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RESUMEN 

Objetivo: La concentración plasmática y la excreción urinaria de las proteínas del sistema 

renina-angiotensina están alteradas en ratas con síndrome nefrótico. En el presente trabajo se 

estudió la regulación de la expresión de renina y angiotensinógeno en el síndrome nefrótico 

agudo experimental. 

Métodos: El síndrome nefrótico se indujo con una inyección subcutánea única de 

aminonucleósido de puromicina y las determinaciones se hicieron 6 días después. Por un lado, 

se analizó la excreción urinaria, la concentración plasmática y los niveles del ácido ribonucleico 

mensajero (ARNm) de angiotensinógeno en hígado y otros tejidos extrahepáticos como riñón, 

corazón, cerebro y glándula adrenal en ratas control, nefróticas y alimentadas a la par. Por otro 

lado, la concentración de renina total, activa e inactiva se analizó en plasma, orina y riñón en 

los mismos grupos experimentales, así como los niveles del ARNm de renina en riñón, hígado 

y cerebro. Los niveles de los ARNm se determinaron con la técnica de "slot biot". 

Resultados: El síndrome nefrótico estuvo claramente establecido a los 6 días de la inyección 

del aminonucleósido de puromicina como se pudo demostrar por la presencia de 

hipoproteinemia, proteinuria, hipercolesterolemia y la retención de sodio. Aunque se observó 

una alta excreción urinaria de angiotensinógeno y su concentración plasmática se redujo a la 

mitad, los niveles hepáticos de su ARNm no cambiaron. Más aún, los niveles del ARNm de 

angiotensinógeno no cambiaron en ninguno de los tejidos extrahepáticos estudiados en el día 

6. No se alteraron ni la proteína ni la expresión del gen de anglotensinógeno en las ratas 

alimentadas a la par. En plasma, la renina total no cambió y la renina activa aumentó en las 

ratas nefróticas con respecto a las alimentadas a la par y control, así como en el grupo 

alimentado a la par con respecto al control. En cambio, el porcentaje de la renina inactiva 

disminuyó en las ratas nefróticas con respecto a las alimentadas a la par y control, así como en 

el grupo alimentado a la par con respecto al control. El contenido renal de renina total, activa e 

inactiva no presentó cambios, y tanto la renina activa como la inactiva se excretaron en 

grandes cantidades por orina sin cambios en el porcentaje de prorrenina con respecto a los 

grupos cotral y alimentado a la par. Los niveles del ARNm de renina no se alteraron en ninguno 

de los grupos experimentales en ninguno de los tejidos estudiados en el día 6. Los niveles 

renales del ARNm de renina y los niveles hepáticos del ARNin de angiotensinógeno se 

midieron en otro grupo de ratas en los días 1, 3, 5 y 7 después de la inyección del 



aminonucleásido de puromicina. No se encontraron cambios en ninguno de estos dos ARNm a 

ninguno de los tiempos estudiados. En resumen, la disminución en la ingesta de alimento 

indujo cambios en la renina circulante, pero no afectó el angiotensinógeno. Tanto la renina 

como el angiotensinógeno circulantes y su excreción urinaria se encontraron profundamente 

alterados en el síndrome nefrótico agudo, sin embargo los niveles de sus ARNm no cambiaron. 

Conclusiones: Las resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la expresión de 

los genes de renina y angiotensinógeno no se altera durante el desarrollo del síndrome 

nefrótico agudo inducido con arninonucleósido de puromicina, y que la regulación de los niveles 

plasmáticos de ambas proteínas se da a nivel traduccional o postraduccional en este modelo 

experimental. 



SUMMARY 

Objectives: Plasma concentration and urine excretion of the renin-angiotensin system proteins 

are alterad in rats with nephrotic syndrorne (NS). In the present work, the regulation of renin 

and angiotensinogen (Ao) expression in the experimental acute NS was studied. 

Methods: NS was induced by a single injection of puromycin aminonucleoside (PAN) and 

determinations were malle 6 days after PAN injection. On the one hand, Ao urine excretion and 

plasma concentration were analyzed, as well as its messenger ribonucleic asid (mRNA) levels 

in liver and other extrahepatic tissues: kidney, heart, brain and adrenal gland from control (C), 

nephrotic, and pair-fed (PF) rats. On the other hand, total, active, and inactivo renin 

concentrations were analyzed in plasma, urine and kidney from the same experimental groups, 

as well as renin mRNA leveis in kidney, liver, and brain. mRNA leveis were determinad with the 

slot biot hybridization technique. 

Results: Although a great urinary excretion and haif than normal plasma leveis of Ao were 

observed on day 6 after PAN-injection, when NS was cleariy established, hepatic Ao mRNA 

levels did not chango. Furthermore, the Ao rnRNA leveis did not chango in any of the 

extrahepatic tissues studied on day 6. Ao protein and gene expression remained unchanged in 

PF rato. Plasma total renin did not chango, and active renin increased in nephrotic rato with 

respect to PF and C groups and in PF rato with respect te C. In contrast, inactive renin 

percentage decreased in nephrotic rats with respect to PF and C. groups, and in PF animais 

with respect to C. Total, active and inactive renal renin content did not chango, and active and 

inactive renin were importantly excreted by urine with no changos in the prorenin percentage 

with respect to C and PF groups. In both experimental groups, renin mRNA leveis did not 

chango in any of the studied tissues on day 6. In another group of rato, kidney renin and liver 

Ao mRNA leveis were measured en days 1, 3, 5, and 7 after PAN injection and no time-course 

changos in their expression were found. In summary, decreased food intake induced changos 

in circulating renin but did not affect circulating Ao. Plasma concentration and urinary excretion 

of renin and Ao were profoundly altered as well as their urinary excretion in acute NS, however, 

there were no changes in their mRNA levels. 

Conclusions: The results obtained in the present work suggest that the Ao and renin -gene 

expression is unaltered, and that the regulation of plasma levels of both proteins is et the 

translational or posttranslational leve!, during the development of the acule NS induced by PAN. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En el presente trabajo se estudio la regulación de la expresión de dos de las proteínas 

del sistema renina-angiotensina (renina y angiotensinógeno) en el síndrome nefrático agudo 

experimental, por lo que la introducción se compone de 3 artículos de revisión escritos para 

este proyecto: uno sobre el sistema renina-angiotensina, otro sobre el angiotensinógeno y el 

tercero sobre la renina, y por último una breve revisión sobre el síndrome nefrótico. 

Los artículos publicados son los siguientes: 

1. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverrí J. El concepto actual del sistema renina-angiotensina. 

Revista de Investigación Clínica 1993;45:165-177. 

2. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverrí J. Estructura y regulación del gen de angiotensinógeno. 

Revista de Investigación Clínica 1993;45:387-398. 

3. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverri J. Renina: estructura y regulación de la expresión del 

gen, biosíntesis y vías celulares de secreción. Revista de Investigación Clínica 

1993;45:255-266. 
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El concepto actual del sistema 
renina-angiotensina 

*María Elena Ibarra-Rubio 
*José Pedraza-Chaverri 

Resumen 

El concepto tradicional del sistema renina-
angiotensina (SRA) es el de un sistema endocrino 
que juega un papel central en el balance de agua y 
electrólitos y en la homeostasis de la presión arterial. 
fi angiotensinógeno y la reclina, secretados por el 
hígado y el riñón, respectivamente, interactúan para 
formar angiotensina I, la cual, a su vez, es 
hidrolizada por la enzima convertidora de 
angiotensina I para formar el pépticlo 
biológicamente activo del sistema, angiotensina 
Debido a que esta última enzima se localizó primero 
en la vasculatura pulmonar, se pensó que la 
angiotensina II se producía sólo en ese sitio y que 
posteriormente llegaba a 5U5 órganos blanco por 
medio de la circulación. Sin embargo, gracias al 
desarrollo de nuevas técnicas bioquímicas y de 
biología molecular se ha podido documentar la 
presencia de los componentes del SRA, incluyendo 
sus ácidos ribonucleicos mensajeros (ARNm), en 
múltiples tejidos corno riñón, vasos sanguíneos, 
corazón, cerebro y glándulas adrenales, entre otros. 
la presencia de los ARNm sugiere fuertemente que 
las proteínas del SRA se sintetizan localmente. Esto 
ha llevado a proponer que el SRA puede tener 
funciones paracrinas, autocrinas, e incluso 
intracrinas, además de las endocrinas ya bien 
conocidas, es decir, que el SRA puede estar 
involucrado en alguna función específica de cada 
tejido. islas datos amplían el concepto tradicional 
del SRA ya que, ademas de su amplia distribución, se 
ha comprobado que los SRA locales se regulan 
independientemente del sistema circulante. Por otra 
parte, estudiando el comportamiento de los SRA  

circulante y tisular ante diferentes situaciones 
patológicas corno la hipertensión, se ha propuesto 
que la principal función del SRA circulante es 
mantener la homeostasis cardiorrenal a corto plazo, 
y que el control tónico de la resistencia vascular y de 
la función tisular local (por ejemplo, en adrenal y 
riñón) está regulada por los SRA locales. Finalmente, 
estas observaciones demuestran que el SRA tisular 
tiene un papel muy importante al igual que el SRA 
circulante. 

Palabras clave: Sistema renina-angiotensina, 
Renina, Angiotensinógeno, Angiotensina 
Angiotensina Ii, Angiotensinas, Enzima convertidora 
de angiotensina I, Expresión génica, ARN memajero. 

Abstract 
Current concept of the renirs-angiotensin system. 

baditionally, the renin angiotensin system (RAS) 
has been thought caf primarily as an endocrine 
system that delivers circulating arigiotensin II to 
target tissues. This peptide is a potent 
vasoconstrictor and a printary stimulus for 
aldosterone secretion. In addition, angiotensin II has 
many othcr targets such as kidney, heart and brain, 
from which it elicits diffetent specific responses, 
Numerous siudies using phannacologic or 
iinrouriologic inhibitors of the system have shown an 
important role for the circulating RAS in blood 
pressure and electrolyte as well as (luid homeostasis. 
Although It acts as a classical circulating endocrine 
system, there is increasing evidencie to show that the 
RAS may also have animportant local autocrine or 

paracrine role in a variety of tissues since it has been 

Deparlainento de Nelrología Metaixilismo Mineral, Instituto Nacional de la Nuirición Salvador Lubirán, México, D.F. 
Correspondencia a: M, ene. Maria [leva Ibarra-Rubio, Depto. de Netrologia y ,Metabolismo Mineral, Instituto Nacional (lela Nutrición Salvador 
Zubirán, Vasco de Quiroga No. i 5, Tlalpan, 14000 México. D.F. 

Recibido el 18 de marzo de 1992. Nteptatlo para publicación ef 13 de agosto de 1992. 
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shown that the RAS cornponents are present in all of 
(hese tissues. In addition, several investigators have 
recently dentonstrated the expression of renin ami 
angiotensinogen genes in multiple tissues, which 
strongly suggests that (hese proteins are locally 
synthesized. Morcover, it has been demonstrated 
that tissue RAS is independently regulated from 
circulating system under different pathologic:al 
situations such as hypertension. As a result, the 
concept of the RAS as an endocrine system alune is 
in question. Locally cxpressed RAS may be involved 
with the regulation of individual tissue function 
independent of the circulating counterpart. 
However, the itnportance of (hese local systems in 
circulatory control and body volurne homeostasis 
has yet Lo be defined. It has been proposed that the 
main function of the circulating RAS is to provicle 
short-term cardiorenal homeostasis. The tonic 
control (e.g., adrenal and kidney) is infiue.nced by the 
intrinsic tissue RAS. This new concept provides 
broader outlook on the RAS and challenges its 
traditional endocrine role. 

Keyvvords: Renireangiotensin system, Renin, 
Angiotensinogen, Anglotensin 1 converting enzyme, 
Angiotensin 1, Angiotensin 11, Angiotensins, Gene 
expression, Messenger RNA, 

El sistema renina-angiotensina (SRA) es una 
cascada bioquímica cuyo producto final, la 
angiotensina II (A II), es un vasoconstrictor potente y 
un estimulo primario para la secreción de 
aldosterona. Numerosos estudios han demostrado 
un importante papel de este sistema circulante en la 
regulación de la presión sanguínea y en la 
homeostasis de líquidos y electrólitos. La 
comprensión de la contribución del SRA en la 
fisiología cardiovascular y renal ha sido posible 
gracias al desarrollo de radioinmunoanálisis y 
técnicas de aislamiento y secuenciación de 
proteínas, y a la disponibilidad de péptidos sintéticos 
e inhibidores farmacológicos. Recientemente, se ha 
logrado la donación molecular de los ácidos 
desoxirribonucleicos complementarios (ADNc) y de 
los genes de las proteínas del sistema gracias a la 
tecnología del ADN recombinante. Utilizando los 
métodos bioquímicos clásicos y las modernas 
técnicas de biología molecular, muchos 
investigadores han demostrado recientemente la 
expresión de los genes de renina y 
angiotensinógeno en una gran variedad de tejidos. 

La Revista de Investigación Clínica  

Corno resultado, el concepto del SRA como un 
sistema únicamente endocrino está en duda. Se ha 
postulado que los SRA que se expresan localmente 
están involucrados en la regulación de la función 
tisuiar individual, independientemente del sistema 
circulante. Este nuevo concepto ha sido de ayuda en 
la comprensión del papel riel SRA en la 
fislopatología de algunas enfermedades, y en las 
respuestas a inhibidores farmacológicos del sistema. 
En el presente trabajo se revisarán las evidencias y el 
posible papel de los SRA tisulares, y en otros 
trabajos se revisará la estructura y regulación de la 
expresión de los genes de renina y 
angiotensinógeno. 

El SISTEMA RENINKANC;10TENSINA 
CIRCULANTE_ 

En resumen, el funcionamiento riel SRA circulante 
es el siguiente (revisado en 1-4): 

1. El hígado produce el substrato de menina 
llamado angiotensinógeno y lo libera al plasma. Este 
substrato es una glicoproteína con un peso 	• 
molecular de 55 000 daltones aproximadamente, 

2. En circulación, la renina actúa 
hidrolíticamente sobre el angiotensinógeno para 
liberar, a partir de su extremo arnino, la angiotensina 
I (A l). La renina es una enzima producida 
principalmente por las células yuxtaglornerulares del 
riñón, y se libera a la circulación general por las 
venas renales. la A 1 es un decapéptido que no Llene 
actividad biológica. 

3. la enzima cnnvertidora de angiotensina 1 
([CA) o cininasa 11, que se encuentra 
abundantemente en el- pulmón, hidroliza la A I 
liberando el dipéptido His-Leu de su extremo 
carboxilo. Como resultado de la actividad de la ECA 
se forma el octapéptido A.11, que es el componente 
biológicamente activo del SRA, y que llega a sus 
órganos blanco por medio de la circulación. 

Las principales acciones fisiológicas de la A II 
(revisado en 1-3) son las siguientes: a) tiene un 
potente efecto vasopresor (es 50 veces más potente 
que la norepinefrina), y durante algunos años se 
pensó que ésta era su única función; b) estimula la 
secreción de aldosterona en las glándulas adrenales; 
esta hormona esteroide promueve la reabsorción 
tubular de sodio y agua, y como consecuencia de su 
acción, aumenta el volumen sanguíneo. Estas dos 
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acciones fisiológicas de la A II son las principales 

reguladoras die la presión sanguínea; c) aumenta la 

secreción de catecolaminas de las glándulas 

adrenales y facilita la transmisión adrenérgica; d) 

actúa directamente en el cerebro para incrementar 

la presión sanguínea mediante los sistemas nerviosos 

simpático y parasinapátic.o, y para estimular la sed y 

la secreción de vasopresina y de hormona 

adrenocorticotrópica (AC111); e) inhibe 1.1 secreción 

de renina y estimula la secreción de 

angiotensinógeno. 

4. La angiotensina 111 (A III) se produce por acción 

de la angiotensinasa A sobre la A II. Esta enzima 

hidroliza el extremo amino (ácido aspártico) de la All 

para formar el heptapéptido correspondiente, el cual 

estimula también la secreción de aldosterona, pero 

tiene un efecto vasopresor menor. Como 

angiotensinasas se conoce colectivamente a un 

grupo de enzimas hidrotíticas (arninopeptidasas, 

endopeptidasas y carboxipeptidasas) que degradan a 

las angiotensinas a sus correspondientes 

aminoácidos (figura 1). 

El aumento en la presión y volumen sanguíneos y 

en la concentración de A II secundarios a la 

Figura 1. Setuencia de las reacciones entimáticas del sistema (mina. 
angiotensina U:A - enzima corwedidora de angiotensina 1. —

enlace hitlf cslizado. aa antimilcidos. 

activación del SRA, inhiben la secreción de renina 

por medio de un mecanismo de retroalimentación 

negativa.' 

Generalmente se acepta que el elemento limitante 

o regulador de la ac.tividad del SRA circulante es la 

renina, es decir, que la actividad del sistema está 

controlada principalmente por la velocidad de 

secreción de renina. En la actualidad se han descrito 

al menos cinco mecanismos fisiológicos que regulan 

la secreción de renina en el riñón: a) un 

barorreceptor intrarrenal que responde a cambios en 

la presión sanguínea; b) la cantidad del ion sodio (o 

posiblemente cloruro) que pasa por el segmento de 

mácula densa del lóbulo distal renal; c) el sistema 

nervioso simpático y las catecolaminas circulantes; 
d) otros factores hormonales (e.g. A II, 

prostaglandinas, esteroides); y e) otros electrólitos 

plasmáticos (calcio, potasio, etc)," Algunos autores 

se han apoyado en el hecho de que las 

angiotensinas están presentes en una concentración 

mucho menor que el angiotensinógeno para afirmar 

que la renina, y no el angiotensinógeno, es la 

molécula Militante del SRA. Sin embargo, la 

concentración plasmática cte angiotensinógeno es 

de alrededor de 1.5 pM, y la Km para la reacción 

renina-angiotensinógeno es de 1.2 Niel, lo que indica 

que se necesitaría un aumento de 10 veces en la 

concentración de angiotensinógeno para que se 

alcanzara una reacción enzirnática de orden cero, y 

esta concentración nunca se alcanza en situaciones 

fisiológicas o patológicas. Por lo tanto, esta - -

información indica que la concentración de 

angiotensinógeno sí tiene un papel limitante en la 

generación de A fi."' 

Por otra parte. en el caso de los SRA tisulares, la 

generación intraceiular de A II no está limitada . 

necesariamente a la presencia de renina, pero sí a la 

presencia de angiotensinógeno, ya que hay varias 

enzimas que son capaces de producir A i o A 11 a 

partir de éste.. (figura 2). tras enzimas identificadas 

con esta actividad son: catepsina O, isorrenina,. 

enzima generadora de angiotensina sensible a 

quimostatina, tonina, tripsina, calicreína,.catepsina G 

y activador de plasminógenolisular. Estas cinco -

últimas pueden generar directamente A II a partir de 

angiotensinógeno.'-° En suero también se ha 

encontrado una proteasa de aspartilo diferente a la 

renina capaz de producir angioiensinas a partir de 

angiotensinógeno.`' Sin embargo, no se ha 
establecido el significado fisiológico de estas 

enzimas dentro del SRA. 
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Figura 2. Entirnas diferentes a las del sistema renina-angloien.ina que 
pueden producir angiotensina 1 o 11 a partir de angiotensinógeno. AP-
t • activador de plasniinógeno tisutar,EGAQ • enzima generadora de 
angiotensina sensible a quirnostatlna. 

Aunque se ha encontrado que la i:CA circulante 

podría limitar la expresión completa del SRA en ratas 
tratadas con una dieta baja en sodio,"' a esta enzima 
no se le ha atribuido un papel regulatnrio general 

dentro del SRA; de hecho, se cree más bien que esto 
es improbable.'" Sin embargo, aunque 
fisiológicamente la ECA no tiene un papel 
regulatorio en la producción de A II, cuando se 
inhibe la actividad de esta enzima se interrumpe la 
cascada de producción del péptido, por lo que 
constituye el blanco terapéutico de muchas drogas 
antihipertensivas. 

En resumen, las moléculas más importantes en la 
regulación fisiológica de la actividad del SRA son la 
renina y el angiotensinógeno. 

El. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA TIMAR 

Como ya se mencionó, el concepto tradicional del 
SRA es el de un sistema endocrino cuyo 

componente biológicamente activo (A II) se produce 

en circulación, a través de la cual llega a sus órganos 
blanco para producir el efecto sistérnico o global. 
Sin embargo, en los últimos años se han acumulado 
evidencias de que los componentes del SRA se 

sintetizan localmente en diversos tejidos. En la 
tabla 1 se presentan las referencias 12 a 97 de los 
trabajos que han identificado la presencia de los 
componentes del SRA en tejidos diferentes, 
incluyendo los receptores de A II. - 

Como se puede apreciar én esta tabla, las 
diferentes moléculas del sistema presentan una 
distribución muy amplia, abarcando tejidos de 
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diferentes sistemas como el carcliovascular, el 
reproductor y el nervioso, por mencionar algunos. Es 
interesante hacer notar que en cerebro, corazón, 
vasos sanguíneos, adrenal, ovario y riñón se han 

encontrado lodos los componentes del SRA. Esta 
amplia localización de los componentes del SRA ha 
llevado a sugerir que el sistema tiene funciones 
paracrinas (sobre las células adyacentes), autocrinas 
(sobre las mismas células) e incluso intracrinas 
(dentro de las mismas células), además de las 
funciones endocrinas descritas anteriormente, es 
decir, que el SRA puede estar involucrado en alguna 
función específica de cada tejido. La evidencia 
definitiva de que los genes de renina y 

angiotensinógeno se expresan en diferentes tejidos 
la constituye la presencia de sus ácidos 

ribonucleicos mensajeros (ARNm) correspondientes. 
Existen discrepancias entre los autores en cuanto a 

la abundancia de los ARNm de angiotensinógeno y 
renina en los diferentes tejidos. Por ejemplo, 
Ohkubo y cols' 2  encontraron que el orden 
decreciente de abundancia del ARNtii de 
lisiotensinógeno es el siguiente: hígado, cerebro, 
riñón, glándula adrenal, ovario y pulmón. Carripbell y 
Liabener" también encontraron este orden de 

abundancia y, además, econtraron la misma 
cantidad de ARNm de angiotensinógeno en corazón 

que en glándula adrenal y riñón; sin embargo, en 
corazón sólo lo detectaron en la aurícula, y Kunapuli 

Kumar" también lo detectaron en el ventriculo. 
Lynch y cols'l coinciden con - Ohkubo y cols'2  y 
Campbell y Habener" en que el tejido más 
abundante en ARNrn de angiotensinógeno es el 
hígado, después el cerebro y después el riñón. En 
contraste con los otros autores," Kunapuli y 
Kurnar" informaron que el - ARNm clf.! 

angiotensinógeno es más abundante en corazón que 
en hígado. 

También se ha estudiado la distribución intrarrenal 

del ARNm de angiotensinógeno, encontrándose que 
se expresa tanta en corteza como en médula.'"" 
Sin embargo, en un principio hubo discrepancias en 

cuanto a la abundancia relativa de este ARNm: 
mientras que fricad y Sirnpson" encontraron que era 
-más - abundante en médula, Campbell y Elabenerlg 
observaron que su loCalización era 	-
predominantemente en corteza, e Ingelfinger y 
cols'' no encontraron diferencias entre estas dos 
regiones. Finalmente, usando la técnica de 
hibridación in situ, Ingelfinger y cols2° encontraron 
que el ARNm de angiotensinógeno se localiza 
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Tabla 1. Referencias de la presencia de tos componentes del SRA en eliferenles tejidos. 

Tejido 	Angintensinhgeno 
	

Renina 	1 	 Alt 

ARNin 	PROT 
1 

ARNm 	PROT LECA 
	

RECE 	PEPT 

Higaiio 	121 7 	6 	 47 	 72.75 
	

82.84 

29.31 

Riñón 	 12.16 	29.32 	21 	21 	73-78 
	

83-85 	53-55 

18.21 	 48.50 	52.56 
	

91 

Adrenal 	12-13 	33 	47.50 	57-59 	74, 76 
	

83-85 	92 
77 

Celebró 	12.14 	29 	25, 47 	60, 61 	74, 76 
	

114 	'13 

16 	34-41 	50 	 77, 79 
	

86-88 

22.25 

Corazón 	13, 17 	42, 43 	49, 50 	62 	74-76 
	

83, 89 	94 
78 

Pulmón 	12, 13 	 47, 49 	44, 63 	73.76 
78 

Vasos 	 13, 26 	44, 45 	49 	64 	73, 76 	133.85 
	

6.3. 64 

sanguíneos 	 78, 80 
	

95, 96 

Ovario 	12 	46 	47, 51 	85 	73, 74 
	go 	97 

76 

Testículo 	 47-49 	fiti 	74.77 
	

81 
81 

Intestino 	13 	 73-76 

Litem 	 51 	67,68 	74, 76 	83, 84 

Otros 	 ME 	 PULIR 	Plac 	fiara 

(lazo 	 48 	69 	istom 

Eslorn 	 Bazo 	Cortón 	TU 

biesent 	 47, 49 	70 	74,76 

13 	 Timo 	Decid 	Vejig 
YAC 14 	 Prost 	71 	7.1, 74 

27 	 111pot 

TAU 20 	 47 

Prot • protetra Rece • receptor; rept - pépt1do; Vasos sang - vasos sanguíneos; ME •• rrsédula espinal; Estom 
estómago: liewnt mesenterio; tAC tejido adiposo café; TAU tejido adiposo 'atanco; Pitult - pituitaria; Prost 

prósta ta  -ripoi hipotálamo; Piar: placenta; Decid decidua; 	ifroides; Ve1i8 • vejiga. 

predominantemente en túbulo proximal con 
cantidades considerablemente menores en los 
segmentos tubulares distales y crestas glornerulares. 
Este trabajo apoya los hallazgos de Campbell y 
1-labener." 

En la glándula adrenal. se  ha encontrado que el 
ARNm de angiotensinógeno en la cápsula 
(inéluyendo la zona glomerulosa) es dos veces más 
abundante que en la médula (incluyendo las zonas 
fasciculata y reticulans).1' 

Con respecto al cerebro hay discrepancias entre 
los autores en cuanto a si son las neuronas o los  

astrocitos la principal fuente de angiotensinógeno en 
este tejido, Según Lynch y Peach," parece haber 
más evidencias de que los astrocitos son la fuente 
predominante, y muy probablemente la única, de 
angiotensinógeno en cerebro. Además, parece que 
la secreción de angiotensinógeno de los astrocitos 
es la fuente de esta proteína en el líquido 
cerebroespinal (donde representa del 2 al 3% de las 
proteínas totales)." 

Fried y Simpson" no encontraron ARNm de 
angiotensinógeno en bazo utilizando la técnica de 
"dot bloc; sin embargo, Campbell y Habener" si 
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detectaron este ARNrn pero en cantidades muy 
Pequeñas, y para detectarlo utilizaron la técnica de 
protección a nucleasa Si, que es una técnica con la 
que se pueden detectar cantidades muy pequeñas 
de ARNrn. Por lo tanto, las discrepancias entre los 
autores en cuanto a la localización y abundancia de 
este ARNrn en diferentes tejidos, puede deberse a 
que utilizan diferentes técnicas para extraer el ARN 
total y para determinar la abundancia de los ARNrn 
específicos. 

Por otra parte, Gómez y cols" encontraron, por la 
técnica de "Northern bloc", que en la etapa fetal de 
ratas, el ARNm de angiotensinógeno no es 
detectable en hígado pero sí en tejido adiposo café, 
riñón y cerebro. Una hora después del nacimiento, 
este ARNrn se hace detectable en hígado, 
alcanzando un valor máximo a las 24 h, y 
disminuyendo ligeramente a los 90 días de vida 
posnatal. Estos hallazgos sugieren que cut gen de 
angiotensinógeno está regulado durante el 
desarrollo de una manera específica de tejido, y que 
el hígado no es la fuente principal de angiotensinó-
geno en el feto, siendo fuentes alternativas el tejido 
adiposo Café, el cerebro y el riñón. 

A diferencia de la rata, el ARNm de 
anglotensinógeno en el borrego ya es detectable en 
el hígado durante el segundo trimestre de gestación 
y no está presente en el riñón."' Estos datos indican 
que también hay diferencias en la regulación tis.utar 
del ARNrn de angiotensinógeno entre diferentes 
especies. 

la mayoría de los autores coinciden en que el 
ARNin de angiotensinógeno de los tejidos 
extrahepátkos codifica para una molécula de 
angiotensinógeno idéntica a la del hígado;'" sin 
embargo, Lynch y cols'‘. encontraron que el ARNrn 
de angiotensinógeno de hígado y cerebro son 
indistinguibles; en cambio, el de riñón parece ser 
más largo por 100 nucleótidos aproximadamente. 

Para el ARNin de renina, Suiuki y colss° 
encontraron el siguiente orden decreciente de 
abundancia en diferentes órganos de rata: riñón, 
ventrículo cardíaco, aurícula cardíaca, cerebro, 
testículo y glándula adrenal. En cambio, Ekker y 
co107  encontraron que en glándula adrenal es más 
abundante que en hígado y cerebro, los cuales 
presentaron la ,misma concentración de ARNrn de 
renina, y no detectaron nada en corazón. Okura y 
cols'cc encontraron el siguiente orden decreciente; 
riñón, corazón, aorta y adrenal. Finalmente,lou y 
colsf°' informaron el siguiente orden decreciente: 

La Revista de Investigación Unica  

riñón, adrenal, pituitaria, hígado y corazón. Como se 
puede observar, existen grandes discrepancias en 
cuanto a la abundancia relativa del ARNrn de renina 
en los tejidos estudiados; incluso para hígado y 
corazón aun existe la duda de que realmente esté 
presente este ARNm."" Sin embargo, todos los 
estudios coinciden en que el riñón posee la 
concentración más alta del ARNm de renina. 

FUNCIONES PARACRINAS, AtiTOCRiNAS 
INTRACRINAS DEL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA 

Para muchos tejidos se desconoce la función local 
que podría tener el SRA; sin embargo, para algunos 
otros si se ha propuesto, e incluso documentado, 
una o varias funciones. 

RIÑON. Desde hace más de una década se 
postuló la existencia de un SRA local renal que 
funcionaba independientemente del SRA 
circulante;" sin embargo, no se sabía si los 
componentes del sistema se producían localmente o 
si eran captados de la circulación. Hoy en día se 
tienen las evidencias de que los elementos del SRA 
se pueden sintetizar localmente gracias a las técnicas 
de biología molecular, rilediante las cuales se ha 
demostrado la presencia de los ARNm de las 
proteínas del sistema en varias partes del riñón. Para 
tratar de entender el papel del SRA intrarrenal es 
importante conocer la distribución local de cada uno 
de los componentes del sistema.'" Taugner y cols"" 
demostraron la presencia de renina en las arteriolas 
aferente y eferente, arterias interlobulares, y también 
en los túbulos proximal, conectar y colector cortical 
por lindón con anticuerpo antirrenina. Las células 
mesangiales glornerulares en cultivo sintetizan 
renina."" Por técnicas de hibridación in situ, se ha 
localizado el ARNm de renina principalmente en las 
células yuxtaglornerulares de las arteriolas 
aferentes.48-1136  Menores cantidades de este ARNm se 
han detectado en el mesan& y otros sitios 
vasculares. Recientemente se ha demostrado que la 
síntesis de renina (medida por la cantidad de 
proteína y ARNm) aumenta en el penacho 
glomerular, en particular en las células del mesangio, 
en ratas con ablación renal subtotal" y en el 
glontérulo de nefronas remanentes después de la 
nefrectomía subtotal." Por otro lado, los túbulos 
proximales presentan inmunorreactividad a la ECA'" 
y las células epiteliales yuxtaglornerulares contienen 
A 1 y A 'Pu" La cantidad más alta de ECA renal está 
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en el borde en cepillo (lado luininal) de los túbulos 
proxirnales. Los receptores de A II se han 
encontrado abundantemente en el glomérulo y en la 
vasculatura, y, en concentraciones menores, en las 
fracciones tubulares corticales.'02."°,l'° tos 
receptores de A II se han localizado tanto en las 
membranas luminales como en las basolaterales de 
las células del túbulo proxirnal. Como ya se 
mencionó, el ARNm de angiotensinógeno se 
expresa en las células de los lóbulos proximales.'°6  
Estos datos sugieren que los sitios de producción de 
A II dentro del riñón pueden incluir la región tubular, 
las arteriolas aferentes y eferentes y otros sitios 
vasculares, así corno el mesangio. Especificamente, 
los altos niveles del ARNrn de angiotensinógeno en 
el lóbulo proximal, junto con la presencia de ECA y 
receptores de A 11, han conducido a proponer la 
hipótesis que éste es un sitio intrarrenal Importante 
de formación y función de A II. Ya que no existe 
evidencia de la expresión del ARNrn de renina en 
estas células, la renina inmunorreactiva detectada en 
las células del túbulo proximal debe provenir de la 
renina filtrada en el turnen tubular o de la renina 
enviada por medio del fluido intersticial renal. 

El ARNrn de angiotensinógeno también se ha 
encontrado en concentraciones menores en la 
médula renal en el ducto colector y en la vasa 
recta.'s,'" El ARNrn de renina no se expresa en la 
médula renal, pero una gran cantidad de renina 
puede llegar a ésta desde la región cortical por 
medio de la microcirculación, la linfa o a través del 
fluido tubular. La linfa renal contiene renina ya que 
se deriva del intersticio cortical que rodea el aparato 
yuxtaglomerular, arteriolas y vénulas.12  "' De hecho, 
hay varios componentes del SRA en la linfa renal, 
incluyendó renina inactiva. Se ha identificado la 
renina en el fluido tubular,-  y otras enzimas 
proteolíticas como la calicreina, catepsina D o 
tonina, que pueden ser capaces de liberar A I a 
partir del angiotensinógeno en la médula renal.'439-.  
"6  También se han descrito receptores de A 11 donde 
está el haz de la vasa recta'"." y en los segmentos 
tubulares medulares y corticales.1"."1° 

los datas de localización intrarrenal de los 
componentes del SRA anteriormente mencionados 
sugieren que puede haber cuatro sitios de formación 
de A fi que pueden modular la función renal: 

I) Túbulos renales. Varios estudios utilizando 
túbulos perfundidos aislados o técnicas in vivo, han-
demostrado que la A 11 en el lóbulo proximal 
produce respuestas opuestas a diferentes  

concentraciones.k09  En este sitio, la AH puede activar 
receptores en el segmento proxirnal Si y estimular la 
reabsorción de sodio."' Sin embargo, a una 
concentración relativamente alta (uM), la A II inhibe 
la reabsorción de sodio, aparentemente a través de 
un acoplamiento de su receptor a una proteína G 
inhibitoria.". A concentraciones nanornolares 
fisiológicas, la A II incrementa la reabsorción de 
sodio por medio de un aumento en la concentración 
de calcio intracelular secundario a la activación de la 
fosfolipasa C.". Este fenómeno ocurre a una 
concentración que se puede generar fácilmente in 

sito. Además, la A II en el túbulo proximal puede 
estimular el intercambiador Na* H' y aumentar la 
reabsorción de bicarbonato."'" La A II puede tener 
aun otras funciones tubulares, quizá relacionadas 
con el crecimiento celular. Por ejemplo, la A II 
potencia la mitogénesis estimulada por el factor de 
crecimiento epidérmico en células de túbulo 
proxirnal en cultivo.'" 

2) Sitios vasculares. La infusión de A II induce un 
aumento en la resistencia arteriolar eferente y afe-
rente. Sin embargo, el efecto predominante es el 
primero. Este aumento en la resistencia vascular 
induce una disminución del flujo sanguíneo renal y 
de la velocidad de filtración glomerular, aunque el 
efecto es mayor en el flujo sanguíneo que en la vele . 
cidad de filtración glomerular, lo que conduce a un 
aumento en la fracción de filtración. El aumento en 
la resistencia arteriolar detente debido- a la A II, 
puede alterar las fuerzas de Starling favoreciendo, 
por lo tanto, la reabsorción de fluidos en el túbulo 
proxirnal, además de cambiar el flujo sanguíneo." 
Además, se ha demostrado que la angiotensIna 
puede aumentar la sensibilidad del sistema de 
retroalimentación tubuloglomerular, que es uno de 
los mecanismos que regulan la filtración 
glornerular.'2'-"4  

3) Mesangio glomerular. Las células mesangiales 
glome.rulares se contraen en respuesta a la - A II, lo 
que produce una disminución en el coeficiente de 
ultrafiltración capilar - glomerular (Kf) y una 
disminución en la superficie capilar glomerular 
disponible para la filtración.'" Bajo condiciones 
corno la depleción de sodio o hemorragia, la A 11 
disponible localmente puede actuar para.  neutralizar 
el aumento en la diferencia de presión hidráulica 
transcapilar producida por la vasoconstricción 
arteriolar detente, y puede disminuir la velocidad de 
filtración glomerular. PQr lo tanto, en conjunto, :a 
A II producida localmente puede ayudar a conservar 
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el volumen extracelular. también en esta zona, la 

A 11 puede estimular la biosíntesis de 

prostaglandinas. 

4) Vasa recta y sitios medulares, La localización 

del SRA en la Yalta recta y en la médula, puede 

permitir que el SRA influya en el control del flujo 

sanguíneo medular regional v del mecanismo de 

contracorriente. Los estudios de Chou y cols' 2  

sugieren una posible función fisiológica de los 

receptores de A II en esta zona. Estos autores 

infundieron A II unilateralmente a la arteria renal de 

perros, a una dosis que no alterara la velocidad de 

filtración glornerular o el flujo plasmático renal. Esta 

manipulación dio por resultado una retención de 

sodio ipsilateral, y un incremento en la osmolaridad 

urinaria y en la isquemia papilar." De hecho, el flujo 

plasmático papilar se ve afectado por eventos que 

aumentan o disminuyen la actividad  p.asmática 

renina,"' por ejemplo, el aumento en la renina 
circulante que se produce después de la 

administración de un diurético, está asociado con 

disminuciones en el flujo sanguíneo papilar"" La 

expresión del ARNm de angiotensinógeno en la 

médula le confiere credibilidad a la posibilidad de 

que el SRA esté presente localmente y esté 

íntimamente involucrado en la regulación in situ. 

Otro efecto de la A II sobre el riñón, - y que está 

ampliamente documeniado, es la inhibición de la 

liberación de renina de las células 

yuxtaglomerulares,"° lo cual funciona como un 

mecanismo de retroalimentación negativa del SRA. 

. VASOS SANGUINLOS. i a Ali producida 

localmente puede influir en la función vascular a 

través de efectos paracrinos o autocrinos. Por 

ejemplo, la A II vascular puede afectar el estado 

contráctil de los vasos sanguíneos. La A II derivada 

de células de músculo liso puede inducir 

vasoconstricción activando los receptores de la 

misma célula que la produjo y los de las células de 

músculo liso adyacentes. La A II local puede 

aumentar la. liberación de norepinefrina de las 

terminaciones nerviosas noradrenérgicas en los 

vasos sanguíneos. La A It deriVada del endotelio 

también puede ejercer una influencia contráctil 	- 
paracrina en células de músculo liso. Además, este 

péptido vasoactivo puede influir en la biosíntesis 

endotelial de prostacielinas.'" En resumen, se ha 

propuesto que las acciones del SRA en vasos 

• sanguíneos son; 1) regulación del tono vascular y del 

flujo sanguíneo regionales," n" 2) patogénesis de la 

hipertensión crónica,'" "S 3) determinación de las 
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respuestas a inhibidores farmacoiógico's del SRA (por 
ejemplo, inhibidores de ECA)," . ' 4) desarrollo de 
hipertrofia vascular,"9."2  y 5) contribuir a las 

respuestas vasculares a la inflamación y al daño.% 

CORAZON. Dzau9(' ha propuesto que las posibles 
acciones del SRA cardíaco son las siguientes: 

1) vasoconstricción coronaria"' y por lo tanto, 

influencia sobre el flujo sanguíneo; 2) aumento de la 
contractilidad cardiaca;1 "3" 3) estimulación del 

crecimiento de los rniocitos cardíacos (hiper-

trofia);":".' ' 49  la A II se ha localizado en el núcleo 

de células cardíacas de rata" y puede estimular la 

acumulación de ARN y la síntesis de proteínas;"° 4) 

influencia en el metabolismo miocardíaco durante el 

daño por isquemia y reperfusión;"".'" 5) influencia 
en las arritmias ventriculares durante el daño por 

isquemia y reperfusión.42  

GLÁNDULA ADRENAL. t.a rendirla adrenal persiste 

después de la binefrectomía y su actividad está 
regulada independientemente de la 	renal O 
plasmática. La función de la A II adrenal es 

probablemente regular la biosíntesis de aldosterona. 

Por ejemplo, en células aisladas de glonierulosa 

adrenal, la velocidad de secreción de aldosterona 

banal se puede inhibir por saralasina."' En ratas 
intactas, la velocidad de secreción de aldosterona 
correlaciona estrechamente con la actividad de 

renina adrenal."4  Los niveles de renina adrenales 
están elevados en las ratas espontáneamente 

hipertensas.'" Por lo tanto, debe considerarse un 
papel del SRA adrenal en la patogénesis de la 

hipertensión y en la respuesta a la inhibición de la 
ECA. Otra función-de la A II en las glándulas 

adrenales, es modular la liberación de catecolaminas 

y la biosíntesis de coriisol."'"" Asimismo, se ha 
encontrado que la A 11- esiimula la síntesis de ADN y 

el crecimiento de células corticales adrenales, por lo 

tanto, un SRA local podría estar involucrado en el 
crecimiento adrenal.'" 

• CEREBRO. La actividad de renina en cerebro 

parece estar regulada por factores independientes 
del SRA circulante.'" La A II en cerebro puede -

contribuir a la regulación de la presión sanguínea, de 
la sed y de la secreción de vasopresina, así como a 

'la liberación de las catecolaminas,9631).'ti' La • . 
administración de inhibidores de ECA al sistema 

nervioso central disminuye la presión sanguínea e 
inhibe la sed. De hecho, varios investigadores han 
propuesto un papel para d SRA cerebral en la 
patogénesis de la hipertensión en ratas 

espontáneamente. hipertensas." También se ha - 
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propuesto que la A II podría actuar como un 
neurotransrnisor.'" 

FUGADO. La interacción de la A II con un recep-
tor específico de gran afinidad en la cromatina" 
permite un desenrollamienlo del ADN, lo que 
sugiere un papel intensificador de la transcripción de 
genes específicos.'" Este receptor de A II también se 
ha encontrado en la cromatina de W110.'31  

En resumen, se ha propuesto que la función 
principal del SRA circulante es mantener la 

homeostasis cardiorrenal a corto plazo." El control 
tónico de la resistencia vascular y de la función 
tisular local (por ejemplo, en adrenal y riñón) está 
regulada por los SRA locales." No se ha definido la 
importancia que tiene este sistema autocrino 
paracrino en el control circulatorio y en la 
horneostasis del volumen corporal; sin embargo, 
parece ser poca, la idea de que el SRA circulante 
esté involucrado sólo en el control a corto plazo de 
la función cardiovascular, está apoyada por la 
observación de que la actividad plasmática del SRA 
sigue el principio de un sistema hormonal de circuito 
cerrado. Excepto por los estados de 
descompensación cardiovascular severa, la actividad 
plasmática del SRA casi siempre regresa a la 
normalidad cuando se alcanza la homeostasis. De 
hecho, tanto en la insuficiencia cardiaca congestiva 
como en la hipertensión renovascular, los niveles 
plasmáticos del SRA no están elevados en la etapa 
crónica compensada,'",'" Por lo tanto, se ha 
propuesto que las fases "no dependientes de renina" 
de la insuficiencia cardíaca o de la hipertensión 
renovascular, son condiciones en las cuales el apoyo 
circulatorio agudo proporcionado por la activación 
del SRA circulante no se requiere más. Durante esta 
fase, los SRA tisulares (vascular y cardíaco) 
mantienen el tono vascular y la función cardíaca. 
Este mecanismo de control local está bien demos-
trado por los datos de Okamura y cols."t Okunishi y 
cols'" y Miyazaki y cols"1  por lo tanto, desde este 
punto de vista, el nombre de 'no dependiente de 
renina" no es adecuado,- ya que el SRA vascular 
puede- estar jugando un papel importante en el 
mantenimiento de la hipertensión, Todos estos datos 
demuestran que el SRA tisular tiene un papel muy 
importante al igual que el sistema circulante. 
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Estructura y regulación de la expresión del gen de 
angiotensinógeno 

María Elena Ibarra-Rubio 
*José Pedraza-Chaverrí 

Resumen 

El angiote.nsinógerio es una glicoproteína que 

contiene en su extremo asnino el decapéptido 

angiotensina 1(M) el cual es liberado por la acción 

proteolítica de la enárna renina. A partir de la Al se 

produce enzimáticamente angiotensina 11 (Ali), el 

péptido biológicamente activo riel sistema renina 

angiotensina (SRA). 1-1 desarrollo de la timnología riel 

ADN recombinante ha permitido conocer la 

estructura y regulación de la expresión dr tos genes 

de las proteín.as del SRA. 1-1 gen de angiotensinógeno 

de rata, humano y ratón consta de 5 exone.s y 4 

intrones, miden aproximadamente 12 kb y son muy 

similares. fa su región Ranqueadora 5' se han 

identificado múltiplos elementos regulatorios tales 

COMO los de respuesta de fase aguda, y,  respuesta a 

glucocorticoides, estrógenos y triyodotironina, 

además de los promotores e intensificadores 

comunes. la comparación de la estructura del 

angiotensinógeno, deducida por la donación y 

secuenciación de los ácidos desoxirribonucleicos 

complementarios (ADNc) de humano y rata, 

demuestra la similitud del angiotensinógeno con 

vados inhibidores de pro:casas de serina producidas 

por el hígado. 1sta sirriltud ha conducido a la 

búsqueda de otros papeles fisiológicos del 

angiotensinógeno, además de su papel como 

sustrato de renina. la biosíntesis hepática del 

angiotensinógeno está regulada por muchos factores 

hormonales tlifesentes incluyendo gIuctrcortiCoides. 

istrógerms, hormona tiroidea, insulina y All, y 

actualmente la donación del gen de 

angiotensinógeno ha ofrecido la - npórtunklad de  

estudiar esta regulación a nivel iranscripcional 

base a los resultados obtenidos con este tipo de 

estudios parece ser que la regulación de la síntesis 

de esta proteína se da principalmente a nivel 

transcripcional, es decir, por la regulación de la 

expresión de su gen. 

Palabras clave: Angiotensinógeno, Sistema renina• 

angiotersina, Angiotensinas, ADN recombinante, 
Biologia molecular, ARN mensajero, Hormonas, 
Expresión génica, Regulación de la expresión génica. 

Abstract 

511WCII.JR1 AND REGIA/1-ION OF TI II 

AN(:;IOTENSIN0aN GEN1 

Angiotensinogen is l glycoprotein synthesized 

mainly in hepatocytes and secreted Mb) the 

circulation. Angioiensinogen iri cleaved by the 

en/your! renin to produce angiotensin 1, which is 

(trailer conveited inln a vasoconstricting peptide, 

angiolensin II. the biolugically active peptide of the 

renin angiotensin system, The conceptration of 

angiotensinogen is rate-limiting in the production of 

angiotensin 1 and there(ore plays an important role in 

the regulativo oí angiotensin II production, The 

development of recombinant DNA technology has 

introduced new directions for the study of die 

angiotensinogen molecule. The hurtan, rail and 

~ose angiotensinogen gene contains five exons 

interrupted by four intervening sequences and spans 

12 kb approximately, in its 5' Ranking region mulliple 

regulffing elements, as well as the major control 

elements, are present. the cloning and sequencing 
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of the angiotensinogen cDNA demonstrates the 

similarity of angiotensinogen tú various serine 

prosease inhihitors produced by the liver and was 

the beginning of studies looking for new 

physiological roles of angiotensinogen, in addition tú 

Ihe substrate for renin. The circulating levéis of 

angiotensinogen are ahered in inany different 

physiological and pathological dates. High levet% of 

Chis protein are seen in hypercorticism, inllarnmation, 

pregnancy, and contraceptive therapy, and Iraca 

levels are associaled with adrenal insuficiency and 

converting enzyme inhihition. These variations are 

mostly due to modifications of the hepatic 

biosynlhesis under the control of hormonal factors 

such as glucocorticoid, estrogen, thyroid hormone, 

insulin and angiotensin II. In addition, it has been 

found that !hese changes in the hepatic biosynihesis 

are due mainly lo changes in the angiotensinogen 

gene expression. 

Keywords: Angiotensinogen, Renin-angiotensin 

system, Recombinant DNA, Hormones, Anglotensins, 

Molecular biology, Cene expression, Cene expression 

regula tion, Messenger RNA. 

El sistema renina-angiotensina (SRA) juega un 

papel central en la regulación de la presión 

sanguínea y en el balance de líquidos y electrólitos. 

angiotensina 1 (Al) es un decapéptido producido 

por la acción proteolítica de la proteasa de aspando 

renina sobre el angiotensinógeno. la Al 

posteriormente es hidrolizada por la enzima 

convertidora de angiotensina 1 (ECA) formándose el 

octapéptido angiotensina II (AH), que es el póptido 

biológicamente activo -del SRA. Por lo tanto, el 

angiotensinógeno es el precursor de la All. - 

La Km para la reacción renina-angiotensinógeno 

en humano es de 1.25 uhiti y- la concentración de 

angiotensinógeno circulante es de 0.1395 ukt.2  Estos 

datos indican claramente que, bajo condiciones 

fisiológicas, la renina no esta saturada con su 

sustrato, por lo qué cambios en la conceniración de 

éste, pueden conducir a alteraciones en la 

producción de All, a pesar de que la renina no varíe. 

Para que la concentración de angiotensinógeno no 

fuera un factor liMitante en la producción de Alt se 

requeriría un aumento de 10 veces en la 

concentración de esta proteína en plasma -para que 

la reacción alcance una cinética de orden cero.'-' 

Por lo tanto, además de la renina, la • 	-

concentración de angiotensinógeno es un factor 

La Revista de investigación Clínica  

Iirrtitante en la velocidad de producción de Ali por lo 

que juega un papel importante en la regulación de la 

presión sanguínea.' tu anterior puede tener mucha 

importancia clínica ya que se han observado 

cambios paralelos en la presión sanguínea y en la 

concentración de angiotensinógeno en muchos 

estados fisiológicos y patológicos.h Se han 

encontrado altos niveles de angiotensinógeno en 

hipercorticismo, inflamación, embarazo y terapias 

anticonceptivas, y bajos niveles en la insuficiencia 

adrenal e inhibición de la [CA. fstas variaciones se 

deben principalmente a modificaciones en la 

expresión del gen bajo el control de (actores 

hormonales como estrógenos, glucocorticoides, 

hormonas tiroideas, AlI y posiblemente insulina. 

Por otra parte, la obtención del ácido 

desoxirribonucleico complementarle 1ADNc) de 

angiotensinógeno también ha permitido la 

identificación de su ARNm en muchos tejidos, 

además del hígado que es el principal sitio de 

síntesis. Esta amplia localización del 

angiotensinógeno es uno de-los argumentos de la 

existencia y (unción de SRA locales, De hecho, 

puede producirse All sólo con la presencia de 

angiotensinógeno, ya qué hay otras enzimas 

diferentes a menina y a ECA que pueden liberar a 

este péptido directamente a partir de 

angiotensinógeno. La posible función fisiológica y 

participación en procesos patológicos de estos SRA 

locales se discute ampliamente en otro trabajo. 

Estructura y biosíntesis del angiotensinógeno 

El anglotensinógeno o sustrato de renina, es una 

alfa-2 globulina que contiene en su extremo amino 

el decapéptido Al. Se sintetiza principalmente en 

hígado, el cual no contiene depósitos significativos 

de esta proteína, sino que se secreta 

constitutivamente, siendo el plasma el principal 

reservorio del angiotensinógeno, 7  Por ensayos 

directos di radioinmunoanálisis se han encontrado 

40 picomoles de angiotensinógeno por gramo de 

hígado en la rata, lo que corresponde a un 

almacenamiento intrahepático del .3 o 4 9/n del 

angiotensinógeno presente en plasma. El 

angiotensinógeno, como todas las proteínas de 

exportación, se. sintetiza como una molécula 

precursora, preangiotensinogeno. 

La secuencia de aminoácidos del 

angiotensinógeno de rata, deducida a partir de la 

secuencia de bases de su ADNce, indica que la 
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molécula está constituida pot 453 residuos de 
aminoácidos en su forma madura (452 en humano, 
Refs, 9, 10) y un péptido señal putativo de 24 
residuos de arninoácidos. peso molecular 
calculado es de 49 548 daltories1  (49 770 daltones 
en humano, Ref. 9), que coincide con el peso 
molecular dei 50 001) (hitones para el 
angiotensinógeno libre de carbohidratos calculado a 
partir de la forma glucosilada de la proteína 
purificada ( 56 400 t'abones)." Una parte del 
angiotensinógeno también circula corno una 
variante de alto peso molecular." Aunque en 
condiciones normales esta forma constituye un bajo 
porcentaje del angiotensinógeno plasmático total, 
existe en altos niveles durante el último trimestre del 
embarazo, y ocasionalmente es la forma 
predominante en el suero de mujeres embarazadas 
hipertensas» Este angiotensinógeno de alto peso 
molecular es un sustrato efectivo de menina y su alto 
peso molecular Se explica porque está unido no 
covalentemente a otra proteína sérica,' 4  No w sabe 
si esta forma de angiotensinógeno tiene alguna 
relevancia fisiológica o fisiopatológica. 

la parte de la molécula que corresponde a la Al 
está en el extremo arillo° del angiotensinógeno, 
precedida directamente por el péptido señal y 
seguida por una larga secuencia carboxilo terminal 
(des-Al-angiotensinógeno) que contiene 2 
secuencias internamente homólogas y 3 sitios 
potenciales de glicosilación en las posiciones 47-49, 
295.297 y 319-321,11  Un 61% de las posiciones de 
aminoácidos en el preangiotensinógcno de rata y 
humano son idénticas. Sin embargo, la secuencia 
adyacente al decapéptido Al (residuos de 
aminoácidos 11-31).  del angioiensinógeno de 
roedores y humano es muy diferente.9  Es posible 
que estas diferencias estructurales contribuyan a la 
conocida especificidad de especie que presenta la 
renina." 

Es sorprendente que el Organismo sintetice una 
gran proteína de 453 aminoácidos (rata) como 
precursora de la Al, un péptido de 10 aminoácidos. 
1a (unción de los 443 aminoácidos restantes, es 
decir del des-Al-angiotensinógeno, se desconoce, sin 
embargo se han postulado algunas teorías: 

1. En base a la similitud de secuencia de 
aminoácidos, se ha encontrado que el 
angiotensinógeno forma parte de una superfamilia • 
de proteínas a la cual pertenecen la ovoalbúmina, la 
alfa- 1-antitripsina, la antitrombina Hl, la globulina 
acarreadora de tiroxina, fa globulina acarreadora de  

corticosteroídes, el colador li de !a heparina y la 
alfa-antiquimotripsina," El angiotensinúgeno 
presenta un 18% de humologia con la globulina 
acarreadora de tiroxina, 20% con la globulina 
acarreadora de codicosteroides, 1 7% con el 
cofactor Ude la heparina y 21% con la alfa-1-
antiquirnotripsina1p Por lo tanto, se ha propuesto 
que el sustrato de rernia también puede ser un 
inhibidos de proleasas o una proteína acarreadora, 
sin embargo, esta hipótesis aún tiene que ser 
confirmada,' Por otra parte, Ianaka y cols." 
encontraron por la alineación de secuencia de las 
regiones carboxibierminales del angiotensinógeno 
y de los inhibiclores 	proteasas alfao-antitripsina, 
antitrombina 111 y alfa-bantiquimotripsina, que el 
angiotensinógeno se parece mucho a estos en las 
posiciones correspondientes a las secuencias que 
rodean el centro reactivo, pero no en las regiones 
correspondientes al centro reactivo en 51. Por lo 
tanto, si es cierto que el angiotensinógeno tiene una 
actividad inhibitoria, debe ser sobre una proteasa de 
serina diferente, aunque la divergencia de la 
secuencia observada puede reflejar la desaparición 
de tal actividad inhibitoria durante la evolución," 

2. El preangiotensinógeno presenta una 
organización molecular similar a la del precursor de 
arginina vasopresina/neurofisina. En ambas 
moléculas precursoras el péptido biológicamente 
activo (Ale o vasopresina) está precedido • 
directamente por el péptido señal y seguido por una 
larga secuencia carboxilo terminal y ambos tienen 
dos secuencias internamente homólogas." La_ 
neurofísina tiene una función acarreadora de la 
arginina vasopresina despuést.:e la ruptura de su 
proteína precursora." Por lo tanto sería interesante -
investigar si la larga región carboxilo terminal del 
angiotensiógeno tiene algún papel biológico de este 
tipo después de la liberación de la Al.'" 

Estructura del gen y del ácido ribonucleico mensajero 
(AR.Nint) 

Ya se ha aislado y caracterizarlo el gen de 
angiotensinógerio de rata,''' hurnarao9-1° y ratón." 
Por hibridación in situ el gen de angiotensinógeno se 
ha asignado al cromosorna 19g de rala"' y al 
cromosoma; l q de humano» y por análisis de 
"Southern blof" se ha asignado al cromosoma 8 de 
ratón» En las tres especies hay un solo gen de 
angiotensinógeno por genoma haploide, Cl gen de 
rata es el que se ha caracterizado Más ampliamente, 

Val. 45/No. 4/1u1iG.Agosio, 1993 
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y su estructura general está representada en la figura 
1, pero la estructura y función de los genes de ratón 
y humano, hasta donde se sabe actualmente, no son 
significativamente dife.rentes.2' 

El gen de angiotensinógeno de rata tiene una 
longitud de aproximadamente 11.8 kilobases (kb)17  
(13 kb el gen de humano, S'el.. 10) y está constituido 
por 5 exones separados por 4 intrones (figura 1). Los 
exones 1-5 están compuestos por 31, 859, 268, 145 
y 459 pares de bases respectivamente." la longitud 
de los respectivos exones en el humano es de 37, 
858, 2611, 145 y 791 pares de bases.'° Más del 50% 
de la proteína, incluyendo las secuencias del póptido 
señal y de la Al, está codificado- en el exón 2'' al 
igual que en el gen de humano.'" El exón 1 y los 
primeros 30 pares dé bases del exón 2 codifican 
para la región 5' del RNm no-traducida," y el exón 5 
contiene una secuencia codificadora corta y la 
secuencia 3' no traducida de 270 nucleólidos. fi 
intrón A, de aproximadamente 5.5 kb" (2.1 kb en 
humano, Ref. 10), está insertado dentro del 
segmento que codifica la región .5 no traducida del 
ARNm 30 pares de bases antes del sitio de iniciación 
de la traducción (figura 1)." El intrón 13 de 
aproximadamente 2.5 kb (6.4 kb en humano), el 
intrón C de aproximadamente 1.4 kb (1.3 O) en 
humano) y el intrón U de aproximadamente 0.6 kb 
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(0.6 kb en humano) interrumpen la secuencia que 
codifica la proteína." Las uniones intrón-exón del 
gen de angiotensínógeno cumplen con la regla GT-
AG," que es una regla bien conocida para la 
mayoría de los genes eucariontes y que constituye la 
señal para el sitio de escición de los intrones y unión 
de 105 exones ("splicing"), 

las diferencias más grandes entre los genes de 
angiotensinógeno de rata y humano están en la 
región 3' no traducida. En esta región, el gen de 
humano contiene 2 sitios potenciales de 
poliadenilación1° y ambos sitios se usan in vivo (al 
menos en el hígado), produciendo dos especies de 
ARNm diferentes solo en la longitud de la región 3' 
terminal no traducida, la cual está compuesta de 605 
o de 413 nucleótidos,2°11 ARNm más pequeño es 3 
veces más abundante que el mayor, lo que Indica 
que una de las señales de polladenilación se usa más 
efectivamente que la otra. 1̀ En el gen de rata, esta 
secuencia es más corta por aproximadamente 200 
pares de bases y presenta por lo menos 4 sitios de 
poliadenilación diferentes,2b," por lo que la 
heterogeneidad de tamaño de su ARNm es mucha. 
Otro factor que contribuye a la heterogeneidad de 
tamaño de este ARNrn es una característica poco 
usual de este gen, y es que parece que los 
glucocorticoides pueden dirigir su transcripción 
desde un segundo promotor con dos nuevos sitios 
de iniciación de la transcripción (a -386 y -328 
nucleñtidos, Ref. 27), y por lo tanto estimulan la -
acumulación de dos formas más largas del ARNrn de 

angiotensinógeno extendidos en sus extremos 59' 
Este promotor es absolutamente dependiente de 
estas hormonas, Apoyando la existencia de dos 
promotores, se encontraron dos "TATA box" a 25.30 
nucleófidos de los sitios de iniciación, además de 
dos elementos de respuesta a glucocorticoides," 

El sitio de casquete (Ncap") del gen de 
angiotensinógeno de rata se ha localizado en el 
residuo de adenina colocado a 31 nucleófidos 
extremo 1 del exón 1 (figura 1, Ref, 17). 

Tn resumen, el -ARNm del angiotensinógeno eje 
rata tiene aproximadamente 1,800 nuCleótidos de 
longitud, correspondiendo 65 nucicútidos a la -
región 5 no traducida, 1-431 a la cOdificadora, y 200- 
400 nucleótidos a la región 3' no traducida.n 	- 

Los.progresOs en la Comprenlión de la regulación 
hormonal transcripcional y la expresión especka de 
tejido de las proteínas, indican que la región 
flanqueadora 5' del gen está implicada generalmente. 
en estos procesos regulatorios. Esta región 
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Tabla 1. Elementos regulatorius del gen de augiutensinngeno 

identilkadot funcional Wo estructuralmente. 

regulatoria contiene secuencias nucleolídicas cortas 
involucradas en las interacciones ADN-proteína. 
Estas interacciones son responsables obviamente de 
la regulación de la transcripción del gen 
correspondiente. En la tabla 1 se enlistan los 
elementos regulatorios del gen de angiotensinógeno 
que diversos autores han identificado estructural o 
funcionalmente. 

El que se hayan localizado en la región 5 del gen 
de angiotensinógeno secuencias que son similares a 
aquellas secuencias regulatorias de otros genes, no 
significa que estas secuencias estén involucradas en 
la regulación del gen, sino que sólo indica probables 
secuencias de interés cuya función debe ser 
demostrada experimentalmente. 

Por diferentes tipos de estudios se ha encontrado 
que la región regulatoria mínima suficiente para 
mantener y regular la expresión del gen de 
angiotensinógeno está contenida en los 688 pares 
de bases del flanco 5' en la rata» en 1 kb de la 
misma región en el gen de humano y en 0.75 kb 
en el caso del gen de ratón.)° En esta región del gen 
de ratón también se encuentran los elementos 
necesarios para conferir especificidad de tejido en la 
mayóría de órganos que producen 
angiotensinógeno.'° 

La conservación interespecífica de la región 
reguladora 5' del gen de angiotensinógeno de 
humano, rata y ratón es muy alta ya que se ha 
encontrado un 60% de identidad de 105 primeros 
500 pares de bases de esta región entre las tres 
especies.' 

Regulación de los niveles de regulación del ARNrn 

y de la síntesis de angiotensinógeno 

La biosíntesis hepática del angiotensinógeno está 
regulada por muchos factores hormonales diferentes 
incluyendo glucoCorticoides, estrógenos, hormona 
tiroidea, insulina y AH. La donación del gen de 
angiotensingéno ha ofrecido la oportunidad de 
estudiar esta regulacion al.nivel transcripcional. 

En humano, los niveles plasmáticos de 
angiotensinógeno se elevan durante el embarazo, 
hipercorticisrno, inflamación, síndrome de CUshing y 
durante el tratamiento con anticonceptivos, 
estrógenos ó glucocorticoides.' En cambio, 
disminuyen en la enfermedad de Addison y con el 
tratamiento con inhibidores de ECA. 1.a mayoría de 
estas observaciones se han reproducido 
experimentalmente en ratas donde los estrógenos, 

Vol. 45/No. 4/Julio•Agosto, 1993 



392 	ME Ibarra-Rubio y 1 ~raza-advertí 

glucocorticoides, insulina, All, hormonas tiroideas, 
binefrectomía y los procesos inflamatorios aumentan 
el nivel plasmático de angiotensinógeno! mientras 
que los inhibidores de la FCA,ll la tiroidectcainía7" y 

la adrenalectomía" lo disminuyen. Ea reducción por 
los dos últimos factores se puede corregir por la 
administración de triyodotironina o 
mineralocorticoides respectivamente." Se ha 

postulado que la disminución por adrenalectomía se 
debe a un aumento en el consumo de 
angiotensinógeno secundario a un aumento en la 
renina ." No está claro si la síntesis de 

angiotensinógeno disminuye en la adrenalectomía, 
ya que en algunos estudios se ha informado que el 
ARNm de angiotensinógeno hepático disminuye"" 
y en otros se ha encontrado que no se altera." En 
cambio,5  si se ha demostrado que la disminución de 
angiotensinógeno por tiroidectomía es secundaria a 
la reducción en su síntesis y liberación."'" De 
acuerdo con esta información, el ARNm de 
angiolensinógeno en hígado disminuye en ratas 
hipotiroideas." Por otra parte, la triyodotironina 
induce la acumulación del ARNm de 
angiotensinógeno en una línea celular de 
hepatoma" y la inyección de esta hormona a ratas 
normales induce rápidamente una acumulación del 
ARNm de angiotensinógeno en hígado, pero no en 
cerebro y riñón.4° 

Se ha postulado que el aumento de 
angiotensinógeno en el embarazo se debe a los 
estrógenos." Es muy probable que este aumento sea 
secundario a cambios en la síntesis de la proteína. 
De hecho, la Inyección de etinil estradiol aumenta la 
síntesis de angiotensinógeno"." y el nivel de su 
ARNm en hígado." Por otra parte, se ha demostrado 
una respuesta diferencial a los estrógenos en 
algunos tejidos. El ARNm de angiotensinógeno -
aumenta alrededor de un 100% en hígado, mientras 
que el aumento en cerebro es de sólo un 50% y en 
corazón no se modifica. Estas observaciones 
sugieren que el hígado, corazón y cerebro de rata 
responden de manera diferente a las señales 
hormonales y pueden tener mecanismos regulatorios 
diferentes para el control de los niveles del ARNm 
de angiotensinógeno." La acción de los estrógenos 
requiere la presencia de un receptor chosólico, y la 
ausencia de esté receptor explica la inefectividad de 
los estrógenos en ratas prepúberes." 

En ratas normales, los niveles hepáticos del ARNm 
de angiotensinógeno se mantienen relativamente 
constantes durante el desarrallo,"." En cambio, el 
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ARNm de angiotensinógeno renal está presente a 
niveles muy bajos a los 35 días de edad, pero por los 
días 63 y 91 aumenta significativamente 
coincidiendo con la pubertad» Estos datos indican 
que los ARNm de angiotensinógeno de riñón e 
hígado estn regulados diferencialmente durante la 
ontogenia» Para examinar el papel de los 
andrógenos en estos cambios, se castraron ralas 
macho 10-14 días antes de sacrificarlas" y se 
observó una atenuación del aumento en los niveles 
intrarrenales del ARNm de angiotensinógeno 
asociado con la pubertad. Estos datos sugieren que 
los andrógenos están involucrados, al menos en 
parte, en fa elevada expresión intrarrenal de 
angiotensinógeno en las ratas machos durante la 
ontogenia, 

También se ha demostrado que los 
glucocorticoides (dexametasona) estimulan la 
síntesis del angiotensinógeno en rebanadas de 
hígado" ylos niveles de su ARNm en hígado,' 
células aisladas de hígado," en una línea celular de 
hepatorna," en cerebro,'" y en cultivos primarios de 
células astiogliales del diencéfalo de rata," pero no 
en corazón." Parece que el efecto de la 
dexametasona sobre el angiotensinógeno es un 
efecto directo mediado por su receptor tanto en 
hígado como en cerebro." Asimismo, los 
corticosteroides estimulan la liberación de 
angiolensinógeno de hepatocitos" y los niveles de 
su ARNm en células aisladas de hígado" y en una 
línea celular de hepatoma." 

El aumento en los niveles del ARNm de 
angiotensinógeno producido por dexametasona, 
triyodotironina y aldosterona en la línea celular de 
hepatoma es dependiente de tiempo y dosis." Se 
piensa que la aldosterona, al igual que la 
dexametasona, actúa a través del receptor de 
glucocorticoides." 

El tratamiento combinado con dexametasona y 
triyodotironina,i nefrectomía," o un análogo de 
AMPc (Sp-cAMPS)44  da por resultado un aumento 
sinergístico en los niveles del ARNm de 
angiolensinógeno. Estos efectos aditivos indican que 
los mecanismos regulatorios de los distintos factores 
no utilizan una vía común! 

Al igual que con los estrógenos, existe una 
respuesta diferencial de tejido del ARNm del 
angiotensinógeno a los glucocorticoides: en hígado 
y cerebro aumenta pero en proporciones 
diferentes,""" y en corazón" y riñón" no hay 
respuesta. Es sorprendente que, a pesar de que el 



Biología molecular dei angiotensinálteno 	393 

riñón contiene receptores a glucocorticoides, no 

responda .1 la administración de dexametasona." 
En hígado aislado de rata se ha observado que la 

insulina aumenta la producción de 
angiotensinógeno," sin embargo, en cultivo) de 
células, la insulina ejerce un efecto inhibitorio sobre 
el ARNm de angiotensinógeno." 

ambién se ha caracterizado el efecto de la All 
sobre la síntesis de angiotensinógeno. fa All 
aumenta la liberación de angiotensinógeno en 
hígado perfundidos° y en hepatocitos aislados,'" y los 
niveles hepáticos de su ARNm."1"." Este aumento 
en los niveles del ARNrn puede deberse a que la Alt 
estimule la velocidad de transcripción del gen de 
angiotensinógeno, o bien, que afecte algún proceso 
postranscripcional como la degradación del 
ARNm." De hecho, se ha encontrado que en la 
cromatina de hígado existe un receptor específico 
de gran afinidad para Altar y esta interacción permite 
un desenrollarniento del ADN, lo cual puede estar 

involucrado en la estimulación de la transcripción de 
genes específicos," entre los que puede estar el de 

angiolensinógeno." Inleresantemente, en células 
ilepG2 la All" y sus análogos"." inhiben la 
producción de angiotensinógeno. [Sto sugiere que 
los mecanismos intracelulares que regulan la 
secreción de angiotensinógeno son diferentes en 

hepatocitos y en células 1-lepG2. 
El efecto del AMPc sobre los niveles del ARNm 

de angiotensinógeno no está totalmente claro. Un 
hepatocitos aislados se observó una relación inversa 
entre los niveles intracelulares de AMPc y los del 

ARNrn de angiotensinógeno," Debido a que la AlI 
disminuyó los niveles de AMPc, en ese trabajo se 
propuso que este es el mecanismo por medio del 
cual la All estimula la secreción de angiotensinógeno 
y los niveles de su ARNm." Par el contrario, en otro 
estudio en hepatocitos aislados se encontró que un 
análogo de AMPc (Sp•cAMPS) aumenta las niveles 
del ARNrn de angiaiensinógeno," y finalmente en 

células 1.1epG2 el aumento en AMPc estimuló la 
secreción de angiotensinógeno.'" 

Existen evidencias de que la elevación en los 
niveles de angiotensinógeno en la binefrectomía se 
deben a un aumento en la biosíntesis hepática de 

esta proteína.'" Se ha encontrado que la biosíntesis 
de angiotensinógeno por rebanadas de hígado de 
rala aumenta dramáticamente después de la 
binefrectornía, y esta respuesta se bloquea por la 
administración de actinoniicina O, sugiriendo que el 
aumento es subsecuente a, y dependiente de, un 

aumento en la síntesis hepática de ARN." De hecho, 
Iwao y cols." encontraron que los niveles hepáticos 
del ARNrn de angiotensinógeno aumenta 5 veces 
por la binefrectomia. FI aumento en la síntesis del 
angiotensinógeno" y en los niveles de su ARNrn" es 
menor cuando, además de la binefrectomía, se les 
hace una adrenalectornía. También se ha encontrado 
que los niveles relativos del ARNru de 
angintensinógeno aumentan dramáticamente en 
tejido adiposo café después de 48 h de la 
nefrectomia bilateral." Sin embargo, la nefrectomía 
no produce cambios en los niveles del ARNm de 

angiotensinógeno en cerebro." Estos datos ilustran 
nuevamente la respuesta diferencial del ARNrin de 
angiotensinógeno en diferentes tejidos, 

inhibidores de la [CA disminuyen los niveles 
circulantes de angiotensinógeno en hurnanos'9  y en 
ratas,"° Es posible que esta disminución se deba a 
un aumento en su consumo por los altos niveles de 
renina. Sin embargo, se ha observad() que los 
inhibidores de la [CA también tienen efecto sobre 
los niveles del ARNm de angiotensinógeno, los 
cuales disminuyen en el hígado tanto con enalaptir 
corno con captopri1.62  In cambio, en el riñón se ha 
informado que el enalapril no les altera," mientras 
que el captopril los disminuye," y que en el tejido 
adiposo café los niveles del ARNm de 

angiotensinógeno aumentan por el tratamiento con 
enalapril.58  La disminución del ARNni de 
angiotensinógeno en el hígado puede explicar la 
reducción en su síntesis» Estos efectos de la 

inhibición de la U.CA pueden deberse a la inhibición 
de la producción dr 111, la cual;'poffie ya se 
Mencionó, estimula la síntesis de angirmensinógeno. 

Otro de los estímulos que modifican los niveles 
del ARNm de angiotensinógeno es la 
concentracción de cloruro de sodio en la dieta. La -

dieta alta en sodio produce una disminución en el 
ARNm de angiotensinógeno en hígado y en riñón." 
Por el contrario, la- dieta baja en sodio aumenta el 
ARNm de angiotensinógeno en el riñón",b26L" y se 
ha informado que la respuesta es mayor en la - 

corteza que en la médula renal» En hígado, se ha 
encontrado que en estas condiciones este 
mensajero aumenta62  o permanece sin cambios» La 
respuesta del ARNrn de angiotensinógeno a la 
deplecián de sodio también se ha estudiado en ratas 

espontáneamente hipertensas. Los riñones de ratas 
normales tienen niveles más altos de ARNrn de 
angiotensinógeno con una dieta normal de sodio 
que las ratas espontáneamente hipertensas, La 
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depleción de sodio estimula el ARNm ele 
angiotensinógeno en ratas normales casi un 50% 
comparados con una dieta normal. En cambio, en las 
ratas hipertensas la depleción de sodio no produce 
cambios en el nivel renal del ARNm de 
angiotensinógeno, lo que indica que estas ratas 
presentan una alteración en la regulación por sodio 
de la expresión intrarrenal del ARNni de 
angiotensinógeno," Aún no se conoce el 
mecanismo exacto por el cual el NaC1 de la dieta 
afecta el ARNm de angiotensinógeno. Datos 
preliminares sugieren que el sodio, y no el cloro, es 
el que regula la expresión del gen de 
angiotensinógeno u6 

Se ha encontrado que el angiotensinógeno 
presenta una respuesta de fase aguda tanto en 
humanos" como en modelos experimentales de 
inflamación inducida con lipopolisacáridos en 
ratas 69,10  En pacientes con inflamación aguda 
(peritonitis) los niveles circulantes del 
angiotensinógeno, determinado por un 
radioinrnunoanálisis directo, aumentan,71  y en un 
modelo experimental de peritonitis inducida por la 
inyección de un lipopolisacárido de Escherichia coli 
en ratas se encontró que el ARNrn ele 
.angiotensinógeno aumenta en hígado." En ratas, se 
ha observado que esta respuesta de fase aguda está 
mediada por una citocina derivada de leucocitos, y 
que se necesita de un glucocorticolde para que la 
citocina tenga su efecto estimulatorio en la 
producción hepática de anglotensinógerio.'° Por 
estas observaciones se ha propuesto incluir al 
angiotensinógeno en la lista de proteínas de fase 
aguda. Además, existe una gran similitud estructural 
del angiotensinógeno con la alfa-l-antitripsina" que 
es una proteína de fase aguda. De acuerdo con 
estos datos, en el gen de anglotensinógeno de rata" 
y ratón" se han encontrado elementos de respuesta 
de fase aguda. Sin embargo, Bouhnik y cols," 
encontraron que la respuesta del angiotensinógeno 
no es una respuesta típica de fase aguda ya que 
aumenta en la inflamación inducida por 
lipopolisacáridos, pero disminuye con turpentina, 
que es otro modelo de inflamación en el cual hay 
una respuesta clara de las proteínas de fase aguda. 
Además, se ha demostrado que el (actor estimuiador 
de hepatocitos, una proteína sintetizada en 
monocitos en diferenciación, la cual aumenta la 
síntesis de varias'proteínas hepáticas durante la 
inflamación, disminuye los niveles del ARNm de 
angiotensinógeno en células de hepatorna humano  

(1-lepC2), lo que sugiere que la respuesta a la 
inflamación del angiotensinógeno no está mediada 
por el factor estimulador de hepatocitos." 

En la tabla 2 se enlistan los diferentes estímulos 
que alteran los niveles del ARNrn de 
angiotensinógeno en ratas. 

. 	Ya que los glucocorticoides, estrógenos y 
hormonas tiroideas, así como la binefrectomía y la 
inflamación, aumentan el contenido hepático del 
ARNm de angiotensinógeno, y que existe una 
estrecha correlación entre los cambios del 
angiotensinógeno plasmático y los niveles hepáticos 
de su ARNm tanto en la disminución por 
adrenalectomía corno en el aumento por el 
tratamiento con dexarnetasona." es muy probable 
que la regulación de la síntesis de angiotensinógeno 
ocurra principalmente a nivel transcripcional, sin 
excluir la posible participación de los procesos 
postranscripcionales, tales como modifiCaciones en 
la estabilidad del ARNm o de la velocidad de 
traducción.' 

El conocimiento que actualmente se tiene sobre 
el angiotensinógeno, gracias a la gran cantidad de 
técnicas bioquímicas y de biología molecular, 
sugieren que el angiotensinógeno puede tener otros 
papeles fisiológicos además de ser el sustrato de 
renina. Más aún, la identificación de la síntesis de 
angiotensinógeno en muchos tejidos donde el SRA 
puede tener un papel fisiológico,'apoya el concepto 
de SRA locales, los cuales podrían ser más relevantes 
de lo que se pensaba inicialmente! Por último la 
regulación multifactorial de la síntesis de 
angiolensinógeno, la cual parece operar a nivel 
transcripcional, hace muy atractivo el estudio de la 
regulación de la expresión de este gen.' 
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Renina: estructura y regulación de la expresión del gen, 
biosíntesis y vías celulares de secreción 

`N'alía Elena Ibarra-Rubio 
*José Pedraza-Chaverri 

Resumen 

El sistema renina angiolensina (SRA) juega un 
papel central en el control de la presión sanguínea y 
en el balance de líquidos y ele¿trólitos. La activación 
de este sistema se inicia cuando la enzima renina 
actúa sobre el angiotensinógeno para producir el 
decapéptido angiolensina 1, el cual es 
posteriormente convertido al octapéptido 
angiotensina II, el componente activo del SRA. Por 
medio de las técnicas de biología molecular se han 
producido avances muy importantes en nuestro 
conocimiento del SRA, lo cual tiene implicaciones 
terapéuticas muy importantes, ya que este sistema 
está involucrado en enfermedades corno la 
hipertensión y la insuficiencia cardíaca. El gen de 
renina de rata y ratón está formado por nueve 
exones y ocho intrones; en cambio, el gen de renina 
humano consta de diez exones y nueve intrones.Sin 
embargo, los genes de estas tres especies miden 
aproximadamente 12 kb. En su región flanqueadora 
S' están presentes los principales elementos de 
control que incluyen promotores e intensificadores, 
así como elementos regulatorios tales como los sitios 
de los receptores de glucocorticoides y estrógenos y 
las secuencias para la inducción por adenosín-
mondosfato cíclico (AMPc). La acción combinada 
de estos elementos regula la expresión del gen y da 
por resultado una expresión específica de tejido. El 
conocimiento de la estructura del gen de renina 
puede ser útil para el diseño de inhibirlores dé su 
transcripción que disminuyan la producción de esta 
enzima. Además del control a nivel dela expresión 
de gen, la renina también se regula a nivel 	- 
postraduccional y de secreción. El producto de la  

traducción del ácido ribonucleico mensajero 
(ARNin) de renina es preprorrenina, la cual se 
convierte cotraduccionalmente a prorrenina, un 
precursor inactivo de la renina. Una parle de la 
prorrenina se secreta constitutivamente, y otra se 
procesa intracelularmente a renina activa madura, la 
cual se almacena en gránulos de secreción a partir 
de los cuales se libera de una manera regulada. 
Actualmente se está investigando si hay alteraciones 
en la estructura y expresión del gen de renina que 
puedan estar involucradas en el desarrollo y 
mantenimiento de las formas experimental y clínica 
de la hipertensión. 

Palabras clave: Renina, Sistema renina-
angiotensina, Hipertensión, Angiatensinas, ADN 

recornbinante, Biología molecular, ARN mensajero, 
Expresión génica, Regulación de expresión génica. 

Abstract 
Renio gene structure and regulation, biosynthesis 

and cellular pathways of secretion. 

The renin angiolensin system plays a majar role in 
the control of blood pressure arad electrolyte 
balance. It consists oí a cascade of proteolytic 
cleavages leading lo the biologically active 
angiotensin II (Ali). Renin acts on angiolensinogen to 
yield angiotensin I (Al). Al is a prohormone and must 
he (leave(' to the octapeptide AH by the action of 
the angiolensin I converting enzyrne. Application of 
recornbinant DNA technology has (nade possible the 
cioning of the renio gene and its cDNA which has 
provided ne‘ver insights into the regulation of renin 
gene expression, hiosynthesis, and secretion, The 

' Departamento de NeFroiogia y Metabolismo Mineral, lnstiiuto Nacional de la Nutrición Salvador Zutritán, México, D.F. 
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information gained from such rnolecular biotogy 
techniques rnay contribute iroportantly to the efforts 
in the development of an effective renin inhibitor for 
the treatrnent of hypertension. The mouse and rat 
renin gene contains nine, exoras separated by eight 
intervening sequences, in contrast the burilan renin 
gene contains ten exoras separated by fine introns. 
However, the renin gene of the three species spans 
12 kb approximately. In its 5' llanking reglan, majar 
control elements are present which include 
promotora and enhancers as well as regulatory 
elements such as estrogen and glucocorticeid 
receptor sites, and cAMP induction sequences. The 
combined acunan of these elements will result in 
tissue specific expression and regulation of the gene. 
In addition to the control al the gene expression 
levet, renin is also regulated at the post-transiational 
and secretory levels. The transtatienal product of 
renin inRNA is preprorenin, which is 
cotranslationally cleaved to prorenin, aro inactivo 
precursor of renin. The majority of the new 
synthesized burilan prorenin is constitutively 
secreted. However, prorenin is also processed 
intracenularly and converted te the mature single 
chaira active renin which is stored in secretory -
granules. Active renio is released by a regulated 
mechanism which can be stimulated by cAMP and 
other secretagogues. Studies are under way to 
examine the responses of renin gene expression, 
binsynthesis and secretion to various physiotoglcal 
conditions and lo determine if there are alterations 
in the structure and expression of the renin gene that 
may be involved in the development of clinical and 
experimental hypertension. 

Keywords: Renin, Renin-angiotensin system, 
Angiotensins, Hypertension, Molecular biology, Cene 
expression, Cene expression regulation, Messenger 
FINA, Recombinant DNA. 

El sistema renina.aegioterisina (SRA) está 
involucrado en la regulación de la presión 
sanguínea, el balance de flúidos, y otras funciones 
cardiovasculares y renales.' Es muy importante en la 
respuesta del organismo a la pérdida de fluidos, y 
las anormalidades en el sistema están implicadas en 
la fisiopatología de la hipertensión e insuficiencia 
cardíaca, entre otras enfermedades. La menina es la 
molécula litnitante de la producción de angiotensina 
II (Ali) que es el componente biológicamente activo 
dél SRA,' En la circulación y en diversos tejidos, la 
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renina rompe el angiotensinógeno para liberar el 
decapeptido angiotenisna I (Al) que es convertido a 
All por la enzima converlidora de angiotensina 1 
(ECA). Los inhibidores de la ECA se usan 
ampliamente en el tratamiento de la hipertensión y 
de la insuficiencia cardíaca debido a que bloquean la 
producción de Ali.' Por lo tanto, la inhibición de la 
menina constituye una herramienta terapéutica para 
el tratamiento de esas enfermedades, ya que 
también de este modo se puede bloquear la 
producción de All,3-4  Los efectos de los inhibidores 
de la renina y de ECA pueden ser diferentes, ya que 
la [CA hidroliza, además de la Al, otros substratos,' 
mientras que la renina actúa sólo sobre un substrato 
conocido a pesar cíe su gran hornología con otras 
;malcasas de aspartilo, tale!, como la pepsina, que 
son muy inespecíficas.54  El conocimiento de la 
estructura de la menina es la base para el diseño de 
tales 

La principal fuente de renina circulante en el 
humano son las células yuxtaglomerulares, en las 
cuales el ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de 
menina se traduce en preprorrenina que es procesada 
a prorrenina durante su inserción en el retículo 
entloplásmico rugoso,'' 233  la prorrenina es 
catalíticamente inactiva," aunque se ha postulado 
que al sufrir cambios conformacionates puede 
activarse." tina parte de la prorrenina se secreta 
constitutivarnente'"' y otra se procesa a menina 
activa en las células yuxtaglomerulares por la 
ruptura proteolítica del segmento 'pro' de 43 
arninoácidos.","36." La renina activa se almacena y 
puede liberarse en respuesta a varios estímulos 
como los agentes P-adrenergicos.'119  La renina, al 
igual que los demás elementos del SRA, se expresa 
en tejidos extrarrenales lo cual ha conducido a 
postular la existencia de SRA locales con funciones 
específicas del tejido.".11  Se ha postulado que estos 
SRA locales pueden estar involucrados en diferentes 
patologías. Por lo tanto, es muy importante saber 
cómo se regula la liberación de menina, la expresión 
de su gen, y la conversión de proirenina a menina.  
para el entendimiento del papel de esta enzima en 
diferentes estados fisiológicos y patológicos. 

La hipertensión es una de las áreas en donde está 
teniendo mucho impacto la información básica 
sobre menina, generada recientemente gracias a las 
técnicas de biología molecular. Acutalmente se está 
tratando de dilucidar si existen alteraciones en la 
estructura y expresión del gen de menina que puedan 
estar invoucradas en el delarrollo y mantenimiento 
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de las formas experimental y clínica de la 
hipertensión."'" 

ESTRUCTURA Y HIOSINTESIS DE LA RENNA 

La renina (Ee. 3.4,23.15) es una glicoproteína 
clasificada corno una proteasa de aspartilo ya que, a 
pesar de que es activa a un pi-1 neutro (p1-1 óptimo 
de 5.5-5.6), presenta muchas similitudes con el 
grupo de proteasas ácidas como pepsina, quimosina 
y catepsina:''," contiene dos residuos de ácido 
aspártico en su sito activo que son esenciales para 
su actividad catalítica, es inhibida por pepstatina (un 
inhibidor de proteasas ácidas), y presenta una 
organización estructural similar (bilobal) a la de las 
proteasas ácidas. Además, la renina se parece a estas 
proteasas en su sencuencia de aminoácidos, sitio 
activo, mecanismos de catálisis, zimógenos 
precursores"1." y estructura tridimensional(' El 
corazón estructural y el sitio activo de la renina 
están altamente conservados con respecto a las 
otras proteasas de aspando. Sin embargo, hay 
variaciones en los residuos de superficie que son 
críticos para las diferencias en la especificidad del 
sustrato. Estas incluyen las áreas de protuberancia," 
los dominios carboxilo terminales que pueden 
afectar el perfil de p1-1 (Ala-304), permitiendo que la 
renina tenga actividad a un pH relativamente alto de 
5.5-7.5," y los residuos de carbohidratos en los sitios 
de glicosilación, los cuales pueden afectar el tiempo 
de tránsito intraceiular," la velocidad de 
degradación de la renina circulante,'9  y la estabilidad 
de la prorrenina.4° A diferencia de las demás 
proteasas de aspartilo, que son inespecíficas, la 
renina es altamente selectiva, y actúa sólo sobre su 
substrato específico (angiotensinógeno), en el cual 
escinde el enlace Leu10-leull en rata, cerdo y 

caballo, o leul 0-Vall 1 en el humano, para liberar el 
decapéptido amincrtenninal Al. 

La secuencia de aminoácidos de la renina de rata 
se dedujo de la secuencia genómica y se ha 
comparado con la de otras especies» 42.Las 
similitudes de extremo a extremo entre los 
precursores de renina están indicados por los 
siguientes porcentajes de homología en la secuencia 
de aminoácidos: rata/ratón Ren-1 05%, rata/ratón 
Ren-2 82%, y rata/humano 68%.41.1  La 	- 
preprorrenina de rata consta de 402 aminoácidos" y 
la de humano de 406 aminoácidos, con un 
segmento "pre" de 20 aminoácidos y un "pro" de 
46." El extremo amino de la forma madura de renina  

de rata parece ser la Ser- 65 aunque no existe una 
evidencia directa. Esta forma madura postulada 
consiste de 338 residuos de aminoácidos, 36 917 
(faltones, cercano a lo que está informado en la 
literatura para la renina de riñón de rata."." Las 
secuencias que rodean los dos residuos de aspartilo 
importantes catalíticamente, Fen-Asp-Tre-Gli-Ser en 
las posiciones 101.105 y Val-Asp-Tre-Gli en las 
posiciones 286-289, están completamente 
conservadas en la renina de las tres especies. Estas 
secuencias catalíticamente importantes son idénticas 
a otras proteasas de aspando." En la renina de rata 
están presentes tres sitios potenciales de 
glicosilación en grupos amino, A.sn-X-Ser/Tre, en las 
posiciones 69, 139 y 320." 

la preponrenina se internaliza 
cotraduccionalmente al retículo-endoplásmico 
rugoso donde es hidrolizada por una peptidasa, 
eliminándose así el péptido señal o semento "ore" 
(figura 1). Posteriormente, la prorrenina atraviesa el 
retículo-endoplásmico rugoso y el aparato de Golgi 
donde es glicosilada. El grado de glicosilación y el 
contenido total de carbohidratos es variable, tanto 
en la renina producida por el riñón como en la 
producida por fuentes extrarrenales."," Del aparato 
de Golgi, la prorrenina puede seguir cualquiera de 
las siguientes tres vías: de secreción regulada, de 
secreción constitutiva o la de degradación en 
lisosomas. Los residuos de carbohidratos son 
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indispensables para que la prorrenina entre a los 
lisosomas."-55  No se conoce el porcentaje de renina 
celular que entra a este orgánulo; sin embargo, 
parece que es relativamente bajo." Al bloquear la 
glicosilación con tunicarnicina" o mutando los sitios 
de glicosilación" se encontró que la renina se 
secreta más rápido, y que la prorrenina se procesa 
más rápidamente a renina. Esto sugiere que los 
carbohidratos aumentan el tiempo de tránsito 
intracelular, y retardan el procesamiento de la 
prorrenina, 

renina activa es el producto principal de la vía 
de secreción regulada." En esta vía, las proteínas 
de secreción se almacenan en gránulos densos, en 
donde, además, se lleva a cabo el último paso en la 
maduración de estas proteínas, esto es, la 
conversión de la proteína precursora a proteína 
madura, y a partir de estos gránulos densos se libera 
la proteína de manera aguda después de la 

estimulación por un secretagogo." La maduración 
de la prorenina a renina en gránulos densos de 
secreción está apoyada por dos hallazgos: a) sólo se 
encuentra prorrenina en los gránulos inmaduros y no 
en los maduros:" y b) la prorrenina no se convierte 
a renina, y se secreta sin cambios, en las células que 
sólo tienen vías constitutivas de secreción;"'" en 
cambio, sí se procesa a renina en células que 
contienen gránulos de secreción a partir de los 
cuales se libera en respuesta a secretagogos corno el 
8-bromo-adenosín monofosfato cíclico (8-13r-
AMPc)." 

La prorrenina es el producto de secreción de la 
vía constit•«tiva."." Esta vía no se regula de manera 
aguda, y libera la proenzima a una velocidad 
constante." En células de decidua humana que 
secretan prorrenina, la forskolina (un activador 
directo de la adenilato ciclasa) no estimula la 
secreción aguda de prorrenina." En estas células, la 
prorrenina se localiza en vesículas translúcidas" a 
diferencia de las células yuxtaglomerulares en donde 
la renina se concentra en gránuos densos de 	-
secreción. 

Se desconoce qué factores determinan que el 
aparato de Golgi envíe prorrenina a la vía 
constitutiva o a la regulada. Se han realizado varios -
experimentos para tratar de investigar el o los 
factores responsables. Por ejemplo, la eliminación de.  
los sitios de glicosilación o del segmento "pro*, o el 
intercambio del péptido serial de una proteína que 
se secreta constitutivamente, no impiden que la • 
renina se secrete de manera regulada." Más aún, si 
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se impide por medio de mutaciones que la 
prorrenina se procese a menina, no se evita que la 
prorrenina se secrete reguladamente." Estos datos 
sugieren que la información para la selección que 
hace el Golgi no está contenida en los segmentos 
"pre" o "pro". En resumen, los datos anteriores 
indican que la síntesis y secreción de renina es 
compleja y puede estar sujeta a regulación en 
múltiples pasos. 

Hoy en día está claro que la renina inactiva que 
se encuentra en el plasma es prorrenina o renina no 
procesada, y que tanto la renina activa como la 
inactiva provienen de un mismo gen." El hecho de 

que la prorrenina constituye un gran porcentaje (70. 
90%) de la renina total en el plasma humano" 
puede deberse a que ésta se secreta 
constitutivamente. 

Originalmente se descubrió la existencia de la 
renina inactiva (prorrenina) porque se activaba por 
acción de la trlpsina y de la pepsina:" sin embargo, 
se ha demostrado que esta activación puede llevarse 
a cabo por proteasas de cualquier clase (de serina, 

aspartilo, de tiol y metaloproteasas). Entre las 

proteasas que activan la prorrenina están las 
catepsinas 8 y O, las cuales coexisten con la renina 
en los gránulol de las células yuxtaglomerulares, pnr 
lo que cualquiera podría estar involucrada en la 
activación de la prorrenina dentro de estas células 60  

ESTRUCTURA DEL GEN Y DEL ARNrn 

Ya se conoce la secuencia nucleotídica completa 
del gen de menina de ratain•42 humano1,44" y 
ratón."'" Por la técnica de "Southern blof" parece 
que hay un solo gen por genuina haploide que 
codifica para renina en la rata" y en el humano,' sin 
embargo, hay cepas de ratón que tienen un solo gen 
(Ren-1) como BALEI/c, C31-1, C57131/6 y CBA, y otras 
que presentan dos genes de menina (Ren-1 y Ren-2) 
como las cepas AKR, Suiza, Quackenbush y ORA/ 
2"L" En el humano, el gen de renina se localiza en 
el cromosoma 1 en la región q32.654' El gen de 
renina de rata es de aproximadamente 11 000 pares 
de bases. de longitud y consiste de nueve exones 
interrumpidos por ocho intrones. La estructura 
general del gen de renina de rata está representada 
en fa figura 2. Los exones 1 a 9 tienen una longitud 
de 124, 151, 124, 119, 197, 120, 145, 199 y, 
aproximadamente, 356 nucleólidos 
respectivamente; en cambio, la longitud de los • 
intrones I a VIII 11:s.  mucho más heterogénea: 4466, 
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510, 657, 751, 1918, 376, 264 y 664 nucleótidos." 
Por lo tanto, el ARNm de renina de rata mide 
aproximadamente 1435 nucleótidos."." El gen de 
renina de ratón también está compuesto por nueve 
exones y ocho intrones;ói•"  en cambio,.el gen de 
renina de humano está compuesto por diez exones 
y nueve intrones," ya que en este gen se presenta la 
inserción de un exón muy pequeño (de nueve 
nucleótidos) entre los exones 5 y 6, denominado 
exón 5A: Este pequeño exón codifica para tres 
aminoácidos adicionales (Asp-165, Ser-166, Glu•167) 
que no están presentes en la renina de rata o de 
ratón.' Cuando el gen de renina se compara con el 
de pepsinógeno, se observa una estructura muy 
similar; sin embargo, este gen tampoco presenta esta 
inserción del exón 5A.° 

La secuencia de los genes de ratón, pero no la de 
los genes de rata y humano, revela la presencia de 
una larga inserción en el flanco 5' en los genes Real 
y Ren-2.6° Sólo en el gen Ren-2 está presente una 
segunda inserción más corta, aparentemente no 
relacionada con la primera. Estas características 
estructurales podrían explicar el por qué los genes 
de ratón están regulados por dfierentes estímulos 
con respecto a las demás especies estudiadas." Los 
ratones que presentan la duplicación del gen de 
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renina, es decir, que tienen los genes Ren-t y Ken-2, 
presentan altos niveles de menina en la glándula 
submandibular, y las cepas de ratones que sólo 
tienen el gen Ren-1 presentan bajos niveles." En 
este órgano, el gen Ren-1 codifica para una proteína 
termoestable glicosilada indistinguible de la enzima 
de riñón; en cambio, el producto del gen Ren•2 es 
una enzima excretada por saliva, termolábil y no 
glicosilada," En la glándula submandibular, el gen 
Ren-2 se expresa por lo menos cien veces más que 
el gen Ren•1; en cambio, en riñón ambos genes, 
Ren-1 y Ren-2, se expresan al mismo nivel; sin 
embargo, siSlo se ha podido detectar el producto 
proteínico del gen Ren-1.6° En la glándula 
submandibular de rata no se transcribe el gen de 
renina G° 

En la región precedente al sitio putativo de 
iniciación de la transcripción del gen de renina, 
existen varios posibles promotores y elementos 
regulatorios. Hay dos secuencias "TATA" en el gen 
de renina de rata," humano' y ratónf° Las 
secuencias que rodean las dos "TATA box", y una 
región que corresponde a las posiciones -400 a -325 
para los genes de rata y humano, o -1260 a •1185 
para el gen de ratón (líen-2), son regiones bien 
conservadas entre estas especies," Es posible que 
esta región esté involucrada en la expresión de 
menina en riñón 8° Al menos en ratón ya se ha 
demostrado que las dos "TATA box" son promotores 
activos.7° En la tabla 1 se enlistan las principales 
regiones regulatorias que se han descrito en el gen 
de renina. El que se haya indentíficado 
estructuralmente un elemento regulatorio rto 
necesariamente significa que éste sea funcional, • 

La secuencia para la inducción por AMPc es una 
secuencia conservada en los genes de rata, ratón y 
humano," y se ha demostrado que es un elemento 
funcional en los dos genes de ratón, ya que ambos 
responden al 8-Br-AMPc aumentando la 
transcripción tres veces." . 

Funcionalmente también se han identificado al 
menos dos secuencias de control positivas, una de 
las cuales actúaComo un intensificador ciático, y 
está en una región bieticonservadaen todas las 
especies estudiadas," y.Un-.elemento de control 
negativo en el gen de renina huMano. Este último es. 
activo en cualquier orientación por lo que se define 
corno un silenciador, aunque aún (hieda por probar 
si este silenciador es específico del gen de renina o-
puede actuar en otras secuencias de intensificadores 
génicos." En la región flanqueadora 5' de los dos 
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Hpecie 	 Referencias 

Secuencia TATA 12) 

Sitio del receptor de esirógenot 

Sitiita del seceoior dr. glucocorticoides 

Intensificador 5V40 

Secuencia para la inducción por AMPc 

Intensificador 

Silenciador 

Secuencia para los complejos slot, unen el 
receptor de progesterona 

Intensificador de polioma 

Rata 	 41 
Humano 	 69 
Ratón 	 70 

Rata 	 41 
71 

Rata (2) 	 41 
Humano (1) 	 7,8,7I 

Rata (2) 	 41 
Humano (4) 	 71,72 

Rata 
Humano (2) 	 69,71,72 
Ratón 	 73 

Humano 	 119 

Humano 	 69 
Ratón 	 73,74 

Humano (2) 	 71 

Humano 	 71 
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Tabla T. Firmemos regulatorios del gen de renina Identificado' ectruclural y/o funckmalmente 

Los números entre paréntesis ron el número de veces que se repite ese elemento reKolistodo, 

genes de renina de ratón también se ha encontrado 
un elemento negativo putativo (silenciador), aunque 
sólo es funcional en el gen Ren•1, y no en el gen 
Sten-2." 

La función de las secuencias de control negativas 
puede ser inhibir la expresión de los genes en tipos 
celulares donde ésta sería inapropiada. En otros 
tejidos, donde la expresión del gen se requiere, estas 
secuencias silenciadores podrían ser inactivas, 
teniendo probablemente un papel positivo, es decir 
estimulando la expresión." 

Entonces, al comparar las secuencias 
flanqueadoras 5' del gen de renina de humano, rata 
y ratón se ha encontrado gran hornología en los 496 
pares de bases a partir del principal sitio de 
iniciación de la transcripción (de acuerdo a las 
coordenadas del gen de humano)." La alineación de 
las secuencias revela al menos 11 bloques de 
homología. Cada bloque tiene la misma posición 
relativa en cada especie (tomando en cuenta la 

inserción de 476 pares de bases en el ratón), son de 
nueve a 29 pares de bases de longitud y la mayoría 
son homólogos en más del 80%69  

En los intrones del gen de renina de rata también 
se han encontrado varias secuencias interesantes; sin 
embargo, aun no se conoce el papel que estas 
pudieran tener:" 

La Revista de Investigación Clínica 

NIVEL DE REGULACION Y CONDICIONES QUE 
ALTERAN LA SINTESIS DE RENINA 

La síntesis y secreción de renina se modifican en 
respuesta a varias situaciones fisiológicas y 
farmaCológicas tales corno la concentración de 
sodio en la dieta y los inhibidores de ECA (captopril 
y enalapril). Actualmente se está estudiando la 
regulación de la síntesis de renina a nivel de su 
ARNm, no sólo en el riñón, sino en otros tejidos que 
también la sintetizan. 

Se ha encontrado que en ratas con dieta alta en 
sodio, la concentración plasrnática de renina (CPR), 
el contenido renal de renina (CRR) y su ARNm renal 
disminuyen 88, 90 y 75% respectivamente." Con la 
dieta baja en sodio la CPR, el CRR y el ARNm de 
renina aumentan 17, 2.5 y 4.5 veces 
respectivamente, y esta inducción se magnifica 
cuando estas ratas se tratan con captopril." Como 
se puede observar, los cambios en el ARNrn de 
renina, en el CRR y en la CPR con las dietas de sodio 
no son de la misma magnitud» Observaciones 
similares se han obtenido en ratas depletadas de 
sodio y tratadas con captópril sometidas a la infusión 
de All. La Ali dismintrye la concentración circulante 
de menina, pero no modifica el CRR ni los niveles 

renales del ARNm de renina." Todo esto indica que 
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la síntesis de renina está regulada principalmente por 
mecanismos postranscripcionales. Es posible que la 
velocidad de traducción de la renina renal sea 
proporcional al nivel de su ARNrn. Sin embargo, 

después de la síntesis de renina, los mecanismos 
postraduccionales (degradación intracelular o 
almacenamiento) y la subsecuente secreción pueden 
modificar los valores relativos de CRR y CPR bajo 
diferentes estímulos." 

Se ha visto que la depleción de sodio también 
induce un aumento del ARNm de menina en el 
corazón y en la zona glomerulosa de las glándulas 
suprarrenales, pero, no los afecta en testículo ni en 
glándula submandibular de ratón." Asimismo, la 
depleción de sodio aumenta los niveles del ARNm 
de renina en la zona glomerulosa de las glándulas 

adrenales de rata." 
El enalapril, otro inhibidor de la ECA, también 

tiene una profunda influencia sobre la expresión del 
gen de renina. Se ha encontrado que la 
administración del enalapril a ralas""" y a ratones"' 
induce un aumento en los niveles del ARNin en 
riñón y en los niveles circulantes de esta proteína. Se 
piensa que esta estimulación se debe a que hay una 
supresión de la retroalimentación negativa mediada 
por All sobre la expresión de renina. 

También se han estudiado las alteraciones en la 

distribuCión intrarrenal de renina y de su ARNru en 
varias situaciones farmacológicas, fisiológicas o 
patológicas. Gómez y cols" informaron que en ratas 
normales, el ARNm de menina, detectado por 
hibridación in situ, está confinado a la zona 
yuxtaglomerular, y en ratas tratadas con- enalapril 

durante cinco días, éste se extiende a la arteriola 
aferente. El aumento en la expresión del gen de 
renina renal. producido por la inhibición de la ECA es 
el resultado de un aumento en el contenido de 
ARNm de renina por aparato yuxtaglornerular, de un 
aumento en el número de aparatos 

yuxtaglomerulares que expresen el gen de renina, y 
de un restablecimiento de células que expresan el 
gen de renina a lo largo de. la arteriola aferente." Por 
otra parte, Johns y cols1' observaron, además, qUe 
también aumenta la distribución de la proteína a lo 
largo de la arteriola aferente, sin embargo este 
aumento no cambia con la infusión de 

Otras situaciones bajo las cuales se ha observado 

el reclutamiento de síntesis de menina por estructuras 

y células que habitualmente no la sintetizan son: 
ablación renal sublotal," deficiencia de 
mineralocorticoides," y pielonefritis crónica." 

También se ha estudiada el efecto de los 
inhibidores de renina sobre los niveles de su ARNm. 
Un monos tití depletados de sodio, la administración 
ele los inhibidores de renina ES-1005" y 13.889111  
disminuye significativamente el nivel de su ARNm en 
riñón. Por lo tanto, estos inhibidores de menina no 
soto inhiben la actividad de la enzima del plasma o 
de los tejidos, sino que también suprimen su síntesis 
en riñón."'.°8  

tos agonistas p-adrenérgicos, como el 
isoprotetenol, no solo aumentan la secreción de 
menina, sino que también aumentan los niveles de su 
ARNm en riñón de ratón." De acuerdo con estos 
datos, la forskolina, un activador directo de la 
adenilato ciclasa, aumenta la concentración de 
AMPc y del ARNm (le renina cuando se adiciona al 
medio de cultivo de arteriolas y de células arterio-
lares liberadoras de renina aisladas de riñón de rata 
recién nacida.69  Estos efectos del AMPc sobre los 
niveles del ARNm de renina muy probablemente 
estén mediados por el elemento de respuesta a 
AMPO que se ha encontrado en su gen.41.69  

tudwig y cois'''.'")  encontraron que en riñón de 
ratas adrenalectomizadas 48 horas antes del 
sacrificio, el ARNrn de renina aumenta 
paralelamente a la secreción de la enzima, al igual 
que con las dietas de sodio" y con el tratamiento 

con enalapril.". 
El tratamiento de ratas con el diurético 

furosemitla induce una elevación de la APR y de la 
concentración de All. Asimismo, induce un aumento 
moderado en el ARNrn de renina en adrenales, 
cerebro y corazón por un 'actor de-2.5, 1.4 y 2.4 
respectivamente.90  De acuerdo con estas datos, 
cuando las ratas se tratan- con depleción de sodio 
más furosemida, también se ha observado que el 
ARNrn de renina aumenta en - riñón."'" 

En ratas espontáneamente hipertensas de cinco 
semanas de edad, antes de qUe desarrollen la - 

hipertensión, se ha encontrado que los niveles del 
ARNm de menina aumentan en riñón, hígado, . . 
cerebrO, glándula adrenal y corazón, pero no en 
aorta.'" A las 12 semanas, cuando la hipertensión ya 
está establecida, los niveles elevados (le este ARNrn 
persisten en hígado, cerebro y adrenales, pero no en . 

riñón, mientras que en aorta y corazón disminuyen. 
De acuerdo con estos datos, otros autores92  han 
encontrado que los niveles de renina aumentan en 
las glándulas adrenales antes de que se presente la • 
hipertensión. Por otro lado, se han encontrado 

- diferencias en la respuesta del ARNm de menina a 
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algunos estímulos en las ratas con este tipo de 
hipertensión. Kitami y cols" estudiaron ratas con 
hipertensión espontánea cuyos niveles circulantes de 
renina, así como de su ARNrn renal, son iguales que 

en ratas normales. Ellos encontraron que la 
depleción de sodio y el tratamiento con capiopril 
aumentan de igual manera la APR en ratas normales 
y en ratas con hipertensión espontánea, pero el 
aumento en el ARNrn renal de menina es mayor en 
las ratas con hipertensión espontánea. 

Los experimentos que se han hecho con ratas 
espontáneamente hipertensas indican que hay una 
anormalidad general de la expresión del gen de 
renina, la cual es modulada en algunos tejidos por el 
desarrollo de la hipertensión. Además, estos datos 
sugieren que el SRA juega un oapel importante en el 
desarrollo y mantenimiento de la hipertensión.'" 

En ratas con hipertensión inducida por la 

coartación de la aorta entre las dos arterias renales o 
por un clip en la arteria renal izquierda, el contenido 
de ARNrn de menina del riñón hipertrofiado 
contralateral disminuye transitoriamente a niveles 

indeteclables, mientras que el riñón isquémico 
presenta aumentos transitorios de 10 a 16 veces en 
el ARNm de renina." Aunque existen estos 
aumentos transitorios, la magnitud de este 
incremento no es suficiente para explicar el aumento 
de 30 a 50 veces de la APR, Mientras que en el 
riñón isquérnico el ARNm de renina puede aumentar 
12.16 veces, el ARNm de renina total observado en 
ambos riñones (derecho + izquierdo) aumenta - sólo 
643 veces. De igual manera, el aumento transitorio 
en el ARNrn rle renina en el riñón es inconsistente 
con el aumento de sólo dos veces en la actividad en 
la enzima tisular del riñón isquémico. Estos datos 
indican una vez más que, además de las alteraciones 
en el reservorio renal de ARNrn de renina, el 
procesamiento postraduccional y/o la liberación de 
renina del riñón también contribuyen para regular 
los niveles 's'asmáticos de renina en estos nmdelgss 
experimentales." 

la nefrectomía bilateral tanto en ratas hipertensas 
corno normales induce un aumento de la renina 
adrenal. La corteza adrenal presenta más renina que 

la médula, y la diferencia entre la cepa hipertensa y - 

la normotensa es más prominente en la corteza que 
en la MédUla» Baba y cals. " encontraron que hay 

tres factores que incluyen en la - respuesta dela 

renina adrenal a la ne(rectomía: 1) la pituitaria, a 
través de la liberación de la hormona 	- 
adrenocorlicotrópica (ACTI1); 2) una estimulación 

La Revista de investigación Clínica  

directa por altos niveles ;s'asmáticos de potasio; y 3) 
la ausencia de la retroalimentación negativa de la 

L1 contenido de ARNm de renina aumenta tres 
veces en ovario de ratas inmaduras tratadas con la 

hormona estimuladora de folículo, lo cual es 
consistente con el contenido total de renina en el 
ovario, y parece que es una respuesta específica del 
ovario ya que en el útero el ARNm disminuye 
gradualmente." En ratas hipofisectomizadas, la 
concentración total de renina en ovario se estimula 
por el estrógeno así como por la hormona 
estimuladora del folículo. Todo esto sugiere que la 
producción ovárica de renina está regulada por 
hormonas de la pituitaria, particularmente la 
hormona estimuladora del folículo." 

1:1 ARNm renal de menina se eleva en una dieta de 

proteínas al 50%, y disminuye en una dieta al 6%, 
comparadas con una dieta normal de proteínas al 
20%." El aumento de las proteínas en la dieta 
induce hipertrofia renal; sin embargo, el ARNm de 
renina no cambia en la hipertrofia inducida por 
uninefrectomía, indicando que los cambios 
observarlos en la dieta alta en proteínas se deben a 
ésta y no a la hipertrofia que produce." Por lo 
tanto, el nivel de proteínas en la dieta es un estímulo 
mas que induce cambios en el ARNin renal de 
renina. 

Como se puede observar, se conoce poco acerca 
de la regulación de la expresión del gen de renina en 
el humano; sin embargo, en base al alto grado de 
homología de las secuencias de la región 

flanqueadora 5' del gen de humano con las de gen 
de menina de rata, se puede suponer que existen 

similitudes en la regulaOn de la eXpresión de los 
genes de reina entre estas dos especies. 

En la tabla 2 se enlístan los estímulos que alteran 
los niveles del ARNrn de renina. 

Los resultados obtenidos en los trabajos en los 
que se han estudiado al mismo tiempo los cambios 
en los niveles de los ARNrn de angiotensinógeno y 
menina, sugieren que la actividad transcripcional de 

ambos genes (o el recambio de sus ARNm) pUede 
estar regulada de manera no coordinada bajo varias 
condiciones fisiológicas, y que mecanismos 
diferentes pueden controlar la expresión de los 
genes de renina angiotensinógeno bajo estas 
condiciones, Por ejemplo, mientras que Ingelfinger y 

cols' encontraron qué los niveles del ARNrn de 

menina y de angiolensinógeno aumentan en la 
corteza renal dé ratas depletadas de sodio, Gómez y 
col=")' no encontraron cambios significativos en la 
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Tabla 1, Estímulos que &Iteran los niveles del ARNm de tenista 

estimulo AlleflUi¿n Tejido (1.1111:ie ktleltrildi 
1 

Dieta baja en sodio + ft IRón Rara 75,16,79, 
80,11,98 

Ratón 99 
* Corazón Ratón 72 
• Adrenal Rata 77 

Ratón 72 
» lestículo Ratón 72 
. GSM Ratón 12 

Dieta alla en sodio — Riñón Rata 75 
R airón 100 

Dieta alta en proteínas • Riñón Rita 97,101 

Dieta baja en proteínas — Riñón Rata 97 

Anslotensina II — Riñón Rata t3 I 
* Riñón Rata 16 

CAptOpi II • Riñón Rata 75,91 
Ratón 99 

tnalapril 4,  Rit,irft Rala 7383, 
102 

Ratón 82 

Inhibidóres de reclina 
tES-1005, IS-41891) 

— Riñón Mono 87.88 

Activación ladrenérgica • 11;iión Ratón 72 

Forskolina * Atiendas Rala 119 
• Células de 

arteriolas 

Spironnlactona * Wiión Ratón 99 

Adrenalectornia . RiMo Rata 79,80 

furosemida • Adrenal Rata 79,80,90 
• Cerebro Rata 90 
• Corahin Rata 9(1 

Nehectornia bilateral + Aánenal Rata 92,95 

Hipertensión renovascular 
ekperimental 

• 
— 

Riñón IL 
kiaón CL 

Rala 94 

Hipertensión esponcinea • Adrenal Rala 91,92 

" Riión  Rala 91 9) 
• hit:alio Rata 91 
- Cerebro Rala 91 
— Aorta Rata 91 

Coi iión Rata 91 

!'abetes inducida • Riñón Rata 103 

Diabetes e,poniánea 
aluda Riñón Rata 104 
crónica Riñón Rala 104 

Castración Corati'm Ratón 72 
• Adrenal Ratón 72 

testículo Ratón 72 
• GSM Ratón 72 

Risión Ratón 72 

liOrmo04 e,t+muliciot4 del 
foliculó 

• CY 	10 11J11 96 

Des mustio Riñón Rata 105 

Trisodotirrenna Riñón Rala 106 

(+) Aumento, t--) Disminución, (..) Sin cambios, 	IL - Riñón iitsllateral, Riñón CL Riñón contralueul. 
GSM ,* GLIntluia subtriandibuLst, 
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acumulación del ARNn) de angiotensinógena, pero 
sí un marcado aumento de los niveles del ARNm de 
renina durante la inhbición de la ECA con enalapril. 
Kimura y cols" encontraron que con el tratamiento 
con triyodotironina no cambian los niveles del 
ARNm de angiotensinógeno ni de renina en el riñón; 
sin embargo, en el hígado, el ARNm de 
angitensinógeno aumenta. Rosenberg y colsg' han 
observado que con una dieta alta en proteínas, el 
ARNm de renina aumenta en el riñón; en cambio, el 
ARNm de angiotensinógeno no cambia ni en riñón 
ni en hígado. 

Las alteraciones de los ARNm de renina y/o 
angiotensinógeno en diferentes tejidos, demuestran 
a nivel molecular que los SRA tisulares participan en 
la respuesta a los estímulos que activan el sistema 
circulante. Más aun, esta respuesta parece ser 

específica de tejido, sugiriendo la posiblidad de 
mecanismos regulatorios independientes en los 
diferentes órganos. 

Finalmente, la nueva información básica generada 
con las técnicas de biología molecular acerca de la 
estructura y regulación de la expresión del gen de 
renina y de la estructura de la proteína, se está 
utilizando en el diseño de inhbidores no sólo de la 
actividad de renina sino también de la expresión de 
su gen, para aplicarlos en el tratamiento de la 
hipertensión. Por otra parte, esta información 
seguramente servirá de base para que, en un futuro 
cercano, conozcamos las bases moleculares de las 
alteraciones del gen de renina que estén 
involucradas o puedan ser responsables de la 
hipertensión. 
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4. SÍNDROME NEFRÓTICO 

La fisiopatología del sindrome nefrótico (SN) primario no está dilucidada totalmente. El 

SN se caracteriza por un aumento en la filtración glomerular de proteínas plasmáticas, edema, 

ascitis, retención de sodio, albuminuria, hipoalbuminemia, hiperlipoproteinemia, desnutrición, 

alteraciones en los factores de la coagulación, tromboernbolismo, disminución de la inmunidad 

humoral y celular y alteraciones en la concentración (aumento o disminución) de casi todas las 

proteínas plasmáticas (1-4). Se piensa que todas las alteraciones sistémicas en el SN son 

secundarias a la pérdida de proteínas plasmáticas por la orina debida a alteraciones en la 

barrera de filtración glomerular. En la Fig. 1 se ilustran fas relaciones entre las principales 

alteraciones sistémicas del SN (3). 

En la rata se han diseñado varios modelos experimentales del SN de los humanos (5-

7). De los más usados es el producido por el aminonucleósido de puromicina (ANP) (6M-13). 

Este modelo es muy parecido al SN primario de los humanos ya que produce la lesión renal 

característica que es la fusión de los procesos podociticos de las células epiteliales (podocitos) 

de la barrera de filtración glomerular, además de que el edema, la retención de sodio, la 

hiperlipemia, y la proteinuria remiten espontáneamente (8,9,14). 

En la Fig. 2 se muestra la estructura del ANP. Como se puede observar, el ANP se 

sintetiza por reacción de Edman sobre el antibiótico purornicina. La puromicina es un inhibidor 

de síntesis de proteínas, especificamente, interrumpe la elongación, y esta característica 

inhibitoria se la da el residuo p-rnetoxi-tirosil, el cual es escindido para la producción del ANP, 

por lo tanto el ANP no tiene este efecto inhibitorio sobre la síntesis de proteínas (15,16). 

No se conoce el mecanismo por el cual el ANP induce el SN, pero se cree que es por 

medio de la formación de radicales libres durante su metabolismo. Aproximadamente del 80 al 

100 % del ANP se excreta en orina o en heces en 8-24 h en la rata, y se excreta en forma de 

metabolitos o bien como ANP sin cambios (17,18). Además, la rata es única en la 

suceptibilidad a la acción nefrotóxica del ANP. El humano y el mono son medianamente 

suceptibles mientras que el cobayo, el ratón y el conejo son resistentes a la acción nefrotóxica 

de esta droga (17). 

4.1 MECANISMOS DE PROTEINURIA 

La barrera de filtración está constituida por la pared capilar glomerular que consta de 

tres componentes: 1) las células endoteliales cuyo citoplasma está fenestrado, 2) la 
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membrana basal glomerular compuesta por tres capas: lámina rara interna, lámina densa y 

lámina rara externa, y 3) los procesos podociticos de las células epiteliales (19). Las 

fenestraciones de las células endoteliales, de un diámetro promedio de 70 nm (50-100 nm), 

permiten que todos los elementos solubles del plasma puedan estar en contacto intimo con la 

membrana basa! glomerular. La siguiente capa, la membrana basal glomerular, está 

compuesta principalmente de una malla de fibras de colágena y tiene un espesor de 300.350 

nm en el humano, pero puede variar de 150 a 350 nm en diferentes especies. La lámina densa 

constituye una barrera significativa a la filtración de las proteínas plasmáticas neutras debido a 

la red de fibras de colágena tipo IV. Se piensa que los espacios entre estas fibras representan 

las "'poros" físicos a través de los cuales las moléculas neutras son tamizadas en base a sus 

dimensión molecular. La parte más externa de la pared glomerular, que se interpone entre la 

membrana basal glomerular y el espacio de Bowman, está compuesta por los procesos 

podociticos de las células epiteliales. Estos procesos epiteliales están parcialmente embebidos 

en la lámina rara externa, Entre los procesos podociticos adyacentes hay espacios de un 

tamaño de 20 a 30 nm que están cubiertos por una membrana fina conocida como diafragma 

de hendidura. Este diafragma contiene espacios rectangulares de un tamaño aproximado de 4 

X 14 nm (20.21) a través de los cuales pasan las moléculas pequeñas y, probablemente, 

restringen el paso de albúmina y de moléculas más grandes. 

Además de la barrera determinada por el tamaño de los poros, existe una barrera 

electrostática a base de polianiones, sialoproteinas y heparán sulfato-proteoglicanos, que 

restringen selectivamente el paso de moléculas con carga negativa, El plasmalema de las 

fenestraciones endoteliales tiene una cubierta rica en ácido siálico que se tiñe con oro coloidal 

y que contiene heparán sulfato-proteoglicanos (22). Estos proteoglicanos están distribuidos 

principalmente dentro de la lámina rara interna y externa de la membrana basal glomerular 

(23), y los procesos podociticos están cubiertos por un glicocálix rico en ácido siálico (24). De 

acuerdo con esto, los factores que determinan el paso de las moléculas por la barrera de 

filtración son: el tamaño, la deformabilidad, la carga eléctrica y la configuración moleculares, 

así como la hemodinámica glomerular. En el SN ocurre un transtorno en la permeabilidad del 

capilar glomerular cuyo mecanismo no está dilucidado y que permite el paso de 

macromoléculas. En la nefrosis por ANP, la depuración fraccional de macromoléculas 

aniónicas y sin carga es muy elevada, lo que indica que la selectividad, tanto de tamaño como 

de carga, está alterada (25). La lesión renal característica del SN idiopático es la fusión de los 
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procesos podocíticos, esta fusión parece deberse a la pérdida de la carga negativa de su 

superficie; esta conclusión se apoya en el hecho de que la administración de policationes al 

riñón produce proteinuria y fusión de Mocitos (26). Charest y Roth (27) observaron una 

disminución del contenido de ácido siálico en las membranas de los podocitos en la nefrosis 

por ANP, y Kerjaschki y cok. (28) observaron una disminución en el contenido de ácido siálico 

de la podocalixina (la sialoproteína más abundante de las células epiteliales) en ratas 

nefróticas, lo que sugiere que la disminución de ácido siálico juega un papel muy importante en 

el mecanismo de proteinuria en la nufrasic humana y experimental. No está claro si los 

heparán sulfato-proteoglucanos de la barrera giomerular disminuyen en la nefrosis por ANP 

(29); sin embargo, en los pacientes con SN congénito (30), los sitios aniónicos ricos en 

heparán sulfato, están prácticamente ausentes. 

4.2 HIPOALBUMINEMIA 

La hipoalbuminemia en SN puede ser secundaria a una disminución en la síntesis de 

albúmina, a un aumento en su catabolismo, a cambios en su distribución, a una disminución en 

la ingesta de proteínas, a la pérdida de albúmina del cuerpo o a una combinación de estos 

factores (3). En el SN parece que varios de éstos factores están involucrados. La pérdida de 

albúmina en la orina es muy importante. Sin embargo, la pérdida de proteínas por si sola no 

explica la hipoalbuminemia en la mayoría de los pacientes con SN, debido a que la velocidad 

de síntesis hepática de albúmina puede aumentar por lo menos tres veces y debe ser capaz de 

compensar fácilmente las pérdidas por orina (31). Los estudios en humanos y en modelos 

animales de SN demuestran que la velocidad de síntesis de albúmina está aumentada si la 

ingesta de proteínas es adecuada (32,33). En pacientes con dieta baja en proteínas, la síntesis 

de albúmina puede estar disminuida (33). La ¡elación albúmina intravascular/albúmina 

extravascular aumenta de 0.8 a 1.1 en pacientes con SN (1,34). Esto es, la concentración de 

albúmina intersticial disminuye más que la concentración de albúmina en plasma. Los 

pacientes sometidos a una dieta alta en proteínas presentan una mayor proteinuria y ningún 

cambio en la concentración de albúmina en plasma, en cambio, una dieta baja en proteínas 

disminuye la proteinuria aunque no produce cambios en los niveles plasmáticos de proteínas 

(35,36). 

El aumento en la síntesis de albúmina en el SN se ha demostrado con técnicas de 

recambio (37), métodos de perfusión de hígado (38), preparaciones microsornales aisladas 
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(289), y mediciones del ARNm de albúmina (40-42). La infusión de dextranos tiiperoncóticos 

disminuye la velocidad de degradación y la síntesis de albúmina, lo que sugiere que la presión 

coloidosmótica puede ser un regulador importante de la síntesis de albúmina (36,43,44). 

Por otra parte, se ha encontrado que el catabolismo fraccional de la albúmina (fracción 

de la reserva de albúmina intravascular que se cataboliza por unidad de tiempo) está 

aumentado en el SN (3). En una persona normal, se cataboliza diariamente del 5 al 12% de la 

reserva intravascular de albúmina, mientras que en los pacientes con SN esta fracción 

aumenta a un 16 a 50% (3). El sitio más importante del aumento en el catabolismo de albúmina 

es el riñón. Este aumento parece ser secundario a la captación tubular y a la destrucción de la 

albúmina filtrada. Varios estudios en animales y en humanos demuestran que la velocidad 

catabólica de la albúmina aumenta cuando aumenta la proteinuria (12,32). Si las ratas con SN 

se nefrectomizan, el catabolismo de albúmina disminuye un 50% (37). En células del túbulo 

proximal y distal de ratas con SN se han demostrado gotas de proteínas con albúmina y 

globulinas (45), además, la actividad de las enzimas lisosomales catepsina B y L aumenta en 

las células tubulares en respuesta a la proteinuria glomerular (46). 

En resumen, el concepto actual es que la hipoalbuminemia en el SN no se debe a una 

disminución en la síntesis de albúmina, sino a la albuminuria y al aumento en el catabolismo 

renal de esta proteína (1,4). La síntesis de albúmina no disminuye, sino que aumenta en 

pacientes y en animales con SN, pero este aumento no es suficiente para compensar la 

hipoalbuminemia. 

4.3 MECANISMO DE FORMACIÓN DE EDEMA Y RETENCIÓN DE SODIO Y 

PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 

De acuerdo a la hipótesis clásica, la hipoalbuminemia es el paso inicial para la 

formación del edema y retención de sodio (47) (Fig. 1). La hipoalbuminemia disminuye la 

presión oncótica de la sangre, lo cual altera las fuenzas de Starling favoreciéndose así el 

movimiento de agua y solutos al espacio intersticial y causando hipovolemia. Esta última activa 

a los sensores de volumen y a los barorreceptores, los cuales, por medio de una variedad de 

mecanismos neurohormonales, envían señales al riñón que se traducen en retención de sodio 

y agua. De acuerdo con esta hipótesis, los pacientes con SN deberían tener la siguientes 

características: 1) volumen sanguíneo bajo durante la formación del edema, 2) diuresis y 

natriuresis en respuesta a maniobras que aumentan el volumen sanguineo, y 3) evidencia 
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funcional de hipovolemia. Sin embargo, la hipoalbuminemia no siempre produce edema y 

retención de sodio (48) y la expansión de volumen no produce un efecto natriurético y diurético 

uniforme en adultos con SN (49). En ratas con SN existe incapacidad para excretar una carga 

de sodio en respuesta a la expansión de volumen (50), lo cual se atribuye, en parte, a un 

aumento en la actividad nerviosa simpática eferente renal (51), y/o a una disminución en la 

respuesta renal al ~tido auricular natriurético (52). Finalmente, no en todos los casos de SN 

hay evidencia de hipovolemia (53); así, por ejemplo, la actividad plasmática de renina y la 

aldosterona, que son indicadores funcionales del volumen circulante, no siempre se encuentran 

elevados en pacientes con SN (49,54). Por otra parte, el bloqueo del sistema renina-

angiotensina con captopril (55) o con saralasina (56) no evitan la retención de sodio. 

Resultados semejantes se han informado en ratas nefróticas, en las que la retención de sodio 

ocurre antes de que aumente la actividad plasmática de renina (9), y el captopril no evita el 

edema y la retención de sodio (14). Los datos anteriores sugieren que la retención de sodio y 

el edema, en la mayoría de los casos de SN, no son secundarios a hipovolemia. Por lo tanto, 

se ha sugerido que la retención de sodio es un fenómeno primario, es decir, que es 

consecuencia de factores intrarrenales y no de factores sistémicos (57,58). 

4.4 EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA EN EL StNDROME NEFRÓTICO 

EXPERIMENTAL 

Durante el SN experimental inducido en ratas por la administración de ANP se han 

observado las siguientes alteraciones en el sistema renina-angiotensina: 

1. La actividad y la concentración plasmáticas de renina aumentan alrededor de 3 veces desde 

el día 5 después de la inyección del ANP, con una actividad máxima los días 7 y 6 

respectivamente, y regresando a valores normales los días 10 y 9 respectivamente. La 

proteinuria empieza el día 4, y el día 22 aún persiste, aunque el pico se observa del día 6 al 12. 

La retención de sodio es del día 2 al 7 (11). 

2. La concentración plasmática de angiotensinógeno disminuye alrededor de 5 veces desde el 

día 4 y se mantiene en niveles bajos hasta el día 10, regresando a valores normales el día 12 

(9). 

3. En estudios in vitro se ha visto que la secreción basal de renina en rebanadas de corteza 

renal no se modifica en las ratas con SN (día 6). El contenido renal de renina es similar en 

ratas con SN y en ratas control (59). 
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4. La liberación de angiotensinógeno de rebanadas de hígado aumenta en las ratas nefróticas 

en el día 6 (59). 

5. Por otra parte, también se ha comprobado que tanto la renina como el angiotensinógeno se 

pierden por orina durante el SN inducido por ANP. El angiotensinógeno aparece en la orina 5 

días después de la inyección del ANP y la renina a los 6 dlas (60), 

6. La actividad sérica de enzima convertidora de angiotensina 1 aumenta, presentando un pico 

máximo el día 6 (9,61,62). En algunos tejidos aumenta (testículo, pulmones, aorta, adrenales y 

riñones) y en otros disminuye y después aumenta (corazón y cerebro) y se excreta por orina en 

estrecha correlación con la proteinuria (62). 



II. OBJETIVOS 

1. investigar si hay alteraciones en los niveles hepáticos del ARNm de angiotensinógeno y en 

los niveles renales del ARNm de renina en el síndrome nefrótico experimental inducido por 

aminonucleósido de puromicina. 

2 Obtener información acerca del nivel de regulación de la síntesis de ambas proteínas 

determinando si existe relación entre: a) los niveles del ARNm de renina y el contenido 

renal, concentración plasmática y excreción urinaria de esta proteína tanto en su forma 

activa como en su forma inactiva, y 13) los niveles hepáticos del ARNm de angiotensinógeno 

y la concentración plasmática y excreción urinaria de su proteína. 

3. Averiguar las posibles alteraciones en los niveles del ARNm de renina en tejidos 

extrarrenales como son el hígado, corazón y cerebro, y en los niveles del ARNm de 

angiotensinógeno en tejidos extrahepáticos tales como corazón, cerebro y riñón, y de esta 

manera aportar evidencias acerca de la regulación específica de tejido de la expresión de 

estos genes. 
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MATERIAL, MÉTODOS, RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los materiales y métodos, los resultados y una introducción y discusión específica se 

encuentran en los siguientes trabajos que constituyen la presente tesis doctoral: 

1. Ibarra-Rubio ME, Ramos VM, Correa-Rotter R. Pedraza-Chaverrí J. Hepatic and 

extrahepatic angiotensinogen gene expression in rats with acute nephrotic syndrome. Renal 

Failure 1997;19: . Aceptado para publicación el 29 de Agosto de 1996, USA. 

2. Ibarra-Rubio ME, Ramos VM, Correa-Rotter R, Pedraza-Chaverrí J. Renin, prorenin, and its 

gene expression in rats with acute nephrotic syndrome. Enviado a Clinical and Experimental 

Pharmacology and Physiology el 6 de Septiembre de 1996, Australia. 
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ABSTRACT 

Plasma concentration and urine excretion of the renin-angiotensin system proteins are 

altered in rats with nephrotic syndrome (NS). In this work the messenger ribonucleic acid 

(mRNA) levels of angiotensinogen (Ao) were analyzed in liver and other extrahepatic tissues: 

kidney, heart. brain and adrenal gland from control, nephrotic, and pair-fed (PF) rats with the 

slot blot hybridization technique. NS was induced by a single injection of purornycin 

aminonucleoside (PAN). Although a great urinary excretion and haif than normal plasma levels 

of Ao were observed on day 6 atter PAN-injection, when NS was clearly established, hepatic Ao 

mRNA levels did not change. Furthermore, the Ao mRNA levels did not change in any of the 

extrahepatic siudied tissues on day 6 neither its hepatic levels at any of days 1, 3, 5 or 7 after 

PAN-injection. These data suggest that the hepatic and extrahepatic Ao mRNA levels are 

unaltered during the development of the acote NS induced by PAN. 

INTRODUCTION 

Nephrotic syndrome (NS) induced in rats by a single subcutaneous injection of 

puromycin aminonucleoside (PAN) represents an experimental model of the human minimal 

changes disease (1-7), which is characterized by severe proteinuria, hypoproteinemia, sodium 

retention, hypercholesterolemia, malnutrition, and alterations in the concentration (increase or 

decrease) of almost all plasma proteins (3, 5, 8, 9). The renin-angiotensin system (RAS) is 

profoundly altered in this NS model: plasma renin activity (PRA) and concentration (PRC) 

increase around three times since day 5 after PAN-injection with peak values on days 6 and 7 

(2); plasma angiotensinogen (Ao) concentration (PAoC) decreases markedly since days 4-5 (2, 

4); in vitro Ao secretion from liver slices increases on day 6 (10); and Ao, renin and angiotensin 

l-converting enzyme are excreted by urine in great quantities (4, 11, 12). II seerns that PAoC is 

decreased due to its urinary losses, hawever the high renin levels may also participate, 

therefore PAoC ~Id be very low if lis synthesis was not increased, as in vitro secretion 

suggests (10). On the other hand, Ao and its mRNA have been round in rat extrahepatic tissues 

such as kidney (13-15), heart (14, 16, '17), brain (13. 14. 18, 19), and adrenal gland (13, 14, 20) 

suggesting its local synthesis. Moreover, local renin-angiotensin systems have been proponed 

in these tissues (21-25) and a tissue-specific response of Ao gene expression has been 

observed under different situations (14, 26-29). Based on the aboye data we hypothesized that 



the Ao gene expression may be enhanced in liver and/or other tissues from PAN-nephrotic rats 

to increase Ao synthesis and thus compensate for ine high urinary losses and low plasma 

values of this protein, 

Food intake is considerably reduced in this experimental mode' (30, 31) and it is known 

that nutritional factors affect the expression of the renin-angiotensín system genes (27, 32, 33). 

Therefore, in this work the hepatic and extrahepatic Ao gene expression was studied by 

measuring the Ao mRNA levels in liver, kidney,  , heart, brain, and adrenal glarid in nephrotic 

(NS) and pair-fed (PF) rats. 

MATERIALS AND METHODS 

Animals and PAN treatment protocols 

Nephrotic syndrome was induced in reale Wistar rats (230-250 g of initial b.w.) by a 

single subcutaneous injection of a 2 % PAN solution in 0.9% salirle at a doce of 15 mg/100 g of 

body weight (2). Since food intake is reduced in PAN-treated rats (NS group), a pair-fed group 

of rats (PF) was included, as well as an untreated control group (C) which was fed ad libitum. 

PF an C groups received an injection of 0,9% satine solution. To standardize conditions under 

which the steady state levels of specifie. mRNAs were determined, rats were placed under the 

same environmental conditions in metabolic cages. Food intake of PAN-treated rats was 

measured daily and an equal amount of frInd was given to PF rats. Body weight was 

determined daily. Nineteen rats with NS, 13 PF, and 13 C were sacrificed by decapitation on 

day 6 after PAN-injection, blood was collected, and liver, kidneys, brain, heart, and adrenal 

glands were removed quickly and froten in liquid nitrogen until determinations were mulo. Also, 

a time-course study was done obtaining sampler on days 1, 3, 5, and 7 after PAN-injection (two 

rats for each group at each time). 

Analytical methods 

Urinary sodium was determined by flzme photometry (flarne photometer mode' 403, 

Instrumentaban Laboratory, Lexington, MA, USA). Total protein in serurn or urine was 

measured according to Lowry et al. (34). Chotesterol was estimated enzymatically according to 

the manufacturen instructions (Farmacéuticos Lakeside, México, D.F.). PAoC, urinary Ao 

excretion (UAoE) and plasma renin concentration (PRC) were determinad indirectly by RIA of 

angiotensin 1 as previously described (2, 11) using antibodies prepared tn our laboratory (35) 

and 1251-angiotensin 1 (DuPont-New England Nuclear Corp., Boston, MA, USA). 



Isolation of total cellular RNA 

Total cellular RNA from liver, brain, heart, and adrenal glands was isolated with the 

Trizol-reagent (Gibco-BRL, Life Technologies, MD, USA) according to the manufacturer 

instructions, and that from kidney was isolated according to the method of Chornczynski and 

Sacchi (36) by acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform. 

Slot blot hybridization 

A full-length rat angiotensinogen cDNA was obtained from Dr. K. R. Lynch (University of 

Virginia, Charlottesville, VA) (37), This done was Brown, plasmids were isolated, and Ao cDNA 

fragment removed by digestion with Hind III and Eco RI. 

Aliquots of 15 pg of total RNA, as measured by absorbance at 260 nm, were applied to 

Gene Screen filters (DuPont-New England Nuclear Corp., Boston, MA, USA) by using a Milli 

Blot-S apparatus (Millipore lntertech, Bedfor, MA, USA). Before applying the RNA, it was 

denatured for 15 minutes at 68°C in a solution containing 50% formamide, 7% formaldehide, 

and 1x sodium chloride-sodium citrate (SSC). The RNA was cross-linked to the filter with the 

UV Stratalinker 2400 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The filters were prehybridized for 1 h at 

42 °C in a solution of 50% deionized formamide, 10% dextran sulfate (500 000 Av, Mol. Wt.), 

1% SDS, 1 M sodium chloride, and 100 pg/mL denatured sonicated salmon testes DNA. 

Hybridization of filters was carried out by adding 2 x 106  cprn/mL of the appropriate cDNA 

which was radiolabeled with the Prime It RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene, La 

Jolla, CA, USA) according to the manufacturer instructions. The hybridization reaction was 

carried out at 42 °C for 14-18 h. Filters were washed under high stringency conditions. Briefly, 

this included one low-stringency wash (2x SSC-0.1% SDS, 15 min, room temperature) and 

three high-stringency washes (0.1x SSC-0.1% SDS, 15 min, 65°C). The washed filters were 

exposed to Kodak XAR film at -70°C in the presence of image-intensifying screens. The 

autorzcliographs were quantitated by using the program Gel Scan Area of the DU 640 

spectrophotometer from Beckmann lnstruments Inc. (Fullerton, CA, USA). 

Data analysis 

For quantitation of mRNA abundance, all samples from each tissue were anaiyzed 

together on a single slot blot to control for day-to-day variaban in hybridization efficiency. Each 

slot blot was done in duplicate, one of them was hybridized with Ao cDNA and the other one 

with 11-actin cDNA in parallel to correct for differences in RNA loading and to determine whether 

the responses were gene specific, Densitornetric values represent the integration of the aren 
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under the curve corrected for the baseline background reading. Ao mRNA levels were 

expressed as relative densitometry units factored for 11-actin. Each hybridization experiment 

was done twice at least. Average value for each animal and then for groups of animais were 

calculated. 

Data are expressed as mean ± SEM. One way ANOVA or ANOVA on ranks and multiple 

comparison methods. of Student-Newman-Keuls or Dunn's tests, as the case may be, were 

used to compare the results of the different groups by using the SigmaStat statistical software 

(Jandel Corporation). A probability less or equal to 0.05 was considered significant. 

RESULTS 

Nephrotic rats presentad an important decrease in food intake since day 1 until day 7 

after PAN injection (Fig. 1A) which markedly influenced body weight (Fig. 1E3). Sodium retention 

was evident in these same rats from day 2 to day 7 (Fig. 2A). tirinary sodium excretion also 

decreased in pair-fed rats as a consequence of the reduced food intake, however the decrease 

in sodium excretion in nephrotic rats was more marked. Proteinuria of NS rats was evident by 

day 4 and reached peak values on days 6 and 7 (Fig. 213). NS rats studied on day 6 presentad 

a significant decrease of total serum protein and an increase in serum cholesterol (Table 1). 

PAoC decreased in NS rats to almost haif of the control values and a highly increased 

UAoE was observed on day 6 in NS rats (Table 1). PRC increased 1.8 fold in PF and 3.7 fold in 

NS rata with respect to C values (Table 1). 

Before analyzing Ao mRNA by slot blot, a linearity test was carried out to choose the 

amount of total RNA to load (Fig. 3). Optical density of the autoradiography was linear from 

0.625 to 20 pg of total RNA loaded, therefore the slot blots were done loading 15 pg of total 

RNA, The results obtained for Ao mRNA in the different studied tissues on day 6 after PAN-

injection are shown in Table 2. Ao mRNA showed a trend to increase in heart (1.85 fold) and 

brain (1.4 fold) of PF rata, however these increases did not reach statistical significance. There 

were no changos on the Ao mRNA levels in any of the studied tissues from nephrotic rats on 

day 6. We then performed a time course study on days 1, 3, 5, and 7. The resulta of PAoC and 

UAoE of this time-course study are in Tablea 3 and 4, respectively. There was a significant 

decrease on PAoC and an important increase on UAoE cinco day 5, however these alterations 

were more profound on day 7 after PAN-injection. No changes were found in Ao mRNA hepatic 

tevels on neither of these days (Table 5). 
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DtSCUSS$ON 

Nephrotic syndrome was clearly established in PAN-treated rats as they presentad 

proteinuria, hypoproteinemia, sodiurn retention and hypercolesterolemia. These NS rats had a 

reduced food intake partially explaining why they did not grow as C rats, since Thabet et al. 

(31) have found that the growth retardation of the nephrotic rats may also be associated with a 

significant decrease in insulin-like growth factor 1 and a reduction in growth hormona receptor 

mRNA. The increased body weight in NS rats as compared te PF group (Fig. 1B) is explained 

by edema and ascites formation starting en day 4 in nephrotic animals. Sodium exeretion was 

also influenced by the food intake reduction since there was a significant decrease in PF rats, 

however the sodium retention was more profound in NS rats. 

PAoC decreased te a 53%, and larga amounts of this protein were excreted by urine in 

NS rats as compared to C and PF groups. On the other hand, PRC increased almost 4 fold in 

NS rats and almost 2 fold in PF rats as compared to C group (this was another parameter 

clearly affected by the reduction in food intake). Taking loto account the Ao urinary losses and 

the important increase in PRC, which may contribute te the low PAoC in these rats, we thought 

that there should be an increased Ao syrithesis in orther to recovar, at least in parí, their PAoC. 

Surprisingly, there were no changas in the hepatic Ao mRNA levels in any of the studied tissues 

from nephrotic rats en day 6. Wc then speculated that the changes may occur at other time 

Point during NS, therefore we determined the Ao rnRNA hepatic levels en days 1, 3, 5, and 7, 

time points at which no changas were found. lo accordance te the previous hypothesis, an 

increase of Ao could be happening al the transiational levet and net al the mRNA or 

transcriptional teveis in this modal. Likewise, Everett et al. (38) found that renal Ao was 

increased at 4 and 8 months of evolution of diabetes in spontaneously diabetic Blo-Breeding 

rats whereas its mRNA was not alterad, and they also proposed translational changas as an 

explanation for this discrepancy between the Jack of chango in Ao gene expression and the 

fluctuation in Ao protein. No changes have been found in other protein mRNAs in PAN-induced 

NS which were expected lo be alterad such as cholesterol 7 alpha-hydroxylase (39). However, 

many other mRNAs are alterad in NS such as albumin (40, 41), transferrin, fibrinogen, pAGP, 

haptoglobin (30, 42), Apotipoproteins A-1 and E. (43, 44), and HMG-CoA reductase (45). 

Tissue-specific changas in hepatic and extrahepatic Ao mRNA leveis have been found 

under different situations. For example, Kunapuli et al. (26) found that dexamethasone had no 

effect in Ao mRNA levels in heart but increased 100% in tiver and 400% in brain, and that 
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ethinylestradiol had no effect in heart Ao mRNA but increased 100% in liver and 50% in brain. 

Campbell and Habener (14) also found a tissue specific response of Aa mRNA to bilateral 

nephrectomy, dexamethasone, ethinylestradiol, and triiodothyronine or bilateral nephrectomy 

plus these hormones, Gómez e/ al. (28) found a tissue specific regulation of Ao mRNA during 

fetal maturation in liver, kidney, brain and brown adipose tissue. Converting erizyme inhibitors 

also induce 13 tissue-specific response of Ao mRNA levels: cilazapril produced a marked 

stimulation in adrenal gland, a decrease in hypothalamus and had no effect in kidney or 

lisinopril produced a decrease in hypothalamus but not in liver, kidney or adrenal gland, and the 

vasodilator hydralazine induced ;-an increase in Ao mRNA in kidney, a decrease in 

hypothalamus, and had no effect in liver or adrenal gland (29). Likewise. Ao mRNA levels are 

altered in some diseases such as experimental diabetes mellitus (46) where renal and liver Ao 

mRNA levels were decreased and spontaneous hypertension where decreased renal Ao mRNA 

levels and an alteration in its regulation by sodium intake were demonstrated (47). 

No significant changas were found in any studied tissues in NS in this work, yet Ao 

mRNA tended to increase in heart (1,85 times) and in brain (1.4 times) of PF rats. Interestingly, 

Ingelfinger of al. (27) found that a low sodium diet increased Ao mRNA in kidney but not in Uva. 

The differences Between Ingelfinger's et al, and our observations in PF rats with low sodium 

intake may be due to the different kind and time of treatment, as their animals were fed a low 

salt diet for two weeks and were sodium depleted with furosemide while 01.1" PF animals had a 

reduced food intake (including sodium) during only six 

lo conclusion, hepatic, renal, adrenal, brain, and heart Ao mRNA levels are unaltered in 

rats with acute PAN-induced NS, therefore, if there is an increase in Ao to cornpensate its 

urinary losses and increased degradation by renio, it could be happening at translational levet, 

or at transcriptional levet in other tissues such as brown adipose tissue which also express Aa 

gene (28, 48). 
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Tabla 1. Serum, plasma and orine determinations (Day 6) 

Control Pair fed Nephrotic syndrome 

Serum protein 

(g/dL) 

7.0 ± 0.3 7.6 * 0.4 4.0 ± 0.1* 

Serum cholesterol 

(mg/dL) 

60 *3 61 ± 4 263 ± 21* 

PAoC 

(ng Al/mLIh) 

r  908 * 90 940 ± 42 481 ± 35* 	" 

tJAoE 

(ng AI/24 h) 

29 * 5 18 ± 4 2370 ± 671* 

PRC 

(ng Al/mUh) 

97 ± 1.1 17.3 * 2.1 36±5*  

Data are mean ± SEM. PAoC = plasma Ao concentration, UAoE = urinary Ao excretion, PRC = 

plasma renin concentration. p < 0.05 vs. C and PF. p < 0.05 vs. C. n W 17-19 for NS, and n 

= 11-13 for PF and C. 

Tabla 2. Ao mRNA levels on day day 6, relative densitometry units (AMI actin ratio) 

Tissue Control  Pair fed Nephrotic syndrome 

Liver 1,09 ± 0.09 1.29±0.13 1.18 ± 0.15 

lirain 0.40 ± 0.07 056 ± 0.11 0.52 ± 0.12 

Kidney 0.39 ± 0.07  0,46 ± 0.04 0.33 ± 0,05 

Adrenal 3,03 t 0.84 2.55 *0.43 3.26 t 0.49 

Heart 0.41 ± 0.05 0.76 ± 0.15 0,42 ± 0.08 

Data are mean ± SEM. = 16-19 for NS and n = 11-13 for PF and C. 
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Tabla 3. Plasma angiotensinogen concentralion, ng Al/mt/h 

Control Pair fed Nephrotic syndrome 

Day 1 1137 ± 52 1257 t 140 973 ± 48 

Day3 1113 ± 156 1169 ± 180 1121 ± 68 

Day 5 988 ± 72 1045 ± 24 .-....4-  496 ± 50* 

Day 7 1040 ± 68 942 ± 38 397 ± 43* 

Data are mean ± SEM. * p < 0,05 vs. C and PF. n = 2. 

Tabla 4. Urinary angiotensinogen excretion, ng AI/24h 

Data are mean ± SEM. * p < 0.05 vs. C and PF. n = 2. 

Tabla 5. Hepatic Ao mRNA Ievels, Relativa densitometry units (Ao/11 actin ratio) 

Control Pair fed Nephrotic syndrome 

Day 1 2316   
,— 

 1313    27 ± 8 

Day3 2312 2412 291 6 

Day 5 37 ± 2 13 ± 1 848 ± 488* 

Day 7 18 ± 0 18 ± 7 1952 ± 240* 

Control Pair fed Nephrotic syndrome 

Day 1 1.225 ± 0.325 1,336 ± 0.332 1.022 ± 0.443 

Day 3 r  1.505 ± 0.415 1.502 t 0.266 1,104 ± 0.551 

Day 5 0.914 ± 0.327 1.792 *0.346 1.529 ± 0.452 

Day 7 0,821 *0,352 0.966 ± 0.360 1.331 ± 0.422 

Data are mean * SEM. n = 4 for NS and n = 2 for PF and C. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Foodíntake (A) and body weight (0) in nephrotic (a), pair-fed (F2) and control (Á) 

rats. Results are mean ± SEM. n = 17-19 for NS and 11-13 for PF and C; a = p < 0.05 vs. C, b 

= p < 0.05 vs. PF 

Figure 2. Urinary sodíurn excretion (A) and proteinuría (13) ín nephrotíc 	), pair-fed (E) and 

control (4b,) rats Resuits are mean ± SEM, n = 17-19 for NS and 11-13 for PF and C; a = p < 

0.05 vs. C, b -= p < 0 05 vs, 

Figure 3, Linearity of autoradiography optical density vs. total RNA loaded in slot blots. From 

0.625 ta 20 pg of liver total RNA were loaded can a GeneScreen membrane and then hybridized 

with a 32P-labeled Ao cDNA. This experiment was carried out twice at least. 
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ABSTRACT 

1. The concentration of total, active, and inactive renin was analyzed in plasma, urine and 

kidney from control (C), pair fed (PF), and nephrotic (NS) rats, as ~II as renin mRNA leveis 

in kidney, liver, and brain. 

2, NS was induced by a single subcutaneous injection of puromycin aminonucleoside (PAN) 

and determinations were rade 6 days atter PAN injection. 

3. Plasma total renin clid not change, active renin increased in NS rats with respect to PF and C 

groups and in PF rats with respect te C. In contrast, inactive renin percentage clecreased in 

NS rats with respect to PF aad C groups, and in PF anirnals with respect te C. Total, active 

and inactive renal renin content did not change, and active and inactive renin were 

imporlantly excreted by urine with no changas in the prorenin percentage with respect to C 

and PF groups. 

4. In both experimental groups, renin mRNA levels did not change in any of the studied tissues. 

In another group of rats, kidney renin mRNA leveis were measured on days 1, 3, 5, and 7 

after PAN injection and no time-course changas in its expression were found. 

5. These results suggest that renin gene expression is not alterad in acute nephrotic syndrome 

and that plasma renin concentration is regulated at the translational or posttranslational levet 

in this experimental model. 

Key words: nephrotic, syndrome, prorenin, renin, renin gene expression, renin mRNA. 

INTRODUCTION 

Nephrotic syndrome induced by puromycin aminonucleoside (PAN) is an experimental 

model of the human minimat changas disease characterized by severa proteinuria, 

hypoproteinemia, sodium relention, ascites, and hyperlipidemiat4  In this syndrome there is an 

increase in the glornerular filtration of plasma proteins, which induces alterations in the 

concentration (increase or decrease) of almost MI plasma proteins,".5  including those of the 

renin-angiotensin system (RAS). Nephrotic rats have high circulating levets of renin since day 5 

after PAN injection with peak values en days 6 and 7,1  decreased plasma angiotensinogen (Ao) 

concentration (PAoC) and high urinary excretion of renin, Ao, and angiotensin i converting 

enzyme since days 4-5 after PAN injection."-8  The mechanism by which renin is increased in 

PAN-nephrotic rats ín spite of íts important urinary loss is unknown. 



Morris and Lumbersg  produced the first evidence of the existence of inactive renin twenty 

five years ago. Now it is known that renin is synthesized as a zymogen (prorenin),9-11  and that it 

is found in high cone-entrations in plasma.12  Acule stimulation of renin release in humans does 

not produce immediate changas in plasma prorenin, but chronic stimulation niodifies renin and 

prorenin ievels in the same Way.1316  In contrast, several studies in rats have demonstrated 

acute in vivo alterations in the plasma levels of prorenin in response te stimulation or 

suppression of the RAS.I-2G  There are many studies in which the relationship between renin 

and its renal mRNA levels is investigated and the changes in bath seem te  be 

nonproportional.21.24  But the primary product of renin gene transcription is prorenin, therefore, 

we studied the relationship between renin mRNA levels and total. active and inactive renin in 

PAN-nephrotic rats. 

Renin and its rnRNA have been found in extrarenal tissuesn-25"27  and a tissue-specific 

response has been observad under different situations.25'.28.31  Also, the other components of the 

RAS have been found in many tissues, which has led to propose the existence of local 

RAS.11.25'31-34  It is unknown if there are alterations in the renin mRNA levels in tissues other 

than the kidney in PAN-nephrotic rats. 

Food intake is considerably "reduced in PAN-nephrotic tatS35.35  and it is known that 

nutritional factors affect the expression of the RAS genes.37'311  So. it is important te have a pair-

fed group (PF) te PAN-nephrotic rata as a control. 

Therefore, in Chis work the renal and extrarenal renin gene expression was analyzed by 

measuring the renin mRNA levels in kidney, brain, and liver from control (C), PF 'and PAN-

nephrotic (NS) rats, as well as total, activen and inactive renin levels in plasma, kidney and urine. 

MATERIALS AND METHODS 

Experimental design 

Nephrotic syndrome was induced in mate Wistar rata (230-250 g of initial body weíght) by a 

single subcutaneous injection of a 2% PAN (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) solution 

in 0.9% satine at a dose of 15 mg/100 g of body weight.2  Since food intake is reduced in NS 

rata, a PF group was included, as well as an untreated C group which was fed ad libitum. PF 

and C groups received a single subcutaneous injection of 0.9% satine solution. Te standardize 

conditions under which the steady state levels of specific mRNAs were determined, rata were 
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placed under the same environmental conditions in metabolic coges and 24-hours urine was 

collected on the days of study 

Food intake of PAN-treated rats was measured daily and an equal amount of food was 

given to PF rats. Body weight was determined daily. Nineteen rats with NS, 13 PF, and 13 C 

were sacrificad by decapitation on day 6 after PAN or satine injection; blood was collected, and 

one kidney and a half, liver, and brain were removed and immediately frozen in liquid nitrogen 

for further RNA extraction. The other half of kidney was placed in 1 ml of distilled deionized 

water and frozen at -70°C until kidney homogenates were obtained as previously described39  

and renal content of renin and prorenin was determined. 

Also, a time-course study was done obtaining samples on days 1, 3. 6, and 7 after PAN-

injection (two rats for each group at each time point). 

Analytical Methods 

Urínary sodium was determined by fiame photometry (fíame photometer mode' 403, 

Instrumentation Laboratory, Lexington, MA, USA). Total protein in serum or urine was 

measured as previously described.8  Cholesterol was measured enzymaticatty according to the 

manufacturer instructions (Farmacéuticos Lakeside, México D. F.). 

Plasma renin activity (PRA) was measured indirectly by radioimmunoassay (RIA) of 

angiotensin I (AI) after incubation of plasma at pH 6.0 for 1 h at 37°C using the endogenous 

substrate as previously described,139  PAoC was measured in a similar way but in this case 

samples were incubated in the presence of an excess of porcine renin.''39  

The concentration of active, total, and inactive renin was determined by the method 

described by Barret and Eggena" with some modifications. Duplicate 50 pL aliquots of sample 

were incubated on ice with 5 pL of the chosen trypsin concentration (trypsin type IX 6,630 

units/mg solid, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) or trypsin vehicle (sodium acetate 

buffer, 0.05 M, 0.05 M CaCl2, pH 4.5), except urine from C and PF groups, where duplicate 0.1 

mL aliquots of sample were incubated with 0.01 mi. of trypsin or trypsin vehicle. Alter 1.5 h, 5 

pL of soybean trypsin inhibitor type I-S (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) (10 mg/mL 

final concentration in 0.1 M sodium phosphate, pH 7.4) were added to all samptes. A t4 

dilution for renal homogenate samples and 1:25 for NS urine samples was done in maleate 

buffer 0.2 M, pH 6.0, and 0.45 mL of nephrectomized rat plasma (rich in renin substrate) were 

added to a 0,05 mL aliquot of these dilutions or to the plasma sample. Five microtiters of the 

following angiotensinases inhibitors were added: 8-0H quinoline sulfate (3.4 mM, final 



concentration) and dimercaprol (1.8 mM, final concentration); plasma samples had els° EDTA. 

Then, 1 mi_ of maleate buffer was added. Une haif of the volume of these mixtures was 

incubated at 37°C and the other one at 4°C (zero time) for 1 h. Al the end of the incubation 

time, samples at 37°C were placed on ice to terminate the renin reaction and the generated Al 

was measured by RIA.4°  For plasma incubation mixtures 100 Id_ were used, 50 pt_ plus 50 pL 

5% bovina serum albumin (BSA) for urine incubation mixture, 25 pL plus 75 pL BSA for 37°C 

kidney homogenate incubation mixtures, and 50 pl. plus 50 pL BSA for zero time mixtures. 

Renin activity was defined as the difference between zero time values and the levet of Al 

detectad in 37°C incubation mixtures. Inactive renin was defined as the absoluta difference 

between the mate of Al generation in trypsin treated (i.e. total) and untreated (i.e. active) 

samples. With this methodology, curves with different incubation times (data not shows) and 

trypsin concentrations were done tu define the optimum conditions to actívate prorenin for each 

studied biological sample. 

Total kidney RNA was isolated according to the method of Chomczynski and Sacchi41  by 

acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform, and that from brain and liver was isolated with 

the Trizol-reagent (Gibco-BRL, Life Technologies, MD, USA) according to the manufacturer 

instructions. 

A full-length rat renin cDNA (pRen44.ceb) was obtained from Dr. k. R. Lynch (University of 

Virginia, Charlottesville, VA).42  This done was Brown, plasmids were isolated, and renin cDNA 

fragment was removed by digestion with Bam H1 and Hind III. 

Aliquots of 15 pg of total RNA, as measured by absorbance at 260 nm, were applied to 

Gene Screen filters (DuPont-New England Nuclear Corp., Boston, MA, USA) using a Milli Blot-S 

apparatus (Millipore Intertech, Bedfor, MA, USA). Before applying the RNA, it was denatured for 

15 mis at 68°C in a solution containing 50% formamide, 7% formaldehyde, and lx sodium 

chloride-sodium citrate (SSC). The RNA was cross-linked to the filter with the UV Stratalinker 

2400 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The filters were prehybridized for 1 h at 42°C in a 

solution of 50% delonized formamíde, 10% dextran sulfate (500 000 Av. Mol. Wt.), 1% SDS, 1 

M sodium chloride, and 100 pg/mL denatured sonicated salmon testes DNA. Hybridization of 

filters was carried out by adding 2 x 106  cpm/mL of the appropriate cDNA which was 

radiolabeled with the Prime-It RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene, La Jolla, CA, 

USA) according to the manufacturer instructions. The hybridization reaction was carried out at 

42°C for 14-18 h. Filters were washed under high stringency conditions. Briefly, this inclUded 
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one low-stringency wash (2x SSC-0.1% SDS, 15 min, room temperature) and three high-

stringency washes (0.1x SSC-0,1% SDS, 15 min, 65°C). The washed filters were exposed to 

Kodak XAR film at -70°C in the presence of image-intensifying screens. The autorradiographs 

were quantitated by using the program Gel Scan Area of the DU 640 spectrophotometer from 

Beckman Instruments Inc. (Fullerton, CA, USA). Before analyzing renin mRNA, slot blots were 

done loading 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ng of total RNA and a linearity was observed until 

20 ng (data not shown); therefore, determinations were done loading 15 ng of total RNA. 

For quantitation of mRNA abundante, all simples from each tissue were analyzed 

together on a single slot blot to control for day-to-day variation in hybridization efficiency.. Each 

slot blot was done in duplicate, one of them was hybridized with renin cDNA and the other ene 

with fs-actin cDNA in parallel to correct for differences in RNA ioading and to determine whether 

the responses were gene specific. Densitometric values represent the integration at the aren 

under the curve corrected for the baseline background reading. Renin mRNA levels were 

expressed as relativo densitometry units factored for R-actin. Each hybridization experirnent 

was done twice, at least. Average values for each animal, and Chen for groups of animals were 

calculated. 

Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± s.e.m. One way ANOVA or ANOVA en ranks and multiple 

compensan rnethods of Student-Newman-Keuls or Dunn's tests, as the case may be, were 

used to compare the results of the different groups by using the SigmaStat statistical software 

(Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, USA). A probability less or equal to 0.05 was 

considerad significant. 

RESULT S 

Table 1 shows that nephrotic rats presented the characteristic alterations of the nephrotic 

syndrome: hypoproteinemia, hypercholesterolemia, and sodium retention. In addition, these 

rats showed an increase in PRA and a decrease in PAoC (Table 	In PF animals, serum total 

protein, cholesterol, and PAoC were normal, sodium excretion was decreased but not as much 

as in NS rats and PRA tended to increase yet did not reach statistical significance, In figure 1 

are depicted the food intake (A), body weight (B), and proteinuria (C) profiles. Food intake 

clearty diminished in NS rats which influenced body weight. The body weight decrease was 



more profound in PF rats (han in nephrotic animals since NS group presents ascites and edema 

from day 4 which induce a body weight 'rimase. 

Before determining total, active, and inactive renin, plasma and kidney homogenate from C 

rats and urine from NS rats were incubated an ice with different trypsin concentrations. Curves 

of the total renin, prorenin, and prorenin percentage in plasma, urine, and kidney homogenates 

are shown in figures 2, 3, and 4, respectively. In plasma a maximum was reached by incubation 

for 1.5 hours with 7.5 mg/rnt., of trypsin and there was a plateau until 30 mg/mL. In urine a 

maximum was reached by incubation for 1.5 hours with 10-12.5 mg/mt_ of trypsin with a trend to 

decline at higher concentrations of trypsin and a clear decrease at 25 mg/mL. In kidney 

homogenate a plateau was reached from 5 mg/mL to 20 mg/mL. of trypsin during 1.5 hours. 

Therefore, based on these curves, prorenin determinations were done with an incubation on ice 

for 1.5 h with a final trypsin concentration of 15 mg/mi_ in plasma and kidney homagenates and 

12.5 mg/mL in urine. Results af plasma total, active, and inactive renin in C, PF and NS rats are 

in table 2. Total renin did not r.hange in NS or PF groups, but active renin increased in NS 

group with respect to C and PF, and in PF group increased with respect to C, and prorenin 

percentage decreased in NS animals with respect to C and PF, and in PF group decreased 

with respect to C. Inactive renin tends to decrease in NS rats with respect to C and PF, and in 

PF rats with respect to C, but these changes did not reach statistical significance. Total, active, 

and inactive renin were importantly excreted by urine in NS rats whereas very low quantities of 

them were excreted in C and PF animals, however the prorenin percentage was similar amang 

the three groups (Table 3). There were no changes in the kidney renin content of total, active 

and inactive renin as well as in prorenin percentage (Talle 4). 

Renin mRNA leveis did not chango in kidney, liver or brain neither in NS nor in PF groups 

on day 6 (Table 5). Likewise, nephrotic syndrome or low foad intake had no effect on renal 

renin mRNA on days 1, 3, 5, or 7 (Table 6). We also attempted.to study renin mRNA levels in 

heart, but they could not be detected with the used technique. 

DISCUSSION 

It is known that the RAS is profoundly altered in PAN-nephrotic ratS,1-6.8'39  and, among 

these alterations, PRA and PRC are increased and renin is importantly excreted by urine. It is 

unknown the mechanism by which circulatíng renin is increased in spite of its important urinary 
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loss. Therefore, in this work we studied total, active, and inactive renin levels in plasma, kidney 

and urine, and renin mRNA levels in kidney, brain and livor in NS, PFand C rats. 

On day 6 after PAN injection, nephrotic syndrome was clearly established as proteinuria, 

hypoproteinemia, sodium retention and hypercholesterolemia indícate. Also, the decrease in 

food intake in NS rats was olear, and the importante of this decrease was mide evident by the 

alterations observed in PF rats such as the decrease in urinary sodium excretion, the increase 

in plasma active renin concentration, the decrease in plasma prorenin percentage and the 

growth retardation; although this last observation may also be explained by a decrease in 

insulin-like growth factor 1 and a reduction in growth hormone receptor inRNA.3  The increased 

body weight in NS rats as compartid to PF group is probably explained by edema and ascites 

formation starting on day 4 in nephrotic animals. It is important to note that the changos 

observed in nephrotic rats were not completely explained by the decrease in food intake since 

the changos in NS group were more marked than in PF group. 

Curves with increasing trypsin concentrations were done to determine the optimum trypsin 

concentration to convert prorenin to renin for each biological sample, Also, the use of small 

volumes of test sample (0.05 mL) with a largo volume (0.45 mL) of renin substrato 

(nephrectomized rat plasma) result in low to nondetectable blank values that account for less 

than 2% of the total Al detected after a 1 h incubation with the optimum trypsin concentration.4  

Also, we observed that blank was higlier (up to 15%) with no optimum trypsin concentrations. 

Moreover, addition of exogenous renin substrate after trypsin incubation and inhibition avoid the 

possibility of error or kinetic biases due to endogenous renin substrato degradation by 

trypsin.441  With there cautions the method for activation of inactive renin was validated in 

plasma, urine, and kidney homogenate. 

PRA was increased in nephrotic rato but this increase was limited because renin activity 

was determined with endogenous Ao which is markedly decreased in NS rats and that is why 

the increase in PRC is greater as this determination is done in the presence of exogenous Ao 

and therefore the substrate is not limiting. 

In the present study, plasma total renin did not change, but active renin increased almost 

four-fold in NS rato, and twice in PF animals; plasma prorenin decreased (although did not 

reach statistical significance) and its percentage also decreased 23% in NS rats and 9% in PF 

animals. The increase in plasma active renin coincides with the decrease in the inactivo one in 

both, NS and PF groups. These resulto support the hypothesis of the circulating prorenin as a 
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source of "quick renin".45  Although the question that renin levels may rise in high renin states 

through prorenin conversion has not been conclusively answered, this has been found to 

happen in rats." Barret and Eggenal7  found that acide stress plus pentobarbital anesthesia or 

pentobarbital Mona" induces a decrease in prorenin and an increase in renin. Jindra and 

Kvetnanskylg  proposed changes in the conversion of prorenin te renin as responsible for the 

changes in renin in acute stress. Also, Jindra et 0/.49  found reciprocal changes of plasma active 

and inactive renin under an initial interval of immobilization stress in rats and they suggest an 

activation of circulating inactive renin. These authors observed a slight decrease in circulating 

inactive renin passing through the kidney suggesting that, at least in rats, in vivo pathways for 

activation of inactive renin might exist, other than that proceeding before secretion from renin 

granules. 

Other possible explanation for our results is that a mejor proportion of prorenin just 

synthesized is sorted to the regulated pathway where prorenin is activated and secreted by 

matare secretory granules as active renin.
11,13,14,16 The exact rnechanism(s) by which this 

process is regulated is yet unknown,4°  although it has been proposed that the chemiosmotic 

environment is a factor that regulates prorenin processing." Diabetic patients, with the 

syndrome of hyporeninemic hypoaldosteronism, have high circulating levels of prorenin and low 

renin, and a defect in the enzyrnatic processing of prorenin has been suggested as an 

explanaban for this observation51  as well as in most cases of low renin syndromes.52  

There may be an increase in renal renin synthesis, but, if this is true, the secretion rete 

should be increased at the same extent since there were no changes in the renal content of 

renin and/or prorenin. In fact, it has been proposed that renin just synthesized is not stored in 

kidney but is quickly secreted into circulation during sodium depletion and captopril treatment.21  

Moreover, Gámez et a/.53  have found an increase in PRA and renal mRNA with no changes in 

renal content during enalapril treatment. However, this possible increase in renin synthesis is 

little probable since it has been found that in vitro renal renin secretion is not increased in PAN-

nephrotic rats." 

Theoretically, another possible explanation for the increase in circulating levels of active 

renin in PAN-nephrotic rats is the decrease in renin degradation. It is known that plasma 

prorenin is removed from the circulation mainly by the kidneys54  and plasma renin by the liver," 

but actually little is known about the regulation of renin ciearance and degradation. Alterations 

in the plasma half-lile of active renin have been found in acute stimulation of renal renin 
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secretion by iosartan." It is yet unknown whether preferential clearance or degradation 

changes may play a role on the differential changes of renin and prorenin in PAN-nephrotic 

rats. 

On the other hand, renin gene expression did not change neither in kidney nor in brain or 

liver. Moreover, there were no changas in kidney renin mRNA levels at any of the studied times 

(clays 1,3,5,7) atter PAN injection. Therefore, renin mRNA did not correlate with active or 

inactive renin, k.ut correlated with total renin which did not chango in Chis experimental mixtel. 

As in the present work, no correlation among mRNA, PRA, PRC, renal renin content and/or 

renal renin secretion changes was found during sodium depletion, captopril treatment and 

angiotensin II infusion,21  experimentally induced hypertension,22  and with enalapril treatment.23  

These authors proposed posttranscriptional and most likely posttranslational rnechanisms as 

the main contríbutors in regulating the plasma renin levels in these experimental modeis as now 

we do in the experimental acute nephrotic syndrome. Recently, Campbell el a1.57  found that 

renal renin mRNA is more consistently related to plasma prorenin than to plasma renin 

concentration in Dahl S and R rats under high, medium or low sodium diets and they concluded 

that renin gene expression determines prorenin synthesis, not renin formation, and that the rete 

of renin formation is also determined by (actas that regutate the proportion of prorenin diverted 

into the renin processing pathway. In the same way, we think that renin and prorenin changes 

observed in PAN-nephrotic rats are regulated by the proportion of prorenin sorted into the 

regulated renin secreting pathway and, also, in parí, by the activation of circulating prorenin in 

liver and/or kidney." King ef al." have els() proposed that conversion of prorenin to renin is a 

key site of regulation of renin expression, meaning that renin secretion will be elevated so long 

as conversion is enhanced, and, conversely, renin secretion will be suppressed either when 

prorenin expression is inhibited or conversion is aborted. 

Therefore, the results in the present work strongly suggest that the mechanism by which 

plasma renin activity is increased in nephrotic rats is not at transcriptional levet but most 

probably at transtational or posttranslational levet. 
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rabio 1. Serum, plasma and orine determinations on day 6 after PAN injection. 

Control Pair-fed Nephrotic 

syndrome 

Total protein, 

OIL 

7.03 * 0.28 7.60 ± 0.45 3.97 ± 0.11* 

Cholesterol. 

mgldl. 

60 ± 3 61 ±4 263* 21* 

Urinary sodium, 

mEci/24h 

2.89 ± 0.19 1.60 ± 0.1-811—  0.06 ± 0.01* 

PRA, 

ng Al/mL/h 

3.6 ± 0.4 4.9 * 0.6 6.0 í 0.7* 

PAoC, 

ng Al/mL/h 

978 * 62 941 t 42 509 ± 22* 

Data are expressed as mean * s.e.m. n = 11.13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19 

for nephrotic syndrome group. = p 5. 0.05 vs. control and pair-fed. " r p 0.05 vs. control. PRA 

= Plasma renin activity, PAoC = Plasma angiotensinogen concentration, Al = Angiotensin I. 
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Table 2. Renin determinations in plasma. 

Renin Control Pair-fed Nephrotic 

syndrome 

Total, 

ng Al/mUli 

127± 11 108 ± 11 107 ± 8.4 

Active, 

ng Al/mL/h 

8.5 ± 1.6 16 ± 1.71r  31 ± 4.1* 

Inactivo, 

ng Al/mUh 

117 ± 11 93 ± 12 

....„ 

82 ± 6.8 

% Inactivo 92 ± 1.5 83 ± 2.3 69 ± 3.6' 

Data are expressed as mean ± s.e.m. n W  11-13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19 

for nephrotic syndrome group. = p s 0.05 vs. control and pair-fed, u  = p 0.05 vs, control. Al 

Angiotensin I. 

Table 3. Renin determinations in 24 h urine. 

Renin Cobtrol Pair-fed Nephrotic syndrome 

Total, 

ng Al/mU24h 

25 ± 3.8 14.2±1.3 5030 ± s5r 

Active, 

ng Al/mU24h 

141 ± 4.5 9.6 ± 3.9 3385 ± 587* 

Inactive, 

ng Al/mL/24h 

10,7 ± 3.4 4.6 ± 1,4 1645 ± 413" 

% Inactive 
________---..................................1............... 

42 ± 5 32 ± 7,2 33 ± 6.9 

Data are expressed as mean t s.e.ni. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19 

for nephrotic syndrome group. = p 5. 0.05 vs. control and pair-fed. Al = Angiotensin 
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Tabla 4. Renin determinations in kidney homogenates. 

Renin Control Pair-fed Nephrotic 

syndrome 

Total, 

ng Al/ mg prat 

10.3 i 1.5 12.1 ± 1.1 10.6 ± 0,8 

Active, 

ng Al/ mg prat 

6.2 t 0.8 6.2 ± 0.7 6.2 ± 0.4 

nactive, 

ng Al/ mg prot 

5.0 ± 0.7 6.0 ± 0.5 4A ± 0.5 

% lnactive 44 ± 3.6 50 ± 2.9 41 ± 2.3 

Data are expressed as mean t s.e.m. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n 17-19 

- for nephrotic syndrome group. Al = Angiotensin 1. 

Tabla 5. Renin mRNA levels on day 6 alter PAN injection. 

Tissue Control Pair-fed Nephrotic syndrome 

Kidney 0,40 ± 0.05 0.66 ± 0.08 0.60 ± 0.08 

Liver 1.10 ± 0.11 1.52 ± 0.23 0.87 ± 0.12 

Brain 0.11 ± 0.02 0.08 t 0.02 0.15 ± 0.03 

Data are mean ± s.e.m. of relativa densitometry units factored for I3-actm. n = 11-13 for pair-fed 

and control groups, and n = 17-19 for nephrotic syndrome group. 

Tabla 6. Kidney renin mRNA levels. 

Control Pair-fed Nephrotic syndror4 

Day 1 0.67 ± 0.06 1.13 * 0.09 0.86 * 0,07 

Day 3 1.12 t 0.09 1.35 ± 0.14 1.13 * 0.01 

Day 5 0.82 ± 0.06 1.22 ± 0.16 0.93 ± 0.07 

Day 7 1.08±0.08 1,29*0.12 1.13 ± 0.14 

Data are mean ± s.e.m. of relativa densitometry units factored for 11-actin. n 74  2 

iB 



LEGENDS OF FIGURES 

Figure 1. Food intake (A), body weight (B), and proteinurla (C) in control (a), pair-fed (a), and 

nephrotic syndrome ( ) groups. Results represent the mean t s.e.m. of 11-13 determinations 

for control and pair-fed groups, and 17-19 determinations for nephrotic syndrome group. a = p 

0.05 vs, control group, b = p 5 0.05 vs. control and pair-fed groups. 

Figure 2. Effect of trypsin concentration on activation of inactivo renin in the plasma from 

control rats during a 1.5 h incubation time. Trypsin concentrations are final. 

Figure 3. Effect of trypsin concentration on activation of inactiva renin in the urine from 

nephrotic rats during a 1.5 h incubation time. Trypsin concentrations are final. 

Figuro 4. Effect of trypsin concentration on activation of inactiva renin in the kidney 

homogenate from control rats during a 1.5 h incubation time. Trypsin concentrations are final. 
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IV. RESUMEN DE RESULTADOS 

En el presente trabajo se estudió la regulación de la expresión de dos de las proteínas 

del sistema renina-angiotensina en ratas con síndrome nefrótico agudo inducido por 

aminonucleósido de la purornicina: renina y angiotensinógeno. Asimismo, corno control se 

incluyó un grupo de ratas alimentadas a la par debido a que los animales con síndrome 

nefrótico disminuyen su ingesta de alimento de manera importante, y la expresión de las 

proteínas del sistema renina•angiotensina se altera por cambios en la alimentación. 

Seis días después de la inyección del aminonucleósido de puromicina el síndrome 

nefrótico estaba claramente establecido como se pudo demostrar por la presencia de 

hipoproteinemia, proteinuria, retención de sodio e hipercolesteralemia. Las ratas alimentadas a 

la par también presentaron una disminución significativa en la excreción urinaria de sodio pero 

no tan marcada corno las ratas nefróticas. 

Las alteraciones encontradas en cada una de las proteínas estudiadas fueron las 

siguientes: 

Angiotensinógeno 

a) La concentración plasmática de angiotensinógeno disminuyó en las ratas nefróticas 

días después de la inyección del aminonucleósido de purornicina a casi la mitad de los valores 

encontrados en las ratas control. En las ratas alimentadas a la par no hubo cambios. 

b) Se perdieron grandes cantidades de esta proteína por orina. 

c) Los niveles hepáticos del ARNm de angiotensinógeno no se modificaron ni en las 

ratas nefróticas ni en las alimentadas a la par. 

d) No se observaron cambios en los niveles del ARNm de angiotensinógeno en los 

tejidos extrahepáticos estudiados: riñón, corazón, cerebro y glándula adrenal en el día 6 

después de la inyección del aminonucleósido de puromicina, 

e) Los niveles hepáticos del ARNm de anglotensinógeno no mostraron cambios en los 

días 1, 3, 5 y 7 después de la inyección del aminonucleósido de puromicina. Las ratas 

alimentadas a la par tampoco mostraron cambios en ninguno de estos días. 

Menina 

a) En plasma, la renina total no cambió y la renina activa aumentó en las ratas 

nefróticas con respecto a las alimentadas a la par y control, así como en el grupo alimentado a 

la par con respecto al control. 
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b) El porcentaje de la renina inactiva disminuyó en el plasma de las ratas nefróticas con 

respecto a las alimentadas a la par y control, así como en el grupo alimentado a la par con 

respecto al control. 

c) El contenido renal de renina total, activa e inactiva no presentó cambios en ninguno 

de los grupos experimentales. 

d) Tanto la renina activa corno la inactiva se excretaron en grandes cantidades por orina 

en ratas nefróticas sin presentar cambios en el porcentaje de prorrenina con respecto a los 

grupos control y alimentado a la par. 

e) Los niveles renales del ARNm de renina no se alteraron en ninguno de los grupos 

experimentales en el día 6 después de la inyección del aminonucleósido de puromicina. 

f) No se encotraron cambios en los nivels del ARNm de renina ni en cerebro ni en 

hígado en el día 6. 

g) Los niveles renales del ARNm de renina no presentaron cambios en los días 1, 3, 5 y 

7 después de la inyección del aminonucleósido de puromicina. 

En resumen, la disminución en la ingesta de alimento indujo cambios en la renina 

circulante, pero no afectó el angiotensinógeno. Tanto la renina corno el angiotensinógeno 

circulantes y su excreción urinaria se encontraron profundamente alterados en el sindorme 

nefrótico agudo, sin embargo los niveles de sus ARNm no cambiaron. 

visIS 119 VIII 
wt, 	SII31,11:1i1,1,11 
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V. DISCUSIÓN GENERAL 

El síndrome nefrótico se caracteriza fundamentalmente por la pérdida urinaria y 

alteraciones en el metabolismo de muchas proteínas plasmáticas (1,2), entre las cuales se 

encuentran las proteínas del sistema renina-angiotensina (9). La renina, el angiotensinógeno y 

la enzima convertidora de angiotensina I se pierden por orina, mientras que en plasma las 

actividades de renina y enzima convertidora de angiotensina I aumentan y la concentración de 

angiotensinógeno disminuye (9,60-62). Estas observaciones conducen a investigar los 

mecanismos que se desencadenan para poder "compensar" las pérdidas por orina de estas 

proteínas. En este trabajo se exploró la posible participación de cambios en la expresión de los 

genes de renina y angiotensinógeno para tratar de mantener la homeostasis de estas proteínas 

circulantes. Es importante señalar que la concentración de una proteína en circulación depende 

de, al menos, cuatro factores: a) síntesis y secreción, b) degradación o catabolismo, c) 

pérdidas corporales, y d) distribución corporal. La síntesis puede regularse a varios niveles: a). 

transcripcional (síntesis del ARNm), b) postranscripcional (procesamiento y estabilidad del 

ARNm), o) traduccional y d) postraduccional (modificaciones intracelulares que suceden hasta 

que la proteína es secretada). Por lo tanto, en este trabajo se exploró solo una parte de los 

factores involucrados en la síntesis de una proteína. Debido a que los niveles del ARNm de 

renina y angiotensinógeno no cambiaron en las ratas nefrótícas a pesar de que estas proteínas 

se pierden de manera abundante en orina y que hay cambios importates en circulación, se 

propone que el nivel de regulación de ambas proteínas es a nivel traduccional o 

postraduccional. El nivel de regulación traduccional se ha encontrado para la glicoproteína 

ácida alfa-1 en ratas con síndrome nefrótico: la síntesis de esta proteína aumenta a pesar de 

que los niveles de su ARNm no cambian (63). Asimismo, se ha encontrado que efectivamente 

otras proteínas plasmáticas en el sldrome nefrótico se regulan a nivel transcripcional como la 

albúmina (41,42). En el presente trabajo se esperaba que el ARNien de ambas proteínas 

aumentara claramente para favorecer su síntesis y así compensar las pérdidas urinarias. Sobre 

todo el ARNm de renina, ya que, a pesar de su pérdida por orina, sus niveles circulantes 

aumentan, sin embargo, también se esperaba un aumento en el ARNm de angiotensinógeno a 

pesar de que su concentración en circulación disminuye, ya que, además de su gran pérdida 

por orina, su degradación también aumenta por el importante incremento que se observa en 

renina. De hecho, otras proteínas que se pierden por orina en el síndrome nefrótico se 
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acompañan por un aumento en los niveles de su ARNm; por ejemplo' albúmina, transferrina y 

apolipoproteina Al (42,64). 

En el presente trabajo no se exploraron los posibles cambios en el catabolismo (vida 

media), la velocidad de secreción y/o la distribución corporal, por lo que no se puede descartar 

la participación de alteraciones en estos niveles de regulación en las alteraciones de estas 

proteínas circulantes. Las posibilidades que se desprenden en el caso de la renina son las 

siguientes: (1) que la prorenina circulante se esté convirtiendo en renina activa, (2) que mayor 

proporción de la prorenina recién sintetizada se esté canalizando a la vía regulada en la cual se 

secreta en forma activa, (3) que la degradación de la renina activa esté disminuida y/o (4) que 

aumente la síntesis y la liberación de la proteína. En el caso del angiotensinógeno se propone 

que su degradación por los altos niveles de renina circulante y su pérdida por orina se tratan de 

compensar por un aumento en la velocidad de traducción del ARNm en hígado, aunque no se 

puede descartar una disminución en la degradación de esta proteína circulante o una mayor 

secreción de otros tejidos que la sintetizan como es el caso del tejido adiposo café (65,66). En 

la diabetes espontánea en ratas se encontró un aumento en los niveles circulantes de 

angiotensinógeno sin cambios en los niveles hepáticos de su ARNin; esto condujo a los 

autores a proponer cambios a nivel traduccional para explicar lo anterior (67), aunque en 

general se ha aceptado que el nivel de regulación de esta proteína es transcripcional (68). 

Los mecanismos de regulación de las dos proteínas estudiadas en el presente trabajo 

en el síndrome nefrótico aún no se conocen completamente. Solo se ha podido descartar el 

que estén involucrados cambias en los niveles de sus ARNm. Se tienen que realizar 

experimentos dirigidos para poder contestar las interrogantes planteadas a lo largo del 

presente trabajo. Por ejemplo, la determinación de la vida media de la renina y del 

angiotensinógeno radiactivos inyectados parenteralmente, nos podría decir si hay cambios en 

el catabolismo de estas proteínas; o bien, medir la síntesis de las proteínas en sistemas in vitro 

para lo cual se requiere un anticuerpo especifico para inmunoprecipitar la proteína recién 

sintetizada. 
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VI. CONCLUSIONES 

1. Los resultados obtenidos sugieren que la expresión renal del gen de renina y la expresión 

hepática del gen de angiotensinógeno no se altera durante el desarrollo del síndrome 

nefrótico agudo inducido con aminonucleósido de puromicina. 

2. No se encontró relación entre los niveles del ARNm de renina y el contenido renal, 

concentración plasmática y excreción urinaria de esta proteína tanto en su forma activa 

como en su forma inactiva. Asimismo, tampoco se encontró relación entre los niveles 

hepáticos del ARNm de angiotensinógeno y la concentración plasmática y excreción 

urinaria de su proteína. Esto sugiere que la regulación cíe los niveles plasmáticos de ambas 

proteínas se da a nivel traduccional o postraduccional en este modelo experimental. 

3. La expresión de los genes de renina y angiotensinógeno parece no presentar alteraciones 

,en los tejidos extrarrenales y extrahepáticos, respectivamente, estudiados en el presente 

trabajo. 
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