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RESUMEN

En trabajos previos demostramos que la activacién de la sintetasa de 6xido nitrico (NOS)
mediaria, al menos en parte, las acciones hipotensoras, diuréticas y natriuréticas del péptido
natriurético auricular (ANP).

El objetivo fue investigar el tipo de receptor natriurético y los mecanismos de sefnalizaciéon
involucrados en la activacion de la NOS en presencia de ANP.

Se trabajo con auricula, aorta y rinén de ratas Wistar macho, previamente sacrificadas por
decapitacién. En dichos tejidos se midié la actividad de la NOS (pmol L-[U14C] citrulina/g
tejido) utilizando L-[U14C] arginina como sustrato.

Tanto el ANP como el cANP(4-23) (agonista especifico de receptores NPR-C) aumentaron la
actividad de la NOS en todos los tejidos y este aumento fue mayor para el ANP en el rinén y
la aorta y similar para ambos péptidos en la auricula. Estos efectos fueron bloqueados por la
nifedipina (bloqueante de canales de Ca?* tipo L). La inhibicién de la proteina Gi,, con
toxina pertussis bloqueé el efecto del cANP sobre la enzima tanto en la auricula y la arteria
como en el rinén.

En la auricula, la activacién de la NOS mediada por el ANP se deberia a la interaccién del
péptido con el receptor natriurético NPR-C, mientras que en el rifién y en la aorta participa-
rian ademas los receptores natriuréticos NPR-A y/o B. El ANP interactuaria con el receptor
NPR-C acoplado a la via de la proteina Gi, activando la NOS Ca?* dependiente.

REvV ArGENT CarDIOL 2005;73:102-106.

Palabras clave

INTRODUCCION

El péptido natriurético auricular (ANP) y el 6xido ni-
trico (NO) contribuyen a la regulacién de la presion
arterial y la funcién cardiaca y renal mediante sus
efectos sobre el tono vascular y sobre la homeostasis
hidrosalina. (1, 2)

E1NO es liberado por el endotelio vascular en res-
puesta a factores humorales y al aumento en las fuer-
zas de rozamiento. El ANP es una hormona liberada
principalmente por la auricula en respuesta al aumen-
to de la volemia. (3, 4) Ambos mediadores poseen ac-
ciones que conducen al mantenimiento de la homeos-
tasis cardiovascular y renal, entre ellas la disminu-
cién del tono vascular y el aumento de la natriuresis
y de la diuresis. Tanto el ANP como el NO inducen
un aumento de los niveles de GMPc intracelular a tra-
vés de diferentes vias.

Los efectos del ANP estan mediados por la
guanilato ciclasa acoplada a los receptores natriuré-
ticos NPR-A y NPR-B que se expresan en la superfi-
cie de células endoteliales, musculo liso vascular de
venas y arterias, segmentos del nefrén, miocitos car-

> Sintetasa del 6xido nitrico - Péptidos natriuréticos - Corazén - Rinén

diacos, ete. (5-11) Existe un tercer tipo de receptor,
NPR-C, inicialmente considerado un receptor de
clearance, cuya distribucién y abundancia en los dife-
rentes tejidos es mayor que la de los receptores aso-
ciados con guanilato ciclasa. (12)

E1NO es producido por la sintetasa de 6xido nitri-
co (NOS), cuyas tres isoformas (eNOS, nNOS, iNOS)
se expresan en el endotelio, en el musculo liso vascular,
en los diferentes segmentos del nefrén y en el cora-
zon, entre otros. Todas las NOS son activadas por su
unio6n al complejo Ca%*-calmodulina. La afinidad dife-
rencial de este complejo por la eNOS y la nNOS hace
que los cambios intracelulares del Ca?* libre constitu-
yan el principal punto de control de la actividad de las
mismas. Por el contrario, la mayor afinidad que pre-
senta el complejo por la iNOS hace que el Ca?*
intracelular no sea un factor limitante para la activi-
dad de la enzima inducible. (13-16) El NO actua so-
bre la guanilato ciclasa soluble o citos6lica, inducien-
do la producciéon de GMPec. (17) El incremento en los
niveles de este segundo mensajero, asi como el indu-
cido por el ANP, a través de la guanilato ciclasa
particulada o de membrana, conducen a una dismi-
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nucién de los niveles de calcio intracelular mediante
multiples y complejos mecanismos. (1)

El objetivo de este trabajo fue investigar el tipo de
receptor natriurético y los mecanismos de senaliza-
cién involucrados en la activacién de la NOS inducida
por el ANP en la auricula, la arteria aorta y el rinén.

MATERIAL Y METODOS

Los estudios se realizaron con ratas Wistar macho cuyo peso
corporal oscilaba entre los 250 y los 300 g. Los animales se
mantuvieron a temperatura y humedad controladas, con ci-
clos automaticos de luz y oscuridad de 12/12 horas y alimen-
tados con dieta de Nutrimentos Purina y agua ad libitum
hasta el dia en que se realizaron los experimentos.

Los animales utilizados en los experimentos se trataron
de acuerdo con los lineamientos de la American Heart
Association sobre el uso de animales de investigacién.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion y se les extrajo
la auricula, la arteria aorta y la médula y corteza renales.

Determinacion de la actividad de la sintetasa

de 6xido nitrico

Se incubaron cortes (2-3 mm) de los tejidos estudiados duran-
te 30 minutos a 37°C en solucién Krebs con 0,5 mCi/ml[**C]
L-arginina como sustrato, que se agregaron a los 15 minutos
de iniciada la incubacién, segiin los siguientes protocolos:

1. Basal: determinacién de la actividad basal de la NOS.

2. Basal + L-NAME: al iniciar la incubacién se agrega
L-nitroarginina metil éster (L-NAME) 1 mM, bloqueante
de la NOS.

3. ANP: alos 15 minutos de iniciada la incubacién, se agre-
ga ANP 1 uM.

4. cANP: alos 15 minutos de iniciada la incubacién, se agre-
ga cANP 1 uM.

5. cANP + L-NAME: al iniciar la incubacién se agrega L-
nitroarginina metil éster (L-NAME) 1 mM, y a los 15
minutos, se agrega cANP 1 uM.

6. cANP + NIF: al iniciar la incubacion se agrega nifedipina
(NIF) 1 mM, bloqueante de canales de Ca?* tipo L, y a
los 15 minutos se agrega cANP 1 uM.

7. cANP + PTx: al iniciar la incubacién se agrega toxina
pertussis (PTx) 800 ng/ml, bloqueante de la proteina
Gi, ,, y alos 15 minutos, se agrega cANP 1 uM.

La reaccion se detuvo con 500 ul de buffer stop (Hepes 20
mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, pH 5,5). Los tejidos se
homogeneizaron en buffer stop y se centrifugaron 20 minutos
a12.000 g. El sobrenadante se coloc6 en una columna Dowex
AG 50W-X8 (Bio-Rad) eluido con 2 ml de agua destilada. La
[14C] L-citrulina formada se determiné en un contador de cen-
telleo liquido (Wallac 1414WinSpectral). La actividad de la
NOS se expres6 como pmol de [*C] L-citrulina/g tejido. (18)

Protocolo experimental

L-NAME (1 UM)
NIF (1 LUM) 14C] L-arg
l PTx (800 ng/ml) 0,5 UCi/ml l
Y
0 min 15 min 30 min

ANP (1 UM)
CANP (1 M)

ABREVIATURAS

ANOVA Andlisis de la varianza de una variable

ANP Péptido natriurético auricular

cANP(4-23) Péptido natriurético auricular truncado
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EEM Error estandar de la media

EGTA Acido etilenglicol-diaminoetiléter-tetraacético
eNOS Sintetasa del oxido nitrico endotelial

Gi,, G inhibitoria tipo 1-2

GMPc Guanilil monofosfato ciclico

iNOS Sintetasa del 6xido nitrico inducible
L-NAME L-nitroarginina metil éster

NIF Nifedipina

nNOS Sintetasa del 6xido nitrico neuronal
NO Oxido nitrico

NOS Sintetasa del 6xido nitrico

NPR-A Receptor natriurético tipo A

NPR-B Receptor natriurético tipo B

NPR-C Receptor natriurético tipo C

PTx Toxina pertussis

Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como media = EEM. Para el
analisis de los datos se utiliz6 analisis de la varianza de una
variable (ANOVA) seguido de la prueba a posteriori de mual-
tiples comparaciones de Bonferroni. Se consideraron signi-
ficativos valores de p < 0,01.

RESULTADOS

En las Figuras 1, 2, 3 y 4 pueden observarse los cam-
bios inducidos por el ANP y el cANP en la actividad
de la NOS en la auricula, la aorta, la corteza y la mé-
dula renales, respectivamente. Pueden verse también
los efectos sobre la actividad de la enzima en presen-
cia de L-NAME, NIF y PTx.

En todos los tejidos ambos péptidos indujeron un
aumento significativo de la actividad de la NOS, efec-
to que fue revertido por el inhibidor de la enzima, L-
NAME, en todos los casos. El aumento inducido en la
actividad de la enzima fue mayor para el ANP en el

Activ. NOS (pmol/g tej.)

Basal Basak+L- ANP CANP
NAME NAME

CANP+L- CANP+NIF CANP+PTX

Fig. 1. Efectos del ANP(1 uM) 'y el cANP(4-23) (1 uM) sobre la
actividad de la NOS en la auricula en presencia de L-NAME
(L-nitroarginina metil éster). NIF: Nifedipina. PTx: Toxina
pertussis.

*p < 0,01 versus basal; + p < 0,01 versus cANP
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Fig. 2. Efectos del ANP (1 uM) y el cANP(4-23) (1 uM) sobre la
actividad de la NOS en la aorta en presencia de L-NAME (L-
nitroarginina metil éster). NIF: Nifedipina. PTx: Toxina
pertussis.

*p < 0,01 versus basal; + p < 0,01 versus ANP; £ p < 0,01 versus
cANP.
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Fig. 3. Efectos del ANP (1 uM) y cANP(4-23) (1 uM) sobre la
actividad de la NOS en la corteza renal en presencia de L-NAME
(L-nitroarginina metil éster). NIF: Nifedipina. PTx: Toxina
pertussis.

*p < 0,01 versus basal; + p < 0,01 vs ANP; £ p < 0,01 versus
cANP.
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Fig. 4. Efectos del ANP (1 uM) y el cANP(4-23) (1 uM) sobre la
actividad de la NOS en la médula renal en presencia de L-NAME
(L-nitroarginina metil éster). NIF: Nifedipina. PTx: Toxina
pertussis.

*p < 0,01 versus basal; + p < 0,01 versus ANP; £ p < 0,01 versus
cANP.

rinén (Figuras 3y 4) y en la aorta (Figura 2), y similar
para ambos péptidos en la auricula (Figura 1).

La presencia de NIF anul6 el aumento de la activi-
dad provocado por los péptidos en todos los tejidos,
llevandola a valores menores que los basales.

La inhibicién de la proteina Gi, , con toxina
pertussis bloqueé el efecto del cANP sobre la enzima
tanto en la auricula y en la arteria como en el rinén.

DISCUSION

Si bien numerosos trabajos le asignan al receptor NPR-
C una funcién de depuracion de los péptidos natriu-
réticos, se ha demostrado que este receptor intervie-
ne en la activaciéon de diversas vias de senalizacién
asociadas con distintos efectos provocados por los
péptidos natriuréticos. (19) El NPR-C se expresa en
el rinon, el corazon, el endotelio y el musculo liso
vascular. En cuanto a los mecanismos de senalizacion
asociados con este receptor, se han postulado: la acti-
vacion de la fosfolipasa C, la inhibicién de la adenilato
ciclasa y el aumento del calcio intracelular, via protei-
na Gi, ,. (13, 19, 20)

En trabajos previos mostramos que el efecto
hipotensor inducido por el ANP estaria mediado, al
menos en parte, por la activacion de la NOS, a través
de su interaccion con los receptores NPR-A y/o NPR-
B. (21) Nuestros hallazgos apoyarian los resultados
de otros autores que muestran la participaciéon del sis-
tema GMPc/NO en la vasodilatacion coronaria indu-
cida por el ANP. (22) Ademaés, otros investigadores
sugieren que, en células endoteliales, el ANP activa-
ria, a través del receptor NPR-C, la generacién de agen-
tes vasodilatadores, entre ellos el NO. (23, 24) Traba-
jos realizados en nuestro laboratorio demostraron que
el ANP induce aumento en la actividad de la NOS en
el rifdn y el corazén de rata. (25) También existen
estudios in vitro que muestran que la liberacion téni-
ca de NO inhibiria la secrecién de ANP en miocitos
cardiacos. (26) Por el contrario, otros autores senalan
que tanto la L-arginina como el inhibidor de la NOS
L-nitroarginina metil éster (L-NAME) no tienen efec-
to sobre la liberacién basal de ANP en el corazén
perfundido de rata ni afectan la relajacion ventricular
dependiente de ANP. (27, 28) Brunner y colaborado-
res mostraron que los péptidos natriuréticos ANP y
BNP pero no el CNP, modularian la actividad de la
iNOS en miocitos cardiacos. (29) Otros estudios vin-
culan los mecanismos fisiopatolégicos involucrados en
la hipertensién arterial con deficiencias en la via NO/
GMPc, como también ANP/GMPc o bien con altera-
ciones en los receptores NPR-A, entre otros. (30, 31)

El cANP(4-23), agonista especifico de receptores
NPR-C, aumentd la actividad de la NOS en la auricula,
la aorta, la corteza y la médula renal, indicativo de
que este receptor mediaria parte de los efectos del ANP
sobre la actividad de la NOS.

Es conocido que el ANP estimula la sintesis de NO
en cultivos de células tubulares proximales humanas
por activacion del receptor NPR-C. (32) Hussain y co-
laboradores sugieren que la presencia local de NO y/o
ANP modulan la sensibilidad de los mediadores que
participan en las cascadas de senalizaciéon de la
guanililciclasa de membrana y de la guanililciclasa
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citosdlica. Esto indicaria que ambas enzimas regulan
reciprocamente la vasorrelajacion mediada por GMPc
en la vasculatura humana y de algunas especies de
roedores. (33)

Por otro lado, se ha descripto que el NO posee pro-
piedades antihipertréficas en cultivos de miocitos car-
diacos (34) y que el ANP también inhibe la proliferacién
de las células musculares lisas vasculares, probablemente
debido al aumento de los niveles de GMPc. (35)

Nuestros resultados sugieren que el aumento en
la actividad de 1a NOS por efecto del ANP en la auricula
se deberia a la interaccion del péptido con el receptor
natriurético NPR-C. Este mecanismo estaria relacio-
nado con la autorregulacion ANP-GMPc-NO y sus ac-
ciones autocrinas y paracrinas (efectos antimito-
génicos, vasorrelajantes, etc.) en el corazon.

En el rifén y en la aorta, la activacién de la NOS
por el ANP estaria mediada no sélo por el receptor
NPR-C, sino también por los receptores natriuréticos
NPR-A y/o B, participando en los mecanismos diuré-
ticos, natriuréticos y vasodilatadores del ANP.

En todos los tejidos estudiados, el ANP interactua-
ria con el receptor NPR-C acoplado a la via de la pro-
teina Gi, activando la NOS Ca?* dependiente.

Perspectivas

E1 ANP y el NO son dos de los sistemas que regulan
las funciones cardiovascular y renal.

Dado el nimero creciente de trabajos de investiga-
cién que muestran la interrelacion entre el ANP y el
NO en individuos sanos y en condiciones fisiopatolé-
gicas, es de interés plantear el estudio exhaustivo de
ambos sistemas y sus interacciones.

El conocimiento de los mecanismos de senalizacién
involucrados permitira la generacién de nuevas estra-
tegias terapéuticas para el tratamiento de numerosas
patologias cardiovasculares, entre ellas la hipertension
y la insuficiencia cardiaca congestiva.

SUMMARY

Role of NPR-C receptor on the activation of nitric oxide
synthase induced by atrial natriuretic peptide in heart,
aorta artery and kidney

In previous studies we demonstrated that nitric oxide syn-
thase (NOS) activation would mediate, at least in part, the
hypotensive, diuretic and natriuretic effects of atrial natri-
uretic peptide (ANP).

The aim of the present study was to investigate the natri-
uretic receptor and the signaling pathway involve in NOS
activation induced by ANP.

Wistar male rats were decapitated, and atria, aorta and kid-
ney were extracted. Tissues NOS activity (pmol L-[U14C]
citrulline/g tissue) were measured with L-[U14C] arginine
as substrate.

Both ANP and cANP(4-23) (NPR-C specific agonist) in-
creased NOS activity in the studied tissues. ANP induced a
higher increase in kidney and aorta than the increase ob-
served with cANP. These effects were blocked by nifedipine

(L-type Ca?*channels blocker). Gi, , protein inhibition with
Pertussis Toxin blocked cANP effect on NOS activity in atria,
aorta and kidney.

NOS activation induced by ANP in atria would be due to an
interaction between the peptide and the NPR-C receptor. Mean-
while this action would also involved NPR-A and/or NPR-B in
aorta and kidney. ANP would interact with NPR-C receptor
coupled to Gi protein, activating Ca?* dependent NOS.

Key words: Nitric oxide synthase - Natriuretic peptides -
Heart - Kidney
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