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RESUM~ 

En este trabajo se estudia la influencia de la toxina. pertussis sobre 
la regulaciiin adrenérgica de la secreciiin de renina tanto en el anima.l comple-
to (ratas despiertas y ratas anestesiadas.) como en un sistema .!!!. vitro de 
rebanadas de corteza renal. En las ratas despiertas control la adninistración 
subcutinea de epfnefrina no modifica la secrecf6n de renina, pero en las ratas 
tratadas con toxina pertussis la aumenta de manera importante. El efecto de la 
epinefrfna es bloqueado por propranolol, y es reproducido en las ratas control 
cuando la yohimbina es administrada antes que la epinefrina. La clonidina dfs
-minuye mucho mls la secreciiin de renina en las ratas control que en las ratas 
tratadas con toxina pertussfs. El isoproterenol estimula mucho más la secreción 
de renina en las ratas tratadas con toxina pertussis que en las ratas control. 
Lo~ anestésicos aumentan de manera importante la secreci6n de renina. en las 
ratas control-. Este efecto estfmulatorfo de los anestésf cos es aumentado de 

manera notoria en las ratas tratadas con toxina pertussis. El propranolol 
bloquea el efecto de los anestésicos en ambos grupos de ratas, ·10· cual sugiere 
la participacfiin del sistema adrenérgico en este efecto. El aumento de la 
secreciiin de renina en ratas tratadas con toxina pertussfs es debido princi
palmente al aumento.de las acciones beta adrenérgicas. En las rebanadas de 
corteza renal se observa que la epfnefrina y el isoproterenol estimulan, mien-
tras que la clonidina disminuye la secreci6n-de renina en ~l grupo de ratas 
control. La toxina pertussis: a) aumenta significativamente la secreción basal 
de renina, b).desplaza a la izquierda la curva concentraci6n-respuesta para 
isoproterenol y epinefrina y aumenta la resp~esta a epinefrina· y c) bloquea el 
efecto inhibitorio de la clonidfna sobre la secreción de renfna. En conclusfiin: 
la toxina pertussis modifica la regulacfó.n adrenérgica de la secrecfiin de renina, 
bloquea la modulaciiin alfa2 adrenérgica de·.1a liberaci6n de ~nina y aumenta la 
secreción de renina debida a estfmulación beta adrenérgica tanto in vivo como 
.!!!. vitro. 



SUMMARY 

The influence of pertussis toxin on the adrenergic regulation of renin se
cretion it was studied in this work. The study was made in conscious and anesthe
tized rats andina system of renal cortical slices. In consciuos rats the subcu
taneous administration of epinephrine did not modified the renin secretion. but 
in.pertussis toxin-treated rats it was increased significantly. The effect of e
pinephrine was blocked by propranolol and it was reproduced in control rats when 
yohimbine was given befare epinephrine. Clonidine decreased at rnuch more signifi
cant extent renin secretion in control rats than in animals ·tretatedwith the 
toxin. Iso~roterenol stimulated renin secretion to agreater level in toxin-treted 
rats. The anesthetics increased renin secretion and this effect was markedly 
magnified in rats treated with pertussis toxin. Propranolol partially blocked the 
increase of renin secretion produced by anesthetics. This result indicate that the 
adrenergic __ ~ystem is involved in this effect and that pertussis toxin rnagnifies it 
by potentiating beta-adrenergic action. In renal cortical slices frorn control 
group ·it was o~served that isoproterenol and epinephrine stirnulated renin secretion 
and that clonidine decreased both basal and isoproterenol s_tirnulated renin secre
tion. Pertussis toxin: a) increased significantly basal renin secretion. -b) displa
ced to the left the concentration~response curve for isoproterenol and epinephrine 
and magnified th~ .. response to epinephrine and ·c) abolished the inhibitory effect 
of clonidine on renin secretion. In conclusion. pertussis toxin modifies the adre
nergic regulation.of renin secretion~ block;lthe alpha2-adrenergic modulation of 
renin rel~ase and magnifies the ability of beta-adrenergic activation to stirnulate 
renin secretion. 
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l. EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA. 

La investigación continua en las dos últimas décadas ha establecido que· el 
sistema renina-angiotensina-aldosterona, es un sistema honlional importante que 
juega un papel central en el balance de líquidos y electrolitos y de la presion 
arterial (Figura 1)~ Participa de manera importante en algunos tipos de hiperten
si6n. lo cual. desde el punto de vista clínico. ha estimulado el interés por co
nocer la estructura. localJzación, regulación de s'intesis y secreci6n y mecanismo 
de acción de cada uno de los componentes. Las moléculas que componen este sistema 
son: las enzimas: a) renina (EC 3.4.99.19), b) converti~ora de angiotensina I 
(EC 3.4.15.1) y c) angiotensina1as; los péptidos: a) angiotensina I, b) angioten
sina 11 y c) angiotensina 111; la globulina alfa2 (angiotensinógeno) y la honnona 
esteroide aldosterona. 

En forma resumida, el sistema funciona de la siguiente manera (F.igura 2 y re
ferencia 1): ,la reni.na que se sintetiza principalmente a nivel renal, actúa en 
plasma sobre el sustrato angiotensinógeno, que es sintetizado principalmente en 
el htgado. Producto de esta reacción. hidrolítica es la liberación del decapéptido 
angiotensfna I (extremo amino del angiot~nsinógeno). Este péptido tiene poca o 
nula actividad biol~gica, y fisiológicamente es trans~onnado al octap~etfdo angio
t~nsina 11 por la acción de la enzima convertidora. Esta enzima es una dfpeptidil 
dipiptfdo hidrolasa que remueve en un paso los dos aminoácidos (His-Leu) del ex~ 

·. tremo carboxilo de la angfotensina l. 

Algunas de las acciones fisiológicas de la angiotensina n·son: a) su poten
te efecto vasoconstrictor (50 veces mayor,al de la norepinefrina),_ b) estimulación 
de la liberación de aldosterona que a su vez promueve ·1a reabsorción de·sodio y 

agua. c) estimulación de la sed, d) inhibición de.la secreción de renina y e) es
timulación de la secreción de angiotensinógeno. La angiotensina II tiene una vida 

·media mu.v corta (aproximadamente 30 segundos) y su·producciiin continua depende de 
.la presencia de sustrato de renina. Sin embargo, la. concentración de angiotensinó
geno en sangre es generalmente constante. y de hecho es la cantidad de renina cir
culante, la limitante principal en la producción de angiotensina II .úl vivo. A pe
sar de que la renina tiene una vida media mucho mas larga (dé 4 a 15 minutos) en 
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circulac~ón. ·se requiere de un estínulo constante para la secre.éfón de esta enzi
ma. ia angiotensina III es producida por la acción de la angiotensinasa A sobre 
la angiotensina II, removfen_do el _ámfnoicido del e¡ctremo aminó tenninal (ácido 
.aspir_tfco) de la angiotensina II pa·ra fonnar el hei>tapéptido ·correspondiente, 
que también estimula la secreción de aldosterona. Como angioténsfoasas se cono-. 
cen colectivamente a un grupo de enzimas hidrolíticas (aminoP.~ptidásas, endopep~ 
tidasas· y carboxipeptfdasas) que degradan a las angiotens:inas a los ,correspondien
tes aminoicfdos (Figura 2). 

La renina es la·enzima principal y limitante de la velocidad del sistema, 
fue·descubierta por Tfgerstedt y Ber-gman·~n 1898 (2}. Estos investigadores.habían 
mostrado que cuando se·administraban ·intravenosamente extractos salinos de riñón 
de conejo a conejos. produc;íail una sorprendente elevación de la presión sanguínea •. 
A pesar de su descubrimiento temprano, la importancia real de la _renfna, no fue 
aprecia~a sino has.ta después del trabajo dé Har11 Goldblatt en 1934. ·En una serie 
de experimentos clásicos. ~3-5}, GoJdblatt produjo hipertensión, en animales _de 
laboratorf~. demostró-9ue la hipertensión tenía bases humorales y ·pr:obó que era 
de origen renal. El descubrió que una reducción moderada del ·flujo sangtiín~o. 
producida al colocar una pinza de plata en ambas arterias renales (2 pinzas, 2 
riñones) o b·ien solo en una añ;eria (1 pinza •. 2 riñones) producía una f:onna de 
hipertensión arterial persistente que se parecía mucho a la forma humana de la 
enfennedad. Mis·tarde Goldblatt deniostró que: 

. a) La e.levacfón de la' presión.sanguínea que sigue a la constricción de l!l 
arteria ·no Pl!dO ser impedida por la simpatectomía completa·, ni por la destruc
ción de. la médula espinal, ni por transplante del riñón isqumico denervado. 

b} Si. las·venas renales eran ligadas al animal, este se hac'ia nonnotenso y 

¡;osterfonnente _moría por uremia. 

Esto sugería que esta forma de hipertensión era causada directa o. indirecta
mente por una sustancia hlllllor~l o susti!~cias liberaclas por·e1 riñón-~squémico. 
Estos trabajos clásicos de Goldblatt condujeron inmediatamente a la búsqueda del 
agente humoral ·responsable de la elevación de la presión en la hipertensión. e 
hizo que se redescubriera la renina descrita mucho tiempo antes por. Tigerstedt 
y Bergman (2). 

Dos grupos de investigadores encontraron que la renina no era pe,,.~~ una sus
tancia vasoconstrfctora. Page y Helmer en los Estados Unidos en 1940 (6) y 

3 
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Braun-Menéndez y sú grupo también en 1940 en Argentina (7) enc!)rltraron que _la ra
nina actuaba sobre una sustancia_ presente en plasma para producir-otra sustancia 
estable al calor y vasoconstrictora de corta duraci6n. Page y Helmer nombraron 
a esta nueva sustancia "angiotonina", mientras Braun-Menéndez y su grupo usaron 

·e1 ténnino ,ihipertensina". Final~e~te·, después de un perfodo de muchos ,ffos, en 
~ue se conoció que eran exactamente la misma sustancia. acordaron estos dos gru
pos en una reunión en 1961 en el Universidad de Mfchigan llamarla "angiotensina". 

Dos experimentos probaron que la renina y la angiotensina eran verdaderos 
mediadores en la hipertensión en humanos y en la hipertensión experimental en ·a
nimales •. 

a) Se encontró que los niveles de angiotensina en .sangre de pacientes con 
hipertensión maligna estaban elevados 20 veces sobre el nonnal. Los niveles de 
angiotensina eran medidos en un !xtracto purificado a partir de la sangre de 
pacientes por su capacidad vasopresora en ratas (8). 

5 

b) La presión sangutnea en. perros con hipertensión· experimental pudo disminu~ 
'irse a los niveles -nonnales por inmunizaci6n con extractos de riñón de cerdo que 
contienen renina (9:..u). 

La primera preparación pura de angiot~nsina se obtiene por incubación .in '1.i;Clw 

lle renina cruda preparada a partir de riñón de cerdo con sustarto de renina prepa
rado de plasma de caballo (12). Pronto se conoció s~ composici6n y secuencia de 
aminoicidos (13). La secuencia de aminoicidos de angiotensina de varias especies 
se muestra en la Figura 3. es de notarse que los·aminoácidos que cambian en las 
diferentes especies son et 11 el 5 y el 9, ~l procedimiento para la preparación 
de angiotensinógeno para la fncu_bación con renina cruda en la preparación .úl v.ltlw 
de angiotensina, involucraba el fraccionamiento con sulfato de amonio seguido por 
diilisis contra agua destilad.a. Por- razones desconocidas por los autores (14), 
decidieron en una ocasión dializar contra solución salina en vez de hacerlo contra· 
~gua destilada; con este procedimiento el producto tenfa:la misma actividad vaso
.presora en ratas. pero ten1a propied~des qutmicas totalmente diferentes. As'i se 
descubrió por casualidad que la angiotensina está presente en dos formas (14). Una 
de ellas.se obtenía al dializar contra agua destilada y la otra al dializar contra 
solución salina. As1 se descubrió la existencia de una enzima activad por cloruros 
la cual fue llamada enzima convertidora de angiotensina que estaba Presente en 
plasma (y en la preparación del sustarto crudo de renina), y que convierte al sus
trato ·inicial de la reacción. angiotensina I al octapéptido ang.iotensina II. 
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ESTRUCTURA DE ANGIOTENSINA I EN ESPECIES' DE VERTEBRADOS REPRESENTATIVAS 

PEZ TELEOSTEO ·A GLOMERULAR ASN~ARG-VAL-TIR-Y8.!::-HIS-PRO-PHE-HlS-LEU 
(PEZ GANSO) 

PEZ TELEOSTEO GLOMERULAR ASN-ARG-VAL-TIR-Y8.!::-HIS-PRO-PHE-8§N-LEU 
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ANFIBIOS ~-ARG-VAL-TIR-Y8.!::-HIS-PRO-PHE-8fili-LEU 
(RANA TORO) 

REPTIL ~-AR~~VAL-TIR-Y8.!::~HIS-PRO-PHE-!!.R•LEU 
(SERPIENTE) 

PAJAR O '--· ~-ARG-VAL-TI R-,Y&-H 1 S-PRO-PHE-.§.E.B,-LEU 
(POLLO) 

MAMI FERO ASP-ARG-VAL-TI R-VAL-HI S-PRO-PHE.:..H I S-LEU - . -- . --
(BOVINO) 

MAMI FERO &E-ARG-VAL.:.. TI R-.!!..5.-HI. S-PRO-PHE-.!:ill,-LEU 
(CABALLO, CERDO, RATA, 
PERRO, HUMANO, CONEJO, 
CABALLO) FIGURA 3 
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RENINA 

La renina es sintetizada, a_lmacenada y secretada por las cAlulas granulares 
del aparato yuxtaglomerular. Cada nefrona tiene una región conocida como.el apa-. 
rato yuxtaglomerular el cual esta compuesto de: a) células granulares, b) cAlulas 
agranulares, c)mácula d·ensa,y d) células mesangiales (Figura 4). Las céJulas gra_
nulares son células de músculo liso di"ferenciadas, que se encuentran nonnalmente-
en la media de la arteriola aferente adyacente ál glomérulo. Estas células c:9ntie
nen un rettculo endoplásmico bien desarrollado. y membranas de Golgi, caracterís
ticas citológicas que son consistentes con una función endócrina. Los nervios simpá
ticos renales inervan las células granulares del apar~to yuxtaglomerular. ·La re
nina también se ha localizado.en varios· tejidos tales como Otero, placenta, cere
bro, hipot&lamo, glándula pineal, pared de arterias y venas y en la glándula sub
maxilar. 

En ·1a actualidad se han. descrito al menos cinco mecanismos fisiológicos que 
regulan la. secreción de ren·ina en riñón, éstos son: a) un barorreceP.tor intrarre
nal que responde a cambios en la presión sanguínea, b) la cantidad del ión sodio 
(o posiblemente cloruro)° que pasa por el segmento de mácula densa del ·tiibulo dis
tal, c) e_l sistema nervio~o si~pático y las catecolaminas circulantes, d) otros 
factores honnonales (e.g. angiotensina II, prostaglandinas, esteroides) y f) o
tros electrolitos plasmáticos (calcio, potasio, etc.) (15). 

La renina es sintetizada como una preproenzima, cuya secuencia de aminoáci
dos ha sido obtenida tanto de -glándula submaxilar de ratíin (16,17) cano de riftón 
humano-(referencia 18 y figura 5). En 1982, la secuencia de aminoácidos de la\::; 
renina se obtuvo por la técnica convencional de secuenciación de aminoácidos 
(16) y a partir de la -secuenc_ia de nucleótidos del ·ADN canplementario del pre
cur.sor de renina (17). La secuencia de la prepro-r.enina humana fue deducida del 
análisis de la secuencia de su ADNc (18). ~a renina hu~ana tiene 406 aminoácidos 
con un pre y un p~segmento de 20 y 46 aminoácidos respectivamente. El peso mole
cular de la preprorrenina humana es de 45,067 y de 1a· renina humana de 37,235 
da_ltones. La renina de la glándula submaxilar de rat;ón tiene un pre y prosegmento 
de 18 y 45 aminoácidos respectivamente. La renina en·ratón es- de 338 (16) o 333 (17) 

aminoácidos,· y_ consiste de una cadena pesada (64-353) y una ligera (354-401). La 
canparación de la·secuencia de aminoácidos de la renina de riftón humano con la re
nina de glándula submaxilar de ratón indica un alto grado de hanolog~a entre las dos 
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moHiculas, la cual es de 68. 7% incluyendo la presecuencia (Figura 5). La diferen
.ci,a estructural mas sobresaliente entre ambas enzimas es la presencia de dos si
tios de glucosilaci6n (Asn-X-Thr) en la renina de· rifión humano constituidos por los 
residuos 71-73 y 141-143, los cuales no son observados en la renina de ratón (18). 
Por analog1a también a la renina de ratón 1!! renina de rifi6n humano teridria dos 
cadenas, la pesada (67-360) y la ligera (361-406) (Figura 6). Se ha estudiado la 
maduración. o procesamiento de la prepro-renina de la glándula submaxilar y se ha 
encontrado.que el proceso involucra la ruptura proteolitica secuencial de la pre
.profroma a la fonna madura activa. La prepro-renina es rápi~amente intemalizada 
cotraduccionalmente en el reticulo endoplásmico rugoso e hidrolizada por una pep~ 
tidasa (la cual hidroliza al péptido sel'ial) para producir prorenina .(Figura 7). 
En el aparato de Golgi la prorenina_ es convertida en 15 minutos a la renina que 
es enzináticamente activa. En las siguientes 12· horas, un lento proceso intrace
lular remueve un dipéptido cerca del extremo carboxilo, y así convierte la renina 
de una· cadena en renina d~ dos cadenas unidas por un puente disulfuro. Esta con
versión ocurre durante la fomación, condensación y empaquetamiento de los grá
rulos de renina. La molécula de renina intacta es obligatoria para que ocurra 
la actividad enzimática debido a que la cadena pesada solo tiene poca o nula ac-

• tividad. Tanto la renina de ~na o dos cadenas son secretadas, pero no la prepro
renina (Figura 7). Esto sugiere que la síntesis y secreción de renina es compleja 
y puede ser sujeta a regulación en múltiples pasos. 

ANGIOTENSINOGENO 

El angiotensinógeno (sustrato de renina) es una alfa2-globulina, que es sin
·tetiz~do·en la rata cano ~n .precursor de 477 aminoácidos (referencia 19 y figura 
8). n· fragmento pre es dé 24 aminoácidos. El peso molecular de la molecula com
pleta libre de carbohidratos es de 49,548 daltones. Posee tres sitios potencia~es 

·de glucosilación, Asn-X-Ser (Thr)" en las posiciones 47-49, 295-297.Y ·319-321. Es 
un!! proteina muy relacionada estructuralmente con la alfa¡-antitripsina, la anti
trombina i11 y la ovoalbúmina (20). Su concentración en- plasma es de 4-7 mg/ml (21). 
Su principal sitio de síntesis es el higado (21) a~nque también hay eviden~ias 
que sugieren que P'1ede ser sinteti.zado · en riñón (21) y en cerebro (22). Se han 
usado. varios modelos .in v.U:,,.O para el estudio de los factores que regulan. la se~ 
creción de angiotensinóg eno. Estos son: higado perfúndido (23,24), hepatocftos 
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aislados (25,26), rebanadas de hfgado (27,28). Estos estudios han demostrado que 
los estr6genos, los glucocorticoides, la insulina, las prostaglandinas, la angio
tensina II y la binefrectomJa estimulan la secreción ~e angiotensinógeno. Por el 
contrario se ha demostrado que la t'iroidectom1a y la adrenalectomia disminuyen el 
nivel plasmitico de angiotensinógeno. 

·ENZIMA CONVERTIDORA OE ANGIOTENSINA 

La·enzima convertidora de angiotensina I (peptidil dipéptido hidrolasa, 
EC 3.4.15.1) .es una exopeptidasa que cataliza la ruptura de unidades peptidil del 
extremo carboxilo de varios oligopéptidos sintéticos y naturales. Los sustratos 
fisio16gicos son angiotensina I y bradicinina (referencia 29 y figura 9). La enzima, 
es una metaloproteina (es inhibida por EDTA) y es dependientl! .d§ .. clor-11ros. La en
zima en mamiferos es una glucoproteina de un peso_moelcualr de 130,000-140,000 
daltones, que está compuesta de una sóla cadena polipéptidica y que tiene asociado 
un equivalente molar de Zinc. La enzima existe en una amplia variedad de organis-

·-. mos desde bacterias hasta mamiferos (29). Esta presente virtualmente en todos los 
órganos y liquidos corporales de los mamiferos~ Se han desarrollado inhibidores 
especificos y potentes de e~ta enzima en b~se ~ sus propiedades y mecanismos de 
acción. Estos agentes suprimen la respuesta vasopresora de angiotensina II, po
tencian los efectos vasodepresores de bradicinina y revierten la hipertensión 
experimental dependiente de renina. Uno de los inhibidores más usados en humanos 
es el captopril (SQ 14,225). A pesar de la gran cantidad.de informaci6n de la ac
tividad de 1l enzima convertidera en tejidos y suero sanguineo en un gran riúmeno 
de estados fisiológicos y patológicos • se conoce muy poco acerca del mecanismo 

de biosintesis y secreción de esta enzima. 

2. LOS RECEPTORES ADRENERGICOS 

Las honnonas adrenérgicas (epinefrina y norepinefrina) ejercen su acci6n a 
través de receptores ~spectficos que están localizados en la membrana plasm5tica 
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celular. Estos receptores se han clasificado en cuatro subtipos. a saber: beta1• 
beta2• alfa1 y alfa2 (Figura 10}. Los dos primeros son isorreceptores. ya que est4n 
acoplados estimulatoriamente a la adenilato ciclasa. Ésto es. cuando estos recepto
res interactúan con 1 as homonas adrenérgi:cas naturales o agonistas sintéticos, 
activan a la adenilato ciclasa; como consecuencia producen un aumento en las con
centraciones intracelulares de AMPc el cual va a producir una serie de eventos in
tracelul~res tales como la activación de cinasas de proteínas. La subclasificación 
en beta1 y.beta2 est4 dado por el orden de potencia de los agonistas naturales y 

sintéticos. Los receptores·beta2 est4n involucrados en la broncodilatación y son 
activados preferentemente por epinefrina, mientras que la norepeinefrina tien~ poca 
actividad. Por el contrario,·1a epinefrina y la norepinefrina son activadores equi
potentes de los receptores beta1 en corazón y en tejido adiposo en donde son res
ponsables del inotropismo positivo y la activación de la lip61isis respectivamen
te (31). Otros efectos mediados por el AMPc intracelular son: en mfsculo liso. la 
relajación¡ en plaquetas. la inhibición de su agregación; en páncreas, el aumento 
en la liberación de insulina; en h1gado, activación de la fosforilasa de glucógeno 
e inactivación de la sintetasa de glucógeno: Se ha sugerido que los fectos beta1 
son debidos a la norepinefrina liberada por los nervios simpáticos. mientras que 

.• los efectos beta2 son debidos a los efectos hormonales de la epinefrina liberada 
por la médula adrenat (32). Los agonistas.naturales y sintéticos para los recep
tores beta1 son la norepinefrina y el prenalteitol y para los receptores beta2 son 
la epinefrina y la terbutalina. El metoprolol y la butoxamina son inhibidores es
pecíficos para los receptores beta1 y beta2 respectivamente. ~1 isoproterenol es 
un agonista sintético no específico y mas potente que la-epinefrina y la norepi
nefrina, mientras qúe el propranolol es un antagonista no espec1fico para los 
subtipos beta. 

Los receptores alfa1 Y. alfa2 no son isoreceptores, ya que el mecanismo por 
medio del cual transducen su _seilal al interior de las células es diferente (33,34). 
La estimulación de los receptores alfa2 inhibe a la adenilato ciclasa con lo cual 
disminuyen las concentraciones intracelulares de AMPc. Este efecto es opuesto al 
observado por la estimulación de los receptores beta adrenérgicos. Por otra parte. 
la estimulación de los receptores alfa1 produce un aumento en el recambio de un 
fosfolípido de membrana~ el fosfatidilinositol y un aumento en la concentración 

intracelular de calcio. En el caso de los receptores beta y alfa2 adrenérgicos, 
el segundo mensajero es el AMPc; por lo que respecta al segundo mensajero en el 
caso de los· receptores aifa1 adrenérgicos no parece·estar muy claro. Actualmente 
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se sugiere la existencia de dos tipos de receptores alfa1 cada uno diferenciado por 
su efecto intracelular último (35). McGrath ha sugerido (36) que la respuesta alfa1 
es debida a la liberación simpática de norepinefrina en las tenninales nerviosas. 
Por el contrario la epinefrina liberada cerno honnona por la médula adrenal trabaja 
más lentaÉnte y media las respuestas alfa2• Los agonistas naturales y sint~ticos 
para alfa1 son:- la norepinefrina y la fenilefrina. y para alfa2 son la epinefrina y 
la clonidioa. La prazosina y la yohimbina son los antagonistas de los receptores 
alfa1 y al!a2 respectivamente. La estimulación de la respuesta alfa2 adrenérgica 
produce los siguientes efectos: en músculo liso. contracción; en plaquetas. agrega
ción; en páncreas. disminución de la secreción de insulina; en adipocitos inhibi
ción de la lipólisis y activación de la sintetasa de glucógeno. La estimulación de 

·la respuesta alfa1 adrenérgica produce los siguientes efectos: en músculo liso 
contracción; en htgado aumenta la actividad de la fosforilasa de glucógeno; en a
dipocitos inactfvación de la sintetasa de glucógeno. Los receptores beta y alfa2 
adrenérgicos está acoplados esti_mulatoria e inhibitoriamente a la adenflato. cicla
sa a través de las protetnas Ns {n estimulatoria) y Ni {N inhibitoria) respec
tivamente. ·Estas protetnas unen nucleótidos de guanina los cuales regulan el esta
do de afinidad de los receptores por las honnonas. La proteina Ns es el blanco de 

• la toxina colérica •. La modificación de Ns _por la toxina colérica {ADP ·ribosilación) 
produce una estim~lación consatnte de la aden1lato ciclasa aún en ausencia de ago
nis;as beta adrenérgicos. Por otra parte Ni es el sustrato de la toxina pertussis. 
La consecuencia de esta modificación {ADP ribosilación) es una inactivación de la 
actividad de Ns. ~or ·10 tanto una incapacidad de esta proteina para tranducir se
ñales inhibitorias de receptores acoplados inhfbitoriamente a la adenjlato ciclasa 
a esta enzima. 

Actualmente se cuenta con técnicas que perm'ften cuantificar el número de re
ceptores adrenérgicos en _la membrana {Bmax)- y conocer su afinidad {Kd). Esto se 
ha logrado con la técnica de uni6n de ligandos radiactivos a preparaciones de 
membranas con el receptor a estudiar {37). A continuación se anotan algunos ra
dioligandos usados en estos estudios: dihidroalprénolol-3H. hidroxibenzilpindolol 
-12511 carazolol-¾ para receptores beta adrenérgicos; dihidroergocrfptfna-3H 

· 3 3: para receptores alfa1 y alfa2; prazosina- H y WB4101- H para alfa1• mientras que 
yohimbina-3H es selectivo para receptores alfa2• Con el 1 igando s_e construye una 
curva de saturación. cuya transfonnación de acuerdo a Scatchar.d produce una nnea 
recta, cuya pendiente es la Kd, la cual es una medida de la afinidad del receptor 
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por el ligando, y el intercepto con el eje de las abscisas es el número de sitios 
(B max). Usando esta-metodolog~a se puede estudiar el estado de afinidad de los re 
ceptores adrenérgicos. La afinidad de los receptores beta por la honnona esta·re-. . . 
gulado por los nucle6tidos de guanina. Estos nucleotidos reducen la afinidad de los 
agonistas, ·pero no de los antagonistas beta adrenérgicos (37). Esto se puede es
tudiar con curvas de desplazamiento del radioligando unido por un antagonista o 
agonista no radiactivo •• Cuando el desplazamiento se hace con un .antagonista, de 
observa una afinidad homogénea del receptor. Por el contrario cuando se usa un a
gonista total para realizar el desplazamiento, se observa una afinidad hetérogé
nea del receptor •. Este es el caso del desplazamiento del dihidroalprenolol-3H 
cuando es desplazado con isoproterenol, en este caso se obteiene un 771 de los re
-ceptores en alta afinidad y un 231 en ,baja afinidad.Cuando este mismo desplaza
miento se realiza en presencia de altas concentraciones de GTP (1 X 10·4 M) la 
curva se desplaza a la derecha y llega a tener mas pendiente. Sin embargo, ahora 
todos l~s re_ceptores muestran una afinidad baja y homogina para el agonista. Esta 
metodología ha sido empleada para investigar las posibles .alteraciones de los re
ceptores·"á<fren&l"gioos.en distintas células • sobre todo de sangre periférica, 
en el humano. Recientemente se ha publicado un revisión, en la cual se mencionan 
las alteraciones de los receptores adrenérgicos en diferentes situaciones fisioló
gicas y patológicas, y bajo la influencia de diferentes agentes fannacológicos (38). 

3. LA TOXINA PERTUSSIS. 

La Boll.deteUa p~4.u, el microorganismo que causa la tosferina, se.creta una 
toxina proteínica que produce una. variedad de respuesta fisiológicas que inclll.Yen: 
inducción de ·1infocitosis, sensibilización de los animales a los efectos letales ~e 
la histamina, estimulaci6n de 1a secrecián .de:.iilsulina y estimulacfón de la lip6-

. -
lisis en los adipocitos (30,39). Está toxina ha sido llamada factor promotor de 
linfocitosis (40), proteína activado~a.de los islotes (41), factor sensibilizador 
de histamina, pertusígeno y toxina pertussis (42); Adem(s de sus acciones celulares, 
la toxina pertussis. actúa como hemaglutinina y sirve cano un importante inmunóge
no para la protección de ratones contra ~1 reto con Boll.de.tell.4 peJr.tu.64.i.6 (43). 

Recientemente se ha encontrado una explicación a nivel molecular de algunas 
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de las acciones biológicas de la toxina pertussis. En primer lugar se observó una 
marcada disminución de la sensibili~ad a los agentes alfa2 adrenérgicos y a otras 
honnonas cuyos. receptores .están acoplados inhi.bitoriamente a la· adenilato ciclasa. 
en·adipocitos de hamster previamente tratados con la vacuna pertussis (44). Por 
otra parte se demostró en páncreas perfundido, que la inhibición de ~a .secreción 
de insulina se suprimió y se potenció la estimulación beta adrenérgica por trata-. 
miento previo con la vacun, (45). ~stas observaciones iniciales (44) fueron com
probadás posterionnente usando la toxina pertussis purificada a partir de la va
cuna completa (46). La observación hecha en el sentido de que la toxina pertussis 
modificaba la respuesta de diferentes ·honnonas· acopladas inhibitoriamente a la a
denilato ciclasa, cada una con su propio receptor, sugirió que_el sitio de acción 
no eran los receptores sino una entidad común a todos los receptores, un .mecanismo 
de acoplamiento entre los diferentes receptores y la adenilato ciclasa. Por otra 
parte la enzima adenilato ciclasa tampoco parecfa ser el blanco ·de acción pues 
ésta no solo se mantenía activa sino por el contrario aumentaba su actividad. Esta 
hipótesis fue comprobada por investigadores japoneses que demostraron que la toxina 
pertussis modifica covalentemente a la proteína Ni (47,48). La toxina pertussis 
cataliza la ribosilación de Ni usando como sustrato NAD endógeno (48,49). Este 

.mismo mecanismo ya había sido descrito para la acción de la toxina colérica sobre 
la proteina Ns (50). Estos resultados fuerQn éomprobados por estudios adicion.ales 
del efecto de la toxina pertussis sobre una vartedad de tipos celulares; la dismi
nución en la producción de AMPc o la inhibición de la adenilato ciclasa via recep-.. 
tores alfa2 adrenérgicos (46,51), muscarinicos· colinérgicos (51), opiáceos (51), 
a prostaglandina E1 (44,52) o de adenosina A1 fueron atenuados o abolidos en islo
tes (53), corazón (5_2), htbridos neuroblastoma-glionia (NGº 108-15) (51) o en adipo
citos (46,47,54). En algunos casos, el incremento en AMPc mediado por receptores 
o activación de la adenilato ciclasa, fue incrementado por la toxina pef1:ussis. 

J.L. Boyer y cols. demostraron que el pretratamiento de ratas· con la toxina 
pertussis. aumenta la frecuencia cardiaca de una manera dependiente· de la dosis; 
asimismo bloquea la acción de agonistas alfa2 adrenérgicos, pero ·no de agónistas 
alfa1 adrenérgicos sobre 1 a tensión arterial (55, 56). C. K. Pusphendran Y col s. 
demostraron que ·1os hepatooitos de ratas tratadas con la toxina pertussis ·tenían 
alteraciones en la respuesta hormonal (57). Otros grupos de.investigadores han 
extendido y confinnado los estudios. previos de la toxina pertussis trabajando con 
otro grupo de honnonas y otro grupo de células: Por- ejemplo, :se encontró que la 
toxina pertussis bloque la acción inhibitoria de la sanatostatina sobre la pro-
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ducci6n de AMPc;(58).Y sobre la inhibici6n de la liberación·de la honnona del cre
cimiento en .células de la pituitaria anterior. La toxina pertussis blé>quea la inhi-

• 1 

bición de la 11beraci6n de prolactina induc.ida por dopamina (59) ~n dlul"as de la 
pituitaria -anterior. '·· 

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la vacuna pertussis afecta 
marcadamente el metaboli~ de los lipidos (30). Produce un severo higado graso 
y aumenta el nivel ·de acidos grasos libres, triglicéridos y. cuerpos cetónicos. Por 
otra parte los_ resul_tados iniciales encontrados acerca de. la acción de la vacuna 
-(44) y toxina pertussis (46) en los adipocitos de hamster previamente tratados con 

. . 
esta protefna fueron confinnados experimentalmente en un sistema .in v,iJ;JuJ de trozos 
de tejido adiposo (47). La toxina pertussis fue adicionada directamente al medio 
de incubación de los trozos, después de ~n periodo d~ incubaci6n con la toxina, ésta 
produjo una disminución de. la acción de los agentes que inhiben a la adenilato ci
clasa e _incrementó la acción del isoproterenol (47). J·.A. Garcia-Slinz y cols. (60) 
y J.L~ Boyer y cols. (61) demostraron que la toxina peM:ussis induce·un desplaza
miento en.la proporci6n de sitios en estado de alta-y baja afinidad para agonistas 
alfa2 adrenérgicos hacia la conformación de bi!,ia afinidad tanto en tejido adiposo 
(60) ceno en membranas de corteza renal (6~). En estos experimentos la toxina pér
tussis no modificó el número de receptores alfa2 adrenérgicos o su afinidad para 
antagonistas (61) y no indujo un desplazamiento en la afinidad para agonistas alfa1 
adrenérgfcos •. 

ESTRUCTURA DE LA TOXINA PERTUSSIS 

La toxina pertussis es un hex4mero que consiste de 5 subunidades distintas, que 
son llamadas s1,s2,s3,s4 y s5 de acuerdo a'~us pesos moleculares. La toxina pura 
puede ser separada en condiciones controladas en s1, la subunidad m4s graride, y un 
pentámero·residual que tiene dos d~me~ (d1mero 1: s2 + s4, dime!º 2: s3 + s4) que 
están conectados uno con otro por medio de la subunidad s5 ·(62). s1 es el protiimero 
A (Activo) de la toxina que tiene la actividad de glucohidrolasa; hfdroliza al NAD 
en ADP-ribosa y nicotinamida en ausencia de cualquier componente celular (63-64) 
sólo despues de que los puentes disulfuro intrapeptfdicos son reducidos por el di
tiotreitol. La acción de la toxina nativa sobre las células intactas es antagonizada 
~e una manera competitiva por el pentámero aislado. Esto indica que la molécula de 
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toxina se une a sitios particulares sobre la superficie. celular vía el pentámero. 
Así el penUmero es el oligómero B (Binding) de la toxina. Este oligómero es un 
potente mitógeno en linfocitos T, por lo cuaJ se ha sugerido que tiene una unión 
dtvalente, vía dos dímeros, a las glucoprotelnas de membrana (65). Estos resulta

.dos acerca de la estructura A-8 de la toxina·pertussis han sido confinnadas por 
las siguientes observaciones: 

22 

a) un tiempo de retraso que precede invariablemente al principio de la acción 
de la toxina sobre la célula intacta. Es el tiempo que requiere el protómero A para 
atravesar la membrana plasmática, antes de alcanzar su sitio de acción (65). 

b) El protóm.ero A no tiene efecto sobre ningún tipo de células intactas, a 
menos que esté asóciado al oligómero B para formar la· toxina completa (65). 

La unJón del oligómero B a su sitio receptor.ejerce un efecto doble; Por una 
parte transporta al protómero A a su sitio intracelular de acción y por otra es
timula a_ las células a una serie de acciones como por ejemplo la linfocitosis. Ra
rece que este último efecto es el responsable de alg_unas actividades biológicas 
de la toxina pertussis, tales como promotora de linfocitosis, sensibilidad~ la "' 
histamina, _aumento en penneabil idad vascui ar. La arginina ha sido identificada ; 
·como el aminoacido que es ADP-ribosilado por la toxina colérica (50), mientras 

··• que la asparagina lo ha sido en el caso de la toxina pertussis (66). Este dato ha 
sido reportado en la subunidad al fa de la _tránsducina, 1 a cual es una proteína 
regulatoria dependiente de nucleótidos de guanina, que en la retina media la ac
tivación de una fosfodiesterasa por rodopsina fotolizada (66). 
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II OBJETIVOS 

Los objetivos del presente trabajo son la ev,1uaci6n de la participación de 
los receptores adre~érgicos ·renales (beta y a1.f.a2) en la regúlaci6n,·di!. la seére-

. ci6n de reniila,. tanto en el animal conipleto como en un sis~a ,mas simple de reba-. · . . 

_.nadas de corteza renal,,:usando c01110 herramienta a la toxina pertussis. 

24 
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111 EXPERIMENTAL 

Los materiales y métodos, los resultados y una introducción y discusión es'." 
pecifica se encuentran en los siguientes tr"abajos que constituyen la tesis docto
ral. 

TRABAJO NUMERO 1 

Pedraza-Chaverri, J •• Alatorre-Gonznez, M. c •• Ibarra-Rubfo, M.E •• ·Peña, J.c·. · y 
. Garcia-S4inz, J.A. Effect of pertussfs toxin on the adrenergf·c regulation of plasma 
renin activfty. Life Sciences 35: 1683-1689, 1984. 

TRAB~O NUMERO 2 

. Pedraza-Chaverri, J., !barra-Rubio, M.E., Alatorre-Gonzllez, M.C., Peña¡ J.C. y - . . . 
Garcia-Sái-nz, J.A. Pertussis toxfn potetiates anesthesia-inducéd renin secretion. 
Aceptado para su publicación en el Europeán Joqmal of Phannacology, 1985 • ... 

TRABAJO NUMERO 3 

Pedraza-Chaverri, J.,Alatorre-Gonz&lez, M.C., Peña, J.C. y Garc,a-S4inz, J.A •• 
Pertussis ~oxin enhances beta-adrenergfc and blocks, the alpha2-adrenergfc 

·.· regijl_~t:fon of· renin secretfon. in renal cortical sili"ces. Env:iado a publicación a 
.i.if~- ~-iences, 1985. · 
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Summary 

Basal plasm renin activity (PBA) was not 110dified by 
pertuBBis toxin administration. 0n the contrary, the modulation of 
PRA by adrenergic amines was markedly affectecl by the toxin. · 
Administration of epinephr:1,ne did not modified PRA in the controle 
but mrkedly increased it in toxin-treated rata. This effect of 
epinephrine was reproduced in control rats wben yohimbine was, 
given before tbe catecholamJne. Clonidine decreased PRA to a umc:h 
more significant extent in control rats than in an:lmals treated 
ldth tbe toxin. Isoproterenol stimlated PRA to a greater level in 
toxin-treated rata. Our data indicate&that pertussis toxin blocks 
the alpha2,-adrenergic modulation ot; renin: release and magnifies 
the ability of beta adrenergic activation; to sti11R1late PBA. 

Benin, a very specific protease that catalyzes the release of 

".;i-;,. 

·angiotensin I from angiotensinogen, is synthezised, stored and secreted by the 
granular cella of the juxtaglomerular apparatus of the ki4ney (1).'l.'he secretion 
of renin is under the control of a varie~y of factora including: ions (sodium, 
potassium, calciumand possibly chloride), intrarenal baroreceptors and 
hormonal mediatora (angiotensin Il, prostaglandins and cstecholamines) (2.). 
Adrenergic amines regulate renin release through the sympatlietic innervation of 
the kiclnay and circulating catecholamines. 

Two types of adrenoceptors, beta and alpha, seems to be involved in the 
catecholamine-mediated regulation of renin release. Beta-adrenergic activation 
of the kidney sti11Rllates renin release whereas alpba2,-adrenergic activation 
inhibits the ·secretion of this protease (2.-4). It is generally accepted tbat 
beta-adrenoceptors are coupled in an stinulatory fasbion to adenylate cyclaae 
whereas alpba2,-adrenoceptors are coupled to the cyclase inhibitorily (S-8). 
Two different guanine nucleotide binding proteins (N) seem to be involved in 
tbe coupling of these two types of receptora to tbe cyclase termed Ns 
(activation) and Ni (inbibition) (.9). It has been shown tha~ pertussis toxin, 
an exotoxin produced by Bordetella pertussis,blocks tbe transfer of inhibitory 
information from hormona receptors to adenylate cyclase (10-14). The action of 
the toxin aeems to be dueto ADP-ribosylation of a protein of MW 41,000 
probably a subunit of Ni (lS-18). 

002.4-32.05/84 $3.00 + ·ºº 
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. . Based on the above mentioned data the hypothesis was made that 
pertussis tc;,xin lllllY alter the adrenergic regulation of ren:ln release by 

' bloékiÍlg the alpha2-adrenergic action. In the present paper the effect. of 
· pertussis toxin aclministration on the adrenergic regulation of plasma renin . 
~tivity is presented. 

Material and Methods 

IsoprQterenol, yohimb:lne, propranolol and ep:lnephr:lne were obtained 
. from Sigm Chemical Co. (St. Louis, MO.), Clonidine was a generous gift from 
Boehringer .Ip.gelhe:l.m. The radioimmunoassay kit used for the determination of 
angiotensin I .. was obta:lned from New_ l!ngland Nuclear (Boston, KA). Pertussis 
toxin was- .purified from whole pertussis vaccine by the procedures descr:lbed by 
Arai and Sato (19) and Yajima and coworkers (20). 

·Male·Wistar rata (100-250 g) were ~sed in this work. Pertussis toxin 
was given Jiitraperitoneally in a single dose (SO µg/lOOg) tbree days befare 
the exper:lment. Adr~rgic agente (epinepbrine, isoproterenol, clonid:lne, 
propranolol and yobimbine) were injected· subcutaneously :In a total volume of 
100-200 µl. Drugs were dissolved :In sal:lne solution (0.85% NaCl) just befare 

·. admini'stration., Wben an antagonist and an agonist wére adm:lniatered to the 
same raí:, the antagonist waa injected 30 m:lnutes befare the agonist. Rata were 
sacrificed by dec:apitation and exsanguinated. Blood was collected :In a 

· siliconized glilss tube on ice conta:ln:lng Na2EDTA• Plasma was separated by 
celit:i:ifugation at 4°C and frozen at -20"C·until the assay-of plasma· renin 
activ:lty was done. Plasma renin activity was determ:lned accord:lng to Haber et 
ai .. : (21) • by estimat:lng the formation of angiotens:ln I from endogenou·s 

. álig:lbtenainogen during 1 bour at 37ºC, the basal angiotenain I (1 bour 
:, ·::Í.ncubat:lon. llt 4·ºC) wail substractéd. The between and within assay coeffii:ients 

· ~of· yar;latiana for radio:lmmunoassays were < 12% and ,:9z reapectively. Activity 
i's exii"re!IÍl'ed in.-ng Angiotensin I generated duripg- one ·bour per ml of plasma. 

·aeaults:are expressed as the meaos.:!: S.E.M.·of-at lea~t S determinations 
using·d:lfferént animals. Statiatical sign:lficance of the difference between 
comparable groups was detérmined by Student's ! test. 

Resulta 

Basal pla!IIIB ren:ln activity was not modified by pertuss¡a toxin . 
adm:lniatration (B.4 + 0.7 and 8.3 + 0.7.ng Angiotena:ln I bour- m1n-l 1n· 
control ancl pertúaaiii tox:ln-treated animals, respectively). 0n the coi:i.trary 
the adrenergic regulation was markedly modified by pertuSBia toxin. The time
.courae of the effect of epinephrine (10 µg/100 g) is shown in Figure l. It was 

. _. obaerved that in control animals the adminiatration · of tbe ·amine produced 
•. ~ssentislly no cbange in plasma· i:en:ln activity whereaa :In pertussia toxin-
. treated rata the PBA activity increased 2,· 14 and 12-fold at S, 30 aád 60 m:ln; 

· plasma ~in activity retumed to basal valuea 120 m:ln after thé administration 
of epinephrine (Fig. 1). 

: . ·i>ose-:i:eaponse curves .for epinephrine are preaented· in Figure ·2. Only 
minar cbángea were produced :In PRA in. control animal& by· ep~ephr:lne.· In·· 
contrast, PBA increaaed·markedly in response to epinephrine in pertuasis 
·toxin-treated rata; the :lncrement was. atatistically significant with a dose as 
amll as 1 µg/100 g (2.5-fold, p< 0.001) and reache'd the maximu.m (15-fold) w'ith 
a dose of 10 µg/100 g (Fig. 2). In order to ·study the type of adrenoceptor · 

. · ·1nvolved in the action of pertussis tox:ln, the effect of epinephrine ·ea 
· · affected by the selective antagonista propranolol (beta) and yohimine (alpha2) 

was studied. Sim1lar1y the sction of tbe.agonists isoproterenol (beta) and 
· clonidme· (alpha2) were st.utfied. It was obse~d. that yohimbine alone liad no 
effect on _plasma ren:ln activity (Fig. 3). However, yohimbine msgnif~d the 
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o CONTROL 

• PERTUSSIS 

30 60 90 120 

TIME (mln) 

Figure l. 
.J 

Time-cours~ of the effect of pertuasis toxin on plasma renin 
activity in control (open circlea) and pertuasis toxin-trea:ted 
rata (closed circles) injected with epinephrine. (10 pg/ 100 g). 
Plotted are the meana and the vertical linea represent the 
S,E.M, r,f at least 5 determinations using different animals, 

o CONTROL 
• PERTUSSIS 

EPINEPHRINE ( .}'G / 100 g) 

Figure 2, 

Dese-response for the effect of epinephrine on plasma renin 
activity, Control rata (open circles) and pertuasis toxin-treated 
rata ( closed circles) were injected with different amounts of 
epinephrine; determinations were made· 30 min after the 
administration of the drug, 
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~· 
Effect- cif adrenergic ·agonists and. antagonista.: on plasma . renil\ 
activ.ity. :aai;s_ were injected .with epinephrine·· (10 µg/100 g) EPI, 

:yohimbine (-100 µg/100 g) YOH,_ epinephrine plus yohimbine 
'(10 µg/'100: g :'" 100 µg/100 g respectively) EPI +. YOR, propranolol 
(100 µg/iOO g) PROP, epinephr:lne plu!I propranolol (10 µg/100 g +. 
100 µg/100 g respectively) EPI.+ PROP or isoproterenol (10 µg/ 
100. g):' ISOP. Antagonist was administered 30 minutes before the 

:':i.njl!Ctión- of' .. agonist ·and rats '·sa~rific"e)l.30 minutes later. Bars 
·¡::.~ei>res·ent tite means and vertical_.:lines· represent the S.E:M. ,.of 
~(at. leaat ·? determinat~s -using différ~t animals. · 

·'a\:Í:ioli ·:of, ep~ephrine on -titis parameter in control animals reach:i:rig a. level 
simila,r- to ·ttist produc:ed· by .epinephrine álone in pertussis toxin-treated rata • 
. The ác:tion of· ep#ie-j,bi:ine plus yohimbine,.wá-s. similar in pertussis toxinp . 

,:.ic:treátecLrats·than in controls_-(F.ig. 3). Consistent with tliis finclµlg was the 
·· cíata.ob~ined with isoprotereiiór"(Fig. ~)._ B!!tá-adrenergic aétivatf.ón.·'.produced. 

ª' sigtÍ.ificant :increase -~ plasma renin ·activity iri control animals;. the effect . 
·of ill(!proterenol was even .bigger in pertussis toxin-treated rats (Ft¡¡";' 3) . 
(p< O.O~) .-:All these ~ata :indic'!,te that pertussis toxin was blocking, the alpha2 
adrenergic effec:ts of. epinephrin11 and magnifying 1:\s beta-edrenergic action. • 
In ·order.to·furtber support these•findings the effects of propranolol and 
clonidine were stud:i.ed, Prcipranolol alone · significantly diminished plasma renin 

, activity ·in·bo.th control atid pertussis tÍSXin_;Í:'rdted.ani'IIIBls; the effect was 
"móré' .i/iai:ked :in;· control rats (Fig. 3). F.urthermore· propranoJ.ol blocked . 
. complei:ely, i:he __ stinuiatio~.'.·prqduced by epinephrine in pertussis toxin._ treated
ra~s (Fig. 3),- Clonidine significantly.decreased plasma renin activity in both 
Control and pertussis toxin-treated rata .(Fig. 4), However, the effect 'of . ~ .. 
clonidine was·mch mre marked in.control animals as compared'to toxin-treated 
rata (p < 0,001). These data .further support. the idea that the action of 
pertussis toxin is dueto blockade~f the alpha2-adrenergic and ll)IIIP.lif:li:ation 
of the beta adrenergic actions. In-áll conditions when plasma renin activity 
was increased, the basal value of· angiotensin I (incubation at 4°C) was 
elevated and similary when plasma renin activity was decreased, basal 
angiotensin.-:i' level was decreased, These data indicate that the changes 
detected 1n the determinatio!l were occurring in vivo, , 
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Figure 4. 

Effect of clonidine on plasma renin activity, Rats were injected 
with clonide (10 µg/100 g) CLON, 30 min before sacrifice. 
Other indications as in Figure 3, 

Discussion 

1687 

It is well documented that activation of beta-adrenoceptors increases 
renin secretion whereas activation of alpha2-adrenoceptors diminishes the 
release of the protease (2-4, 22-24). Our resulte further document these 
observations and validate their physiological significance by using pertussis 
toxin as a too!. Alpha2-adrenoceptors seem to play a role at least as · 
significant as beta-adrenoceptors in the adrenergic i:egulation of renin release
as suggested by the inability of epinephrine to increase plasma renin activity 
and the ability of epinephrine plus propranolol or even propranolol alone to 
decrease the activity of the protease in plasu. 'lhe action of pertuesis 
toxin seemá to occur mainly'by blocking the transfer of inhibitory information 
produced by activation of alpha2-adrenoceptors, This is aupported by the 
ability of yohimbine plus epinephrine to mimic the effect of epinephrine alone 
in toxin-treated rata and the diminished effect of clonidine in toxin-treated 
animals, The data suggest that the ability of alpha2-adrenergic amines to 
diminish plasma renin activity is mediatecl by inhibltion of adenylate cyclase 
through Ni, Alpha -a_dre_nergic-mediatecl inhibition of renal adenylate cyclase 
has already been ¡emonstrated (25,26), 'lhe ability of pertussis toxin to 
selectively block the transfer of inhibitory information from receptora to 
adenylate cyclase (10-14, 27-29) suppQrt our suggestion and validates the use 
of pertussis toxinas a tool to study processes in which adenylate cyclase 
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1nhibition is 1nvolvecl. 

The poaeibility that extrarenal factora, such as hemodynamic changes 
and metabolic clearance changes might have played a role in our studies w:1.th 
pertussis toxin cannot be ruled out. llcnlever it is very unlikely based on the 
·effects of pertussis toxin in the vascular system of the rat (30, 31) and on 
the observations that pertussia toxin shifts the alpha2-adrenoceptors of the 
kidney to a low affinity state for agonista (32). The data w:1.th clonidine 
suggest that with the dose of toxin employed the activity of Ni is not 
ccmplately blocked. Our bind1ng data are also consistent w:1.th this suggestion 
(32). Bowever, there is also an increaaed beta-adrenergic responsiveness 
associsted with the action of pertussis toxinas evidenced by the data using 
isoproterenol. This is not unexpected, it has been observed _that pertuaeis 
toxin agnifies the cell response to agents that st:l.mulate adenylate cyclase 
(13, 27, 33). lt has been suggested that this effect is dueto the release of 
a constrain on acienylate cyclase by Ni (13). The molecular basis of such 
constrain is unknown. Bowever recent data indicate the poaeibility that Ni and 
Ns ay have in collllllOII a 35 1C subunit (34) which could expla:ln the increased 
responses. 
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J. PEDRAZA-CHAVERRI, M.E. IBARRA-RUBIO, M.C. ALATORRE-GONZALEZ, J.C. PERA 

and J.A. GARCIA-SÁINZ. Pe:r:rtussis toxin Potentiates Anestheli!ia-induced Re

nin Secretion. 

Plasma renin concentration was measured after anesthesia in control 

and pertussis toxin-treated rats. The anesth~tics increased renin secretion 

and this effect was maI'kedl;y magnified in rats treated with ~ertussis toxin 

PropNDolol pa:r:rtially blocked thé increase in plasma renin concentration -

pl'Oduced by anesthetics. It is_ concluded '!;hat the adrenergic system is in

vol.ved in this effect and that pe:r:rtussis toxin magnifies it by potentiating 

8 - adren.ergic action. 



INTRODUCTION 

Pertussis toxin hlocks the action of h~nes whose receptOl'S 

are coupled inhibitorily to adenylate cyclase and m.agnifies tbe action 

of hOl'IIIOlle receptol's coupled activatol'il,y to tbis enzyme (Ma.l'tínez-01-

medo and Garc!a-Stinz, 1983; Reisine et al, 1983, Katada et "al, 198'1-). 

We llave recently shown that the ~nist:ration of pel'tus.sis to,xin to -. . . 

ats iDelceclly modifies the adren4':I'giC r_egulation of renin seCI'etion !!!. 
~ (Ped:raza-Cbaverr1a et al, 198q.). It was obsel'V'ed tbat tbe iñhib.!, 

t01'1 action of m2-adNnergic_ agonista on renin seCI'etion was blocked -

and that the stimulat01'1 action of l!-adl'energic agonista was magnified 

by the toxin (Pech>aza-Chave%'1'1 et al, .198q.) • 

. 
It is known that anesthetics increase l'enin secretion and that 

this effect is probably mediated thzough adl'energic mechanisms (Keeton 

and Campbell, 1980). The ef~ct of pertussis toxin on anesthesia-indu

ced l'eJ1in s~cretion was studied and the rf!Bults éll'e here presented. 



MATERIAL AND METHODS 

Pz>opranolol and yohimbine were obtained from Sigma Chemical Co., 

' Inalctin fo:nn Byk Gulden, urethane and II cholol'alose from Mel'clc, Ketamine 

from_Pal'Íce-Davis and sodium pentobamital fttan Smith Kline NOl'den de"!!Gxico. 

Radioimmunoassay kits fOl' quantification of angiotensin I were obtained fl'om 

New England Nucleal'. 

Male Wistal' nts weighing 150-250 g wel'e used. Pel'tussis toxin was pu-

. l'ified as pl'evious:¡,y descl'ibed (Mal't1nez-Olmedo and ·Gal'cia-Stinz; 1983). 

Rats were inyected i.p. with the toxin (50 ¡tg/100g) ol' vehicle thl'ee days 

J?efOl'e the expel'iment was pel'foJlmed. The day of the expel'iment the 11ats we-

1'8 anesthetized (to the stage of suz,gical anesthesia) with one of !the· follo

wing agents: ethel', pentoba:mital 3.5 mg/100 g, ketamine 10·,.mg/100 g, inak

tin 10 mg/100 g, urethane 80 111g/100 g 01' chlozoalose 5 mg/100g. When pl'Opl'a

nolol Ol' yohimbine were used they were ~iniste~d ata dos~ of :liOOµg/ 100g, 

subcutaneously, 30 min before anesthesia: Fi;f'teen min after the administ:ration 

of the anesthetics the animals weN saaificed by decapitation, the·b:lood was 

collected and the plasma sepaNtE:d bye centl'ifugation. Plasma l'enin concent:ra

tion was assayed quantifying the genm'.ation of angio~nsin I from an excess 

of subst:rate· (plasma from ne~ctanized".rets) during an incubation of 1 hOUl' 

at 37ºC¡ the basal angiotensin I (1 hour incubation at ijºC) was substncted. 

Angj,~tensiu ·z·was quantified by z,a.dioimmunoassay. The Nsults ~- ex~ssed as 

the means ± S .E.M. of at least 5 detel'minations using differents animals. Sta

tistical compal'ison between groups was pel'fo:nned by the Student's t test. 



RESULTS 

All the anesthetics tested stimulated renin secretion in the control 

group {table 1); this stimulation was numcedly magnified by tbe adminis

tration of peI'l:ussis toxin (table 1) .It was obseNed that pertussis to

xin alone significantly stiinulated plasma renin. concentration (table 1). 

In OU%' previous study (Pedraza-Chave:w1, et al, 1984) we were unable to 

obseNe any effect of peI'l:ussis toxin alone on plasma renin activity which 

suggests that the amount of endogenous substrate could have limited the -

reaction. In order to furtber investigate the part:icipation of the adrene!:_ 

tic system~ ~ranolol, a tt-adrenergic antagonist, at' yohimbine, an 112-

adrenergic antagonist; were admini"stered to $e rats. Yoh~ine was unable 

t? m~ic tbe effect of peI'l:ussis toxin and only increased significantzy re

nin secretion io N.ts anesthetized with pentoharbital or ketamine (table 1) 

0n the other · hand, propranolol significantly diminisbed renin sedI'etion un

der: basal partially blocked the effect of the following agents in the con

trol group: ether, ketámine., U%!ethane and II chlat'alose. In the peI'l:USsis

treated ~p propranolol markedly diminisbed tbe effect of all the anesth!_ 

tics tested ( table 1) • 



EFFECT OF PERTUSSIS TOXIN AND ADRENERGIC ANTAGONISTS 0N ANESTHESIA-INDUCED RENIN SECRETION 

PLASMA RENIN CONCENTRATION (ng ANGIOTENSIN I ml-l h-l); 

TREATMENT 
NO 
ANESTHESIA ETHER PENTOBARBITAL INAKTIN KETAMINE URETaANE 

Control 58 ! 6 250··¡ 49ª 116 ! 0ª 140 :!; 34b 206 ;!; 12ª 528 ! 57ª 
. ( 7) (6) (5) ( 5) (6) (8) 

+ Prop 22 ! 3c 106 ± 14c 146 : 25 186 : 20 96 ! 14c 124 ! 22c 
( 8) ( 8) (6) (5) ( 8) (7) 

+ Yoh 68 ! 11 308 ! 46 344 ! 69 ND 345 ! 72d 778 ! 123 
( 7) ( 8) ( 7) (6) (5) 

Pertussis 86 ! 79 829 ! 319 ·,f 826! 32e,f 433 ! 72 e,f 598 ! 82 e,f 1438 ! 2593 ,f 
(5) ( 8) (5) (5) (6) (6) 

+ Prop 20 ! 3g 178 ! 2ei 160 ! 21g 149 ! 2h 39 ! 6g 168 ! 35g 
(5) (5) (6) (5) (7) (7) 

Prop (propranolol), Yoh (yohimbine), ND (not dete:rmined)¡ number of animals in parenthesis. 

ªP< 0.005 comparad to the basal of control group 

bP( 0.01 11 11 the basal of control group 

ºPo( O. 005 

dP( 0.005 

ªp< 0.005 

fP(0.005 

gP( 0,005 

~<0.025 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 the basal of control group 

11 its respective control group 

11 ita respective control group 

11 the basal of the pertussis toxin group 

11 i ts respective· pertussis toxin group 

11 i ts respective pertussis toxin group 

CHLORALOSE 

250 :!: 2aª 
(6) 

94 : 27c 
(5) 

262 ! 40 
(7) 

1079 ! 64e,f 
(6) 

400 ! 13g 
(6) 



DISCUSSION 

The mechanisms by which anesthetics stimulate renin secretion are 

diverse and depend· on the phaimacological properties of each agent (keeton 

and Campbell, 1980), However, adl'energic mechanisms seem to play an impor

tant ~le in the increase of.renin secretion produced by most anestbetics 

(Keeton and Campbell, 1981), OUX' resulta support this ~ntention and empha

sizes the importance of B-adrenergic receptora in this effect, 

The data clearly show that pertussis toxin potentiates anestbesia-induced 

renin secretion by magnifying B-adrenergic action, This is not unexpected 

since it has been obsei'ved in severa! modela that pertussis toxin amplifies 

the cellular response to agents that stimulate adenylate cyclase _ (Martmez

Dlmedo and García Sáinz, 1983; Pushpendran et al, 1983; Reinsine et al, .. ~ 

1983, Pedraza-Cbavewí et al, 1984), However, mediatora other than catecho

lamines may also play a role in the a~ivátion of renin secretion by anes•

thetics, The increase in renin secretion du~ :to pentobarbital or inalctin 

was not blocked by propranolol but in contl'ast the magnification of this -

effect of the anesthetics by pertussis toxin was significantly decreased by 

prop:ranolol, These data suggest that the adrenergic system and other medi!_ 

tor (s) are probably. involved in the action of these anesthetics on renin -

secretion, The toxin seems to magnify mainly the action tbrough th:e adre

nergic system. It is also notewortby tbat propranolol did not decrease ane!_ 

thesia-induced secretion tq the level obsel'Ved in the control animal wla.ich 

do not allow us to discard a role ~f other (non-adrenergic) mediatora, 

In our previous study we observed tbat the administration of pertussis 



toxin bloclced the m2-adrenergic effect of catecholamines and magnified 

the S~drenergic :response. In the p:resent stucfy' the main action of pe!:_ 

tussis t~in was to magnify by 8-ad:renergic aation. Significant diffe

rences exist in the methodology employed in these studies; in our p:rev! 

ous wo!'k ad:renergic agonists we:re administe:red wheN,as in the present -

study the effects a:re due to endogenous mediatora. Hc,;,ever, botlr effects 

of pertussis toxin i.e. bloclcadge of m2-ad:renergic action and magnifica

tion of 8-ad:renergic effects seem to be dueto the ADP-ribosylation of -

Hi which altera the interaction of Hi with the cyclase and the inter

play of the subunits ( 8 and y) of the guanine nucleotide regulatory 

'proteins (Hi and Hs) (Katada et al, 1984) • 
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PERTUSSIS TO:,O:N ENHANCES THE BETA-ADRENERGIC AND BLOCKS THE ALPHA.,
ADRENERGIC RE,GULATION OF RENIN SECRETION IN RENAL CORTICAL SLICES 

José Pedraza-Chaverrr8'•b, M, Carmen Alatorre-Gonzilezb, José Carlos 
Peñab and J, Adolfo García-Sáinza,c 

8nepartamento de Bioenergética, Instituto de Fisiología Celular, 
Universidad Nacional Autónoma de México, Apartado Postal 70-600, 
04510, México, D.F. and boepartamento de Nefrología y Metabolismo 
Mineral, Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirin", 

Vasco de Quiroga fl IS, Delegación Tlalpan, 14000, México, D,.F, 

The adrenergic regulation of renin secretion was studied in 
renal cortical slices from cont"rol and pertussis toxin - treated 
rats, lt was observed that isoproterenol and .epinephrine stimulated 
renin secretion and that clonidine decreased both basal and iso
proterenol stimulated renin secretion in· the control group, Pertussf.s 
toxin: a) increased significantly basal renin secretion, b)displaced 
to the left the concentration-response curve for isoproterenol and 
epinephrine and magnified the response to epinephrine and c) abol~ 
ished the inhibitory effect of clonidine on renin secretion, This 
work confirms our previous results obtained in vivo and suggests a 
direct effect of pertussis toxin on the cells that secrete renin. 

Pertussis toxin, an -exotoxin produc~d by Bol'detella pertussis, blocks 
the transfer of inhibitory information from hormone receptors to adenylate 
cyclase (1-8). The action of the toxin seems to be dueto ADP-ribosylation of a 
protein of MW 41,000, the alpha subunit of Ni (6-9). We have previously shown 
that pertussis toxin markedly affects the adrenergic regulation of renin 
secretion in vivo (10) and potentiates anesthesia-induced renin secretion (11). 
It was observed that pertussis toxin increases ·the beta-adrenergic responsivcness 
and abolishes the inhibitory action of alpha2-adrenergic agents on this parameter 
(10,11). The purpose of the present work was to study the effect of pertussis 
toxin on the adrenergic regulation of renin ·sec~etion in a simpler system than 
the whole animal, i.e. in renal cortical slices, 

Material and Methods 

{-) Isoproterenol, (±) propranolol, (-) epinephrine and bovine serum 
albumin were obtained from Sigma Chemical Co, (St. Louis, MO). Clonidine was a 
generous gift from Boheringer Ingelheim. The radioimmunoassay kits used for the 
determination of angiotensin I were obtained from New England Nuclear (Boston, 
MA). Pertussis toxin was purified from whole pertussis vaccine by gel filtration, 
adsorption and ion-exchange chromatography (2) or·by the method of Sekura et al 
(12), both procedures result in identical preparations. 

cTo whom all correspondence should be addressed, 



Hale Wistar rats-weighing 150-250 g were used in this work. Pertussis 
t"oxin was administered intraperitoneally in a single dose (SO µg/100 g) three 
days before the experiment was performed. Rats were decapitated and exsanguinated, 
the kidneys were .removed, decapsulated and placed in incubation medium of the ·· 
following composition: 128 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM MgS04, 1.3 mM KB2P04, 
14 mM NaHCOj, 2.1 mM CaCl2, 100 mM glucose and 1 mg/ml of bovine serum albumiri, 
eq!d.librated at 37° C (pH 7. 4) with a mixture of 02 (95%) and C02 (5%). ~e 
adrenergic agents were· dissolved in this medium arui prepared fresh each.day. 
The slic~ were made with a Stadie-Riggs microtome. From each kidney, two 
slices were obtained that were additionally cut in three smaller slices, 
weighing 8-12 mg. In a typical experiment the slices of eig~t kidneys were 
pooled, kept in incubation medium at room temperature ai:icl washed. The slices 
were incubated in Erlen-Meyer flasks (two slices per flask in a final volume of 
10 ml), during 1 hour in an oscillatory incubator at 37ºC and gassed 
continuously (5 1/min). After incubation an.aliquot of l m1 of media was 

. obt'ained and centrifuged at .4º.c. The supernatant was frozen until the assay of · 
renin activ:tty was performed. The slices were dried aricl weighed. Renin in· the 
incubation medim was quantified by its capacity to produce angiotensin I. 
Incubations were for 1 hour at 37ºC with a large excess of homologous substr~te 
(plasma from 24-hours nephrectomized rats). The production of angioi:ensin I was 
linear for up to 60 min .in such incubations. Renin activity':in the medillll\ is 
expressed· as nanograms of angiotensin I generated in l hour of incubation with 
substrate, per.milliliter of sample (ng Al m1-l hr-1). The amount of renin 
secreted to the medium during the incubation of the sl.ices was calculated ás 
the renin activity of th!! medi\DJI multiplied by the total volume (iri milliliters) 
of·the medium and divided by the tissue dry weight (in milligrams) yielding 

.units • ng AI·mg-1hr-1• Angiotensin I was assayed by radioimmunoassay according 
to Haber et al (13) using a comniercial kit. The resulta are ~xpressed as the 
mean +.S.E.M. of at least 5 experimenta performed in dupli~ate. Ststistical. 
significance of the difference between comparable groups was determined by 
student's !. test. 

Resulta 

· -1 -1 Basal renin secretion was increased from· 239 + 13 ng Al mg hr in the 
controla. to· 309 + 8 ng Al mg-1 hr-1 in slices from-pertussis toxin-treated rats 
(mean+ S.E.M •. of-44 and 35 determinations in each case, p < Q.001). The effect 
of ac!,renergic agonista ani antagonisl3 was studied. The ·concentration-response 
curv~ to the beta-adrenergic agonist isoproterenol are presented in Fig. l. It 
can be observed that in slices from control animal& isoproterenol produced a 
i:onc!!ntrátion-dependent increase. in renin secretion. The maximal ·effect was 
approximately a 2-fold increase, and the EC50 was approximately 5 x 10-8 M. In 
slices from toxin-treated rata isoproterenol produced also a concentration
dependent' increase in renin secretion of similar magnitude (approximately 2-fold 
increase). However, the curve was clearly shifted to the left as compared to the 
control curve; the Ec50 was approxima~ely l x 10-9M. Interestingly the curve was 
also steeper which results in a shift to the left of .1.5 - 2 order of magnitude. 
In the slices from toxi.11.-treated rats the maximal effect on renin secretion was 
obtained ata concentration of 1 x 10-SM; higher concentrations decreased the • 
effect of.the beta-agonist. The reason for such decrease· is unknown at the 
present. It is worth mentioning that the effect of isoproterenol in slices from 
both control and pertussis toxin animals can be blocked by.10-5M propranolol 
(data not shown). 

'Epinephrine produced in the control slices an smali (25% increáse over 
basal) but éonsistent stimulatiop of renin secretion (Fig. 2). The effect of 
epinephrine was much bigger (65% inc.rease over basal) in slices from pertussis 
toxin~treated rats. The concentration-response curve was much steeper and 
shifted to the left with an ECso of approximately 1 x 10-~. Agai.n·, after the 
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Figure l 

Concentration-response curve to isoproterenol in renal cortical slices 
from control (O) and ¡iertussis toxin treated rats (O). Ploti:ed are t¡be 
means and vertical lines represent the S.E.M. of at least 5 experiments 
performed in, duplicate. 
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Figure 2 

Concentration-response curve to epinephrine in renal cortical slices 
from control (O) and pertussis toxin-treated rats (O). Other 
indicatio~ as in Fig. l. 
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Figure 3 

Concentration-response curve to clonidine in renal corti~al slices 
from control (t) and pertussis toxin-treated rata (O). The slices 
were incubated for 60 min in the presence of different concentrations 
of· clonidine. The resulta are expressed as% of control values. 
Absolute 100% values are plotred in Fig. l. Plotted are the means 
and vertical linee represent the S.E,M. of at least S experimenta 
performed in duplicate. 

·iqaximal response was reached (at 1 x 10-1\i), higher conéentrations.markedly 
diminished the effect (Fig. 2). The stimulatory effect of epinephrine was 
blocked by propranolol (data not shown), The effect of the alpha2-adrenergic 
agonist, clonidine is presented in Figure 3, This agonist clearly decreased· 
basal.·renin secretion in the renal slices from control rata. The inhibito¡y 

_action was very dramatic reaching as muchas a 70%.inhibition at 1 x 10-5M 
(Fig. 3) •. The.inhibitory action of clonidine was blocked by pertussis toxin
treatment (Fig. 3), Similar resulta were observed when the action·of· clonidine 
on isoproterenol-stimulated renin secretion was studied, i,e, a clear diminution 
of renin secretion was produced by clonidine in.the control slices (70-80%) 
which was completely blocked by pertussis toxin treatment (Fig, 4). 

Discussion 

Renal cortical slices have been used largely to study the regulation of 
renin secretion (14-18), This system permite the. study of renin secretion in a 
direct form, in the absence of extrarenal factora that may influence it. In this 
system it has been·demonstrated that renin secretion is regulated by adrenergic 
agente (19-21). We previously shown that adrenergic agents modify renin secretion 
in vivo and that per;ussis toxin blocli:s the alpha2-adrenergic.inhibition and 
potentiates the beta-adrenergic stimulation of renin secretion (10,11). In the 
present study we used renal cortical slices to test more directly our previous 
findings in vivo (10,11), 
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Figure 4 

Concentration-response curve to clonidine in renal cortical slices 
from.control (O) and pertussis toxin-treated rats (O), The slices 
were incubated for 60 min in the presence of 1 x 10-6y isoproterenol 
and different concentrations of clonidine, The resulta are 
expressed as % of the value obta:f.ned with 1 x 10-6K isoproterenol 
alone. "Absolute 100% values á~e pl.o~ted in Fig. 2. Plotted_are the 
means .and vertical lines represent;.the S,E.M, of at least S 
experiments performed in duplicate. 

The stimulatibn of renin secretion produced by isoproterenol was blocked 
by propranolol indicating that is mediated through beta~adrenoceptors. In 
control. slices epinephrine also stimulated renin secretion. As expected 
-epinephrine was less potent · that isoproterenol (cha-racteris.tic arder of 
potency for beta~adrenergic mediated effects) and it was ·also less effective. 
This latter fact ié not surprising either, if we consider that epinephrine is 
both an alpha2 and beta-adrenergic ·agonist, Alpha2-adrenergic agonist. such as 
clonidine. decreased renin secretion, We tried to block the alpha2-adrenergic 
~ffects of epinephrine and clonidine with yohimbine. However the results were 
ambiguous ·because yohimbine alone increase reni~ secretion (d.ata. not shown), It 
is not clear if ·the effect of yohimbine was due· -to the action of the antagonist 
itself orto the' presence of a sinall amount of catecholamines in the slices, 
·The results ·with the control slices confirm our findings. in vivo and stresses 
thei·.im¡,ortance of t¡he ·inf:e"rplay betwe!!n alpha2- anci beta-adre~oceptors in the 
adrenergic regulation of re~n secretion. ·· 

Pertussis toxin treatment blocks the action of alpha2-adrenergic agents 
as evidenced by ·the blockade of the action ·of clonidine and magnification of 
the action of epinephrine (i.e. _expression of its full beta-adrenergic 
activity), This is consistent with our previous findings in vivo (10,11) and 
with the fact that treatment of rats with the toxin decreased the formation of 
t:he high affini;y state for agonists of renal. alpharadrenoceptors (22). A 
prominent action of .P~tussis toxin was to magnify the beta-adrenergic 



i:esponsiveness of the slices; this wss evident in the.concentration-response 
curves in two aspects: a) The curves were shifted to the left 1.5-2.0 orders 
'1f magnitude and b) the curves were much steeper. The shifts -to the left are so
pronounced that suggests that the coupling of the beta-adrenoceptor with 
adenylate cyclase could have been enhanced in such·a way that activation of a 
.small fraction of the beta-adrenoceptors might trigger the response. The chanP. 
in the slope of the concentration-response curve is also consistent with this 
interpretation. Alternatively, a large inérease in the mnber of beta
adrenoceptors may have taken place as a consequence of the ·administration of 
the toxin. The l~rge variety of cell types in the· kidney slices precludes 
addressing this possibility directly. Nevert~eless the second possibility seems 
unlikely; we,.,(2,3,23) and others (4-8) have observed, consistently that the 
response to agents that activate adenylate cyclase is enhanced in a variety .of 
cella treated with the toxin. This effects seems to be a consequence of an 
altered interplay between the subunits of the guanine nucleptide-bins)ing 
regulatory proteins dueto ADP-ribosylation of the alpha subunit of.Ni (24). 

lt is generally accepted that beta-adrenoceptors are coupled activatorily 
to adenylate cyclase whereas alp~-adrenoceptors are coupled inhibitorily (25). · 
Our resulta strongly suggest a role of cyclic AMP in renin secretion. Others 
authors have suggested a key role of calcium· in renin secretion (14,-16,17,21,26). 

·1t is possible that these two signalling systems (calcium and cyclic AMP) could 
be intimately related in the regulation of renin secretion as observed in many 
other biological processes (27). It has been suggested that an increase in the 
levels.of cyclic .AMP may diminish the intracellular concentration of calciuill 
(21). 

Finally • the remarkable similarity between the resulta ·i)btained in vivo 
(10,11) and those using renal cortical slices strongly suggest that the effects 
of pertussis toxin are dueto a direct action on the cella that secrete renin. 
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IV RESUMEN DE RESULTADOS 

En·este trabajo se estudia el efecto de la toxina pertussis sobre una de las 
funciones renales: la secreción de la enzima proteol1tica renina, tanto .in vivo 
como .in v,U:Jw. El trabajo realizado .in vivo subraya la importancia fisiol6gica 
de los hallazgos, mientras que el trabajo .in v,U:Jw nos pennite estudiar el fenó
meno de una maner mas directa. Por otra parte el trabajo realizado .in vUJw con
finna los hallazgos encontrados .in vivo. Los resultados encontrado fueron: 

I. RESULTADOS IN VIVO. 
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l. La toxina pertussis modifica la regulación adrenérgica de la secreción de renina 
(TRABAJO NUMERO 1). 
a) La epinefrina no modficó la secreción de renina en ratas controles, pero la 

aument6 importantemente en ratas tratadas previamente con la ~9xina pertussis. 
El efecto estimulatorio de la epinefrina es dependiente de la dosis. Este 
resultado sugiere que la epinefrina (agonista·beta y alfa2) en presencia de 
ta toxina pertussis se manifiesta como un agonista beta puro. al ser bloqueada 
la respuesta alfa2 adrenérgica·sobre la secreción :de renina. 

b) El efecto de la epinefrina en las ratas tratadas ·con toxina pertussis fue 
reproducido en ratas controles cunado se administro el antagonista alfa2 a
drenérgi~o yohimbina previo a la epinefrina. este resultado apoya la sugeren
cia hecha en a) .en el sentido de que la toxina pertussis bloquea los efectos 
inhibitorios (alfa2 adrenérgicos) de la epinefrina sobre la secreción de re
nina. 

c) El efecto de la epinefrina fue bloqueado por propranolol (antagonista beta 
adrenérgico). Este dato confirma que el efecto estimulatorio de la epinefri
na sobre la secreción de renina es debido a la estimulación beta adrenergi
ca. 

d) El agonista beta adrenergico puro isoproterenol aumentó en mayor proporción 
la secreción de renina en los animales tratados con toxina pertussis que en 
los controles. Este dato, junto con el bloqueo de la secreción de renina por 
propranolol (punto c), confinna que la secreción de renina es estimulada por 
agonistas beta adrenérgicos. Por otra parte la potenciación de la secreción 
de renina observada en animales tratados con toxina, confinna otros hallaz
gos reportados previamente en la literatura (citados en el trabajo niinero 1). 



e) La clonidina (agonista alfa2 adren~rgico) disminuy6 en mayor proporción de 
renina en las ratas control que en las tratadas con toxina pertussis. Este 
dato confinna que la estimulación alfa2 adrenérgica disminuye la secreción 
de renina y que este efecto es bloqueado por la toxina pertussis. 

f) La yohimbina no modificó los valores basales de la secreción de. renina en 
las ratas control y en las tratadas con toxina pertussis. 
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g) El propranolol disminuy6 los valores basales de la screción de renina en las 
ratas control y en las tratadas con toxina pertussis 

2. La toxina pertussis potencia la screción de renina inducida por anestesia. 
(TRABAJO NUMERO 2). 
h)i.Los anestésicos usados (éter. pentobarbital. inactina, cetamina. uretano y 

cloralosa) estimularon la·secreción de renina en las ratas control, este dato 
confinna sataos previos de la literatura. En las ratas tratadas con toxina 
pertussis este efecto fue aumento en todos los.casos; El aumento en la secre
ción de renina varió de un anestésico a otro. El anestésico que ms estimuló 
la secreción de renina fue el uretano. 

i) La yohimbina no modificó el aumento en la secreción de renina inducida por 
por los anestésicos~ La yohimibina no p~do reproducir el efecto de la toxina 
pertussis. 

j) El propranolol bloqueó el aumento en la sécreción de renina inducido por los 
anestésicos tanto en las ratas control como en las tratadas con toxina per
tussis. Este resultado confinna la participación beta adrenérgica en la es
timulación de la secreción ,de renina inducida por anestesia. Por otra parte 
en este modelo de estimulación de la secreci6n de renina. la toxina pertu
ssis la potencia principalmente debido a estimulación beta adrenérgica •. 

II, RESULTADOS IN VZTRO. 

1, La toxina pertussis potencia la respuesta beta adren~rgica y bloquea la regulación 
alfa2 adrenérgica de la secreción de renina en rebanadas de corteza renal. 
(TRABAJO NUMERO 3), 
k) El isoproterenol estimuló de una manera dependiente de la concentraci~n la 

secreción de renina en rebanadas de corteza renal de ratas control, La secre
ción máxima de renina se obtuvo a una concentración 1 X 10-6 M de isoprote-
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renol. E~ta estimulaéión fue de aproximadamente 2 veces el valor basal. Este 
resultado confima otras observaciones sobre un efecto directo de los agonis
tas beta adrenérgicos en las células que secretan renina; adem4s corifinna 
las observaciones hechas en los trabajos 1 y 2. 

1) La curva de concentraci6n-respuesta al isoproterenol en las rebanadas de cor
teza renal de ratas tratadas con toxina pertussis esta desplazada a la izquier
da. Bajo estas condiciones la secreción máxima de renina se obtuvo a una con 
centraci6n de 1 X 10·8 M de isoproterenol. Este dato sugiere un efecto direc
to de la toxina pertussis sobre las células -que secretan renina y confinna los 
resultados obte~idos .úl u.i.vo. 

m) La epinefrina estimuló la secreción de renina en rebanadas de corteza renal 
en ratas control. La concentración óptima de epinefrina que estimuló la se
crec.ión de renina fue de 1 X 10·5 M • En estas condi:ciones la estimulaci6n. 
de la secreci6n dé renina fue de aproximadamente del 25% sobre el valor basal. 
Es~a estimulaci6n, asf cano la producida por el isoproterenol fue bloqueada 
por el propranolol lo cual sugiere que es debida a una estimulación beta 
adrenérgica. 

n) La curva conceyraci6n-respuesta para epinefrina est& desplazada a la izquier
da en rabanadas de cotteza renal de ratas. tratadas con toxina.pertussis, la 
secreción máxima de renina se observa ahora a una concentración de i X 10·8 M 
y es del 65% sobre el valor basal. La epinefrina se comporta ahora como un 
agonista.beta puro, al igual que en el trabajo realizado .úl vivo. 

o) La clonidina disminuyó la secreción basal de renina y·la estimulada por iso
protere~ol en rebanadas de corteza renal de ratas control. Este resultado 
confi-nna los hallazgos reportados· en el trabajo 1 y sugiere un efecto directo 
de la clonidina {vta estimulación alfa2 adrenérgica) sobre las células que 
secretan renina. 

p) El efecto inhibitorio de la clonidina observado en ratas control fue bloqueado 
en ratas tratadas previamente con la toxina pertussis. Estos resultados obte

. nidos in v-U:Jw confinnan los ha-llazgos obtenidos .úl vivo y sugieren un efec
to directo de la toxina pertussis sobre las células que secretan renina. 



·-V. DISCUSION GENERA~ 

.. 
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V DISCUSION GENERAL 

En este trabajo se presentan tres enfoques diferentes para el estudio del efec-
to ·de la toxi_na pertussis sobre la secreción de renina. El primero es un modelo 
.in vivo, en ratas despiesrtas en el cual se administran los·agen~es adrenérgicos 
subcutáneamente (administración exógena). El segundo es un modelo .in vivo en ratas 
anestesiadas en donde hay una liberación endógena de catecolaminas. El tercero es un 
modelo .in vi;br.o en rebanadas de corteza renal en donde los agentes adrenérgicos son 
adicionados al medio de incubación. A pesar de que son modelos diferentes, los resul
tados obtenidos en conjunto, son consistentes con la conclusión general del trabajo: 
la toxina pertussis bloquea la regulaci~n alfa2 adr~nergica de la secreción de reni_na 
y potencia-la secreción de esta enzima debido a 1a·estimulación beta adrenérgica. Estos 
resultados confinnan y extienden los resultados. obtenidos en otros sistemas en los 
cuales se ha usado la toxina pertussis para aclarar mecanismos de transducción de la 
señal honnonal 

La aportación básica.del trabajo es asignar un papel clave a los receptores beta 
. . . 

y alfa2 adren~rgicos renales en la regulación de la,secreci~n de renina. El papel de 
..• los receptores alfa2 adrenergicos sobre la secreción de renina, no había sido-señalado 

ni demostrado experimentalmente en una fo~a t:an clara. El uso de la toxina pertussis 
c01110 herramienta penniti~."conocer el papel funcional de los receptores alfa2 y beta 
adrenérgicos renales sobre la secreción de renina. Por lo tanto. estos resultados a-

. poyan.el papel del AMPc como segundo mensajero estimulatorio en la secredón de renina. 
La manera en q4e la toxina pertussis modifica la acción de otros mediadores (adenosina, 
vasopresina, angiotensina II, etc.) sobre la secreción de esta enzima está siendo es
tudiado en nuestro sistema de rebanadas de corteza renal. 

Los resultados obtenidos en esta tesis son cosistentes con estudios realizados 
en nuestro grupo .• acerca del efecto de la toxina pertussis sobre la regulación del 
estado de affnidade los·receptores alfa2 afren~rgicos renales (61). 

En cunato al segundo mensajero que regula la secreci~n de renina hay evidencias. 
que apoyan tanto el papel del AMPc como del calcio. Aunque el a1111ento en las concentra
ciones intracelulares de cal~io generlamente media el aumento en la actividad de ce
lulas secretoras (67) varias lineas de evidencia apoyan la hipótesis de que el calcio 
intracelular juega un papel de segundo mensajero inhibitorio en la secreción de renina. 
La secreción de renina es inhibida por un n~ero de sustancias a trav~s de un incremen-
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to de la concentración del calcio intracelular; incluyendo ionóforos de calcio (68.69). . . . 
angiotensfna II (70), vasopresina (71). ouabafoa (72,74). vanadato (73) y concentra-
ciones de potasio extracelular que despolarizan la membrana--(72). Estos efectos inhi
bitorios son bloqueados por la remoción y/o quelación del calcio extracelular (68-71. 
73-76) y/o por antagonistas de la entrada de calcio tales como metoxiverapamil (71.75). 
·verapamil (77), diltiazem (71) sugiriendo que el incremento en la concentración in
tracelular de calcio media los efectos inhibitorios. 

Por el contrario la secreci~n de·renina es estimulada por un número de.sustan
cias que disminuyen .las concentraciones intracelulares de calcio. entre los que se 
encuentran quelantes de calcio (70-76), el magnesio que es un antagonista inorg4nico 
del calcio (79). la fenito1na (80). el isoproterenol (81-83). Consistentemente los e
fectos estimulatorfos de muchos de estos agentes son antagonizados por sustancias 
que incrementan el calcio intracelular. entre los que se encuentran la ouabafna y el 
vanadato (73). la angiotensina II y la vasopresina (84) y la despolarizaci6n por 
potasio (81,_84). Por otra parte varias ltneas de evidencia indican que el AMPc es 
el segundo mensajero estimulatorio en la .secreción de renina. La estimulación beta . . . . . 

adrenérgica y el glucagon estimulan la secreción. m4s probablemente por la activa-
ción de la adenilato ciclasa. Varios inhibidores de las fosfodiesterasas estimulan la 
secreción de renina. AMi>c exógeno y principalmente dibutiri1 AMPc (84). Debido a 
que muchas sustancias al incrementar.el calcio intracelular (vasopresina. angiotensi
na II. altas concentraciones de potasio extracelular, ouaba~na y vanadato) antagoni
zan los efectos estimulatorios sobre la secreción de renina del isoproterenol. el di
butiril .AMPc e inhibidores de las fosfodiesterasas. se ha sugerido que el AMPc como 
segundo mensajero estimula la secreción de renina disminuyendo las concentraciones 
intracelulares de calcio ~n las células yuxtaglomerulares· (84). asf como en las~-. . . . 

lulas de músculo liso (85). las células de las cuales derivan las células yuxtaglome-
rulares (86). Evidentemente las iñvestigaciones que fonnan parté de.esta.tesis a-· 
bren nuevas posibilidades para el estudio y la caracterizacrnn de los papeles que,estos 
segundos mensajeros (calcio y AMPc) juegan en la regulación de la secreci~n de renina. 



VI. CONCLUSIONES 
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VI CONCLUSIONES 

El uso de la toxina pertussis como herramienta en este estudio nos pennite con
cluir que los receptores adrenérgicos renales (beta y alfa2) juegan un papel muy im-

'portante en la regulación de la secreción de renina. Los efectos mediados a través 
de la estimulación de estos receptores. tanto e~ aunento en la secreción de renina 
(por estimulación'de los receptores beta adrenérgicos). como la inhibición de la 
secreción de esta enzima (por estimulación de los receptores alfa2 adrenérgicos), son 
debidos a la estimulación o inhibición de la adenilato ciclasa. ya que ambos tipos 
de receptorees están acoplados a esta enzima. los beta de una manera estimulatorio 
y los alfa2 de una manera inhibitoria. Por otra parte también podemos conclufr que 
los receptore~ beta adrenérgicos son tan importantes como los alfa2 adrenérgicos 
en la regulación de la secreción de renina, y que la activación o inhibición de ia 
adenilato ciclasa juega un papel central en el, proceso.Por lo tanto pÓdemos,conclutr. 
aunque de una manera indirecta. que el AMPc es ~n segundo mensajero estfmulatorio 
en la secreción de ren1na. 
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