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RESUMEN
En trabajos anteriores demostramos que el factor natriurético atrial (ANF) modifica la capta-
ción y la liberación de noradrenalina (NA) en el sistema nervioso central. Estas modificacio-
nes pueden estar asociadas con cambios en la síntesis y la velocidad de recambio de la amina.
En virtud de estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue el de estudiar, en el
hipotálamo de la rata, los efectos del ANF sobre el contenido endógeno, la utilización y la
velocidad de recambio de la NA, la activación de la tirosina hidroxilasa (TH) y la formación de
segundos mensajeros.
Los resultados muestran que el ANF (100 ng/µl, intracerebrovascular) incrementó el contenido
endógeno de NA (45%) y disminuyó la utilización de la amina y la velocidad de recambio
(53%). Asimismo, el ANF (10 nM) inhibió la actividad basal e inducida de la enzima THA (30%
y 64%, respectivamente). Por otra parte, el ANF 10 nM incrementó los niveles de GMPc (110%)
sin modificar la acumulación de AMPc o la hidrólisis de los fosfosinosítidos.
Estos resultados sugieren que el ANF tendría un papel importante en la transmisión noradre-
nérgica actuando como modulador putativo y que estaría involucrado en la regulación de di-
versos procesos fisiológicos tanto centrales como periféricos, por ejemplo, la actividad cardio-
vascular, la homeostasis hidrosalina y la síntesis endocrina y neuroendocrina entre otros. REv
ARGENT CARDIOL 1999; 67: 625-630.
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INTRODUCCION
El factor natriurético atrial (ANF) es una hormo-

na peptídica que participa en la regulación de las
funciones cardiovasculares y renales. (1, 2) Posee
propiedades diuréticas, natriuréticas y vasodilata-
doras. (1, 2) Se sintetiza y almacena principalmente
en las aurículas y se libera en respuesta a la disten-
sión de las aurículas, la endotelina 1 y la estimula-
ción a l-adrenérgica. (1-4) Existen fuentes extracar-
díacas de producción de ANF en los pulmones, el
sistema nervioso central (SNC), el tracto gastroin-
testinal y la médula adrenal. (1, 5, 7)

Se describieron RNAmensajero y receptores para
el ANF en regiones y áreas específicas del SNC rela-
cionadas estrechamente con el control de la función
cardiovascular, la homeostasis hidrosalina y las se-
creciones endocrinas y neuroendocrinas. (5, 6) En
trabajos anteriores demostramos que el ANF modu-
la el metabolismo de la noradrenalina (NA) en el
SNC a través del incremento en la captación neuro-
nal y de la disminución de la liberación, tanto basal
como inducida, de la amina en el bulbo raquídeo y
en el hipotálamo, así como en diversos núcleos y
áreas del SNC de la rata. (7-11)
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Con el objeto de determinar si estas modificacio-
nes están relacionadas con alteraciones en la sínte-
sis y la velocidad de recambio de NA, en el presente
trabajo se estudió en el hipotálamo de la rata el efec-
to del ANF sobre el contenido endógeno, la utiliza-
ción y la velocidad de recambio de NA y la activi-
dad de la enzima tirosina hidroxilasa TH (paso
limitante en la biosíntesis de NA). Asimismo, se es-
tudiaron los efectos sobre la acumulación de AMP y
GMP cíclicos y la hidrólisis de los fosfoinosítidos (PI),
con el objeto de determinar los posibles mecanismos
y señales intracelulares involucrados.

MATERIAL Y METODO
Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300 g) del

bioterio de la Cátedra de Fisiopatología, Facultad de
Farmacia y Bioquímica, hospedadas a 22 °-25°C con
un ciclo luz/oscuridad cada 12 horas. Los animales
se alimentaron con purina comercial y agua ad
libitum.

Utilización y contenido endógeno de NA
Se colocaron las ratas en un estereotáxico (Davis

Kops 900) y se canuló el ventrículo lateral derecho
bajo anestesia, siguiendo las coordenadas del atlas
de Paxinos y Watson (12) (1,3 mm posterior al breg-
ma, 2,0 mm lateral a la línea media y 4,0 mm ventral
a la superficie de los parietales). La cánula adherida
a un dispositivo plástico se sujetó al cráneo con
acrílico dental. Los animales se mantuvieron en ca-
jas individuales durante una semana para permitir
que se recuperaran de la cirugía.

Se estudiaron los siguientes grupos: a) controles,
inyectados con líquido cefalorraquídeo artificial
(LCRA), b) ANF (9-33, Península Lab., Belmont,
USA), c) (x-metil-p-tirosina (MT, Sigma Chem. Co.,
St. Louis, MO, USA) y d) MT y ANF.

Los animales de los grupos "c" y "d" se inyecta-
ron intraperitonealmente (ip) con MT (200 mg/kg)
24 y 4 horas antes de los experimentos para inhibir
la síntesis de catecolaminas y los de los grupos "a""
y "b" con solución salina (vehículo). Los animales
se anestesiaron posteriormente con uretano (1,3 mg/
kg ip) y se conectó la cánula icv a una jeringa
Hamilton; los grupos "b" y "d" recibieron 100 ng de
ANF (1 µl/min) y los grupos "a" y "c", LCRA (1 µl/
min). Luego de 60 minutos se sacrificaron los ani-
males y se extrajeron y disecaron rápidamente los
hipotálamos. La NA se extrajo por cromatografía en
albúmina (13) y se dosó por fluorimetría. (14) La re-
cuperación de NA fue del 70%. Los resultados se
expresan en µg / g de tejido fresco ± ESM.

Actividad de tirosina hidroxilasa
La actividad de TH se determinó según Hendry e

Iversen (15) y Zigmond y Chalazonitis. (16) Los
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hipotálamos se incubaron durante 60 minutos a 37°C
en una solución de Krebs modificada, pH 7,40 con
burbujeo de carbógeno con el siguiente protocolo:
a) control, b) 100 nM ANF, c) 25 mM KCI y d) 100
nM ANF + 25 mM KCI. La concentración de ANF
utilizada se obtuvo a partir de estudios dosis-res-
puesta realizados previamente y es una concentra-
ción que modifica la captación y la liberación de NA.
(7, 10) Las proteínas se determinaron por el método
de Lowry y colaboradores. (17) Los resultados se
expresan como porcentajes de variación de la activi-
dad de TH respecto del grupo control ± ESM.

Velocidad de recambio de NA
Los animales se trataron previamente con MT (200

mg/kg, ip) 24 y 2 horas antes de ser sacrificados.
Los hipotálamos se incubaron posteriormente en
presencia de 1,25 µCi/ml de 3H-NA (actividad es-
pecífica 15 Ci/mmol, New England, Boston, MA,
USA) más MT e HC (100 tM para inhibir la capta-
ción extraneuronal de NA) en solución de Krebs
(control) o Krebs + ANF 100 nM (experimentales)
durante 0 (basal, sin ANF), 30, 60, 90, 120, 150 y 180
minutos a 37°C. La actividad de tritio se determinó
en los sobrenadantes por métodos convencionales
de centellografía líquida. Los resultados se expre-
san en dpm/g de tejido fresco. La comparación de
las pendientes (k) se realizó mediante el análisis de
regresión lineal entre los grupos control y experi-
mental.

Niveles de AMPc y GMPc e hidrólisis de
fosfoinosítidos (PI)

Para los dosajes de AMPc y GMPc, los tejidos se
incubaron de acuerdo con lo descripto para la deter-
minación de TH y se efectuaron RIAs utilizando
equipos (kits) comerciales (Amersham, Arlington
Heights, Ill). Los resultados se expresan como pmol
de AMPc o GMPc/g de tejido fresco.

Para evaluar la hidrólisis de los PI, los tejidos se
incubaron durante 2 horas con Krebs bicarbonato
que contenía 2 µCi/500 µl de myo-(23 H) inositol
(como trazador) y LiCI 10 mM. Treinta minutos an-
tes del final de la incubación se agregaron ANF 10
nM y el mismo volumen de KBS/LiCI a los grupos
control y experimental, respectivamente. La separa-
ción de los Pl se realizó según la técnica descripta
por Berridge y colaboradores (18) y la actividad se
determinó por centellografía líquida.

Los resultados (de la fracción que representa la
actividad de fosfolipasa C) se expresan como por-
centaje de variación con respecto al control.

Análisis estadístico
Los resultados se expresan como media ± ESM.

El análisis estadístico se realizó mediante la prueba
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de la t de Student para los resultados de velocidad
de recambio de NE, generación de AMPc y GMPc e
hidrólisis de fosfoinosítidos. Para la actividad de TH,
contenido endógeno y utilización de NA se realizó
el análisis de la varianza y la prueba de la t modifi-
cada por Bonferroni. (43) En todos los casos, valores
de p < 0,05 se consideraron estadísticamente signifi-
cativos.

RESULTADOS

Contenido endógeno y utilización de NA
La Figura lA muestra que el ANF (100 ng/µl)

administrado centralmente incrementó el conteni-
do endógeno de NA en el hipotálamo de rata. Por
otra parte, en la Figura 113 se ilustra que el ANF (100
ng/µl min) también administrado icv en ratas
pretratadas con MT disminuyó la utilización de NA
con respecto a los controles. En estos animales, la
síntesis de NA se encuentra inhibida por efecto de
la MT. Por lo tanto, el contenido endógeno a un tiem-
po determinado (30 minutos) es el resultado del ba-
lance entre la captación y la liberación de NA por
los tejidos durante el tiempo transcurrido. La dife-
rencia de concentración correspondiente a NA en el
contenido endógeno entre los grupos control y ex-
perimental se denominó con el término "utilización"
por Sumners y Phillips. (19) En este caso, en los teji-
dos de rata tratados con ANF el contenido de NA es
mayor que en los controles pues la utilización de NA
fue menor (la diferencia entre la liberación y la cap-
tación de NA con su síntesis inhibida fue menor).
La utilización da una imagen de recambio de NA a
un tiempo determinado. La velocidad de recambio
establecida por métodos radiactivos da una imagen
de la dinámica del proceso de recambio de la amina.

Actívidad de TH
La actividad de la TH se estudió en condiciones
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Fig. 1. A. Efectos del ANF sobre el contenido endógeno de NA. O: control inyectado icv con LCRA (n = 12). ∎ : inyectado icv con ANF
(100 ng/µl, n = 10). B. Efectos del ANF sobre la utilización de NA en ratas pretratadas con MT. 0: control inyectado icv con LCRA (n =
6); ∎ : inyectados icv con ANF (100 ng/µl, n = 9). Los resultados se expresan como la media ± ESM.

basales e inducidas para evaluar los efectos del ANF
sobre la biosíntesis de las catecolaminas. El ANF 10
nM disminuyó la actividad basal de TH (Figura 2).
Cuando se indujo la actividad de la enzima con KCl
25 mM, su actividad aumentó. Sin embargo, en pre-
sencia de ANF se observa que la actividad enzimá-
tica se revierte a valores basales, inhibiendo el in-
cremento inducido por el KCI. La actividad de la
enzima se puede inducir mediante la utilización de
soluciones despolarizantes con alto contenido de
potasio. Para apreciar los efectos de un sistema pre-
ferentemente inhibitorio como en el caso del ANF,
en muchas ocasiones es conveniente estimular el
proceso con anterioridad. Como sucedió en este caso,
la inhibición de la actividad de la TH fue mayor en
el sistema estimulado.

Velocidad de recambio de NA
Los efectos del ANF se estudiaron sobre la velo-

Fig. 2. Efectos del ANFsobre laactividad de la tirosina hidroxilasa
basal e inducida por CKI 25 rnM. O: control (actividad basal, n= 9). ∎ : incubado con ANF 10 nM (n = 7); ® : incubado con KCI25 mM (actividad inducida, n = 9); ®: incubado con ANF 10 nM
yKG 25 mM (n = 9). *: p < 0,001; **: p < 0,01 versus control. ***: p
< 0,001 versus KCI 25 mM. Los resultados se expresan como lamedia ± SEM.
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Fig. 3. Efectos del ANF sobre la velocidad de recambio de NA.
∎ : controles (n = 6); •: incubados con ANF 10 nM (n = 6). La
pendiente (k) de la recta de regresión lineal representa la veloci-
dad de recambio. Coeficientes de correlación: control: 0,97; ANF:
0,94; k: control: -16,4 ± 1,9 versus ANF: -7,7 ± 0,1, p < 0,01; n:
número de casos.

cidad de recambio de NA con el objeto de confirmar
que el ANF disminuye la disponibilidad de NA en
el espacio sináptico. Para determinar la velocidad
de recambio de NA, previamente se inhibe la
biosíntesis de NA con MT. De esta manera, los cam-
bios de radiactividad en los tejidos corresponden al
balance entre la captación y la liberación de NA (re-
cambio de la amina). La pendiente de la curva de
regresión lineal mide la velocidad con que se efec-
túa ese recambio. En la Figura 3 se observa que el
ANF disminuyó la velocidad de recambio de la NA,
representado por la pendiente de la recta de regre-
sión lineal. Coeficientes de correlación: control 0,97,
ANF 0,94; k: control -16,4 ± 1,9 versus ANF -7,7 ± 0,1,
p < 0,01. Los niveles de NA a tiempo cero no fueron
estadísticamente diferentes (control 2,5 ± 0,2 versus
ANF 2,7 ± 0,2).

Niveles de AMPc, GMPc, e hidrólisis de Pl
Con el objeto de estudiar las vías intracelulares

involucradas en los efectos del ANF se analizaron
los efectos del péptido sobre los niveles de AMPc,
GMPc y la hidrólisis de fosfatidilinositol en el
hipotálamo.

En la Figura 4A se observa que la acumulación
de AMPc no se modificó (control 1,37 ± 0,14 versus
ANF 1,77 ± 0,22 pmol/g de tejido fresco). Por otra
parte (Figura 4B), el ANF incrementó significativa-
mente los niveles hipotalámicos de GMPc (control
40,8 ± 4,8 versus ANF 86,0 ± 10,0 pmol/g de tejido
fresco, p < 0,001).

La Figura 5 muestra los efectos del ANF sobre la
hidrólisis de los PI. Se observa que el ANF no afecta
la hidrólisis de los Pl en el hipotálamo, lo cual indi-
ca que el factor atrial no ejercería sus efectos bioló-
gicos a nivel hipotalámico mediante la estimulación
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Fig. 4. A. Efectos del ANF sobre los niveles de AMPc en el
hipotálamo de la rata. 11: control; ∎ : incubado con ANF 10 nM.
Los resultados se expresan como media ± ESM. Número de ca-
sos: 5-7. B. Efectos del ANF sobre los niveles de GMPc en el
hipotálamo de la rata. O : control; ∎ : incubados con ANF 10 nM.
Los resultados se expresan como media ± ESM. Número de ca-
sos: 5-7.

de esta vía (control 100% ± 20% versus ANF 10 nM
113% ± 5%).

DISCUSION
El ANF es un antagonista fisiológico del sistema

renina-angiotensina, con efectos opuestos tanto en
el SNC (sobre la sed y las secreciones de vasopresina,

Fig. 5. Efectos del ANF sobre la hidrólisis del fosfatidilinositol.
O: control (n = 7). ∎ : incubados con ANF 10 nM (n = 8). Los
resultados se expresan como media ± ESM; n: número de casos.



FACTOR NATRIURETICO ATRIAL / Marcelo S. Vatta y col.

CRF y NA) como periféricamente (sobre la muscu-
latura lisa vascular, la diuresis y la natriuresis y las
secreciones de aldosterona y NA). (21, 22)

Las angiotensinas II y III modulan el metabolis-
mo noradrenérgico a nivel de la terminal presináp-
tica en el SNC incrementando la actividad simpáti-
ca. Tanto la angiotensina II como la III aumentan la
actividad de la TH y la hidrólisis de los PI (datos
aún no publicados). Por lo tanto, ambas angiotensi-
nas incrementan la actividad noradrenérgica a nivel
de las terminaciones nerviosas presinápticas en el
SNC de la rata y sus efectos son opuestos a los indu-
cidos por el ANF.

En el presente trabajo hemos observado que el
ANF aumenta el contenido endógeno de NA en el
hipotálamo. Esto podría ser el resultado de: a) in-
cremento de la captación neuronal de NA, (7-9,12)
b) reducción de la liberación neuronal (8-10) y c) un
catabolismo no alterado. (24) Estos mecanismos con-
ducen a una mayor disponibilidad de NA en la ter-
minal sináptica que provoca un incremento del con-
tenido endógeno de la amina.

La TH es el paso enzimático limitante de la sínte-
sis de las catecolaminas y es un marcador específico
para las neuronas catecolaminérgicas. (25, 26) Los
resultados indican que el ANF disminuyó la activi-
dad basal e inducida (por 25 mM de KCl) de TH en
un 30% y 64%, respectivamente. La actividad de la
TH es regulada por diferentes mecanismos: a) me-
diado por la cinética clásica, inhibición reversible de
la enzima, actúa como sensor de la concentración
local de catecolaminas, b) por un secuestro de TH
en una forma menos activa pero estable, (25, 26) c)
por una modulación alostérica por polianiones y d)
por fosforilación de la enzima, con pasos AMPc y
calcio-dependientes. (25, 26) Los resultados mues-
tran que el ANF incrementó los niveles de GMPc sin
afectar los de la AMPc ni la hidrólisis de los PI. En
trabajos anteriores demostramos que el ANF inhibe
la captación de 45Ca++ estimulada por soluciones de
alto contenido de potasio en sinaptosomas de
hipotálamo a través de un mecanismo que involu-
cra al GMPc. (27) Los resultados que se obtuvieron
en el presente trabajo nos permiten concluir que, en
el hipotálamo de la rata, la inhibición de la síntesis
de catecolaminas inducida por el ANF podría ser el
resultado del clásico mecanismo de regulación por
producto final, considerando que el ANF incremen-
ta el contenido endógeno de NA. No obstante, no se
puede excluir que el ANF tenga un efecto directo
sobre la enzima modificando su fosforilación o bien
la disponibilidad de calcio intracelular.

El ANF también disminuyó la utilización y la ve-
locidad de recambio de la NA. Esto se correlaciona
con los efectos del ANF sobre la captación neuronal,
la liberación, la síntesis y el contenido endógeno de
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NA. El ANF aumenta la captación neuronal, (7-9,12)
así como el contenido endógeno de NA y disminu-
ye su síntesis y liberación; (8, 10) por lo tanto, todos
estos efectos en conjunto podrían resultar en la dis-
minución en la utilización y la velocidad de recam-
bio de la NA.

Los efectos del ANF en los distintos tejidos están
mediados principalmente por la generación de
GMPc que se forma a partir de la estimulación de
los receptores acoplados a la enzima guanilatocicla-
sa. No obstante, varios estudios demostraron que el
ANF induce diversos efectos biológicos mediados
por la inhibición de la formación de AMPc o la ge-
neración de inositol trifosfato y diacilglicerol, pro-
ductos de la hidrólisis de los PI. (28) Los resultados
del presente trabajo indican que el GMPc sería el
mediador intracelular de los efectos del ANF a nivel
del hipotálamo ya que el ANF no modificó los otros
segundos mensajeros estudiados. Los receptores de
los factores natriuréticos acoplados a la guanilatoci-
clasa son de dos tipos: A y B. Los de tipo B son los
que se encuentran mayoritariamente a nivel del SNC.
Por lo tanto, en función de los resultados del pre-
sente trabajo es posible concluir que los efectos del
ANF a nivel del hipotálamo estarían mediados por
el receptor de tipo B.

En conclusión, todos los resultados concuerdan
en que: a) si está inhibida la biosíntesis, b) aumenta-
da la recaptación y c) inhibida la liberación de NA,
por consecuencia tiene que estar: a) aumentado el
contenido endógeno, b) disminuida la utilización y
c) disminuida la velocidad de recambio de la NA.
Por consiguiente, el ANF disminuye la disponibili-
dad de NA en el espacio sináptico, actuando como
un modulador negativo de la neurotransmisión no-
radrenérgica a nivel de la neurona presináptica e
inhibiendo la actividad sináptica postsináptica.

SUMMARY

ATRIAL NATRIURETIC FACTOR INHIBITS OF
NORADRENALINE BIOSYNTHESIS,
UTILIZATION AND TURNOVER RATE

We have previously reported changes in norepi-
nephrine (NE) uptake and release induced by atrial
natriuretic factor (ANF). These modifications may
be associated with modifications in the synthesis and
turnover of the amine. On these basis the aim of the
present work was to study the effects of atrial natriu-
retic factor (ANF) on the endogenous content, utiliza-
tion and turnover of NE, tyrosine hydroxylase (TH)
activity, and second messenger generation in the rat
hypothalamus.
Results showed that ANF (100 ng/µl, intracere-
broventricular administration) increased the en-
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dogenous content of NE (by 45%) and diminished
the amine utilization and turnover (53%). In addi-
tion, the ANF (10 nM) inhibited both basal as well
as KCl-evoked TH activity (30% and 64% respec-
tively). On the other hand, 10 nM ANF increased
cGMP levels (110%), whithout modifying either
cAMP accumulation or phophatidylinositol hy-
drolysis.
These results suggest that ANF may play an im-
portant role in the hypothalamic noradrenergic
neurotransmission as a putative modulator. Thus,
the atrial factor may be involved in the regulation
of several central and peripheral physiological pro-
cesses such as, the cardiovascular activity, electro-
lyte and fluid homeostasis, endocrine and neuroen-
docrine synthesis.

Keywords Atrial natriuretic factor -
Norepinephrine biosynthesis - Hypothalamus -
Tyrosine hydroxylase activity - cAMP - cGMP -

Phosphatidylinositol hydrolysis
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