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RESUMEN

En este trabajo se describen aspectoas sobre la bioguimica,
biosintesis, y secrecién de la enzima renina, as{ como el
contral intracelular de su liberacian. Esta enzima forma parte
del sistema renina-angiatensina, que tiene un papel iompartante en
el mantenimienta del volumen y la prosion arterial. La renina es
una aspartil proteinasa altamente espr;:i{vica que es sintetizada vy
almacenada en c#lulas especializadas de mas de un  organo o
tejido. La renina libera la angiotensina I (AI}, a partir de su
sustrata la glucaproteina angiotensinogenc, ia Al tiepe pora o
nula actividad bioldgica, pero es& convertida por la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) a el octapéptido activo
angtotensina 11 (ALY, el cual tiene tados los afectaos
perifericos del sistama, La accion enzimatica de la
aminopeptidasa A libera el 4dcido aspartico {Asp), produciendo el
heptapaptidn angiotensina III (RII]), que es menos potente gue la
All. La renina es praducida principalmente en ceélulas modificadas
de muscule liso de la arteriola aferente del glomerula renal, las
celulas yuxtaglaomerulares (YG) exhiben aspectos de celulas de
misculo liso tales como miafibrillas vy de ceélulas enddcrinas
tales como granulos secretores, por esto, se consideran comn
células m;nendd«_:rinas. €l citoplasma de estas células contiens
qrénulas de secrecidn unidos a la memhrana, la renina
intracelular se localiza en los granulos maduros (&60%), e} resto
de la actividad se localiza en 1a membrana plasmdtica, reticulo
-endupl asmico v en el espacio soluble ritoplasmico. Otro aspecto
estructural de las celulas Y6 es la presencia de vacuolas ligadas

la membrana. Estas vacuslas no estdn generalmente asociadas con



el complejo de Golgi, comp se observa en otros sistemas, pero si.
con el reticulo endoplasmico, 1o Que representa un  camino
paralelo de la sintesis y transporte de la renina que esquiva al
Golgi. Las ceélulas granulares YG tienen un papel fundamental de
respuesta a una caida de la presidn arterial secretando renina,
que al producir AII actua elevando la presion arterial hasta
valores normales.

Los genes de renina de humano, rata y raten han sido clanados
y secuenciados. El gen de renina humano tiene un tamatio
aproximado de 12.5 Kb, contiene 10 exsnes y 9 intrones., Esto
difiere de los genes de rata y raton los tuales contienen solo 9
exones, Existen entre la renina y otras proteasas de aspartato
homologla en la estructura del gen asl comp en la secuencia de
aminovacidos (aa). La estructura tridimensional de la renina
sugiere que esta es una proteina con dos lobules simétricos,
donde se pueden predecir 10 dominios estructurales, los dominios
de la primera mitad de la proteina pueden ser pareadas con
aquellos en 1a segunda mitad, basados en su estructura secundaria
y sus posiciones simétricas, en relacidn al sitio de unidn del
sustrato. Come se menciond anteriormente, la renina es una
proteasa de aspartato, contiene dos residuos de Asp en el sitio
activo, que son escenciales para su funcién. La renina es activa
a pH neutfc, tiene grupos SH libres y es altamente sielectiva para
su sustrato.

Actualmente se caonoce la secuencia de aa de la renina de la
glandula submaxilar de raten (GSM), de rifion de raton, de rata vy

de humano (A partir de su secuencia de bases de su  ADNe)., La



prepro-renina  renal humana tonsta de 804 residuns de aa y un PM
de 45, 047 Da, la renina procesada tiene un PM de 37,235 Da vy
consta de 340 residuos de aa. La prepro-renina de la GSM de
ratan, consta de 401 residuos de aa y un PM de 42,209 Da. La
renina procesada consta de dos cadenas una ligera y una poesada,
y la molécula completa tiene un PM de 36,494 Da. La prepro-renina
renal de raton consta de 402 aa. La diferencia principal entre la
renina de 1a GSM de ratén y de la de rifidn 85 la presencia  de
tres sitios de glucosilacion en la enzima renal. A diferencia de
la renina renal de raton la renina renal de rota, al igual que la
renina renal humana, consta de solo una cadena.

La biosintesis vy el procesamiento de la prepro-renina ba
sido estudiado en la GSM de ratdn y rifon de de raton y humano
narmal . El producto primario de la traduccidn de ARNm {prepro-
renina) s hidrelizado para producir el zimogeno pro-renina.

En el rifan humano nermal la pro-renina puede seguir una de
las dos vias:

i{. Secretarse por via constitutiva directamente del Golgi o

del pratogranulo.

2. Empaguetarse en granulos inmaduros donde es procesada
adicionalmente a la renina madura v activa, esta es
liberada de 1los granulos secretores de una manera
regulada.

La renina, al igual que otras proteinas de secrecidng ha sido
identificada, en el reticulo endoplasmico rugoso, aparato de
Golgi, granulos secretores y membrana plasmatica.

El incremento de la sintesis y secrecidn de la renina, se

hace evidente por la expansion del reticulo endoplasmico rugosa,



posteriormente pasa - al aparato de Golgi en dande se termina el
proceso de glucosilaciolacien iniciado an el reticulo
endoplasmico y se realizan modificaciones adicionales para
empaquetar a las proteipas hacia su propio destino. €n el Golgi
toman lugar dos procesos separados de vesiculacion, Un  proceso
envuelve 1la formacion de vesiculas o granulos los cuales son
totalmente translucidos. GSe pienpsa, que estos granulos secretan
su  contenido por exocitosis en una manera constitutiva, no
regulada, con una vida media entre sintesis y liberacien de 10
minutos. La secrecion constitutiva es rapida y continua. Las
proteinas liberadas no se concentran apreciablemente ni
permanecen en la célula por mds de un minuto, por el contraris,
la secrecion regulada es disparada episddicamente por soffales
especificas.

Existen tres modelos de secrecion, para la renina:
exacitaosis granular, solubilizacién intracitopldsmica y un tipo
lisosomal (fusién granulo-granulo).

En la exocitosis se presentan cuatro eventos:

1. Aumento del Ca citostlico despu#s de la estimulacidn .

2. Fusion de los granulos con la membrana plasmatica.

3. Hinchamiento de los granulos inmediatamente después de la

fusion.

4. Fision o descarga de los contenidos granulares dentro gel

espacio extracelular.

Los dos dltimos eventos se han confirmado para la secrecion
de renina.

£l modo de secrecicdn. de renina por solubilizacion




citopldsmica sugiere:s un incremento en la permeabilidad de la
membrana a la renina, debido a un aumento del hinchamiento, gque
hace posible gque el granulo libere su producto secretoria en el
espacio citopldsmico. Los granulos pierden su material denso de
su periferia y al mismo tiempo la membrana del granulo, se alarga
vy algunas veces desaparece, los granulos se unen y liberan su
contenido al espacio citoplasmico.

El destino final de la renina en el espacio citosélico tiene
varias posibilidades: regresar a los granulos o a los lisosomas,
v . otra posibilidad es gue la renina tome £l camino a la membrana
plasmatica donde ésta es descargada de la célula,

Otro modo de secrecitn es la "Secrecion Lispsomal” en la que
w2 sugiere a los granulos de renina como lisosomas, por contener
fosfatasa 4cida. No se sabe mucho acerca de 1los mecanismos
celulares que liberan las enzimas lisosomales, pero la presencia
de una protelna de enlace (receptor) en el Golgi, #n el
prelisosoma tvacuola?), en la membrana plasamatica Y
presumiblemente en el espacio soluble citoplasmico sugieren un
mecanismo que involucra una exportacion directa de la célula.

Los mensajeros intracelulares involucrados en la regulacién
de la secrecitn de renina (GR) de las células YG son el calcio
{(Ca),y el. adenasin monpfosfato ciclico (AMPE) vy el guanosin
monofasfato clclico (GMPo). Contraric a la que pasa en la mayoria
de los sistemas secretores, el aumento en la concentracién
intracelular de Ca y la activacion de la proteina cinasa Cy de
1a calmodulina, no estimulan sino que inhiben la SR.

La concentracion intracelular de Ca de las células YG puede

modificarse sii 1) Se alteran: los mecanismas normales de



extrusieon de Ca de estas ceélulas (el intercambic Na—-Ca depende
del gradiente de sodio entre el espacio extracelular y el espacio
intracelular, el cual gs mantenido por la actividad de la ATPasa
de Na-K). Cuando esta ultima es blogueada por inhibidaores tales
como la ouabafna y el vanadato, o por la disminucidn de la
cancentracion extracelul ar de potasio, se detiene la salida de Ca
de las celulas, aumenta la conecentracion intracelular y se inhibe
la 8R. Por el contrario, la estimulaciédn de la ATPasa de Na-K por
tenitoina estimula la salida de Ca y aumenta la SR. La ATPasa de
Ca es inhibida por el vanadato y ostimuliada por una cinasa de
proteinas dependients de AMPc. 2) Se bloguea la salida de Ca con
lantano. 3) 8e abren o cierran las canles de Ca sensibles a
voltaje., Estos canales pueden ser abiertos por despolarizacidn de
las ceélulas por altas concentracicnes de potasio extracelular (60
nM) esto aumenta la concentracion ae Ca intracelular y produce
inhibicidn de la SR. Este efecto inhibitorio es bloqueado por la
quelacion de Ca extracelular o con bloqueadores de estos canales
tales como el verapamil, e] metoxiverapamil, el diltiazem, o la
nifedipina. 4) Se modifica la captacion o liberacion de Ca del
reticulo endoplasmico. El TMB-8 bloquea la liberacion de €a de
los reservorios intracelulares y estimula la SR. 53 Se hace
permeable 1a membrana plasmatica al Ca con ionoforos tales como
el A231B7. &) Las celulas YG son estimul adas por hormonas que
aumentan la concentracion intracelular de Ca y activan a 1la
proteina cinasa C tales como la AII, la vasopresina o los
agonistas alfa-1 adrenérgicos. Lns' ésteres de {frobol activan

directamente a la proteina cinasa C e inhiben 1a SR. 7) Se



aumenta o se disminuye la concentracicdn extracelular de Ca

Los inhibidores de la +osfodiesterasa de AMPc vy  las
hormonas y los agentes que activan a la adenilato ciclasa
{(agonistas beta adrenergicos, bradicinina, histamina, forskolina
vy N etilcarboxamida adenosina) aumentan el contenido de AMPc, vy
los niveles de este correlacionan directamente con el aumento de
la 5R. Por el contrario, las hormonas y agentes que inhiben a la
ciclasa tales como los agonistas alfa-2 adrenérgicos, el
neuropéptideo ¥, 1la AIl y la coclichexil adenosina inhiben la SR.
la iphibician producida por agentes que inhiben a la adenilato
ciclasa y potencia la estimulacion prodecida por los agonistas
beta adrenergicos.

En las celulas YG, el p#tido natriuretico atrial inhibe la
BR, aumenta 1los niveles de GMPc y disminuye los de AMPc.  El

aumento de GMPc corrglaciona con la iphibicioen de la SR.
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I INTRODUCCION

1.EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA.

£1 sistema renina  angiotensina (SRA), es un sistana
enzimdtico harmonal gue controla el balance de electrolitos, el
volumen v la presidn arterial 1 (figura 1). La renina
(E.C. 3.4.99.19) &8s una enzima producida principalmente por las
células granulares yustaglomerulares (YG) del riNan, y es
limitante de la velocidad del SRA. La renina libera el
’ decapeptido angiotensina 1 (Al) contenido en el extremo amino de
su sustrato, la glucoprotefna angiotensindgeno, cuya principal
sitio de sintesis es el higado. La Al tiene poca o nula actividad
binldgica, pero cuando pasa a traves de la circulacion pulmonar
@s convertido por la ECA al octapeptido angiotensina II (AID) (2)
el cual tiene las siguientes acciones fisioldgicas 3 1) es an
potente vasoconstrictor, 2) estimula la liberacién de la horimona
aldosterona de las glandulas suprarrenales la que promueve la
reabsorcion de sndio y agua en al tdbulo ranal, 3I) actda
diractamente en 8l cerebro paray a) incremontar la presisn
sanguipea mediante gl sistema nervioso simpatico y parasimpatico,
b} estimular la sed, y c) estimular la secrecion de vasopresina
y de la hormona adrenocorticotrépica, 4) inhibe la secrecion de
renina, ) estimula la secrecion de angiotensindgens, &) aumenta
la secrecién de catecolaminas de las glandulag suprarrenales vy
facilita la tranamision adrenérgica (3).

Lta AIl tiene una vida media muy corta {30 seg.) y su

produccion  continua depende de 1a presen:ia‘ del sustratc de
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FIGURA 1, EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA.



renina que generalmente tiene una concentracion constante.

La accidn enzimdtica de la aminopeptidasa A libera el 4cido
aspartico (Rsp), grupo amino terminal (N terminal) de la molécula
de All, produciendo el heptapéptido angiotensina III (AIIl) que
es menos potente que la AIl para estimular la biosiptesis de
aldosterona vy posee gsole una quinta parte de su  potencia
vastpresora {figura 1). Por 1o tanto, el sistoma es
vasoronstrictor y antinatriurético (evita la pérdida de sodio a
través de la orina), y en condiciones normales actua con sistemas
vasodilatadores para mantener la prasidn arterial canstante a
pesar de los cambios en el consumo de modia y en la actividad
fisica del sujeto.

La. renina tambidn se ha localizado en varios tejidos tales
coms el dtero, la placenta, el cerebro, el hipotdlamo, la
glandula pineal, 1la pared de arterias y venas, en la gliddula

avbmaxilar (GEM) de ratén y en ciertos tumores (4-16).

1.1 APARATO YUXTAGLOMERULAR, MACULA DENSA Y CELULAS
YUXTABLOMERULARES

El aparato yuxtaglomerular (AYG) consiste de un componante
vascular - gue incluye las arteriolas aferentes y eferentes de los
glomérulos, un componente tubular definido del tubulo distal
conerido come. 1a madcula densa y una region recientemante Vdeacrﬂ'.a
de células peripolares gue contisnen grénulos (17-20) (figura 2).
Mas del 90% de la renina en el AYG se localiza en las arterinlas
afarentes y menos del 1% en las arteriolas eferentes (21).

La micula densa es la regidn proximal del tubule distal
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yuxtapuesta a las arteriolas aferentes y eferentes, y satd en
estrecho contacto con las celulas granulares YG (22-24). Como ya
s0 menciaond, las ceélulas granulares Y5, localizadas en la pared
de la arteriola aferente, sintetizan, almacenan y secretan renina
{21). Las células granulares YG se conocen también como mélulas
eplteloides para distinguirlas de las células agranulares que no
manifiestan actividad secretora de renina. Las células granularesn
reemplazan a las ceélulas de mosculo liso en la arteriola
aferente. Lus detalles ultraestructurales de la transformacidén
de las c#lulas de misculo liso a celulas YE no estdn
determinados, pero sl esta claro que las células granulares YG
exhiben aspectos de ceélulas de musculo liso tales como laa
mofibrillas y de las células enddcrinas tales como grianulos
secretores, los cuales se titten con colorantes como el rojo
neutro {(22,2&6-29). No es5td claro sl la caracteristica fisioldgica
de las células granulares Y8 es de c#lulas de hdusculo lisp o de
células andocrinas, pero se ha sugerido que las células Y8 deben
ser consideradas como células mioendocrinas ya que poseen ambawm
caracteristicas.

El citoplasma de las células granulares YG cantizne granulos
de sacrecidn unidos a la membrana. Estos grdnulos son mas
grandes, wrstin en menor cantid;d que en otras células secretoras
Y pueden variar en madursz, <tamafio y localizacion. Low grinulos
maduros varfan de 0.68-1.2 micras de didmetro y estin localizados
principalmente en la periferia de la célula (18,26). Los grdnulos
mas pequeltos, de homogeneidad variable, se encuentran mas
fracuentemante @n racimos en el interior de la célula alredador

del complejo de Bolgli (26,30). Cerca del 40% de la actividad de



la renina intracelular se localiza en los granulos maduros (31).
El resto de la actividad se localiza en la membrana plasmatica
{32-35), reticulp endoplasmico (32,33) y en el sespacic soluble
citoplasmico (3&6).

Los granulos de las células granulares Y6 tienen ciertos
aspectos en comin con 1os lispsomas: capacidad autofdagica,
secuestro de fostatasa 4dcida y acumulacion de indicadores
extgencs gque esquivan al Golgi (37,38). Los granulos también
contisnen catepsina B y D, enzimas lisosomales, con propiedades
similares a 1la renina (39,40). En los primeros estudios, se
identificaron a los granulos de renina como lisosomas, (29,41)
pero Morris vy Jhonson (42) encontraron que los granulos de
renina pueden ser distintos de los lisosomas . 8in embargo, la
avidencia arriba citada (38-40) y la presencia de enzimas vy
colorantes especificos para lisosomas en las células granulares
Y6, apoyan fuertemente la conclusién de que 1los granulps de

“ranina son lisosomas.

La mayor parte de los lisosomas son grénulﬁs intracelulares,
que bajo circunstancias normales no son ocupados en la secreciodn
exocitatica (83). Aungue aus contenidos zon procesados
intracelularmente, pueden también ser cbservados en el espacio
extracelular (44).

Otro aspecto ultraestructural de las células granulares YG
es la preasencia de vacuolas ligadas a la membrana. Estas son
mucho mads pequeffas gQue los grinulaos secretpres Y estdn
frecuentemente incorporadas en los grinulos. (26,37).

En algunas ocasiones 1lags vacuolas pueden contener un



material floculento con o sin un ndcleo denso, pero estas  han
mostrado cantener renina (45). Estas vacuplas no estan
generalmente asociadas con el complejo de Golgi, comp =g obsoerva
en notros sistemas {(46), pero s con el reticulo endoplasmico
rugosc (45). Dichas observaciones sugieren que estas wvacuolas,
representan un caminp paralelo de la sintesis y transporte de
renina que esquiva el procesamiento en =} Golgi. lLa evidencia de
un camino paralelo de procesamiento v sintesis de renina bha sido
obtenida por estudios de Pratt y caol. (47) en la GSM y de Galen
y col. (48) en las c#lulas Y6 tumorales.

El numero de vacuolas aumenta con las gondiciones gue
incrementan el contenido renpal de renina y su secrecidn, por lo
tanto, pueden representar un importante depasito de
almacenamiento para la renina durante la deplecién de sodio
{21, 49, 50, S51).

Las ceélulas YG tienen un papel fundamental de respuesta a
una caida de la presidén arterial secretande renina, 1lo cual
activa al SRA, eleva los niveles de AIl (figura 1) y aumenta la
presion arterial hasta valores normales. Este efecto no es
permanente por que la cantidad extra de sodio en la sangre y el
aumento de presion dentro de la arteriola, actuan haciendo que
las celulas YO disminuyan su  actividad secretora. Estos
mecanismos de retroalimentacidn negativa evitan que la - presién

arterial se conserve en valores excesivamente altos.
1.2, RENINA.

Aunque la renina fue deascubierta por Tigersted y Bargman en

7



1898 {52) su importancia no {fue apreciada sino hasta después de
los trabajos de hipertensidn renovascular experimental de Harry
Goldblatt en 1934 (2,52). Goldblatt observd que 1a hipertension
experimental wera causada por una o6 mas sustancias humorales
liberadas por el rifitn. Posteriormente se buscéd el agente
responsable de la elevacién de la presidn en la hipertension,
descubriendose asi la renina descrita mucho tiempo antes por
Tigersted y Bergman.

Alrededor de 1940, dos grupos independientes {Page y Helmer
en E.U. (53) y Braun-Menéndez en Argentina (34)} demostraron que
la renina por s miema no era vasoconstrictora sino que era un
componente inicial de la activacion del SRA, wsto esy la renina
actuaba sobre una sustancia presente en @l plazsma
(angiotensinagenn) para producir otra sustancia estable al calor,
vaspconstrictora y de corta duracidn (angiotensina I, y & partir

de esta, angiotensina 11} (figura 1).

1.3. BIDQUIMICA ¥ FORMACION DE LA RENINA.

1.3.1.GEN.

Loa genes de renina de humano, de rata y de raton han sido
clonados y secuenciados. Un solo locus de renina ha sido
identificado en humanaos y en ratas. En ciertos tipos de ratdn que
producen bajas cantidades de renina en la GSM tienan un solo
locus, mientras qua otros tipos gque contisnen una alta sctividad

de la renina de 1la GSM tienen una duplicacidén estructural del gen
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{Ren~! vy Ren-2). Loz genes de renina de ratéon  han  sido
localizados en el cromosoma t. La relevancia fisioldgica de la
duplicacidn del gen de raton ne se conece. E1 gen de renina  de
humano tiene un tamafo aproximado de 12.5 kb. Como muchos genes
an los eucariontes superiores, log exones de renina  son
interrumpidos por los intrones cuya funcidén no se conoce. El gen
de renina de humano contiene 10 excnes y 9 intrones. Esto difiere
de los genes de rata y ratdn los cuales contienen solo 7 exones.
El exdn adicional en el gen humano llamado exdn SA, codifica solo
3 aminodcidaos (aa) ¥y su funcidn no se conoce.

En base al conocimiento de la estructura del gen de renina
de humano y de la informacién derivada del modelo computarizado
de la renina de humane se pucden predecir 10 dominios
estructurales de esta proteina globular. La renina y otras
proteazas de aspartato tienen una homologie significante a nivel
de la estructura del gen, y de la secuencia de aa. La comparacion
entre la renina de humano y la pepsina descrita por Hobart y col.
{33) dlustra lo anterior. Existe una marcada similitud entre la
estructura intrén/exdn de los genes de estas  dos proteinas
ralacionadas. La «omparacidn de la estructura fa. de eatas dos
proteasas de aspartato demuestra que tanto tamaffo y secuencia de
estos dominios astdn bién conservados. La estructura
tridimensiconal de renina sugiere que esta ®s una proteina con dos
lébulos simétricos.  Es intermsante notar que los dominios en la
primera mitad de la proteina pueden ser pareados con aquellos  en
la sequnda mitad basados en su respectiva estructura secundaria y

sus posiciones simétricas en relacién al sitio de unidn del



sustrato. Hobart y col.(85) arreglaron en pares los respectivos
dominios basados en la pasicidan del dominiq dentro del modelo v
la similitud de la estrurtura secundaria, as{ el dominio del exan
2 puede ser pareado con el del exén &, el del exén 3 con el del
exén 7, etc. Los 2 residuos de Acido Asp del sitio catalf{tico
estin dentro de los dominios de los ewones 3 y 7. Este
apareamiento de dominios y simetria se observa con otras
proteasas de aspartatoc y conduce a la sugerencia de gque la
simetria resulta de la duplicacion de un gen ancastral de &
exones. 8¢ ha propuesto que el exdn que codifica al peptido sefal
se adiciond subsecuentemente como exdn 1 cuando estas enzimas se
convirtieron en zimdgenos secretores.

Morris (8&) ha =sugerido que el gen de la renina humana tiene
tres elementos potenciales promotores {(secuencias TATA) donde la
ARN polimerasa puede unirse produciendo cuatro formas de
precursores de renina (figura 3). El promotor { es el usado
predoninantemente  en el rifon humano y proguce un Precursor  con
un péptido hidrofobico N-terminal (péptido sefal) gue dirige el
producto recien sintetizado al interior del reticulo endopldsmico
para la secrecidn eventual de las células YB. Sin embarga, hay
posibilidades totalmente diferentes las cuales pueden operar en
mayor o menor grado en el rifion y tejidos extrarrenales, cuando
s usan los otros promotores. El promotor 2, localizado 48 pares
de bases antes del promotor 1 tiene un potencial para producir
un precursar de renipa con 27 residuns de aa adicionpales
(57,58). El promoter S5, lotalizado en el primer intron,  puede

producir, un precursor de renina que carece de 48 residuos de aa
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(35) el cual se produca por la pérdica del paéptidc =sohal que
consta de 23 residuos de aa vy la mitad de la proregion N-terminal
{59), o bién un precdrsar con un péaptido sehal con una secuencia
principal hidrofabica de 23 residuos de aa, los cuales pueden ser
potencialmente removidos por segmentacién de un par dibadsico para
productr el primero. El precursor largo (que resulta del promotor
2) vy el precursor corto (que resulta del promotor 3} purden tener
cada uno una secuencia principal hidroff{lica N-terminal, y por lo
tanto no pueden entrar en el compartimento secretoric de la
ceélula y esta renina no puede secretarse de la celula y
probablemente cumpla con funciones intracelulares.

Otro camino en el cual diferentes proteinas pueden aurgir
del mismo gen es por empalme difersncial. 5Se sabe que este
mecanismo se presenta en varios genes (prolactina, calcitonina) y
comprende mecanismos de procesamiento alternativos en el corte vy
empalme de la transcripcidn primaria de ARNm en el nuicleo por
media de los cuales los intrones son removidos normalmente. Sin
embargo, no hay eavidencia para el empalme diferencial de 1a
transcripcion primaria de ARNm del gen de renina.

El gen de renina es expresado en varios tejidog, esta
presente en todas las células, pero solo algunas tiepen los
mecanismos auxiliares necesarios para transcribirlo.

En todas las especies la expresidn del gen s muy alta en

las células granulares YB3 del riMon (60).

1.3.2. EGTRUCTURA Y BIOSINTESIS DE RENINA.

Camo vya se menciond la enzima renina s una proteasa de
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aspartato, que al igual gque otras enzimas de esta familia
{pepsina, gquimosina, penicil pepsina y catepsina D), cantiene dos
residups de Asp en el sitio activo que son escenciales para su
funcién. Aunque la renina comparte caracteristicas muy similares
a las proteasas de aspartato desde el punto de vista estructural
(activacidn del precursor en medio dcido, peso melecular (PM) de
la forma activa y estructura primaria y terciaria) vy funcionales
{{inhibicidon con pepstatina, (641) e inactivacién con el ester
met{lico de diazo acetil-norlencina en la precencia del idn
caprico vy por 1,2-gposi-3—-(p-nitrofenoxi)-propane (42,63}, 1la
renina difiere de estas proteasas on varios aspectos: es activa a
pH neutro, tiene grupos SH libres y es altamente selectiva
para su sustrato (limitada estrictamente a un enlace peptidico
del angiotensindgenos).

La renina ha sido purificada de varias especies (44), EIl
punto isoeléctrico de la renina renail humana esta entre 5.2 y 5.8
y su pH Gptimo para la reaccion con el sustrato homOlogo es de
5.5-5.0.

Actualmente se conoce la secuencia de aa de la ranina da la
GEM de raton , y de rifon de ratsn, de rata y de humana.

La estructura primaria de la renina de la GSM de ratén
(ratones macho Swiss-~Webster) fugé obtenida en 1982 por Migono e
Inagami par les meétodos clasicos de secuenciacion de aa (65,66).
En el mismo ato, Panthier y col. {57) obtuvieron la secuencia de
aa de 1la prepro-renina de la 8SM de ratdn a partir de la
secuencia de bases del ADNc.

La prepro-renina de la GSM de ratdn consta de 401 residuns
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de aa (47), tiene un segmento pre de 18 residuos de aa vy un
segmento pro de 45 residuos de aa {segmento prepro de &3 residoeas
de aa) (figura 4). El PM calculado es de 42,209 Da (57). La
renina procesada consta de una cadena ligera y una pesada. La
cadena ligera tiene 48 residucs de aa y un PM de S458 Da. La
cadena pesada consta de 288 residuos de aa y tiene un PM  de
31,0346 Da. La molécula completa conata de 334 residuns de aa y
tiens un PM de 36,494 Da (635,64). La homologia con pepsina
porcina es de 434 y las residuos de Asp en el sitio activo =se
encuentran en la cadena pesada (residuos 38 y 226). La hamologia
de aa mntre la raenina ¥ la pepaina alrededor de estos dos
residuns es cercana al 90%. Aungue varios estudios bioquimicos m
inmunolégicos han mostrado que la renina de la GSM y la renlna de
rifrén de raton son muy parecidas, actualmente ssbemos que las dos
moléculas no son idénticas. Wilson y Taylor (&80 han mostrado que
la renina de la GSM es termoldbil, mientras qua la renina de
riffdn es termoestable. Inagami y col. (4%) mostraron que, en
contraste a la renina renal, la renina de la GEM no estd
glucosilada.

Holm ¥ col. (70} aiglaron el gen de renina renal de raton, y
obtuvieron la secuencia de bases del gen, del ARNm y la secuencia
de aa. Al comparar 1427 nucledtidos de la secuencia de las ARNm
de renina renal y de la GSM se encontrd que habla snlo 45
sustituciones de bases que explican cambios en 21 aa, mientras
que lag otras 24 sustituciones no producen cambios.

Lar prepro~-renina renal de raton consta de 402 aa, sin
embargo,. no se ha definido experimentalmente la extensién del

gegmente pre y del segmento pro. Los dos residuns dibasicosg
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ListR-Args3 y Arg3S2-Arg3S3 involucrados en la maduracidn de la
renina de la GSM, se encuentran en la posiciéon 62, &3, vy 352,
353, respectivamente en la secuencia de la renina renal. La
principal diferencia entre la renina de la GSM y la renina renal
de raton es la presencia de tres sitios potenciales de
glucosilacidn en la anzima renal localizada en los residucs de aa
&1, 139, y 319. Esta informacidn sugiers que la renina renal
activa es una proteina glucosilada constituida de 2 cadenas
polipeptidicas unidas por un puente disulfuro.

La estructura primaria de la prepro-renina renal de rata fue
chtenida por Burnham y col. en 1987 (71) a partir de la secusncia
de bases de su ADNc. El ARNm consta de 1434 nucledtidos que
codifican para 402 residucs de aa (PM 44,375 Da). Burnham y col.
(71) demostraron que en la rata existe splo una copia del gen de
renina. También demostraron que la renina de rata tiene una
homologia de B835% ton la isoenzima de rindn de raton (renina-1) vy
81%Z con la isoenzima de renina de GSM de ratodn (renina-2) y 66%
con la renina humana.

El punto de ruptura del péptide seflal no ha sideo determinado,
tampoco se conoce el extremo amino de la molécula, sin ambargo,
Burnham vy col. (71) sugieren, por analogia con la ruptura en el
raton, que el extremo amina debe ser ol residuo de serina numero
65 (ruptura proteolitica después de los residuos de 63 y 64 de
iigina). ‘De esta wmanera, la renina renal pracesada de rata
constarfa de 338 aa correspondientes a un PM de 34,905 Da (71).
La renina renal de rata contiens 3 sitios potenciales de
glucosilacién (Asn~X-Tre/Ber): residuos &9, 139 y 320 (?1). Las

aa gue aon cruciales para la actividad de proteasas de aspartato
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estan conservados en la renina de rata: los residucs de Asp  en
las posiciones 102 y 287, as! come la tirosina 147 y el
triptofano 109 (71). 5Se plensa que la renina renal de rata
consta, al igual gue la renina renal humana, de solo una cadena
ya que carece de la secuencia Arg3S4/Asp3SS que es hidrolizado en
la renina renal de ratén para producir la cadepa ligera (71).

La estructura primaria de la prepro-renina renal humana se
dedujo de la secuencia de bases de su ADNc, E1 ADNe se prepard
del ARNm poliadenilade aislado de 24 g de riffon humano de un
paciente con hipartensiéon renaovascular severa (72). El precursar
de renina renal humana consiste de 406 residuos de aa. La
extensién del segmento pre es de 23 residuos de aa vy 1a extensioén
del segmento pro es de 43 residuos de aa (segmento prepro de b6
residucas de aa) (figura 4), El PH del 'pre:urt:.or' calcul ado de esta
composicion de z2a es de 45,067 Da. La ranina renal procesada
consta de 340 residucs de aa y tiene un PM de 7,235 Da. La
ruptura protenlitica entre la glicina 23 ¥ 1a leucina 24 produce
la pro-reninas; vy la ruptura proteolftica entre la arginina 66 vy
la leucina 47 produce 1a renina activa de una cadena. La
secumncia de los primeros 19 aa de la renina renal pura han
confirmado la secuencia de aa deducida del ADNc vy el sitioc de
ruptura del segmento pro para producir la renina madura (73,74).
La homolegia de la prepro-renina renal humana v de la  prepro-—
ronina de la GSM de ratodn es de 68% (79). La renina humana
difiere de la renina de 1a GSM de ratdn (Renina-2), pero no de la
renina renal de ratén (Renina-i) y de rata, en gue tiene dos

sitios de glucosilacidn (Asp-X-Thr} en los residuos 71 a 73 vy



141 y 143 del precursor. Los residuos de Asp del sitio activo
estdn laocalizados en las posiciones 104 y 292 del precursaor
(residuns 3B y 224 de la renina madural.

Las modelos de procesamiento del precursor de renina de Ja
GSH de raton y de rifiecn humano mencionados anteriormente  ban
recibido apoyo experimental. La traduccidn del ARNm de renina en
los polisomas unidos a la membrana del reticulo endoplasmico
produce prepro-renina (47,76). La remocidn cotraduccional del
péptide seNal vy la glucasilacidn subsecumnte ocurre durante la
transferencia de 1la prepro-renina en la cisterna del reticulo
endoplasmlco rugoso. Balen y col. (48) han confirmado en tumor de
células YB de humano gue la renina es sintetizada como un
precursor inactivo de S5 kDa que es convertido a renina activa de
44 kDa. Estos PM son mayores que los abtenidas de la secuencia de
aa del ADNe, lo que puede ser ewplicado por la naturaleza
glucoproteica de la renina renal. La secuencia de aa de la pro-
renina radiactiva de riffén humana de este precursor muestra que
#sta molecula se genera por la ruptura entre la glicina 23 vy la
leucina 24, 1o que produce la ruptura de la regidn pre (77-79).

La pro-renina pusde seguir una de las doa siguientes vias:
1) Secretarse por via constitutiva directamente del Golgi o del
protogranuin) 2) empaquetarse e&n grdnulos inmadurcs donde es
procesada adicionalmente a la renina madura y ectiva de 41  kDa,
que es un polipéptido glucosilado de una radena. Eate proceso
ocurre durante la condensacion y maduracidn de los grinulos
secretores,

‘ En el rifdn humano la conversion de pro-renina a renina

madura es un procesa relativamente lento. Sin embargo, en el
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riffén  isquémico, 1a velocidad de conversidon de pro-repnina  a
renina activa es muy alta (V9). La renina activa es liberada de
los granulos secretores maduros de una manera regulada.

También se ha estudiado la biosfintesis y procesamiento de la
prepro=renina de la G5M vy de riffdn de rateén (78,80,81). Catanzaro
y col. (B0) vy Pratt y col. (47) estudiaron la biosintesis de

renina en la GSM. La renina se marct coan Met-358 y el curso

temporal del experimento mostré  que la secuencia del
procesaniento  fug: prepro-renina (45 kDa) —~—-~> pro-renina (43
kDa) -—=-—-> renina de una cadena (34.5 kDa) ———-> renina de dos

cadenas (34.5 kDa). La prepro-renina normalmente es hidrolizada
totraduccionalmente en wminutos a pro-renina en el lumnen del
reticula endopldsmice rugosan. €n el Golgi de las células de la
GSM de ratdan, la pro-~renina se convierte répidamente (15 min.) en
un polipéptido de una sola cadena, que es enzimAticamente active
vy parece gue se secreta del Golgl o de los protogranulas por  una
via constitutiva. La renina de una cadena puede convertirse en
una enzima madura de dos cadenas unidas por un puente disulfurn
durante 1la condensacidn y maduracion de los granulps secretores
(12 horas). La renina activa de una y de dos cadenas es secretada
por exocitoais de estos granulos secretpres (82,83).

En resumen, el producto primario de la traduccion de ARNm
(prepro—renina) &5 hidrolizada para producir el zimdgeno
pro~renina, el cual es Ventunces empaquetado en granulos de
almacenamiento donde pasa por una maduracidn postraduccional
incluyendo la activacidn de pro-renina a renina por divisidn

proteclitica y glucosilacién.



En el rilion de raton, el procesamiento biosintético se 1lmva
a cabe de upa manera similar, gin  embarga, hay wvarias
diferencias., El1 procesamiento de la renina renal de ratan  a
renina madura parece gque ocurre a una velocidad meneor, en
consecuencia, la pro-renina puede ser detectada en 21 riffon vy
secretarse por la via censtitutiva junto can la renina de una
cadena, AL igual que en la GSM, la renina madura es de dos
cadenas, la tual es almacenada en granulos secretores y  liberada
por una via regulada. {tra diferencia entre el procesamiento de
1a renina renal de ratdn y la renina de la GSM es la
glucosilacidn de la renina renal de ratodn, pero no de la renina
de la GSM. La glucosilacion no parece producir un gran cambio en
el procesamiento intracelular o en la secrecidn, los
carbohidratos parecen contribuir al metabolismo extracelular de
la renina en vez gue al trafico intracelular y a la secrecidn,
Yamamoto y col. {84 ,85) han mostrado que 1la renina na
glucosilada tiene una vida media alta en la ecirculacitn vy es
principalmente metabolizada en el rifdn, miesntras que la renina
glucaosilada tiene wuna vida media mucha més corta y o5
metabolizada en el higado. El procesamiento de la renina renal de
rata y de perro no se ha estudiado en detalla. En el raton el
procesamiento  intracelular &s muy rapido y la renina o9
secretada principalmente en forma activa y madura, en el humano
el procesamiento es mucho menor y la renina y la pro-renina son
secretadas.

Para mayor informacicn sg estudid al procesamiento de la
prepro-renina de la GSM de raton y de rifon humano en dos lineas

celulares de fibroblastos ((CHO y L92%) vy una 1inaa calular
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enddcrina de raton (AtT-20) que fueron transfectadas con vectores
conteniendo el qgen de renina humana o de ratdn (84,87)., Las
células (929 vy CHO transfectadas secretan casi  exclusivamente
pro-renina de ratdn o humana. Las ceélulas AtT-20 exhibieron un
patrdon diferente de secreciden de renina. La pro-renina de ratoén
se procesd a una veloriodad considerablemente menor en las
ceélulas ALT~-20 que en el rifion de raton o en la G5M. Ademas, no
hube evidencia para el procesamiento a la forma de dos cadenas en
la célula AtT-20, por lo tanto, la velocidai del procesamiento de
1a prepro-renina es dependiente parcialmente de factores
especificos de la célula o de los tejidos. Sin embargo, aungue la
renina de raton se procest mas lento en la célula AET-20 que en
el rifdn o en la GSM, dsta se procesd mds aprisa gque la renina
humana en la célula AtT-20. Por Io tanto, la velocidad de
procesamiento de la renina es también independiente de las
diferencias gstructurales codificadas genéticamente.

La secreciodn de pro-renina, a diferencia de la secrecisn de
renina, no as influenpciada por estimulos agudos. Sin embargo, los
eatimulos crénicos; que auﬁentan los niveles de ARNm de renina
Caumento de 1la transcripcidn del gen), aumentan tambien la
isecrecidn constitutiva de pro-renina.

Se ha observado gque la mayor parte (904} de la renina
circulante se encuentra en estado inactivo y tiene un PM superior
a la renipa madura o activa (88). Existen también en varios
tejidos, una o varias formas de renina de mayor ey
(presumiblemente su precursor biosintético) (B9,90). El plasma

humano vy extractos de rifédn contienen una farma de 44-51 kbDa que
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as consistente con el tamatio de la pro-renina, perc  también
contienen cantidades igualms de una forma de 52-62 kDa mucho mas
grande y con una actividad parcial (54). Estas faormas de renina
inactiva llegan a constituir en plasma un porcentaie mayor que la
renina activa por algunas de las =iguientes procedimientos:
acidificacidn, accidn de la tripsina o exposician prolongada a
temperaturas comprendidas entre O y 5§ grados [ (91-53),

Se piensa que la kalikreina plasmdtica es e] activador
fisioldgico mas probable de la pro-renina (88,91). La inspeccidn
de sitio de activacidn de la secuencia de pro-renina explica por
que diferentes proteasas pueden activar a la renipa inactiva
(S4), Se ha sugerido que la conversion de preo-renina a renina
activa puede ser uh paso requlado gque influye en la detarminacidn
del nivel de renina circulante. Se ha propussto que la pro-renina
puede convertirse en renina en los tejidos perifericos (p.e. en
los vasos sanguinecs). Entre las enzimas que se han propuesto
comp activador de la renina estdn: activador de plasmindgeno

tisular (94), catepsina G y wlastasa de los neutrofilas (95).

1.3.3. SECRECION.

La renina, al igual gue otras protefnas de secrecidn, ha
sido identificada en reticulo endopléasmico rugosn, aparato de
Golgi,; grdnulas se:retpres y membrana.plasmatica.

Alredador del 20% del total de renina se ha localizado en el
complejo de Golgi y en el espaciao citopldsmico, el 0% estd en
los granulos (32), el 5% en el reticulo endoplasmico rugoso y el

15% en la membrana plasmatica (32,33).
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El reticula endopldsmico rugose se encuentra frecuentemente
como pehuefos sacos gue estdn dispersos a través del eltoplaama
{53). Sin embargo, durante la deplecidn de NaCl, cuando 1la
secrecien de renina psta aumentada, el reticulo endoplasmico
rigoso est4 generalmente mas dilatade y sus cisternas contienen
material mds denso a los electrones (renina) que los animales
normales (45,53)

En otros sistemas secretares el incremento de la sintesis y
secrecién de estas proteinas, al igual que con la reninpa, se
hace evidente por la expansidn del reticulo endopldsmico rugoso.
Estas pretefnas pasan al aparatc de Golgi en donde se termina el
proceso glucesilacidn iniciado en el reticulo endoplasmico v se
realizan modificaciones adicionales (94,97) para empaguetar a
las protelnas hacia su propio destino {(figura 5). En el Golgi
toman lugar dos procesos separados de vesiculacien. Un  proceso
envuelve la formacion de vesfculas o granulos totalmente
translucidos. GSe piensa que estos granulos secretan su contenido
por exacitosis en una manera constitutiva, no regulada (figura 35)
con una vida media entre sintesis y liberacitn de 10 minutos (97)
(figura %4S)., El1 segundo proceso de vesiculacion involucra la
farmacién de granulos més madurss gue funcionan como almacén a
partir de donde ae libera a las protainas bhajo estimulos
‘apropiadas (secrecidn regulada) el cual en la mayoria de las
celulas es el calcios La secrecion constitutiva es rapida vy
continua. Las proteinas liberadas no sz concentran
apreciablamente ni permanecen en la ceélula por mids de un minuto,

por el contrario, la secrecitn regulada as disparada
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Figura 5
Esquema de Ja biosinlesis y secrecion de la renino renal humano.
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epistdicamente por seftales especificas. t.as proteinas [:{=1)
almacenadas en forma altamente concentrada (hasta 200 veces mas
altas que en el reticulo endopldsmico) lo que produce vesiculas
de apariencia opaca al microscopio electranico. Las proteinas de
secrecion son enviadas a las vesiculas constitutivas o regul adas
en la porcién trans del Golgi. Se ha mostrado la participacién de
receptores en este procesc con el uso de cloraguina, que, al
evitar el reciclaje de estos receptores hace gue las protelinas
que son secretadas regulatoriamente, se gecraten de manera
constitutiva. Chung y col. (98) han identificado recientemente a
unas proteinas de 25 kDa del Golgi, presumiblemente los
receptores arriba citados.

Roullier y Drci (24) han concluido, basados en una revision
de literatura, que por lo menos existen tres modelos de secrecion
para la reninas exocitosis granular, solubilizacion

intracitoplasmica y un tipo lisosomal (fusion granulo-granulod.

1.3.3.1. EXOCITOSIS.

Se han postulado cuatro distintos eventos en la cascada de
exocitoais de los contenidos de los granulos secratores (99-101).
El primer evento es el aumento inmediato del Ca2+ citosolico
después de la estimulacidn. Esto se ha demostrado sn una gran
variedad de ceélulas secretoras (101-105). De igual forma, en
celulas artificialmente permeabilizadas para facllitar el acceso
del Ca2+ al citosoly existe una relacion directa entre 1la
concentracian de CaZ2+ y la secrecidn exocitéotica granular (103~

104)., El segundo evento es la fusion de los  granulos con la
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membrana plasmatica. Se ha postulada al Ca2+ como el cation
divalante requerido para facilitar el procesa de fusion (104,107)
en vista de que hay una relacion directa entre la tasa de fusion
Y la concentracién de CaZ+ (108). No esta claro como el Cal+
pramueve la fusion, pero se ha sugerido gue este se une a la
superficie granular vy a la cara interior de la membrana
plasmatica, con lo cual st reduce la barrera de energia y se
facilita la fusion (100-107). E1 Ca2+ también puede provocar la
union de un granulo a otros granulos, aungue se ha demostrado que
la 'concentracian de hidrogeniones tambien puede disparar 1la
fusitn de los granulos entre ni (109-111). El tercer evento en la
cascada exacitoatica e#s &l hinchamiento de los granulas
inmediatamente despugs de la fusion. Un solo cantacto, sin
embargo, es insuficiente para el hinchamienta, y fision (107,112~
114). Debe existir un gradiente osmatico entre el citosol vy el
espacio intracelular antes de que ocurra la fusidn. Entonces el
citaoaonl hiperosmotico acarrea agua dentro de la celula y
subsecuentenente dentrao del  granula, lo cual produce el
hinchamiento (112,115,116}. No se& conoce el nmecanismo exactao
responsable para la induccion del hinchamiento del granulo que es
un prersequisito para la exocitosis (114-118). Se han identificado
areas floculentas en el nucles del granulo y se supone gque estas
areas claras son bolsas de agua incorporadas en el granulo como
resultado del hinchamiento osmotico (119). El Ca2+ induce el
hinchamiento granular (114-120) persn no se sabe cual es el
mecani smo por el que el Ca2+ media esta respuasta. El

hinchamiento ocurre antes de la fusion (112). Esta demestracion
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conduce a la conclusidn de que alguna sefral  intracelular -muy
probablemente ©#l Ca2+~ puede causer el hinchamiento de ia
membrana granular., El cuarto eventa de 1a cascada de 1a
exocitosis ps la fisidn o descarga de los contenidos granulares
dentro del espacio extracelular. Evidencias morfolegicas apoyan
esta observacién (446,97). Las dos altimos eventos de la cascada
exocitogica  se han confirmado para la secrecivn de renina, E1
ninchamiento y la fisidn han sido obmervados (18,26,37} 1p cual
representa  una demostracion clara de los eventos finales de la
exocitosis en la cascada secretoria dez las celul as
Y8, 8in embargo, el aumento de la concentracién intracelular de
Ca2+ inhibe la secrecién de renina, en vez de estimularla como
sucede en la mayoria de los sistemas. Esta “paradoja" serad
discutida maa adelante.

La fusfon granulo-granulo no ha sido ohservada
frecuentemente an celuklas Y8, especialmente durante la
estimulacidn para la secrecion de renina. Barajas (30) fue el
primero en dar unn'clara evidencia para este procesp de fuzsidn.
El abserve la fusién granulo-granulo durante la constriceion de
la arteria ranal, y estas observaciones han sido confirmadas por
Roullier vy Orci (26). La fusidn grénulo-grinulo ha sido también
demostrada en la deplecion de NaCl  (17,30,31,53,121,122), el
sindrome de Bartter's (123) y en la diabetes (26), Adn en células
Yé en cultivo la fusiédn grdnulo-granuleo es muy pronunciada vy
estas celulas demuestran un actividad secretoria de renina  muy
alta {124). El mecaniamo responsable de la fusidn grinulo-granulo
es desconacido, pero estos eventos de fusidan pueden ser

aumentados con Mg2+ (109,111) o con dones H+ (125). Altas
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concentraciones de Mg2+ o iones H+ han mostrado gue estimulan la

secrecion de renina,
£.3.3.2. SOLUBILIZACION CITOPLASMICA.

Este modo de secrecion de renina, primero sugerido por Lee y
col. {126 ha recibido mucho apoyo experimental, Lee y col.
mostraron que €1 contenido granular puede disminuir por una
deplecitn de volumen sanguineo {(126). Durante horas despuds de la
daplecion de volumen, los granulos grandes pierden el material
denso de su periferia y al mismo tiempo la membrana del granulo
se alarga y algunas veces se disgrega, los granulos se unen y
liberan su contenido en el espacio citoplasmico. Estudios =n el
hicrosccpia electronico en otros sistemas muestran que cuando los
grdnulos pierden su material denso, han liberado su contenido y
se han disuelto (120). Zavagli y cel (123), han observado gque en
la fusion de los granulos, estos pierden su membrana limitante y
su contenido sale al espacio citoplasmico. Roullier y Orci  (26)
apayan esta evidencia sugiriendo gue un incremento en la
permeabilidad de la membrana a la renina, debido a un aumento del
hinchamiento, hace posible gue el granulo libere su productoc de
secrecion en el espacio citopldsmico. 2Zavagli y col (1233 h;n
mostrado que 1los granulos se disuelven en el citoplasma. Esta
observacion ha sido apoyada por Thurau y Levine (127) y por
Baumbarch y Leyssac (128). Be ha mostrado actividad de renina en
el espacio soluble citosolico (32,30,129), y tambien se ha

demostrado la union de una proteina a la renina (130-134). E1
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hecho de gue esta unidn haya sido demostrada exclusivamente en el
egpacio citosnlico soluble y la observacidn adicional de que la
concentracidn del complejo {renina-proteina) sea mayor gue la de
la renina sugiere que el modo de sotubilizacion puede ser de
impcrtapcia en los caminos de la secrecidn de renina  (134). El
hecho de que la concentracién del complejo es mas grande gue la
de renina sugiere que una gran cantidad de ésta escapa de 1los
granulos, rcuando estan sujetos a cambios ogsmaticos (135-139). El
destinoe fipal de la renina en espacio citosdlico tiene varias
posibilidades: una es que la renina o el complejo regresa a  laos
granulos o  a los lisosdmas. La captacion de la renina por los
grdnulos de secrecidn puede explicar la naturaleza lisosomal de
los granulos de renina (37). Otra posibilidad s que la renina o
el complejo toman el camino a la membrana plasmdtica donde es
descargada de la célula (34,35,50).

Una cantidad sustancial de renina en las ceélulas granulares
YB est& localizada en la membrana plasmdtica. De este modo parece
que 1la membrana plasmatica juega un papel en el control celular
de la secrecidn renina. Sin embargo, no estd claro 3i la membrana
plasmdtica actia como un depdsito de almacenamiento o como  un

sitic para exportar renina de la célula.

1.3.3.3. 8ECRECION LISOSUMAL.

Fisher (41) sugirid, que los grédnulos de renina eran
lisospmas por que éstos contienen fosfatasa 4dcida, una enzima
lisosomal. Taugner y col. (37) han demostrada convincentemente

ciertos aspectos comunes entre los granules de renina y  las
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lisosomas (37). A pesar de que los lisosomas nunca han mostrado
actividad exocitotica, 1las enzimas lisosomales (por ejemplo
catepsina D} (139) son transportadas fuera de las celulas. No se
sabe mucho acerca de los mecanismos celulares que liberan las
enzimas lisosomales, pero la presencia de una proteina de enlace
(receptor) en el Golgi, en el prelisosoma {vacucla?), en la
membrana plasmatica, y presumiblemente en 21 espacio saluble
citoplasmico (43) sugieren un mecanismo que involucra una
exportacion directa de 1a ceéluia. Bin embargo, uno de los
aspectos importantes descritos para la secrecion de enzimas
lispsaomales no puede aplicarse a la secrecion de renina. ‘Far
ejemnplo, el JFflujo de Ca por el iondforo A23187 estimula la
secrecion lisosomal (140,141) pero inhibe 1a secrecion de renina

(128,142).

2. TRANSDUCCION HORMONAL

Lta presencia de receptores hormonales especificos en la
membrana plasmitica de las celulas, ae indiwpensable para que las
hormonas gue no penetran a la celula, a&actien. La interaccion
'hnrmnna-ra:eptnr es el primer paso en 13 accion de 1a hormona.
Dicha interaccién ocurre en el exterior de 1la celula y los
efectos tienen lugar en el interior.

Ya que la hormona no penetra a la célula, a8 necesarip gQue
se genere una sehal en el interior de ésta (segundo mensajera),
Transduccion es5 el proceso que se lleva a cabo desde el momento

de la activacion del receptor hasta la formacion del segundo
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mensajero. Existen varios sistemas de traduccidn hormonal, a

continuacion se describen los sistemas mejor caracterizados.

2,.1. El SISTEMA DE LA ADENILATO CICLASA.

En los aMos &0°'s el grupo del doctor Sutherland liegd a la
conclusién de que bajo la accién de la adrenslina o del glucagdn,
se formaba un compuesto en el interior de las células hepaticas
que era Bl responsable de los efectos producidos por las hormonas
anteriormente mencionadas.

Poco tiempo después el grupo lo identificd coma el AMP
ciclico (AMPc) v 1o nombré sogundo mensajero (yva que el primer
mensajero es la hormonal). En las células baje la aceidn de
algunas hormonas se  incrementan los niveles de AMPe vy  este
compuesto  induce una serie de reacciones en cadena hasta que sa
produce el efecto. Be ha observado que algunas harmonas producen
un efecto opuestn, es decir, disminuyen los niveles de este
segundo mensajerc. Por 1o tanto, las hormonas actdan como
modul adores, esto es, aumentan o disminuyen los niveles de AMPC
en el interior de la celula blancn. Al estudiar a la enzima que
genera al AMPc (adenilato cilclasa) se observd que esta al igual
que el receptor hormonal es upa proteina integral de la membrana
plasmatica. Se pensé entpnces que cada receptor tenia una enzima
adenilato ciclasa asociada, pero muchos experimentos mostraron
que la activacidn simultdnea de varios tipos de receptores que
estimulan a 1la enzima no resultaba on una acumulacidn aditiva del

segundo  mensajera. FEsto sugeria gue los receptores . capaces de
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activar a la adenilato ciclasa comparten una poza comun de
enzima, con la cual interactuan al desplazarse en la membrana
plasmatica. Rodbell (143} sugirio gque no sclo se reguiere  al
receptor y a la adenilato ciclagsa para gue <se produzca la
activacien de dicha enzima, sino que participaba un  tercer
elemento igualmente localizado en la membrana: una proteina la
cual acopla al receptor con la adenilato ciclasa. Esta proteina
acopladora ha recibido el nombre de proteina "B" o "N, por
requerir para su funcionamicnto nucledtidos de guanina (144-150).
Asi camo hay hormonas que activan y otras que inhiben a 1a
ciclasa, se ha demostrado que hay dos tipos de proteinas G, unas
que actuan sobre la enzima en forma activatoria, llamadas Gs vy
otras gue lo hacen en forma iphibitoria, 1llamadas Gi (figura &).
Su  funcionamiento comienza al acoplarse un  agonista a su
receptor, este ultimo sufre una modificacion conformacional, de
motdo que ahora ya es capaz de interaccionar con su respectiva
proteina G, =i se trata de un agente gue activa a la adenilateo
ciclasa su receptor interaccionara con Bs, mientras que si se
trata de uno que inhibe a la riclasa, su receptor lo hard con Gi.
De aste modo, existe un reconocimiente selectivo en 1a membrana
plasmatica, unos receptores actuan sobre Bs y otros spbre Bi. La
interaction del receptor activado con la proteina B respectiva
hace que amsta pase a la forma activada v a su vezr modifique,
mediante activacion o inhibicion, de la enzima adenilato ciclasa.

Resumiendot =1 agonista hace que el receptor se active, éste
una vez activado, hace que la proteina G también se active, y son
precisamente estas proteinas guienes, regulan 1a actividad de la

adenilatp ciclasa, ya sea activandola o inhibiendola, ssgun se
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trate de Gs o Gi respectivamente. La separacion del agonista de
su receptor hace gue gran parte del proceso se revigrta y el
efecto cese. El mismo segundo mensajero, el AMPc, se transforma a
S5'-AMP (no ciclico) por una enzima llamada fosfodiesterasa, vy de
este modo se susperde la sefal intracelular (figura 7).,

lLas proteinas B han sido muy estudiadas en los dltimos afos.
Algunas toxinas bacterianas han constitufdo una herramienta de
gran utilidad para su estudioc. El célera tausado por la bacteria
s8 $ija a las celulas de la mucosa, lentamente atraviesa la
membrana plasmatica y una ver adentro de la c«célula, con la
utilizacion del NAD intracelular, le agrega una parte de esta
molecula (la fraccidn ADP-ribosa) a la protefna Gs, asi 1la
proteina queda permanentemente activa, estimulando a la adenilato
ciclasa de las celulas intestinales. El aumento sostenido en el
AMPc  blogquea el funcionamiento normal de las ceélulas de 1la
mucosa, impidiendo que absorban los liquidos intestinales, dando
camo resultada la diarrea (figura 8).

La Escherichia coli produce una toxina que actua en forma
similar a la del cdlera. Bajo condiciones experimentales (adicion
de las toxinas a organismos integros o a celulas en cultivo) las
celulas desquician su funcionamiento al acumular grandes
cantidades de AMPc. Estos experimentos han ayudado a establecer
¢l papel acoplador de la proteina Gs y a su identificacian en la
membranas

Las proteinas Gs y Gi estan formadaz por tres componentes o

subunidades: alfa, beta y gama. Las toxinas bacterianas atacan a

34



N
DN SO SN S
0P -0-P-0-P-0-CHy
ool 4/ I
0- 0- a- H H
OHOH
Q ATP
i ‘

HO~P~0 ~ P -0~
| |

o~ o
PIROFOSFATO

ADENILATO CICLASA

AMP cicLICO

Ha0

FOSFODIESTERASA DE AMPCc

NHp
N '
H< | N
N N?lﬁ
HO-P-0— CH»
~ Wy
o H\Y H
OH OH
5 AMP
Figura 7

Esquema de lo sintesis y degradacich de AMPc

35 ) g



Gsx Gitx |
Ar Ci
'g NAD i® NAD*
TOXINA TOXINA
COLERICA \ PERTUSSIS
NICOTINAMIDA A NICOTINAMIDA
G‘iml
C|H=
5
RIBOSA). P.P. 0-CH,
[
H M
H H
[T

OH OH
Gsa ADP RIBOSA

Figura 8
Esquema de ADP Ribosilacidh.

36

Gla{ ADP RIBOSA



la subunidad alfa (figura & y 8.

La toxina pertussis actua en forma similar a la toxina del

sw fija a las células, penetra, vy utilizando el NAD produce la
ADP-ribosilacisn de wuna proteina 8¢ solo que en este caso el
blanco dep la toxina as la subunidad alfa de BGi. La ADP-
ribosilacién de Gi conduce al bloquea de su accién, bloquea toda
inhibicién de la adenilato ciclasa, y aumenta los pniveles de AMP

ciclieco (figura B8).

2.2, SISTEMA DE FUSFD!NDSITIDDS—CALC!b.

En su porcion lipidica la membrana plasmatica esta formada
basicamente por fosfolipidos. Uno de estos es el fosfatidil
inositol (PI) el cual puede ser fosforilado a fosfatidil inositol
mbnufasfatu (PIP) y a fosfatidil inositol bifaoasfato (PIP2).
Existe uwna relacidon estrecha entre el recambic (sintesis y
degradacian) de PI y las variaciones en la concentracian
intracelular de calcio libre. El receptor activa a 1la proteina
transductora Gx, esta a su vez activa a una fosfolipasa C (PL-C)
que hidroliza al fosfatidil inositol bifosfato PIP2 de la
membrana, para convertirlo ep diacilglicerol (DG) e inositol
trifosfato (IP3).

“El. IPS  activa la liberacidn de Ca2+ del ~ resticulo
endoplasmico. El Ca2+, el IP3 y lps diacilglicéridos actﬁ;n an

forma conjunta (Figura 9 y 10).
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2.3. PROPAGACION INTRACELULAR.

El primer pasc para que se lleve a cabo la accion de una
hormona es el acoplamiento con su receptor de mEmbrana,
posteriormente sigue la activacien del receptor para que a &su
vez, interaccione con un sistema transductor que genera la seftal
intracelular a segundo mensajern. Este no actua directamente,
sino que es reconocido por un sistema receptor intracelular
formade por protefnas que tienen upa extraordinaria afinidad vy
especificidad vy participan en la propagacion de la sefal, que se
lleva a cabo en forma de "amplificacisn en cascada". Un ejemplo
de esto es el mecanisma de accion del glucagon. El AMPc generado
es reconocida por su receptor en el citoplasmas la- proteina
cinasa A que tiene dos tipos de subunidades "R" (reguladoras) vy
"C® (cataliticas). ias subunidades "R" mantienen inhibida a 1la
enzima. Cuanda los niveles de AMPc aumentan, éste s une a las
subunidades “R" e induce la separacién de las subunidades "R"  y
"C" quedando libres la subunidad "GC" de la proteina cinasa A gue
se encarga de fosforilar a algunas de las proteinas del
citoplasma celular, 1o que modifica su actividad. Algunas de
estas proteinas son tinasas de proteinay que al activarse van a
fosfarilar a otras proteinas, las cuales modifican su actividad.
Aci sigue desencadendndose la cascada de foaforilaciones y por lo
tanto amplificandose la sefial en la celula. La activacion de lam
proteinas cinasas provoca la fosforilacion de una serie de
proteinas, no todas las proteinas de la celula,  solamente
aquellas que son sustrato de la cinasa (figura 11).

El sistema se activa y desactiva con facilidad, tiens 1la
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caracteristica de tener una accien muy rapida, pero tambien se
desactivan muy rapidamente.

Las enzimas que habian sido fosforiladas, son
desfosforiladas, mediante la participacion de fosfatasas,
regresando asf{ a su actividad basal.

Otra propagacisn de la setral intracelular por medio de atro
mecanismo es: ol de calcio-inositol trifosfato. En este sistema
el receptor activado por la hormona estimula a una fosfolipasa C
a traves de una proteina Gx. Esta fosfolipasa rompe al fosfatidiil
inositol bifosfato en dos productos: el IP3 y el diacilglicerol.
E) IP3 actua s=sobre el reticulo gndeplbsmico provocanda la
liberaciédn de calciao, este ejerce su  accion como  segundo
mensajero activando una serie de proteinas cinasas y a otras
enzimas. Posteriormente 1la cascada de amplificacien de la sehal
5@ lleva a cabo por medio de la fosforilacion de enzimas,

Par otro lado, el diacilglicercl, activa en forma conjunta
con el calcio a otra enzima: la proteina cinasa C que colabora en
el proceso de propagacion y amplificacion de la sehal  hormonal,

Jjunto con las cinasas dopendientes deo calcio.

42



3. REGULACION INTRACELULAR DE LA SECERECION DE RENINA.

La actividad del GSRA es regulada principalmente por 1la
velacidad de liberacitn de renina par el ritton {1,2,150«1462),
Como ya se menciond, las células YBG son el sitio de siptesis,
almacenamiento y liberacidn de renina renal (17,19,163-146).

Se han descritp cuatro mecanismos fisiplogicos de regulacian
de 1a liberacidn de renina del rifdn (21,167-189);

i. El barareceptor intrarrenal: la secrecion de renina es
inversamente proporcional a la presion sanguinea.

2. La macula densa: la secrecién de renina es ipversamente
proporcional a 1a cantidad de sodio y/o claro que pasa por el
segmento de la mdcula densa del tabulo distal.

3. El sistema nervioso simpdticos la secrecion de renina es
directamente proporcional a la actividad del sistema nervioso
simpaAticao.

4, Agentes humerales y haormonales tales coma ilas
catecolaminas, la AII, la vasopresina, el peptido atrial
natriurético, la adennsina, 8l calcio y el potasio.

Sin embargo hay varias razones por Ias cuales a pesar del
vigoroso esfuerzo que se ha hecho, no se han podido elucidar los
mecanismos intracalulares involucrados en la secrecidn de reninat

a) Las celulas que sintetizan renina representan solamente
el 0.01% del total de células renales (556,120).

b) Hay una gran cantidad y variedad de factores humorales vy
harmonales que afectan la secrecion de repina (2;,167-170.173—

175,182) 1o cual dificulta enormemente cualgquier estudio.
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¢} El mecanismo de secrecion de renina varia en las
diferentes especies de animales en donde sp ha estudiado.

d) La mayorta de los estudios se han hecha en sistemas
complejos {animal completo, riffon aislado v perfundido,
fragmentos de corteza renal, glaomérulos alslados con  arteriola
aferente, suspension de celulas renales) en donde las células
productoras de renina tienen la influencia de factores
hemodinamicos y/o forman parte de una red celular compleja, por
1o que es dificil atribuir el efecto observado directamente scbre
las celulas YO.

Par otra parte, no habfa sido posible preparar una
suspencion de células renales altamente enriguecida en ceélulas YG
y tultivarlas a corto plazo sino hasta 1984 cuando Kurtz vy col.
{191-193) prepararon inicialmente una suspencitn de celulas
renales de rata con un 50% de células YG y en 1986  (124-194~194)
lograron enriquecer su preparacion hasta en un 90%, sin embargo,
las celulas Y6 no proliferaron v snlo ha sido posible mantenerlas
en cultivo a corto plazo (193). Por otra parte, se ha logradoe la
proliferacion de las celulas YG bhumanas transformadas por. el
virus de simio 40 (8V40) que secretan principalmente pro-renina
{197-195} . Esto ha permitido el establecimiento de lineas
celulares que mantienen su estado diferenciado y que son . dtiles
para astudiar la regulacisn intracelular de la sacrecion de
renina. Lng estudios realizados con las preparaciones gnteriuras
han permitido asegurar gque las hormanas y  drogas usadas,
modifican la secrecion de renina por un  efecto . directo. Otra
ventaja adicional de las celulas YB puras, es que se han podido

medir los niveles de los mensajeros intracelularss involucradeos
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sn la secrecion de renina en respuesta a las hormonas vy  agentes
que la modifican (21,56,124,183-196,198,199).

Por otra parte, el proceso de secrecidn de renina tiene
otras particularidades: a) 1ls secrecion de renina no  solo
responde a sefales quimicas sino también a sehales fisicas como
la presion arterial y b) la caracteristica mas desconcertanta de
la secrecion de renina es lo que se conoce camg la "paradoja del
calcin”y en contraste a casi cualguier otro proceso endocrino,
exoering o neurosecretor, un incremento en el calcio intracelular
tiene wuna funcion inhibitoria sobre la segrecion de renina, en
vez de ser un prerreguisito para su secrecidn.

La membrana de las células Y6 @8 el sitie gue recibe lax
sefales hormonales, humorales o fisicas y a su vez las transduce
al interior de la ceélula generando mensajeros intracelulares, los
cuales modifican la secrecidn de renina. Estos eventos de
membrana {los receptores y sus mecanismas de acoplamienteo vy
transduccion para la geperacion de los mensajeros intracelul ares)
astdn mejor caracterizados que los mecanismos por medio de los
cuales los mensajeros intracelulares estimulan o inhiben la
secrecion de renina.

Los mensajeros intracelulares que modifican la secrecion de
renina son el calcio vy el AMPc (200-203). El1 aumento en el calcio
intracelular inhibe, mientras gque el aumento en AMPe estimula la
sacrecidn de renina (21,174,200-203). Ademas el GMPc también  ha
sido considerado como un mensajero inhibitorio de la secrscion de

renina (124,194,195,202).
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3.1. EL PAPEL DEL CALCIO EN LA SBECRECION DE RENINA.

Las celulas YB estan banadas con el flutdo extracelular cuya
concentracion de calcio ionizado es aproximadamente § mM. Las
células YB estan eléctricamente polarizadas (204-2048). L&
concentracion intracelular de calcio libre en el citoplasma de
las células renales sae estima en 57 nM (207). Kurtz y col. (124
han encontrado que la concentracion de calcio citosdlico en  las
células YG en reposo es alrededor de 300 nM; por arriba de este
valor la secrecidn de renina se inhibe, vy por abajo se estimula
{21). Las celulas YG poseen sistemas de expulsidp de calcio para
mantener este enorme gradiente (201).

Park y col. (208) y Fray y col., (209-211) han encontrado, al
igual que otros autoraes (17353,212-217), que existe una relacion
inversa entre el calcio y el medio de incubacion o del plasma

-sanguineo y la secrecion de renina. En cé®lulas YG aisladas se ha
encontrado que la liberacidn de renina eatd
relaciaonada inversamente can ¢l flujo de calcio transmembranal
{124,193-194) .

¥Ya que existe un enorme gradiente de concentracidn del
caleio entre sl fluido extracelular y el citosol de las celulas
¥8, la concentracien intracelular de calcio puede modificarse
cuando: 1. se alteran los mecanismos normales de extrusicn de
calcio de estas células (la ATPasa de calcio y el intercambio
sodio calcie, gque depende finalmente de la actividad de la ATPasa
de sodio-potasio) (21,201)3 2. se bloguma la salida de calcio de

las celulas Y8 con sustancias como el lantanoc (201); 3., se abran
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O cierran los canales de calcia sensibles a voltaje (21,201)5 4,
se modifica la captacion o liberacion del calcio por 1los
reservorios intracelulares tales como el reticulo endoplasmico
(21,201)3 S, se hace permeable la membrana plasmatica con
ionoforos de calcio (201)3 6. las celulas Y6 san estimul adas por
hormonas que movilizan calcio (21,193,201); 7. se alteran las
concentraciones extracelulares de calcio (191.2£b).

El intercambio sodio-calcio depende del gradiente de aodio
transmembranal, 1 cual es5 mantenido por la ATPasa de sodio-
potasio, Cuando esta ultima es inhibida, w2 bloguea el
intercambio sodio-calcio debido a gue aumenta la concentracion
intracelular de sodio, por lo tanta, aumenta la concentracion
intracelular de calcio y se inhibe 1a secrecion de renina. Por el
contrarioc, la estimulacion de la ATPasa de de sodio-potasio
disminuye el sodie intracelular, estimula el intercambio sodig-
calcia por lo que disminuye el calcio intracelular y aumenta la
secrecion de renina (fiqura 12).

La inhibicion de la ATPasa de sodioc-potasio por ouabaina
(218-230) , vanadato (221,231,232), y concentraciones
extracelulares bajas de potasio (218,219,224,230,233,234) inhiben
la secrecion de renina. Por el contrario, la estimulacion de la
ATPasa de sodio-potasio por fenitoina (225,235) estimula la
secrecion de renina (figura 12)}. E1 vanadato tambisdn inhibe la
ATPasa qe calgio (236) vy sus efectos inhibitorios sobre la
secrecidn de renina también pueden ser explicados por esta
accion.

El wmediador intracelular de los efectos del calcio sobre la

secrecidgn  de renina parece ser la calmodulina, debido a gque la
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inhibicién de asta por fenotiazinas talea como la
trifluoperazina, el calmidazolium, o el W~7 estimulan 1la
‘secrecion de renina producida por agentes que aumentan el calcio
citosdlico (21,200,237-241).

La despolarizacidn de las celulas A (=] por altas
concentraciones de potasio {60 mM) abre canales de calcio
sensibles avoltaje (242-244) y esto causa la inhibiciéon de 1la
sacrecian de renina (figura 13). El potasio a estas
concentraciones inhibe la secrecian de repina en el rifon aislado
perfundido (230,245), porciones de corteza ranal
{201,208,219,228,229,233,246~250) y glomerulos aisiados (128). La
gquelacion del calcio extracelular bloguea el efecta iphibitorio
de altas concentraciones de potasio (229,251}, La participacidn
del calcio en la inhibicion de la secrecidn de renina por altas
concantraciones da potasio (despolarizacion} es apoyada también
por el hecho de que los agentes gue bloquean 1los canales de
calcio sensibles a vpltaje tales como el verapamil (251, el
diltiazem (252) y el metoxkiverapamil (D 600) (248, 251) blnaquean
el pfecto iphibitorio de. la despolarizacion <(figura 13). La
nifedipina, otro blogqueador de los canales de calcio, tambien
estimula la secrecion basal de renina en porciones de corteza
renal (238). Se ha sugerido que el aumento en la presion
despolariza las celulas Y5 y de esta manera nl aumento en  la
presidn de perfusion inhibe fisioldgicamente a 1a secrecidn de
renina  (21).. La trifluoperazina, el calmidazolium, y otros
agonistas de la calmodulina bloguean el efecto inhibitorio de una
alta presion de parfusion y de concentraciones despolarizantes

de potasio (208,237,241,253). 1lo que sugiere un posible papsl de
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la calmodulina en la inhibicion (figura 13).

ta inhibicion de la secrecion de renina por una alta presion
'de perfusion o por concentraciones despolarizantes de potasio
tienen caracteristicas similares: ambas son dependientes de
calciao, blogueadas por verapamil (230) y por inhibidores de 1la
calmodulina (253) revertidas por forskalisa  (253). Ademas, la
estimulacion de la secrecion de renina por isoproterenol es
bloqueada tanto por una alta presion de perfusion como por
concentraciones despolarizantes de potasio (245).

Se ha sugerido gue la disminucion de la presion de perfusion
aumenta la segrecion de renina porque disminuye la concentracion
intracelular de calcio en las células Y6 . Ya que una baja de
presion de perfusian hiperpolariza al  misculo  vascular liso
{254), se puede suponer gue una hiperpolarizacion similar ocurre
en las células ¥YG, 1o cual disminuye la permeabilidad al calcio
(figura 14),. Otro mecanismo por medio del cual puede disminuir la
contentracion intracelular de calcio al disminuir la presion de
perfusién, es aumentando ol flujo de calcia, 1o cual ha quedado
evidenciado par el hecho de que la ouabaina bloguea la secrecion
de renina producida par una bafa presién de perfusien (255,284).
Por otra parte, a@ ha sugerido, no se ha demostrado
definitivamente, que las prostaglandinas son las mediadores del
aumento en la secrecion de renina producido por la disminucicon de
presion da perfusion (21).

Hay otro grupo de agentes que son los agonistas de los.
canales de caleio y que inhiben la secrecidn de renina tales
coma el BAY K 8644 (204,257-25%) y el CGP 28 392 (260). Si sae

quita el calecio extracelular, el activador del canal plerde su
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efectividad de inhibir la secrecion de renina (249,257). La
accion inhibitoria de BAY K B&44 y de CGP 28 392 es bloqueada por
la nifedipina y por el verapamil, vy atenuada por trifluoperazina
y £l calmidazolium (2460},

El efecto inhibitorio de BAY K 8644 sobre la secrecion da
renina no es observado en rihén perfundido, lo cual puede deberse
a efectos hemodindmicox, vya que el BAY K 84644 disminuyd 1la
secrecion de sodio, lo cual debe aumentar la rwnina por el
mecanismo de la macula densa (261,

El TMB-8 estimula la serecion de renina, probablemente par
que disminuye ] calcio citpsolico al bloguear la liberacion de
talcio de los reservorios intracelulares (177,203,246,262,263).
€l TMB-8 estimula la secreciédn de renina en presencia de
concentracinnes despolarizantes de potasio, lo gue sugiere que la
liberacion de de calcio de fuentes intracelulares es importante
en la inhibicidn de 1a mecrecidn de renina por la despolarizacion
(238) (figura 13).

La concentracion  intracelular de calcio tambien puede
aumentar por la arcitn de varias hormonas  tales camo la
AII, la vasopresina, los agonistan alfa-1 adrenstrgicos y el
factor activador de plaquetas con la consecuente inhibicion de la
secrecion de renina. El efecto inhibitorio de la AII, 1la
vasopresina, la norepinefrina, la motoxamina y fenilefrina sobre
la secrecian de renina gs dependiasnte del calcio extracelular
(247,249 ,2463-267) .

Estas hormonas transmiten su informacion a traves de una
proteina de la familia & (144~149), a la enzima afactora

fosfolipasa C (ver seccion de transduccidn hormonal), la cual
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cataliza 1a ruptura del fosfolipido de membrana, el fosfatidil
inoaitol bifosfato, en diacilglicerido @ inositol trifosfato
{(Figura 15) (288, 279). El inositol trifosfato es un activador de
la salida de calcio del retficulo endoplasmico (270-ZB0) y el
diacilglicerido activa a la proteina cinasa C. El calcio
extracelular tambien participa en esta respuesta hormenal, y la
entrada de este es mediada probablemente por el inagsitol
tetrafosfato (248). El complejo calcio-calmodulina v la proteina
cinasa  fosforilan a una o varias proteinas que van a producir
la respuesta celular y probablemente algunas que participen en la
inhibicisn de la secrecion de renina (270-279) (figura 135).

Comp vya se menciond en la seccion 1.3.3.1., en una gran
variedad de celulas, entre las que se encuentran las de la
corteza y medula suprarrenal, las de la pituitaria, las del
pancreas exocrino y endocrino, los neutrdfilos v las plaquetas,
s ha encontrado que los procesos secretorios son disparados por
el aumento en las niveles intracelulares de calecio vy nucleatidos
ciclicos y por la activacidn de la proteina ginasa £ (102,281~
2831,

Los d@ateres de frobol, sustancias promotoras de tumores
encontradas en el aceite de las s=emillas del pegquefo arbol
Croton tiglium del sudeste asiatico, estimulan directamente a la
proteina cinasa C (fFigura 15), debido a =u parecido estructural
con el activador fisioldagico de dsta, el diaciiglicérido. Un
ejemplao de estas agentes es el 13-acetato 12-0~
tetradecanailforbol (TPA). Por esta razdén es ppsible inducir una

respuesta secretora sostenida por la adicion de TPA a las
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células. La secrecion de renina, contrario a lo que pasa en la
mayoria de los sisctemas secretores, 25 inhibida por la activacmion
de la proteina cinasa [ en paorciones de corteza renal (284) y en
celulas YB aisladas (193).

Ya que el TPA a altas concentraciones puede actuar como
iondforo de calcio, es posible que su efecto inhibitorio se deba
a que aumenta las concentraciones intracelulares de calcie. En
las células YB aisladas aumenta el flujo de calcio y su efecta
itnhibitorio puede ser atenuado, o adn abolido completamente, por
verapamil (193). Por lo tanto, no esta totalmente claro si el TPA
inhiba la secrecién de renina por la fosforilacidn de una
proteina catalizada por la proteina cinasa €, Es claro, de todos
moedos, que el TPA no estimula la secrecion de las células YG.

La AIl, la arginina, vasopresini, la noreplnefrina, y el
factor activador de plaguetas inhiben la secrecidn de renina vy
estimulan el recambio fosfatidilinositol bifosfato en las células
¥G (193)., Sorprendentemente, el factor activador de plaguetas
estimula la secrecidn de renina in vive (285) y en rifadn aislado
y perfundido (203)) esto pumsde mer un reflejo indirecto de su
efecto vasodilatador.

Recientemente se ha encontratdo gque 10s productos del
metabolisme del acido aragquidonice por via de la lipoxigenasa
Juegan un papel inhibitorio en la secreciéon de renina (287) y que
este puede ser &l mecanismo intracelular por medio del cual 1la
AIT inhibe la secrecidn de renina (288). La ALl puede promover la
liberacion del aAcido araquiddnico contenido en fosfatidilinositol
bifosfato por la accion secuencial de la fosfolipasa C, que

libera el diacilglicérido 1lipasa que hidroliza ol dcido
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aragquidanico de este ultimo; ademas puede liberarse por la

artivacidn de 1a fosfolipasa A2 de muchos fosfolipidos,

3.2. ElL PAPEL DEL. AMPc EN LA SECRECION DE RENINA.

€1 AMPc es un segundo mensajero estimulatorio en la
sacrecion de renina (21,174,1685,200-203,250) .

El diterpeno forskolina, una molécula orgdnica aislada de
las raices de 1la hierba Cpleus forskohlii encontrada en 1la
India, activa directamente a 1a adenilato ciclasa y esta
propiedad ha sido usada para purificar a esta enzima (288).

Las evidencias experimentales que apoyan el papel de segundoc
mensajers estimulatorio del AMPe en la secrecion de renina  son
(figura 1é):

I. La secrecion de renina es estimulada por las siguientes
hormonas vy agentes farmacolégicos que aumentan los niveles
intracelulares de AMPc:

1) Hormonas naturales y agonistas sintéticos gque estimulan a
1a adenilate ciclasa. Estas hormonas ejercen BLE accion
estimulatoria a traves de receptores especificos colocados en la
membrana celular: a) Las catecolaminas {epinefrina,
norepinefrina)l y los agonistas beta adrendrgicos como el
isopraterennl, a través de los receptores beta adrengérgicos {beta
2 en conejo y gato, VY beta I' en ratas, perros y humanos
(170,174,176,289~298) 2. La estimulacidn producida por estas
agentes es blogueada por antagonistas beta adrenergicos tales

como el propranolol (174,290,251,299). b) La dopamina a traves de
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los receptores DI (176,203,300-304). &) La histamina a traves de
los ruceptores H2Z (198,199,203,305): la estimulacio por histamina
es blogueada selectivamente por la cioetidina (antagonista H2)
pera no por la difenidramina (antagonista HI) (198,199) d) La S°'N
etilcarboxamida-adenosina, agonista de los receptares A2 de
adenosina (185,200,202,250,306,307). o) Las prostaglandinas como
la E2 y la 12 (prostaciclinal) (170,175,304-312). ) El glucagon
(174,315,316). Estas tres udltimas actdan a traves de sus
receptores espetcificos.

2) La faorskolina ya que activa directamente a la adenilato
ciclasa (191,200,203,253,317,318).

3) El dibutiril-AMPe (Figura 14&) un andlogo de AMPc soluble
en grasas que penetra libremente a las celulas y que reproduce
loa efectos metabolicos del AMPc  (319-322).

4. La teofilina y la iscbutilmetilxantina, inhibidores de la
fosfodiesterasa de AMPc que evitan la degradacion de este a AMP~
§° (322-3243.

La toxina colérica, atn cuando no se ha demostrado,
probabl emente aumente la secrecion de reninay pues mantiane
permanentemente ®levada a la adenilato ciclasa produciéndose  de
esta forma el estimulo intracelular sin la actlvacion de receptor
alguno, tal como sucede con la forskolina.

Estos datos fueron obtenidos in vivo ast como en rifen
perfundido, porciones de corteza renal, glomerulos aislados vy
celulas Y6 aisladas.

En cBlulas VB aisladas, los attivadores de la adenilato
ciclasa (isoproterenol, prostaciclina y forskolina) aumentan el

contenido de AMPc, y 1los niveles de mste rorrelacionan
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directamente con el aumento en la secrecion de renina (202). Por
otra parte, en celulas YO humanas en cultivo, los activadores de
la ciclasa (histamina, epinefrina o bradicinina) aumentan 1a
secrecion de renina (198,19%) vy los niveles de AMPc. Las cininas
tamhien aumentan 1a secrecion de renina en los glomgrulos
aisladnz por un mecanismo independiente de prostaglandinas (325).

El aumento paralelo de AMPc y secrecion de renina en las
celulas Y5 aisladas en respupsta a attivadores de la cilclasa, es
1a unica prueba directa del papel estimulatorio del AMPc en la
secrecion de renina.

I1. El inhibidor d& 1la adenilato ciclasa 2, S’
dideoxiaderosina blequea la estimulacion de la secrecidn de
renina praducide por agentes gque estimulan a la adenilate ciclasa
(262).

11I. La secrecidn de renina disminuye con hormonas vy
agonistas que inhiben a 1a adenilato ciclasa, Yy gue en muchos
sistemas disminuyen la concentracion intracelular de AMPc. Ya que
el aumento en los niveles de AMPc aumenta la secrecidn de renina,
es de esperarse gque gl decremento de lous niveles del mismo la
disminuya. 8Sin embargo, no se ha obzervado que la AII, la cual
inhibe la adenilate ciclasa renal (32461, diesminuya las
concentraciones intracelulares de AMPc en las células Y@ humanas
y de rata, a pesar de que inhibe la secrecidan de renina
(191,199). tos re:eptcrés especl ficos de estas hormonas  estan
acoplados inhibitoriamente a la adenilato ciclasa por medio de la
proteina Gi.

Estas hormonas y agonistas sintéticos sen: 1) la N-¢
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ciclohexiladenasina, un agonista sintético de la adenosina
(195,250,327-329); 2) Loz agonistas alfa~2 adrenargicos, tales
como la clonidina (290,291,330-334); 3} La ALl (1546,191,193,335)
¥ 4) El1 neuropeptido Y (203,236).

fta inhibicidn de la secrecidn de renina producida por estos

cuatrp 1inhibjdores de la giclasa, es blogqueada por la toxina

El neuropeéptido Y inhibe a la adenilato ciclasa cardiaca
este efecto es mediado por la prateina G sensible a la toxina

La secrecisn basal de renina ee estimulada por la toxina
pertussis en el apimal completo (334,339), en porciones de
corteza renal (291,329), en rifwn aislado y perfundido (335,338)
y en celulas YB aisladas (195). Por otra parte, las acciones
beta—adrenergicas sobre la secrecicn de renina son  potenciadag
por la toxina pertuassis tanto in vivo (290) como in vitro (291,
1o cual puede explicar el aumento en la secrecion basal - de
renina.

La toxina pertussis bDloguea el efecto vasconstrictor de 1la
All (334) y del agonista alfa 2 adrenérgico guanfacina (335,334},

La inhibicidn de la secrecion de renina por el neuropgtido Y
también fue observado én porciones de corteza renal, vy na pudo
ser explicado por la liberacién de norepinefrina de las
terminales nerviosas puesto que la adicion del-;gnnista alfa 1
adrenérgico prazosina, no blogqued el efscto inhibitario, vy
tampoco puda explicarse por el aumento en los flujos de calcio ya
que ni el D-4500 ni el calmidazolium bloguesron al  efecto

inhibitorio (336). El mecanismo mas praobable de la inhibicidn de
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la secrecidn de renina por el neurppéptido Y es & travaes de la
inhibicidn de la adenilato ciclasa. Rossi vy col. (327)
encontraron gue la toxina pertussis fue incapaz de bloguear la
inhibicidn de la SECre&iOn de renina producide p;r
concentraciones despolarizantes de KCl, 1o que sugiere que el

sustrato de la toxina na controla los canales de

calcio sensibles a voltaje. Kurtz y col. (195) han encontrado que
la towina pertussis adicionada al medio de cultivo no modifica
los niveles basales de AMPc o GMPc de las células YB . Al mamento
no estd claro si el sustrate de la toxina pectussis en las
células YG es la proteina Gi u otra proteina de la familia G.

En la figura 15 se resumen las relaciones de las hormonas y

agentes farmacologicos gue interaccionan con la adenilato ciclasa

y gque modifican la secrecidn de renina.

3.3. EL PAPEL DEL GMPc EN LLA SECRECION DE RENINA.

Kurtz y col. (124,194,195,202) ban propuesto que el GMPc es
un segundo mensajero inhibitorio, ya que hay una relacidn inversa
entre los niveles de GMPe y la secrecidn de renina.  La guanilateo
ciclasa, la enzima que sintetiza GMPc a expensas del GTP (340),
estd presente en el citosol y la otra estd presente en la
membrana celular. La enzima soluble es activada por dos clases de
vasadilatadaores: los nitrovasodilatadores (nitroglicerina Y
nitraﬁrusiato de sodio) y vasodilatadores dependientes de las
células endoteliales (acetilceolina y bradicinina). La dnica
hormona que se ha damostrado que activa a ila guanilato ciclasa de

membrana es el péptido natriurético atrial (PNA} (341),
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El  papel del GHPc en los procesos secretorios no estd muy
claro. Se ha observado que la estimulacién de 13 secrecion en
varins tipos celulares ce acompafa de un aumento en los niveles
intracelulares de GMPc (342). Hay poca informacion del posible
papel del BMPc en la secrecion de renina, sin  embargo, se ha
estudiado recientemente el wiecto del PNA sobre la secrecion de
renina y los resultados encantradoas son contradictorias . Algunos
autores han encontrado que el PNA inhibe la secrecidn de renina
in wvivo (343-350) e in vitro (124,1%4,202,350), otros han
obhservado que no la modifica (351-356), vy por tltime, otro grupo
de autores han encontradeo que la estimula (185,204,357), Las
diferencias entre estos hallazgos experimentales no estd «lara
por 21 momento.

£1 PNA aumenta la liberacion de GMFc del rifron y disminuye la
liberacion de AMPc  (350) debido a gue estimula 1a gquanilatao
ciclasa (341) e inhibe la adenilato ciclasa (358). En células YG
aisladas también aumenta los niveles de GMPz, disminuye los
nivales dz2 AMPc e inhibe la secrecidn de renina  (194) La
inhibicion de 1la secrecion de renina por el PNA correlacicna
inversamente conh el aumento en la concentracidn intracelular de

GMPc y no con la disminucion de AMPc  {(194,202). La toxina

s bloquea la estimulacidén de los niveles de GMPc y  la
inhibicidn de 1los niveles de AMPc producidos por @l PNA  (194).
Esto ha conducido a sugerir gque el sustrato de 1la toxina
estimulatoriamente a la guanilato ciclasa (194). Sin embargo, no

se bha demostrado que la guanilato ciclasa esté acoplada a wuna
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proteina de la famlia 6, aungue si se ha demostrado que  una
proteina G puede estar acoplada a mds de un sistema efector
intracelular (144,147),

La disminucidn en la secrecion de renina producida por el
PNA na puede explicarse por cambios en la concentracifon
intragelular de calcieo ya que el PNA, a diferencia de la
All, no modifica las concentraciones intracolulares de caleio
medidas con quin-2 en las celulas Y& (124).

Se ha sugerido que la inhibicidn de la secrecidn de renina
praducida por la adenosina también pusde ser explicada paor el
aumento  en  la concentracidn intracelular de GMPC vy na por la
dismipucion de los niveles de AMPc, vya que la adenosina no
diaminuye log niveles de AMPC pern sof aumenta los niveles de GMPc
en las células Y6 (195). La adenosina no modifica la captaciéon de
calcio por las ceélulas Y6, lo cual sugiere gue su  efocto
inhibitorio na depande  del aumento en el caloio
intracelular. Interesantemente 1a toxina pertussis blogues el
efarto inhibitoric de la adenosina sobre la secrecién de renina y

sobre la estimulacidn de los niveles de BHMPC (195).

3.4, INTERACCIONES AMPc~Ca+2 y Ca+2-AMPc.

Es. posible gue 21 ANPC no modifigque la secrecicon de renica
directamente sino a  traves de la disminucion  de 1os niveles
citdsolicus de calcio. Los posibles msranismos por medio de
los cuales el AMPo ejerce esta accitn son  (figura 172

1. Aumentn de la salida de calcio al estimular directamente

la ATPasa de calcio e indirectamente el intercembia sodio—-calcioc
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por medio de activacian de Ia homba de sodio-potasio  (3539-363).

2. Estimul acidn de la captacien de calcio por los
reservorias intracelulares (364).

Por otra parte, el calcio puede disminur la concentracidn de
AMPg inhibiendo la adenilato ciclasa o gstimulando la
fosfodiesterasa de AMPc (281) (figura 18).

t.os agonistas beta adrenérgicas estimulan la secrecion de
renina por el reticulo endoplasmico (364). Esto puede explicar
parque# 81 AMPe vy los agopistas beta-adren#rgicos estimulan la
secrecidn de renina en presencia de Una presién de perfusidn alta
{253), del ion&faro de cal;io A 23187 (320) & concentraciones
despalarizantes de potasio (229, 3i8),

La gecrecidn de renina inducida por el aumento en AMPC no se
modifica a pesar de los cambios en el calcip extra o intracelular
o por blegueadores de 1a calmodulina (222, 238, 253).

Por otra parte, el efectu estimulatorio sohre la secrecion
de renina de los agonistas beta adrenérgicos es antagonizado por
harmnnas.y agentes quae aumentan el calcio intracelular tales como
los agonistas alfa—i adrenérgicos (2&47), 1la vasopresina (222,
264) , la AIl (222}, 11la ouabaina (221,222,230), las bajas
concentraciones extracelulares de potasio (233), el vanadato
(221,222) vy 1la despolarizacién por altas concentraciones de
potasia (222,233). El lantano blogquea la secrecién de  renina
praducida por el isoproterenol y el glucdgon (345) lo que sugiere
que el efecto estimulatorio de estas hormonas es debide a un
;umnnto en el aflujo de calcio intracelutar.

Para evitar que 1la interpretacién de los resultados dependa

dal orden de adiciéon de las hormonas qua modifican el AMPe o el
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calcio, Fray vy coal. {253) hicieran un experimento en rifon
perfundido en donde estimularon la secrecién de renina  con
forskolina y despugs la inhibieron por despolarizacion al
aumentar la presidn de perfusion. Este experimento lo repitieron
invirtiendo ®1 orden de adicidn de los agentes. En otro
experimento similar usaron forgkolina Y concentraciones
despolarizantes de potasio. La forskolina aumentd la secrecitn de
renina de 679 a 1812 nanogramos de Al / bora per gramo de rihon
por 1S min  (ng/h.q.15 min) y el aumento en la presion de
perfusion la disminuyd a B97. La presion de perfusion alta
disminuyd la secrecion de renina de 555 a 118 ng/h.g.min y 1a
forskolina la revirtige a 207. Cuando 1la despolarizacion se
realizd con altas concentraciaones de potasio en ver de un aumento
en la presidn de perfusidn los resultados fueron casi
identicos. Como se puede observar, la secrecidn final de repina
despues de ambos estimulos no depende del orden en que los
agentes se adicionarcn. Estos resultados pueden sugerir gque el
calcio y el AMPc wmodifican la secrecidén de renina por  vias
paralelas (318).

Sin embargo, para resolver este problema, es necesario medir
las concentraciones intracelulares de calcio y AMPc en respuesta
a agentes que modifican el AMPc en un caso y calcio en atro en
forma paralela con la secrecién de renina. De esta forma se podra
precisar si el aumento en AMPc modifica o no las concentraciones

intracelulares de calcio y viceversa.

4, CONCLUSIONES.
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La regulacion intracelular de la secrecian de renina es muy
compleja ya que se comporta de una manera inversa a la mayoria de
1gs sitemas gsecretorions. bLa secrecion de renina es inhibida por
el aumentt intracelular de calcio, por la activacien de 1la
calmodulina, por la estimulacian de la proteina cinasa C vy por el
aumento del GMPc. La unica caracteristica que lleva en comun con
los demids sistemas secretorios es que es estimulada por un
aumento en el AMPc. Las paosibles interrelaciones entre los
segundos mensajeros tales como las presentadas entre el calcio vy
el AMPe hacen mas complejo el problema. Sin embargo, el principal
obstdculo lo constituye la dificultad de obtener células puras.

El mecanismo por medio del cual varias hormonas, péptidos vy
nedrotransmisores tales como la serotonina, la sustancia P, 1Ia
somatostatina, el péptido vasoactiveo intestinal y la insulina
(364-371) modifican la secrecion de renina, no estd totalmente
elucidado. Por otra parte, es necesario confirmar en células Y6
aisladas, @1 mecanismo de accién propuesto en gistemas mas
complejos para otras hormonas. Uno de los problemas de frontera
en este campo es el de slucidar estos mecanismos totalmente, para
lo cual es indispensable €]l uso de c#lulas Y8 puras, en donde se
puedan nedir los mensajeros intracelulares y los cambios de la
activiadad de algunas enzimas como la adenilate ciclasa, 1l1a
guanilate ciclasa, la proteina cinasa C, las cinasas dependientes
de AMPc, GMPc © de calcio-calmedulina, en respuesta a  los
diferentes estimulos. No esta totalmente claro si la disminucien
de los niveles de AMPc sea un prerequisito para la disminucion de

la secrecidn de renina. Es necesario medir los niveles de AMPc y
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la actividad de la adenilato ciclasa en respuesta a agentes que
inhiben a esta enzima como el neuropeéptido ¥ y la clonidina, con
lo cual se pueda confirmar o proponer alternativas a los
hallazgos realizados con la All y can la adenosina (191,199),

El sustrato o los sustratos de la toxina pertussis en las
calulas YGB deben ser identificados para poder interpretar leos
resul tados obtenidos hasta el momento con esta  toxina vy  ast
seguir usdndola como una herramienta en el estudio de los
macanismos de accidn hormonal en la secrecion de renina,

Es neresarioc que diversos grupos amplien sus estudios sobre
el papel del GMPc como segundo mensajerc inhibitoric de la
secrecion de renina, debido principalmente a que no todos las
grupes han encontrado que el peptido natriurdticg atrial, el cual
estimula la guanilato ciclasa inhiba la secrecidn de renina.

El mecanismo detallado por medic del cual el calcio y/o el
compleijo calcio-calmodulina, 1 AMPc, el GMPc vy la proteipna
cinasa C modifican la secrecién de renina no se conoce  aln.  Se
piensa, pera no ha sido probado, gque el calcio y laos nucledtidos
ciclicos ejercen su efecto por la activacion de cinasas de
proteinas especificas (figura 15 y 14).

Los avances en este campo permiten suponer que los niveles
en donde se enfocard el ectudio de la regulacidon intracelular de
la secrecién de renita en ls préaximos aMos son los siguientes:

1. Elucidacion de los mensajeros intracelulares en respuesta
al estimulo de hormonas de mecanismo desconocido, en ceélulas YG
puras y su mecanismo de accion.

2. Interacciones entre 1oz mensajeros intracelulares ya gue

25 necesario precisar si cada mensajero intracelular afecta por
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separadp la seprecion de renina (mecanismps paralelos) o si soele

uno de ellos es el segundo mensajero "final".
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