria inducida por el
U46619. Captopril, inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina, no fue efectivo en modificar la agregacién
plaquetaria inducida por el analogo del TXA,. A pesar de
gue las plaquetas expresan receptores de tipo AT-1 de la
Ang 11, la Ang Il exdgena no maodifico la agregacién plaque-
taria inducida por U46619. La unién del U46619 a las pla-
guetas fue competitivamente inhibida por el losartan en for-
ma dependiente de la dosis. Sin embargo, sélo dosis altas
de EXP 3174 redujeron la union del U46619. Captopril no
modificé la unién del U46619 a las plaguetas.

Conclusiones. Losartan disminuyé la agregacién pla-
quetaria por un mecanismo dependiente de TXA,. El EXP
3174 demostré una menor potencia que losartan en redu-
cir la activacion plaquetaria por TXA,. El captopril y la
Ang Il exdégena no tuvieron efecto sobre la activacion de
plaquetas humanas. Estos resultados sugieren que el lo-
sartdn redujo la activacién plaguetaria inducida por el
TXA, por un mecanismo independiente del bloqueo de
los receptores de tipo AT-1.
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Effect of Losartan on Human Platelets Activation
by Thromboxane A ,

Background and aim. Previous studies have demons-
trated that losartan, an AT-1 receptor antagonist of angio-
tensin 11 (Ang 1) could block the receptor of thromboxane
A, (TXA,) in the vascular wall. The aim of the present
study was to assess the effect of losartan on human pla-
telet activation.

Material and methods. Platelets were obtained from
15 healthy men between the age 26 and 40. Platelet acti-
vation was measured by changes in the light transmission
of platelet-rich plasma stimulated by a synthetic TXA,
analogue, U46619 (5 x 10-¢ mol/l).

Results. The U46619-stimulated platelet aggregation
was significantly inhibited by losartan in a dose-response
manner. Only a high dose of EXP 3174 (5 x 10-° mol/l),
the in vivo active metabolite of losartan, was able to atte-
nuate U46619-induced platelet activation. Captopril, an
angiotensin I-converting inhibitor failed to modify U46619-
induced platelet aggregation. Despite the platelets ex-
pressing AT-1 type receptors, of Ang Il exogenous Ang Il
did not modify platelet aggregation induced by U46619.
The binding of U46619 to platelets was competitively inhi-
bited by losartan in dose-dependent manner. However,
only a high dose of EXP 3174 reduced the binding of
U46619. Captopril failed to modify the binding of U46619
to platelets.

Conclusions. Losartan decreased platelet aggregation
by a TXA,-dependent mechanism. EXP 3174 showed a
lesser potency than losartan to reduce TXA,-platelet acti-
vation. Captopril and exogenous angiotensin Il had no ef-
fect on human platelet activation. These results suggest
that losartan reduced TXA,-dependent platelet activation
independently of the blockade of AT-1 receptors.

Key words: Angiotensin. Platelets. Thrombosis. Throm -
boxane.

(Rev Esp Cardiol 2000; 53: 525-530)

Correspondencia: Dr. A. Lépez-Farré.

Laboratorio de Investigacién Cardiovascular e Hipertension.
Fundacion Jiménez Diaz.

Avda. Reyes Catdlicos, 2. 28040 Madrid.

Correo electrénico: alopez@fjd.es

Recibido el 8 de julio de 1999.
Aceptado para su publicacién el 23 de septiembre de 1999.

INTRODUCCION

El péptido angiotensina Il (Ang 1) desempefia un

impotante papel en alteraciones cardiacagascula
res. La estimulacion detcetor AT-1 ha sido asociado

con nuchas de las acciones bioldgicas conocidas de la
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Preparacién del plasma rico en plaquetas
ABREVIATURAS y agregacion plaquetaria
Angll: angiotensina Il. El plasma rico en plaquetas (PRP) fue aislado de
TXA,: tromboxano A. sange periférica de 15 voluntarios sance;ogido en
U46619: andlogo sintético del tromboxanp A 5% (v/v) de citato-dextrosa y centrifugado a 1.000
PRP: plasma rico en plaquetas. rpm durante 10 min. Los voluntarios no habian recibi
PPP: plasma pobre en plaguetas. do ningun farmaco en los 20 dias antes de realizar los
PLT: plaquetas. experimentos. El PRP fue regido y el nimero de
PGH,: prostaglandina K plaguetas fue ajustado con plasma pobre en plaquetas

(PPP),obteniendo del mismo donante hastax140’

células/ml de plasma. La agltion plaquetaria fue
evaluada en un lumigegdmetro (Agrecorder de dos

Ang Il. El losartan es un potente antagonista de los reganales, Chrono-log Corporation Hovertown, Pennsyl-

o . vania, EE.UU.) por cambios en la transmision de
ceptoes AT-1 no peptidico que produce una inhibicion, ;75 o
de la asoconsticion inducida por la Ang 1l El losar- luz"**% Bl PPP fue usado como control del 100% de

AT Iy ; X . transmision de luz.
tan dismimuye la presion aeiial en sujetos hipensos, : 0
asi como en modelos animales de Hamsioa® El El PRP (50Qul) fue preincubado a 37 °C durante 3

EXP 3174, el principal metabolito hepatico del losar-Mn €n el agrgomen con continue movimiento (600 g)

- . . posteriormente las plaquetas se estimularon con un
tan,es gproximadamente de 10 a 15 veces mas potenté onista del TX4 el U46619 (5< 10° molll)
gue el losartan en antagonizarestetor AT-1%. g 2 :

" p . Para estandarizar las medidsslo se usaron losav
La evaluacion del losartan en el estudio ELITE ha I’

: ; L lores de turbidez a los 6 min para los calculos. Este pe-
demostrado que el tiaamiento de pacientes con inisuf rjodo de tiempo coesponde pal maximo valor de Iap
ciencia cardiaca con losartan caus6 una aparente mejo-. - . .

" P o P JBrlmera onda de la agregacion plaquetaria. Esta prime-
ria en el indice de supeveincia,comparado con los

tratados con captoprilyn inhibidor de la enzima de ::?égndlaae&rjasreigta rgsjogrliiszf?;on q:iillﬁ gl_rgg;-
conersién de la angiotensind. [Esta mejoria en la paq y P y

; : . tan, EXP 3174 o captopril fueron afadidos a las
gweobritggd:dur?g rlgsuréi%ingsalt:dgzeﬁ?g Slggﬁga:arfg% c laguetas 5 min antes de que fueran estimuladas con el
T L . . -U46619. Se realizaron curvas dosis-respuesta de losar-
Tanto la acwtacion y la gregacion plaquetaria, seguli-

. oo ! tan y EXP3174, siendo la dosis minima utilizada 5
das de trombosigarecen contribuir al mecanismo de . P s
muerte sibita cardiata 102 mol/l y la maxima 5« 10~ mol/l. En el caso del

. ~ 4. captopril se utilizé una dosis de<3.0~>mol/l.
.,EI TXA, es un ampllflcatjor en la sengl de lavet En todos los casos, la medida basal coatpar fue
cion plaquetaria, siendo sintetizado y liberado en res

: . realiz n presenci | disolvent los farm
puesta a unargn variedad de gmnistas,como por ealizada en presencia del disolvente de los farmacos,

0 . L
ejemplo el adenosin difosfato Li et al han demostra- 0,8% de NaHC@bicarbonato sodico).

do recientemente que el losartdn puedegamizar el

receptor de tromboxano,ATXA ,)/prostanglandina H  Ensayo de union del receptor del TXA

en arteria coronaria de pet. Ademasgel losartan e- L
dujo de forma dosis-dependiente la hipertension pu'M,k)aauggrg)lgghgja{-sus‘gs?elsliz(cljjlcjzg(r)r?g (lj\lelzslé\:lr%(i)g:%ka
m?/?\?orlénduuda por una agonista del receptor deZTXAt,eI_man et &f. I.EI,I_DRP fue incubado con 1 mmol/l de
Por ténto, basandonos en todos estos hallazjos, acm_jo gqet|lsaI|C|I|co_ gurante 30 min a 37°C con el fin
objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de&es Ipr)llrz]alglljreltZsfc}er?grllotr:]e?]?rilj);gecjr;dsogelng(.@OEdr:Jtroa?nCtgs’
losartan sobre la activacion de plaguetas humanas. 10 min y resuspendidas en tampon HEPES/Tysode’
) (134 mmol/l de NaCl; 12 mmol/L NaHCOD 2,9
MATERIALES Y METODOS mmol/L KCI, 0,34 mmol/l de NaHPH 1 mmol/l de
MgCl,; 10 mmol/l HEPES; 5 mmol/l de dextrosa; un
0,3% de BSA y un pH de 7,4) hasta una concentracion
final de 3x 1 plaquetas/ml. La suspension de-pla
El [®H]-U46619 fue obtenido de Dupont NERos-  quetas se incubd con 4 nmol/l delJfU46619 en pre-
ton, MA. El losartan y EXP 3174 (metabolito hepético sencia 0 ausencia de concentraciones crecientes de lo
activo del losartan) fueron obtenidos por MeSkarp  sartan y EXP 3174 durante 30 min a 37 °C.
and Dohme, S.A. El resto de compuestos quimicos, in- La unién especifica se determiné utilizando un e
cluido el captopril fueron obtenidos de Sigma Chemi ceso de 1.000 veces de U46619 no marcado. La reac
cal Co. (St. Louis, Missouri, EE.UU.). cion se pard mediante centrifugacion a 7.809 du

Materiales

526



Rev Esp Cardiol Vol. 53, Nim. 4, Abril 2000; 525-530 José |. Guerra et al.— Losartan y activacion de plaquetas humanas

--.-,..--.,-.--.
[
D
FRREIL S B

L

Fig. 1. Enlagréfica de barras se observa el efecto de concentraciones
crecientes de losartan sobre la activacién plaquetaria inducida por un
andlogo del TXA,, el U46619 (5 x 105 mol/l). La activacion plaquetaria
se representa como el porcentaje de transmision de luz 6 min después
de la adicion de U46619. Los resultados se representan como la me-
dia £ error estandar de la media de 5 experimentos diferentes. *p <
0,05 con respecto al porcentaje de la transmision de luz en ausencia
de losartan.
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rante 10 min a 4 °C. El pellet fuevéalo dos veces con
tampon frio y transferido a un vial de centelleo para s
recuento en contador de centelleo liquido (Beckmal
Instrumenst Inc., Fullerton, CA).

j=

P

Método estadistico

I+

Los resultados fueron expresados como la media
error estdndar de la media (EEM). Para determinar |
significacion estadistica se realiz6 un test de MANO
y correccion de Bonfeoni de comparacién multiple o
el test de la t de Student (apareado o no apareado). Un
valor de p < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo.

122
n

RESULTADOS

Efecto de_l losartan sobre la activacion Fig. 2. A:la gréfica es un trazado real de |a agregacion plaquetaria en
plaguetaria respuesta al U46619 (5 x 10 mol/l). Se representa también un expe-

El taie de t isi6n de | b d | rimento_ en presencialde un inh_ibidor de la enzima convertidora de an-
porcentaje de transmision de luz observado en lagaensing, el captopril (5 x 105 mol/l), y del antagonista de los recep-
plaguetas humanas aetas con el gonista del tores AT-1 de angiotensina Il, el losartan (5 x 10-° moll). B: en la
TXA,, el U46619 (5% 10° mol/l) fue de 72 + 4 (n =  gréfica de barras se exponen los resultados de 15 experimentos dife-
5). El losartan redujo de forma significatila actva- rentes similares a los de la gréfica A. Los resultladt*)s estan representa-
cién plaquetaria inducida por el U46619 de forma dedos como la media t error estandar de la media. *p < 0,005 con res-
' . . , .. .pecto al U46619 solo.

pendiente de la dosis (fig. 1). Se observé una inhibi
cion significativa de la actiacion de las plaquetas con
una concentracion de losartan des 307 mol/l (fig. activacion plaquetaria (fig. 2A). Sin embar, las cur-
1). El maximo efecto del losartan se obtuvo>a®™>  vas de turbidimetria en presencia o ausencia dellosar
mol/l, que fue la dosis maxima utilizada en estos-estutan fueron ya diferentes cuando fueron medidas 1 min
dios. Esta concentracion fue usada para los siguientelespués de comenzar los experimentos (fig. 2A). La
experimentos. adicién de un inhibidor de la enzima de @&Ension,

El dato epresentado en la figura 1 fue obtenido 6 captopril (5% 10 mol/l) no modificé la actiacién
min después del estimulo y oesponde a la maxima plaquetaria inducida por el U46619 (figs. 2A y B).
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Fig. 3. En la gréfica de barras se observa el efecto de concentraciones Fig. 4. Esta gréfica representa los experimentos de unién del [*H]-
crecientes del metabolito hepatico activo del losartan, el EXP 3174, so- U46619 y su desplazamiento por concentraciones crecientes de losar-
bre la activacién plaquetaria inducida por el U46619 (5 x 107 mol/l). tan y EXP 3174 no marcados. La suspension de plaquetas fue incubada
La activacion plaquetaria fue representada como el porcentaje de con 4 nmol/l [*H]-U46619 en presencia o ausencia de concentraciones
transmision de luz 6 minutos después de la adicién de U46619. Los crecientes de losartan y EXP 3174. La union especifica se calculé usan-
resultados estan representados como la media * error estandar de la do concentraciones 1.000 veces superiores del U46619 no marcado.
media de 5 experimentos diferentes. *p <0,05 con respecto al porcen- La figura representa la media * error estandar de la media de 5 diferen-
taje de transmision de luz en ausencia del EXP 3174. tes experimentos. *p < 0,05 con respecto al EXP 3174. "p < 0,05 con

respecto ala ausencia del farmaco correspondiente.

El metabolito hepatico principal del losart&XP  10° mol/l de U46619 y, por tanto, no obsariamos
3174,también disminuy6 la asticion de las plague potenciacion de esa respuesta. La Ang Il tampoco mo-
tas inducida por U46619 (fig. 3). Sin emgparsoélo la  difico la activacion plaquetaria inducida por una dosis
méaxima dosis del EXP 3174 ¢10° mol/l) indujo  menor de U46619 (% 10° mol/l). En ausencia del
una inhibicion que alcanzé significacion estadisticaagonista d& XA, la adicion de Ang Il a las plaquetas
(fig. 3). Ninguna otra dosis de EXP 3174 modificé deno indujo ningun tipo de modificacion de la agreign
forma significativa la actiacion de las plaquetas indu espontanea (porcentaje de transmision de luz < 5%).
cida por U46619 (fig. 3). Finalmenteanalizamos si la falta de respuesta a la

La preincubacion de las plaquetas con EXP 3174 (2\ng Il por las plaquetas se debia a una rapida degrada-
x 10 mol/l) no cambi6 el efecto de’610°mol/lde  cién del péptido por la angiotensinasa. Para ello- utili
losartan sobre la estimulacion de las plaguetas con eamos un inhibidor de la angiotensinash,1,10-0
U46619 (porcentaje de transmision de lasartan =  fenantrolina. En presencia del inhibidor de la angio
60 + 1; EXP 3174 + losartan = 57 £ 2; n = 5; p = NS). tensinasagl 1,10-0 fenantrolina (% 10 mol/l), la

La activacion espontanea de las plaquetas (porcent@ng Il (107 mol/l) tampoco modificd la aathcion
je de transmision de luz < 5%) no fue modificado porplaquetaria inducida por el U46619 (porcentaje de
la incubacion de PRP conG10° mol/l de losartan, 5 transmision de luz: U46619 = 72 + 446619 + Ang
x 10> mol/l de EXP 3174 o % 10° mol/l de captopril Il + 1,10-0 fenantrolina=76 = 3; n = 6; p = NS).
(porcentaje de transmision de luesartan = 4 + 2;

EXP 3174 =42+ 1; captopril: 5+ 1;n =5 p = NS). Interaccion del losartan con el receptor

del TXA,

El desplazamiento de la union d#iJFU46619 a las
plaquetas humanas por el losartan se expone gnia f

No se observé ningun efecto de la Ang 1l {10 ra 4. El losartdn compitié dermna dosis-dgendiente
mol/l) sobre la activacion plaquetaria inducida por 5 con el adioligagndo U46619, obteniéndose un 50% de
10° mol/l de U46619 (porcentaje de transmision deinhibicion de la union (IC50) con 810" mol/l de lo-
luz:5 x 10-°°mol/l del U46619 = 85 + 3; 5 10->mol/I satan. El metabolito del los&@m,EXP 3174, redujo de
de U46619 + I mol/l de Ang II=88 £ 2; n =6; p = foma signifcativa la union del H]-U46619 sdlo al
NS). Se ealizaon también gpeimentos en sencia testar una dosis maxima de<3.0° mol/l (fig. 4). Por
de dosis menores de U46619¢80° mol/l) con el in otro lado, el cptopil (5 x 10° mol/l) no modificéd la
de asguranos de que la falta de respuesta de las pladnién del fH]-U46619 a las plaquetas (porcentaje de
guetas a la Ang I@gena no fuera debida a que estu- unién especifica defifi]-U46619 en presencia dex6
viéamos obteniendo una respuesta maxima con 5 10°mol/l de cptopil = 98 £ 1; n=5; p = NS).

Efecto de la angiotensina Il
sobre la activacién plaquetaria
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DISCUSION cientes treéados con losartan con respecto a los ge ca
topril del estudio ELITE.
Los resultados de estealtejo aportan nuas evi Sobre la base de los hallazgos presentados en este

dencias que demuestran efectos gnéigantes del an  trabajo,la concentracion de losartan requerida para in
tagonista de los receptorédd-1 de la Ang ll,el losar-  hibir la agregacion plaquetaria (% 107 mol/l) fue
tan. Nuestros resultados gam la hipotesis de que el muy alta comparada con la encontrada en el plasma
losartan actia como umgente antiactivador plaqueta- humano tras la administracion del farmaco ¢apna-
rio independientemente de sus efectos sobre lop-recedamente 5< 10° mol/l), lo que sugeriria que con las
tores de tipo AT-1 de la Ang II. dosis clinicas habituales del losartdn no se alcanzaria

Losartan redujo de forma dosis dependiente la actiun efecto releante sobre las plaquetas. En nuestro es
vacion de las plaquetas humanas inducida por el an&udio s6lo se determind el efecto directo del losartan
logo del TXA, U46619, disminuyendo ademas la sobre las plaquetas. Sin emgmrla trombosis es un
union del TXA, sobre su receptor plaquetario. Con elevento multicelular en donde otras célulasmo los
inhibidor de la enzima de ceersion de la Ang |, cap- neutrofilos y el endoteliaegulan también la reactivi
topril, no se observaron estos efectos. dad plaquetarid*®. En este sentido, se ha demostrado

Estudios preios han sugerido que el losartan podriaque la administraciéon aguda de losartan incrementa el
interferir sobre el receptor del TXAPGH, en la pared  6Oxido nitrico que esa su vezun potente gente anti-
vascular. Li et al habrian demostrado que el losartaplaquetarié”!®. Por tanto, aunque sea de forma espe
inhibe la constriccion inducida por TXAle las arte  culativa, la concentracion de losartan que hipotética
rias coronarias de pefrd\demas, el losartan reduce la mente inhibirian vivo la activacion plaquetaria podria
hipertension pulmonar inducida por ugonista de ser significatiamente mas baja que en el estudia -
TXA,, el U46619°. Més recientementeCoriiu et al  tro aqui presentado. En este sentido, a pesar deda apa
demostraron que el losartan puede actuar como-un arente ausencia de un efecto directo del EXP 3174 y del
tagonista competitiv del receptor del TXAen aortas  captopril sobre el receptor de TXplaquetario, debe-
de rata denudada de endot¥lio riamos tener en cuenta que la\aation del receptor

La capacidad del losartan para inhibir el receptor deAT-1 expresado en la pared vascular por la Angdl po
TXA/PGH, no fue compartida por el EXP 317dl, dria fawrecer la acumulacion plaquetaria por un efec
metabolito actio in vivo del losartan. EI EXP 3174 to vasoconstrictor independientemente de un efecto
tiene una vida media en el plasmayorague el losar  sobre el receptor de TXAFuturos estudios realizados
tan y es apndmadamente 10-15 veces mas potente ernin vivo son necesarios para evaluar la relevancia practi-
bloquear el receptokT-1. Sin embago, ruestros e- ca de estos hallazgos.
sultados sugieren que no o@uto mismo para el caso  La adicion de Ang Il exdgena no afecto significati
del bloqueo del receptor de TXAlaguetario. Otros vamente a la asthcion plaquetaria. Ademals, com
efectos diferentes entre el losartan y el EXP 3174 hahinacion de EXP 3174, que es un potente gonista
sido previamente publicados. En este sentido, los efedAT-1, con el losartdn no modificé el efecto del losartan
tos uricosuricos del losartan en pacientes hipertensgsor si mismo sobre lageegacion de las plaquetas.-Es
esenciales e hipertensos con alteraciones renales hts resultados sugieren que los efectos anteriormente
sido también atribuidos al losartdn y no al EXP 3174mencionados sobre la a@cion plaquetaria fueron
aunque los mecanismos por los que estorequws es  mediados por una accién no dependiente del receptor
tan aun aclarad&s® Ambos, losartan y EXP 3174, de tipo AT-1.
contienen en su molécula urugo imidazol, siendo la Los estudios de union han demostradevigmente
Unica diferencia estructural entre el metabolito y €l lo la presencia de receptores de #el en las plaque
sartan un gpo hidrxilo existente en el losartan que tas human&®?: El efecto de la Ang Il sobre la agrega-
por un mecanismo de oxidaciése convierte en un cién plaquetaria continlia siendo ceontrtido. La pe
grupo carboxilé Serian, por tanto, necesarios estudiostenciacién de la astcion plaquetaria por la Ang |l
con otros angonistasAT-1 que contengan o no este fue publicado por Ding et ghero como ocurre en este
tipo de radicales para poder dilucidar su importanciaestudio,no fue confirmado por otros autof&® De
en la interaccion con el receptor del TXAGH,. acuerdo con nuestros resultadBarnier et alusando

El estudio ELITE ha demostrado recientemente quel método de Fura-2, pudieron demostrar que no habia
el losartan redujo la muerte subita cardiaca de ura maingin cambio significatb en el calcio citosélico
nera mas efectiva que el captopyilparece importante después de la estimulacion de plaquetas con Ang Il,
la contribucion de las plaquetas activadas en la génesimientras que habia un marcado incremento en €l cal
de la muerte subita cardiackn el presente estudio, el cio citoplasmatico después de la estimulacion del r
captopril no tuvo efecto sobre la a@ettion plaqueta ceptor AF1 por la Ang Il en células del musculo liso
ria, no asi el losartan, que redujo la eation de las vasculat®.
plaguetas abriendo una maehipotesis para podex-e En resumen, los resultados del presente estudio su
plicar la aparente mejoria en la mortalidad de les pagieren que el losartan redujo la &etiion plaquetaria
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por un mecanismo dependiente de TXBl metaboli-

toinvivo del losartan, EXP 3174, demostr6 una menor

potencia en inhibir el receptor del TXplaquetario.

Este efecto no fue obs&do por el captopril. Desde 10.
un punto de vista clinico, no pensamos que el losartan

pueda ser usado excluainente como ungante anti-

TXA, ya que esta actividad no esta presente en su me;
tabolito, que tiene una vida media en plasma més lar
ga. No obstanteesta actividad directa del losartan

bloqueando el receptor de TXAbre una nueva via de

investigacion sobre los posibles mecanismos de actud

cién de estos farmacos.
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