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RESUMEN

Previamente demostramos que la angiotensina (Ang)-(1-7), en contraste con la Ang II, dis-
minuye la liberación y la síntesis de noradrenalina (NA) en ratas espontáneamente
hipertensas (SHR). En el presente trabajo investigamos en ratas SHR el efecto de la Ang-
(1-7) sobre la recaptación neuronal y la expresión del transportador de NA (NET), principal
responsable de la eliminación de NA del espacio sináptico. Si bien la Ang-(1-7) no presenta
un efecto agudo sobre la recaptación neuronal de noradrenalina, tiene un papel estimulador
sobre el contenido proteico del NET a largo plazo. Esta acción la ejerce a través de la
estimulación de la síntesis proteica de novo del transportador por la activación del receptor
Mas. Esto sugeriría que, a través de la regulación de los niveles de NA en el espacio sináptico,
la Ang-(1-7) contribuiría a la regulación de la presión arterial.
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INTRODUCCIÓN

El sistema renina-angiotensina (SRA) es uno de los
principales sistemas que participan en la regulación
de la presión arterial y de la homeostasis de líquidos.
La angiotensina (Ang) (1-7) es un péptido bioactivo
del SRA que provoca vasodilatación, diuresis y
natriuresis, lo cual favorece la disminución de la pre-
sión arterial, particularmente en situaciones de acti-
vidad aumentada de la Ang II, como ocurre en la
hipertensión. (1, 2)

Uno de los mecanismos por los que la Ang II ejerce
su efecto presor es a través de la estimulación del sis-
tema nervioso simpático, con aumento de la síntesis y
la liberación de catecolaminas en núcleos cerebrales
asociados con el control de la presión arterial. (3, 4)
Hemos demostrado que la Ang-(1-7), en contraste con
la Ang II, presenta un efecto neuromodulador
inhibidor de la neurotransmisión noradrenérgica a
nivel central, que provoca una disminución de la libe-
ración de NA en hipotálamos aislados de ratas
normotensas y espontáneamente hipertensas (SHR).
(5, 6) La disminución de la liberación de NA provoca-
da por la Ang-(1-7) podría ser la consecuencia de una
inhibición de la síntesis del neurotransmisor, así como

de un aumento en su recaptación neuronal, dos pro-
cesos que contribuirían a reducir la concentración de
neurotransmisor en el espacio sináptico. Reciente-
mente demostramos que la Ang-(1-7) presenta un efec-
to inhibidor sobre la síntesis de NA por estimulación
de la degradación de la tirosina hidroxilasa, enzima
que cataliza la etapa inical y limitante en la biosíntesis
de catecolaminas. (7) Para completar el estudio sobre
el papel neuromodulador inhibidor de la Ang-(1-7)
sobre la neurotransmisión noradrenérgica en la
hipertensión, nuestro objetivo fue investigar el efec-
to de la Ang-(1-7) sobre la recaptación neuronal y la
expresión del transportador de NA (NET), principal
responsable de la eliminación de NA del espacio
sináptico (8, 9) en ratas SHR, un modelo genético de
hipertensión esencial.

MATERIAL Y MÉTODOS

Recaptación neuronal de 3H-NA
La recaptación neuronal de NA se evaluó en hipotálamos
aislados de ratas adultas SHR y Wistar-Kyoto (WKY) como
control normotenso, según se describió previamente. (10)
Brevemente, los hipotálamos se incubaron en solución de
Krebs conteniendo [3H]-NA durante 5 min, en ausencia y
en presencia de distintas concentraciones de Ang-(1-7).
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Luego se homogeneizaron y la radiactividad presente en las
muestras se cuantificó en un contador de centelleo líquido.

Medición del contenido del
transportador de noradrenalina
Se utilizaron cultivos primarios hipotalámicos de ratas WKY
y SHR recién nacidas según se describió previamente. (7)
Los cultivos neuronales preincubados en presencia y en
ausencia de Ang-(1-7) durante diferentes tiempos se homo-
geneizaron y se sometieron a Western-blot utilizando un
anticuerpo específico anti-NET (1/3.000), según descripción
previa. (7)

Análisis estadístico
Los resultados se expresaron como la media ± error

estándar de la media. El análisis estadístico de los resulta-
dos se realizó mediante la prueba de análisis de la varianza
(ANOVA) y posprueba de Bonferroni. Las diferencias se con-
sideraron significativas con p < 0,05.

RESULTADOS

Efecto de la angiotensina-(1-7) sobre la
recaptación neuronal de noradrenalina
Como se muestra en la Figura 1, no se observaron
cambios significativos en la recaptación neuronal basal
de NA en hipotálamos aislados de ratas SHR respecto
de los de WKY. La Ang-(1-7) 0,1 y 1,0 µM no modificó
la recaptación neuronal de NA (Figura 1).

Efecto de la angiotensina-(1-7) sobre el contenido
del transportador de noradrenalina
Si bien la recaptación neuronal de NA no se modificó
por la adición de la Ang-(1-7), se estudió su efecto so-
bre el contenido del NET como posible mecanismo de
regulación de la recaptación neuronal de NA a largo
plazo.

Los niveles endógenos del transportador no fue-
ron significativamente diferentes en los cultivos
neuronales de ratas SHR respecto de los de WKY (Fi-
gura 2 A). Al incubar los cultivos neuronales de ratas
SHR con Ang-(1-7) 0,1 µM durante diferentes tiem-
pos, se observó un aumento significativo del conteni-
do de NET luego de 1, 3 y 5 horas (30% ± 16%, 40% ±
7% y 20% ± 8%, respectivamente) (Figura 2 B).

Para determinar el tipo de receptor involucrado
en el efecto estimulador de la Ang-(1-7) sobre el con-
tenido de NET, se emplearon antagonistas específicos
de los receptores AT1 y AT2 de Ang II y del receptor
Mas de Ang-(1-7). [D-Ala7]Ang-(1-7) 1 µM, antagonis-
ta específico de los receptores Mas, bloqueó el efecto
estimulador de la Ang-(1-7) sobre el contenido de NET,
mientras que PD12319 1 µM, antagonista específico
del receptor AT2 de Ang II, o losartán 1 µM, antago-
nista específico del receptor AT1 de Ang II, no modifi-
caron el efecto estimulador de la Ang-(1-7) sobre el
contenido de NET. Esto sugiere que el aumento sobre
el contenido de NET inducido por la Ang-(1-7) es me-
diado por el receptor Mas. Los antagonistas no tuvie-
ron efecto per se (Figura 2 C).

Para evaluar si el efecto de la Ang-(1-7) sobre el
contenido de NET era consecuencia de un aumento
en la síntesis del transportador, los cultivos neuronales
se incubaron con actinomicina D (ACT-D) o
cicloheximida (CHX), inhibidores de la transcripción
y de la traducción génica, respectivamente, junto con
Ang-(1-7) 0,1 µM. Tanto la ACT-D como la CHX blo-
quearon el aumento provocado por la Ang-(1-7) sobre
el contenido del NET, lo cual indica que la Ang-(1-7)
estimula la transcripción y la traducción del gen del
NET, con el consecuente aumento del contenido pro-
teico del transportador (Figura 3).

DISCUSIÓN

El sistema nervioso simpático es el principal respon-
sable del desarrollo de hipertensión arterial. La
sobreactivación del sistema simpático resulta de una
descarga elevada de los centros simpáticos y de un
aumento en los niveles de NA en el espacio sináptico.
Por ende, la sobreactivación simpática resulta de una
liberación elevada, así como de un mal funcionamien-
to en la recaptación neuronal del neurotransmisor. El
NET es el principal responsable de la eliminación
neuronal rápida de la NA liberada al espacio sináptico,
modulando la transmisión sináptica y la homeostasis
de NA. (8, 9) Nuestros resultados muestran que la
recaptación neuronal de NA en hipotálamos aislados,
así como el contenido proteico de NET en los cultivos
neuronales, no presenta diferencias en las ratas SHR
con respecto a las ratas WKY, lo cual demuestra que
la actividad y el contenido del transportador a nivel
central no están alterados en la hipertensión. En con-
cordancia, Lu y colaboradores (11) demostraron que
tanto la actividad como los niveles de ARNm del NET
en el tallo cerebral, el hipotálamo y en cultivos

Fig. 1.     Porcentaje de cambio de la recaptación neuronal de 3H-
NA en hipotálamos aislados de ratas SHR respecto de WKY. Los
hipotálamos se preincubaron en ausencia (basal) o en presencia
de Ang-(1-7) 0,1 y 1,0 µM durante 5 min y se determinó la
recaptación neuronal de NA según se describe en Material y
métodos. Se representan las medias ± EEM de 6 experimentos
independientes.
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neuronales de ratas SHR no presentan diferencias
respecto de las ratas WKY.

Aunque la Ang-(1-7) disminuye la liberación de NA
de las terminales presinápticas simpáticas (5, 6) y que
este efecto podría ser la consecuencia de una recap-
tación mayor de NA, la Ang-(1-7) no modifica la recap-
tación neuronal de dicha amina en hipotálamos aisla-
dos de ratas normotensas. (10) Del mismo modo, nues-
tros resultados demuestran que la Ang-(1-7) no pro-

voca un efecto agudo sobre la recaptación neuronal
de NA en hipotálamos de ratas SHR, ya que no la
modifica. Sin embargo, no podemos descartar que la
Ang-(1-7) pueda modificar este mecanismo a largo pla-
zo como consecuencia de cambios en la expresión del
transportador. Apoyando esta hipótesis, nuestros re-
sultados demuestran que la Ang-(1-7) aumenta el con-
tenido del NET en los cultivos primarios neuronales
de ratas SHR.

Fig. 2. A. Contenido basal del
NET en cultivos primarios
neuronales. La intensidad de
las bandas se cuantificó por
densitometría óptica y se ex-
presó como porcentaje del
valor medido en WKY, al cual
se le asignó un valor del 100%.
Se representan la media ± EEM
de cuatro experimentos inde-
pendientes. *p < 0,05 compa-
rado con WKY. B.     Efecto de la
Ang-(1-7) sobre el contenido
del NET en cultivos neuronales
de ratas SHR. Los cultivos
neuronales de cada cepa se in-
cubaron en ausencia (control)
o en presencia de Ang-(1-7)
0,1 µM durante los tiempos
indicados. Los resultados se
representan como la media ±
EEM de cinco experimentos in-
dependientes. * p < 0,05 com-
parado con el control. C.     Efec-
to de los antagonistas de re-
ceptores AT

2
, Mas o AT

1
 sobre

el efecto estimulador de la
Ang-(1-7) sobre el contenido
de NET en cultivos primarios
neuronales de ratas SHR. Los
cultivos neuronales se preincu-
baron con solución de Krebs
en ausencia (control) o en pre-
sencia de PD123319 1 µM, an-
tagonista de receptores AT

2

(antag AT
2
), o con [D-Ala7]-

Ang-(1–7) 1 µM, antagonista
de receptores Mas (antag
Mas), o con losartán 1 µM,
antagonista de receptores AT

1

(antag AT
1
), durante 15 min.

Luego se adicionó Ang-(1-7)
0,1 µM durante 30 min. El con-
tenido del NET se evaluó por
Western-blot como se descri-
be en Material y métodos. La
intensidad de las bandas se
midió por densitometría ópti-
ca y se expresó como porcen-
taje del valor relativo al con-
trol, que se consideró como el
100%. Se representan la me-
dia ± EEM de seis experimen-
tos independientes. * p < 0,05
comparado con el control.
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Este aumento del contenido del NET provocado
por la Ang-(1-7) es mediado por la activación del re-
ceptor Mas y es independiente de la estimulación de
los receptores AT2 o AT1. Numerosos efectos de la Ang-
(1-7) a nivel central son bloqueados en presencia de
antagonistas del receptor Mas, como el estímulo de la
potenciación a largo plazo en el hipocampo (12) y la
facilitación del barorreflejo en el núcleo de tracto solita-
rio de ratas normotensas y SHR (13) y la estimulación
de la liberación de NO y prostanoides en amígdala de
ratón, (14) lo que demuestra la interacción de la Ang-(1-
7) con este receptor a nivel central.

El incremento del contenido del NET provocado
por la Ang-(1-7) fue bloqueado en presencia de ACT-D
y de CHX, indicativo de que la Ang-(1-7) estimula la
transcripción y la traducción del gen que codifica al

Fig. 3. A.Fig. 3. A.Fig. 3. A.Fig. 3. A.Fig. 3. A.     Efecto de la Ang-(1-
7) sobre el contenido de NET
en presencia del inhibidor de
la transcripción génica, actino-
micina-D (ACT-D). Los cultivos
neuronales de ratas SHR se
preincubaron con solución de
Krebs (control) en ausencia o
en presencia de ACT-D 0,5 y 1
µM, disuelta en DMSO, duran-
te 15 min a 37 ºC. Luego se adi-
cionó Ang-(1-7) 0,1 µM y los
cultivos neuronales se incubaron
durante 3 h a 37 ºC. El DMSO
no modificó el contenido de
NET. B. Efecto de la Ang-(1-7)
sobre el contenido de NET en
presencia del inhibidor de la
traducción, cicloheximida
(CHX). Los cultivos primarios
neuronales provenientes de
ratas SHR se preincubaron con
solución de Krebs en ausencia
(control) o en presencia de
CHX 0,5 y 1 µM durante 30 min
a 37 ºC. Luego se adicionó
Ang-(1-7) 0,1 µM y las células
se incubaron durante 3 h. La
intensidad de las bandas se
midió por densitometría ópti-
ca y se expresó como porcen-
taje del valor relativo al con-
trol, que se consideró como el
100%. Se representan la me-
dia ± EEM de seis experimen-
tos independientes. * p < 0,05
comparado con el control

NET (resultados presentes). Se han comunicado re-
sultados similares para la Ang II en los cultivos
neuronales provenientes de ratas WKY y SHR, don-
de la Ang II estimula la síntesis del ARNm del NET y
este efecto se observa a partir de las 2 horas de
incubación. (15)

En conclusión, demostramos que la Ang-(1-7) no
ejerce un efecto agudo sobre la recaptación neuronal
de NA. Sin embargo, la Ang-(1-7) aumenta la expre-
sión del NET a largo plazo, estimulando la síntesis
proteica de novo del transportador a través de la ac-
tivación del receptor Mas. Así, la Ang-(1-7) contri-
buiría al aumento del número de moléculas del trans-
portador, lo cual estimularía la recaptación neuronal
de NA y contribuiría así a regular la homeostasis  de
NA.
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SUMMARY

Role of Angiotensin (1-7) in Neuronal Norepinephrine
Reuptake in Hypertension

We have previously demonstrated that angiotensin (Ang)-
(1-7) decreases the release and synthesis of norepinephrine
(NE) in spontaneously hypertensive rats (SHR). In the
present study, we have investigated the effect of Ang-(1-7)
on neuronal NE reuptake and the expression of NE trans-
porter (NET), responsible for eliminating NE from the syn-
aptic cleft. Although Ang-(1-7) does not have an acute ef-
fect on NE neuronal reuptake, it plays a role in stimulating
the protein content of the NET in the long-term. Ang-(1-7)
activates Mas receptor and stimulates protein synthesis de
novo of the transporter. In this way, Ang-(1-7) would con-
tribute to blood pressure control through the regulation of
NE levels in the synaptic cleft.

Key words > Angiotensin - Norepinephrine, Synapsis - Neurons -
Hypertension
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