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RESUMEN

Objetivo: La concentracion plasmatica y la excrecién urinaria de las proteinas del sistema
renina-angiotensina estan alteradas en ratas con sindrome nefrético. En el presente trabajo se
estudid la regulacion de la expresion de renina y angiotensindgeno en el sindrome nefrético
agudo experimental.

Métodos: E| sindrome nefrético se indujo con una inyeccidn subcutdnea unica de
aminonucledsido de puromicina y las determinaciones se hicieron 6 dias después, Por un lado,
se analizd la excrecion urinaria, la concentracion plasmatica y los niveles del acido ribonucleico
mensajero (ARNm} de angiotensindgeno en higado y otros tejidos extrahepaticos como rifién,
corazén, cerebro y glandula adrenal en ratas control, nefrGticas y alimentadas a la par. Por otro
lado, la concentracidn de renina total, activa e inactiva se analiz6 en plasma, orina y rifdn en
los mismos grupos experimentales, asi como los niveles del ARNm de renina en rifién, higado
y cerebro. Los niveles de los ARNm se determinaron con la técnica de "slot blot".

Resultados: El sindrome nefrético estuvo claramente establecido a los 6 dias de la inyeccion
del aminonucledsido de puromicina como se pudo demostrar por la presencia de
hipoproteinemia, proteinuria, hipercolesterolemia y la retencién de sodio. Aunque se observd
una alta excrecién urinaria de angiotensinégeno y su concentracion plasmatica se redujo a la
mitad, los niveles hepaticos de su ARNm no cambiaron. Mas atn, los niveles del ARNm de
angiotensinégeno no cambiaron en ninguno de los tejidos extrahepaticos estudiados en el dia
6. No se alteraron ni la proteina ni la expresion del gen de angiotensinégeno en las ratas
alimentadas a la par. En plasma, la renina total no cambio y la renina activa aumento en las
ratas nefrdticas con respecto a las alimentadas a la par y control, asi como en el grupo
alimentado a la par con respecto al control. En cambio, el porcentaje de la renina inactiva
disminuyé en las ratas nefréticas con respecto a las alimentadas a la par y control, asi como en
el grupo alimentado a fa par con respecto al control. El contenido renal de renina total, activa e
inactiva no presenté cambios, y tanto la renina activa como la inactiva se excretaron en
grandes cantldades por orina sin cambios en el porcentaje de prorrenina con respecto a los
grupos cotrol y alimentado a la par. Los niveles del ARNm de renina no se alterardn_ en ninguno
de los grupos experimentales en ninguno de los tejidos estudiados en el dia 6. Los niveles
renales del ARNm de renina y los niveles hepaticos del ARNm de angiotensindgeno se
midieron en otro grupo de ratas en los dias 1, 3, 5 y 7 después de la inyeccion del



aminonucledsido de puromicina. No se encontraron cambios en ninguno de estos dos ARNm a
ninguno de los tiempos estudiados; En resumen, la disminucion en la ingesta de alimento
indujo camblos en la renina circulante, pero no afectd el angiotensindégeno. Tanto la renina
como el angiotensinégeno circulantes y su excrecién urinaria se encontraron profundamente
alterados en el sindrome nefrético agudo, sin embargo los niveles de sus ARNm no cambiaron.
Conclusiones: Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la expresion de
ios genes de renina y angiotensindgeno no se altera durante el desarrollo del sindrome
nefrético agudo inducido con aminonucledsido de puromicina, y que la reguiacién de los niveles
plasmaticos de ambas protelnas se da a nivel traduccional o postraduccional en este modelo
experimental.



SUMMARY

Objectives: Plasma concentration and urine excretion of the renin-angiotensin system proteins
are altered in rats with nephrotic syndrome (NS). In the present work, the regulation of renin
and angiotensinogen (Ao) expression in the experimental acute NS was studied.

Methods: NS was induced by a single injection of puromycin aminonucleoside (PAN) and
determinations were made 6 days after PAN injection. On the one hand, Ao urine excretion and
plasma concentration were analyzed, as well as ils messenger ribonucleic acid (mMRNA) levels
in liver and other extrahepatic tissues: kidney, heart, brain and adrenal gland from control (C),
nephratic, and pair-fed (PF) rats. On the other hand, total, active, and inactive renin
concentrations were analyzed in plasma, urine and kidney from the same experimental groups,
as well as renin mRNA levels in kidney, liver, and brain. mRNA levels were determined with the
slot blot hybridization technique. |

Results: Although a great urinary excretion and half than normal plasma levels of Ao were
cbserved on day 6 after PAN-injection, when NS was clearly established, hepatic Ao mRNA
levels did not change. Furthermore, the Ao mRNA levels did not change in any of the
extrahepatic tissues studied on day 6. Ao protein and gene exprassion remained unchanged in
PF rats. Plasma total renin did not change, and active renin increased in nephratic rats with
respect to PF and C groups and in PF rats with respect to C. In contrast, inactive renin
percentage decreased in nephrotic rats with respect to PF and C groups, and in PF animals
with respect to C. Total, active and inactive renal renin content did'not change, and active and
inactive renin were importantly excreted by urine with no changes in the prorenin percentage
with respect to C and PF groups. In both experimental groups, renin mRNA fevels did not
change in any of the studied tissues on day 6. In another group of rats, kidney renin and liver
Ao mRNA levels were measured on days 1, 3, 5, and 7 aftér. PAN injection and no time-course
changes in their expression were found. In summary, decreased food intake induced changes
in circulating renin but did not affei:t circﬂlating Ao. Plasma concentration and urinary excrétion
of renin and Ao were profoundly altered as weil as their urinary excretion in acute NS, however,
there were na changes in their mRNA levels. , , | ‘
Conclusions: The resulls obl_ained in the present work'suggest that the Ao and renin-gene
expression is unaltered, and that the regulation of plasma levels of both proteihs is at the
transiational or posttranslatibnal level, during the development of the acute NS induced by PAN.
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. INTRODUCCION

En el presente trabajo se estudio la regulacion de la expresion de dos de las protefnas
del sistema renina-angiotensina (renina y angiotensindgeno) en el sindrome nefrdtico agudo
experimental, por lo que la introduccion se compone de 3 articulos de revisién escritos para
este proyecto. uno sobre el sistema renina-angiotensina, otro sobre el angiotensindgeno y el
tercero sobre la renina, y por Ultimo una breve revision sobre el sindrome nefrético.

Los articulos publicados son los siguientes:

1. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverri J. &l concepto actual del sistema renina-angiotensina.
Revista de Investigacion Clinica 1993;45:165-177.

2. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverr! J. Estructura y regulacidn del gen de angiotensinogeno.
Revista de Investigacién Clinica 1993,45:387-398. | '

3. Ibarra-Rubio ME, Pedraza-Chaverri J. Renina: estructura y regulacién de la expresién del
gen, biocsintesis y vias celulares de secrecién. Revista de | Investigacién Clinica
1993,45:255-266.



Rev Inc Clin 1993; 45:165-77

Resumen

El conceplo tradicional del sistema renina-
angiotensina (SRA) es el de un sistema endocrino
que juega un papel central en o balance de agua y
clectrolitos y en la homeostasis de la presion arterial.
[l angiotensindgeno y 1a rening, secretados por el
higado y el rifdn, respectivamente, interact(an para
formar angiotensina ), la cual, a su vee, s
hidiolizada por la enzima convertidora de
angiotensina | para formar el péplido
bioldgicamente activo del sistema, angiotensina ().
Debido a que esta altima enzima se localizd primero
en la vasculatura pulmonar, se pensé que la
angiotensina il se producia solo en ese sitio y que
posteriormente Hlegaba a sus érganos blanco por
medio de la circulacion, Sin embargo, gracias al
desarrollo de nuevas técnicas biogquimicas y de
biologia molecular se ha podido documentar ta
presencia de los componentes del SRA, incluyendo
sus acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm), ¢n
mdltiples tefidos como rifdn, vasos sanguineos,
corazon, cerebro y glandulas adrenales, entre otros.
La presencia de fos ARNm sugiere fuertemente que
las proteinas del SRA se sintetizan localmente. Esto
ha Hlevado a proponer que el SRA puede tener
funciones paracrinas, autocrinas, e incluso
intracrinas, ademis de las endocrinas ya bien
conacidas, ¢s decir, que el SRA puede estar
involucrado en alguna funcion especifica de cada
tejido. Estos datos amplian el concepto tradicional
del SRA ya que, ademas de su amplia distribucion, se
ha comprobado que los SRA locales se regulan
independientemente del sistema circulante. Por otra
parte, estudiando el compartamiento de los SRA

Articulo de actualizacidn

El concepto actual del sistema
renina-angiotensina

*Maria Elena Ibarra-Rubio
*josé Pedraza-Chaverri

circulante y tisutar ante diferentes situaciones
patoldgicas coma la hipertension, se ha propuesto
que la principal funcién del SRA circulante es
mantener la homeostasis cardiorrenal a corto plazo,
y que e} control ténico de la resistencia vascular y de
la funcion tisular local (por ejemplo, en adrenal y
rifion) estd regulada por los SRA locales. Finalmente,
estas observaciones demuestran que ¢l SRA tisular
tiene un papel muy importante aligual que el SRA
circulante,

Patabras clave: Sistema renina-angiotensina,
Renina, Angiotepsindgeno, Angiotensina |,
Angiotensina ll, Angiatensinas, Enzima convertidora
de angiatensina |, Expresion génica, ARN mensajero.

Abstract
Current concept of the renin-angiotensin system.

iaditionally, the renin angiotensin system (RAS)
has been thought of primarily as an endocrine
system that delivers circulating angiotensin Il to
target tissves. This peptide is a potent
vasoconstrictor and a primary stimulus for
aldosterone secretion. In addition, angiotensin I has
many other targets such as kidney, heart and brain,
from which it elicits different specific responses, -
Numerous studies using pharmacologic or
immunaologic inhibitors of the system have shown an
important role for the circulating RAS in blood
pressure and electrolyte as well as fluid homeostasis, -
Although it acts as a classical circulating endocrine
system, there is increasing evidence to show that the
RAS may also have an important local autocrine or

paracrine role in a variely of tissues since it has been

* Depanamento de Netrologia y Metabolisma Minetal, instituts Nacional de b Nuliicion Satvador Zubrirdn, Méxiw DF.
Correspondencia a: M, en C. Marla Eleoa ibracra-Rubio, Depto. dPNvaInp, 1y Mutabolismo Mineral, Instituto Nacional de f Mutricién ﬁatvador

Zubiran, Vasco de Quiroga No. 15, Tlalpan, 14000 México, D.F.

Recibido o 18 de marzo de 1992, Aceprada para publicacion ¢l 13 de agosto de 1992,
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shown that the RAS components are present in all of
these tissues. In addition, several investigators have
recently demonstrated the expression of renin and
angiotensinogen genes in multiple tissues, which
strongly suggests that these proteins are locally
synthesized, Moreover, it has been demonstrated
that tissue RAS is independently regulated from
circulating system under different pathological
siluations such as hypertension. As a resull, the
concept of the RAS as an endocrine system alone is
in question. Locally expressed RAS may be involved
with the regulation of individual lissue function
independent of the circulating counterpart,
However, the importance of these local systems in
circulatory control and body volume homeostasis
has yet to be defined. It has been propased that the
main (unction of the circulating RAS is to provide
short-term cardiorenal homeostasis. The tonic
control {e.g., adrenal and kidney) is influenced by the
intrinsic tissue RAS, This new concept provides a
broader cutlook on the RAS and challenges its
traditional endocrine role.

Keywords: Renin-angiotensin system, Renin,
Angiotensinogen, Angiotensin | converting enzyme,
Angiotensin I, Angiotensin ll, Angiotensins, Gene
expression, Messenger RNA,

£ sistema renina-angiotensina {SRA) es una
cascada bioquimica cuyo producto final, la
angiotensina H (A I}, es un vasoconstriclor potente y
un estimulo primario para la secrecion de
aldosterona, Numerosos estudios han demostrado
un importante papel de este sistema circulante en la
regulacién de la presion sanguinea y en la
homeostasis de liquidos y electrélitos. La
comprensidn de fa contribucion del SRA en ta
fisiologia cardiovascular y renal ha sido posible
gracias al desarrollo de radioinmunocanalisis y
técnicas de aislamiento y secuenciacidn de
proteinas, y a la disponibilidad de péptidos sintéticos
@ inhibidores farmacoldgicos. Recientemente, se ha
logrado la clonacién molecular de los dcidos
desoxirribonucleicos complementarios (ADNc) y de
los genes de las proteinas del sisterna gracias a la
tecnologia del ADN recombinante, Utilizando los
métodos bioquimicos clasicos y las modernas
técnicas de biologia molecular, muchos
investigadores han demostrado recientemente la
expresion de los genes de renina y
angiotensinogeno en una gran variedad de tejidos,

La Revista de Investlgacién Clinica

Como resultado, el concepto del SRA como un
sistema unicamente endocring estd en duda. Se ba
postulado que los SRA que se expresan localmente
estan involucrados en la regulacion de la funcion
tisular individual, independientemente del sistema
circulante. [ste nuevo concepto ha sido de ayuda en
la comprension del papel del SRA en la
fisiopatologfa de algunas enfermedades, y en las
respuestas a inhibidores larmacoldgicos del sistema.
£n el presente trabajo se revisaran las evidencias y ¢l
posible papel de los SRA tisulares, y en otros
trabajos se revisara la estructura y regulacion de la
expresion de los genes de renina y
angiotensinagena.

EL SISTEMA RENINAANGIOTENSINA
CIRCULANTE

tn resumen, el funcionnmiento del SRA circulante
es ¢l siguiente (revisado en 1-4):

1, El higado produce el substrato de renina
llamado angiotensindgeno y lo libera al plasma, Fste
substrato es una glicoproteina con un peso
molecular de 55 000 daltones aproximadamente.

2. En circulacian, 1a renina actia
hidroliticamente sobre el angiotensindgeno para
liberar, a partir de su extremo amino, la angiotensina
I {A 1). La renina es una enzima producida
principalmenlte por las células yuxtaglomerulares del
rindn, y se libera a la circulacion general por las
venas renales, La A1 es un decapéptido que no tiene
actividad bioldgica,

3. Laenzima convertidora de angiotensina |
{ECA) o cininasa I, que se encuentra
abundantemente en el pulmdn, hidraliza la A
liberando el dipéplido His-Leu de su extremo
carboxilo. Como resultado de la actividad de la ECA
se forma el octapéptido A I, que es el componente
biol6gicamente activo del SRA, y que llega a sus
organos blanco por meclio de la circulacion,

Las principales acciones fisiolégicas de la A i
{revisado en 1-3) son las siguientes: a) tiene un
potente efeclo vasopresor (es 50 veces més polente
que la norepinefrina), y durante algunos afios se.
pensod que £sla era su Onica funcidn; b estimula la -
secrecion de aldosterona en las glindulas adrenales;
esta hormona esteroide promueve la reabsorcion
tubular de sodio y agua, y como consecuencia de su
accion, aumenta ef volumen sanguineo. Estas dos



acciones {isiolagicas de ta A |l son las principales
reguladoras de Ia presion sanguinea; ¢) aumenta la
secrecion de calecolaminas de las glindulas
adrenales y facilita la transmision adrenérgica; d)
aclda directamente en el cerebro para incrementar
la presidon sanguinea mediante los sistemas nerviosos
simpatico y parasimpalico, y para estimular fa sed y
la secrecian de vasopresina y de honmona
adrenocorticotrépica (ACTIH); ¢) inhibe a secrecion
de renina y estimula la secrecion de
angiotensinogenao.

4. La angiotensina {il (A Il) se produce por accidn
de 1a angiolensinasa A sobre la A Il Esta enzima
hidroliza ¢l extremo amino (dcido aspirtico) de 1a All
para (ormar el heptapéptido correspondiente, ¢l cual
estimula lambién la secrecion de aldosterona, pero
tiene un efecto vasopresor menor, Como
angiotensinasas se conoce colectivamente a un
grupo de enzimas hidroliticas (aminopeptidasas,
endopeptidasas y carboxipeptidasas) que degradan a
las angiotensinas a sus correspondientes
aminoacidos (figura 1).

£V aumento en la presion y volumen sanguineos y
en la concentracion de Al secundarios a la
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Figura 1. Secuencia de las ieacciones enzimdiicas del sistema renina-
angotensing. ECA = enzima convertidora de angiotensing | — -
= gplace hidrplizado. aa = aminadcitos,
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activacion del SRA, inhiben la secrecion de renina
por medio de un mecanismo de retroalimentacian
negativa.*

Generalmente se acepla que el elementa limitante
o regulador de la actividad del SRA circulante s la
renina, s decir, que la actividad del sistema estd
contiolada principalmente por la velocidad de
secrecion de renina. En la actualidad se han descrito
al menas cinco mecanismaos fisioldgicos que regulan
la secrecion de renina en el rifdn: a) un
barorreceptor intrarrenal que responde a cambios en
la presion sanguinea; b) la cantidad del ion sodio (o
posiblemente cloruro) que pasa por el segmento de
macula densa del tibulo distal renal; ) el sistema
nervioso simpitico y las catecolaminas circulantes;
d) otros factores hormonales (e.g Al
prostaglandinas, esteroides); y ¢} otros electeolitos
plasmaticas (calcio, potasio, etc).* Algunos autores
se han apoyado en ¢l hecho de que las
angiotensinas estin presentes en unia concentracion
mucho menor que ¢l angiolensindgeno parta afirmar
que la rening, y no el angiotensindgeno, s la
molécula limitante del SRA. Sin embargo, la
concentracian plasmiilica de angiotensindgeno cs
de alrededor de 1.5 uM, y fa Km para la reaccion
renina-angiotensinogeno es de 12 pM, lo que indica
(que se necesitaria un aumento de 10 veces en la
concentracion de angiolensindgene para que se
alcanzara una reaccidn enzimailica de orden cero, y
esta concentracion nunca se alcanza en situaciones
fisiologicas o palologicas. Por lo tanto, esta
inlormacion indica que la concentrazion de
angiotensinogenao si tiene un papel limitante en la
generacion de A 1134 '

Por otra parte, en el caso de los SRA tisulares, la
generacion intracelular de A 1l no estd limhada
necesariamenite a la presencia de reaina, pero sia la
presencia de angiotensindgeno, ya que hay varias
enzimas que son capaces de producir Aio Alia
pattir de &ste (figura 2). Las enzimas identificadas
con esla actividad son: catepsina D), isorrenina,
enzima gencradora de angiotensina sensible a
quimosltatina, tonina, ipsina, calicreina, catepsina G
y activador de plasmindgeno tisvlar. Eslas cinco
uftimas pueden generar directamente A Il a partir de
angiotensindgeno.”® En suero también se ha
encontrado una proteasa de aspartilo diferente a la
renina capaz de producir angiolensinas a partir de
angiotensindgeno.® Sin embargo, no se ha
establecido el significado fisiolgico de estas
enzimas dentro def SRA, '

Vol. 45/No. 2/Marzo-Abil, 1993



168 ME tharra v | Pedraza

[ — RO i e e e o i © o 4 e
! ANGIOTENSINGAEND 1
Aty :
Trpming !
\:I‘Ilculn. |
i [mina . Y RLLrT ]
| PRORRENINA oo s RENINA | I
Fepsicg
Calepuicas 9.0 . G
ARy
Plagmna - Caticrring
ANGIOTENSIMA ¢ Cuppana i 7
Tamna
Tepmna
EGAL
Calepping G
» J
ANGIOTENSINA 1) #-ameee -

U UG OO LUV SRS UO R |

Figura 2. Enzimas dilesentes a las delsistema renina-anglolensina que
pueden produclr angiotensing o I} a partle de angiatensindgena. AP-
t = activador de plasmindgeno tisutar, EGAQ) = enzima generadora de
angiotensina sensible a quirnostaling.

Aunque se ha encantrado que la ECA circulante
podria limitar la expresion campleta del SRA en ratas
tratadas con una dieta baja en sodio,' a esta enzima
no se le ha atribuido un papel regulaterio general
dentro del SRA; de hecho, se cree mis bien que esto
es improbable.'®*! Sin embargo, aunque
fisioldgicamente la ECA no tiene un papel
regulatorio en la produccion de A I}, cuando se
inhibe ta actividad de esta enzima se interrurnpe la
cascada de produccidn del péptido, por lo que
constituye el blanco terapéutica de muchas drogas
antihipertensivas.

En resumen, las moléculas mds importantes en la
regulacion fisioldgica de la actividad dol SRA son la
renina y el angiotlensindgeno.

EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA TISULAR

Comao ya se menciond, ol conceplo tradicional del
SRA es el de un sistema endocrino cuyo
componente bioldgicamente activo (A I} se produce
en circulacién, a traves de la cual Hega a sus drganos
blanco para producir el efecto sistémico o global,
Sin embargo, en los ultimos aios se han acumulado
evidencias de que los componunles del SRA se
sintetizan localmente en diversos tejidos. En la
tabla 1 se presentan las referencias 12 a2 97 de los
trabajos que han identificado la presencia de fos
componentes del SRA en tejidos diferentes,
incluyendo los receptores de A ).

Como se puede apreciar en esta tabla, las
diferentes moléculas del sistema presentan una
distribucién muy amplia, abarcando tejidos de
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diferentes sistemas como el cardiovascular, el
reproductor y el nervioso, por mencionar algunos, bs
interesante hacer nolar que en cerebro, corazon,
vasos sanguineas, adrenal, ovario y rifidn se han
encontrado todos los componentes del SRA. Fsta
amplia localizacion de los compaonentes del SRA ha
llevado a sugerir que el sistema liene funciones
paracrinas (sobre las células advacentes), autocrinas
(sobre las misinas céulas) e incluso intracrinas
{dentro de las mismas ciolulas), ademas de las
funciones endocrinas descritas anteriormente, es
decir, que el SRA puede estar involucrado en alguna
funcion especifica de cada tejido. La evidencia
definitiva de que los genes de renina y
angiotensinogeno se expresan en diferentes tejidos
fa constituye la presencia de sus dcidos
ribonucleicos mensajeros (ARNm) correspondientes.

Existen discrepancias entre los autores en cuanto a
la abundancia de los ARNm de angiolensindgeno y
renina en los diferentes tejidos. Por ¢jemplo,
Ohkubo y cols'? encontraron que el orden
decreciente de abundancia del ARNm de
angiotensindgeno es el siguiente: higado, cerebro,
rifon, glindula adrenal, ovario y pulmén, Campbell y
Habener'? también enconltraron este orden de
abundancia y, ademds, econtraron la misma
cantidad de ARNm de angiotensindgeno en corazén
que en glindula adrenal y rindn; sin embargo, en
corazon sélo lo detectaron en la awricula, y Kunapuli
y Kumar'? también o detectaron en el ventriculo,
Lynch y cols'® coinciden con Qhkubo y cols'? y
Campbell y Habener” en que «of tejida mas
abundanie en ARNm de angintensindgeno es el
higado, duspués el cerebro y después el rifdén. En
contraste con los otros avlores,'"? Kunapuli y
Kumar'? informaron que ¢l ARNm de
angiotensindgeno es mis abundante en corazon que
en higado.

También se ha estudiado la distribucidn intrarrenal
del ARNm de angiotensinogeno, encontrandose que
se expresa tanto en corteza como en médula.'* '8
Sin embargo, en un principio hubo discrepancias en
cuanto a la abundancia relativa de este ARNm:
micntras que Fried y Simpson'® encontraron que era

‘mas abundante en médula, Campbell y Habener'?

observaron que su localizacion era
predominanternente en corteza, e ingelflinger y
cols'® no encontraron diferencias entre ostas dos
regiones. Finalmente, usanda la téenica de
hibridacion in situ, Ingelinger y cols®® enconlraran
que ¢l ARNm de angiotensindgeno se localiza
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Tabla 1. Referencias de la presencla de bos companentes del SRA en diferentes lejidos.

Teyicker Anglotensindgeno Rening All
ARNmM PROT ARNm PROT ECA RECE PLPT
Higaio 117 6 47 72:7% 02.84
293
RIAén 1246 29.32 2 3| 73-78 81-85 51.55
18-21 A8-50 52.56 ¢
Adrenal 1213 1) 47-50 57-59 74, 76 BY-H5 92
7?
Cerebro 1214 29 29,47 60, 61 74,76 HE) "3
16 3441 50 72,79 8688
2225
Corazon 13,17 42, 41 49, 50 62 7476 a3, 89 34
78
Pulmaon 12,13 47, 49 44,63 71.76
i
Vasos 13,26 44, 45 449 b4 13,76 B1.85 63, 64
LANGUINEDs 78, 80 95, 96
Ovario 12 46 47, 51 65 73, 74 90 97
76
Tesiculo aA7-49 0b 74.77 81
a
Intesting 13 73-76
Utero 51 67,68 74,76 31, 84
Cens ME Pituit Plac Baro
Baza 48 09 £stom
Estom Baza Corton Tir
Mesent 47,49 70 14,76
1) Timo Deckd Veitg
YAC 14 Prost n . 71,74
27 Hipot
TAG 20 47

Prot = pratetra: Rece = 1eceptor; Pept = péptido; Vasos sang = vasos sanguineos; ME = médula esplnal; Estom =
estdmaga; Mesent = mesenterio; TAC = tejido adiposo calé; TAB = tejido adiposo blanco; Pitult « piwitarla; Ptosl
= pristata. ~vipol = hipotdlamo; Plac = placenta; [)crul w decidua; Tir » lroides; Vejig = vejiga.

predominantemente en tabulo proximal con
cantidades considerablemente menores en los
segmentos tubulares distales y crestas glomerulares.
Este trabajo apoya los hallazgos du Campbell y
Habener,"

£n la glandula adrenal. se ha cncontrndo que ¢
ARNm de angiotensindgeno en la cipsula
(incluyendo [a zona glomerulosa) es dos vecss mas
abundante que en la médula (incluyendo las zonas
fasciculata y reticulans).®

Con respecto al cerebro hay discrepancias enlre
los autores en cuante a si son las neuronas o los

astrocitos la principal fuente de angiotensindgeno en
este tefido, SegGn Lynch y Peach,* parece baber
mas evidencias de que los astrocitos son la fuente

~ predominante, y muy probablemente la dnica, de

angiotensinbgeno en cerebro. Ademis, parece que

~la secrecion de angiotensindgeno de los astrocitos

es la fuente de esta protelna en el liquido
cerebroespinal {donde representa del 2 al 3% de fas
proteinas totales).’® :
Fried y Simpson'® no encontraron ARNm de
angiolenslnogeno en bazo ulitizando la técnica de
“dot blet”; sin embargo, Campbell y Habener'! si
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detectaron este ARNm pero en cantidades muy
pequedas, y para detectarlo utilizaron ta técnica de
proteccion a nucleasa S1, que es una técnica con la
que se pueden detectar cantidades muy pequedas
de ARNm, Par lo tanto, las discrepancias entre los
autores en cuanto a la localizacion y abundancia de
este ARNm en diferentes tejidos, puede deberse a
que utilizan diferentes técnicas para extraer of ARN
total y para determinar fa abundancia de los ARNm
especificos.

Por otra parte, Gémez y cals'* encontraron, por la
técnica de “Noirthern blot”, que en la etapa fetal de
ratas, el ARNm de angiotensindgeno no es
detectable en higado pero si en tejido adiposo café,
rifén y cerebro, Una hora después del nacimiento,
este ARNm se hace detectable en higado,
alcanzando un valor miaximo alas 24 h, y
disminuyendo ligeramente a los 90 dias de vida
posnatal, Estos hallazgos sugieren que el gen de
angiotensindgeno estd regulado durante el
desarrollo de una manera especifica de tejido, y que
el higado no es la fuente principal de angiotensing-
geno en ¢l feto, siendo fuentes alternativas el tejido
adiposo café, el cerebro y el rifién,

A diferencia de la rata, el ARNm de
anglotensindgeno en el borrego ya es detectable en
el higado durante el segundo trimestre de gestacion
y no estd presente en el rifdn.® Estos datos indican
que también hay diferencias en la regulacidn tisular
del ARNm de angiotensindgeno entre diferentes
especies,

La mayorfa de los autores coinciden en que &
ARNm de angiotensindgeno de los tejidos
extrahepaticos codifica para una molécula de
angiotensindgeno idéntica a la del higado;'?? sin
embargo, Lynch y cols'® encontraron que el ARNm

~ de angiotensindgeno de higado y cerebro son

indistinguibles; en cambio, el de rifén parece ser
mas fargo por 100 nucledtidos aproximadamente.
Para el ARNm de renina, Suzuki y cols®®
encontraron el siguiente orden decreciente de
abundancia en diferentes drganos de rata: rifén,
ventriculo cardiaco, auricula cardiaca, cerebro,
testiculo y glandula adrenal, En cambio, Ekker y
cols*’ encontraron que en ghindula adrenal es més
abundante gue en higado y cerebro, los cuales
presentaran ta misma concentracian de ARNm de
rening, y no detectaron nada en corazén. Okura y
cols'® encontraron el siguiente orden decreciente:
HAon, corazon, aorta y adrenal, Finalmente, Lou y
cols'® informaron ef siguiente orden decreciente:
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rifidn, adrenal, pituitaria, higado y corazén, Comao se
puede observar, existen grandes discrepancias en
cuanto a la abundancia relativa del ARNm de renina
en los tejidos estudiadas; incluso para higado y
corazdn aun existe {a duda de que realmente esté
presente este ARNm.'® Sin embargo, todos los

estudios coinciden en que el rifién posee la
concentracion mis alta del ARNm de renina,

FUNCIONES PARACRINAS, AUTOCRINAS ©
INTRACRINAS DEL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA

Para muchos tefidos se desconoce la funcién local
que podrig tener el SRA; sin embargo, para algunos
otros st se ha propuesto, e incluso documentado,
una o varias funciones.

RINON, Desde hace mas de una década se
postuld la existencia de un SRA local renal gue
funcinnaba independientemente del SRA
circulante;'™ sin embargo, no se sabia si los
componentes del sistema se producian localmente o
si eran captados de la circulacién. Hoy en diase
tienen las evidencias de que los elementos del SRA
se pueden sintetizar localmente gracias a las téenicas
de biologla molecular, mediante las cuales se ha
demostrado a presencia de los ARNm de fas
proteinas del sistema en varias partes del rifian, Para
tratar de entender ol papel del SRA intrarrenal es
importante conocer la distribucién local de cada uno .
de los componentes del sistema.'® Taugner y cols'4
demostraron la presencia de renina en las arteriolas
aferente y clerente, anerias interlobulares, y también
en los tébulos proximal, conector y colector cortical
por lincion con anticuerpo antirrenina. Las células
mesangiales glomerulares en cultivo sintetizan
renina.'® Por 1écnicas de hibridacién in situ, se ha
localizado el ARNm de renina principalmente en fas
células yuxtaglomerulares de las arteriolas ‘
aferentes, 1% Menores cantidades de este ARNm se
han detectado en el mesangio y otros sitios
vasculares. Recientemente se ha demostrado que fa
sintesis de renina {medida por la cantidad de
proteina y ARNm) aumenta en el penacho
glomerular, en particular en las células dol mesangio,
en ratas con ablacién renal sublotal'™ v en el
glemérulo de nefronas remanentes después de la
nefrectomia subtotal.'® Por otro lado, los wibulos
proximales presentan inmunorreactividad a la FCA™
y las células epiteliales yuxtaglomerulares contienen
Aty AU | cantidad mas alta de ECA renal esti



en el borde en cepillo (lado luminal) de los 1dbulos
proximales. Los receptores de A 1l se han
encontrado abundantemente en el glomérulo y enla
vasculatura, y, en concentraciones menares, ¢n las
fracciones tubulares corticales.'0319%.110 | os
receptores de A Il se han Jocalizado tanto en las
membranas luminales como en las basolaterales de
las células del tGhulo proximal. Como ya se
menciond, el ARNm de angiotensindgeno se
expresa en las células de los tibulos proximales.'®
Estos datos sugieren que los sitios de produccidn de
A ll dentro del riidn pueden incluir 1a region tubular,
fas arteriolas aferentes y eferentes y olros sitios
vasculares, asi como el mesangio. Especificamente,
los altos niveles del ARNm de angiotensindgeno en
el Whulo proximal, junto con la presencia de ECA y
receplores de A il, han conducido a proponer la
hipétesis que éste es un sitio intrarrenal importante
de formacion y funcion de A ll, Ya que no existe
evidencia de la expresion del ARNm de renina cn

estas células, la renina inmunorreacliva detectada en

las células del tabulo proximal debe provenir de la
renina filtrada en el lumen tubular o de la renina
enviada por medio del fluido intersticlal renal.

£l ARNm de angiolensindgeno también se ha
encontrado en concenlraciones menores en la
médula renal en el ducto colector y en la vasa
recta. M £l ARNm de renina no se expresa en la
médula renal, pero una gran cantidad de renina
puede llegar a ésta desde la regidn cortical por
medio de la microcirculacion, la linfa o a través del
fluido tubular. La linfa renal contiene renina ya que
se deriva del intersticio cortical que rodea el aparato
yuxlaglomerular, arteriolas y vénulas.'*'* De hecho,
hay varios componentes del SRA en la linfa renal,
incluyendo renina inactiva. Se ha identificado la
renina en el fluido tubular, y otras enzimas
proteoliticas como la calicreina, catepsina D o
tonina, que pueden ser capaces de fiberar Al a
partir del angiotensinégeno en la médula renal #"'4
% También se han descrito receptores de A It donde
estd el haz de la vasa recta'®'® y en los segmentos
tubutares medulares y corticales,'03'%.110

L.os datos de localizacion intrarrenal de los
componentes del SRA anleriormente mencionados
sugieren que puede haber cuatro sitios de formacion
de A Il que pueden modular la funcion renal:

1} Tabulos renales. Varios estudios utilizando
tbulos perfundidos aislados o téenicas in vive, han
demaostrado que la A 1l en el tabulo proximal
produce respuestas opuestas a diferentes
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concentraciones,'™ £n este sitio, fa A I} puede activar
receplores en el segmento proximal $1 y estimular 1a
reabsorcion de sodio.''” Sin embargo, a una
concentracion relativamente alta (pM), la A ll inhibe
fa reabsorcidn de sodio, aparentemente a través de
un acoplamiento de su receptor a una proteina G
inhibitoria."'"® A concentraciones nanomolares
fisioldgicas, la A Il incrementa la reabsorcién de
sodio por medio de un aumento en la concentracion
de calcio intracelular secundario a la activacion de la
fosfolipasa C."'® Este fendimeno ocurre a una
concenlracidn que se puede generar (cilmente in
situ. Ademis, 1a A It en el tabulo proximal puede
estimular el intercambiador Na* — H* y aumentar la
reabsorcién de bicarbonato.'#'3! La A | puede tener
aun olras funciones tubulares, quiza relacionadas
con el crecimiento celular. Por ejemplo, la A Il
potencia la milogénesis estimulada por et factor de
crecimiento epidérmico en células de tibulo
proximal en cultive.'??

2) Sitios vasculares. La infusién de A Il induce un
aumenlo en la resistencia arteriolar clerente y afe-
rente. Sin embargo, el efecto predominante es el
primero. Este aumento en la resistencia vascular
induce una disminucidn del flujo sanguineo renal y
de la velocidad de filtracidn glomerular, aunque el
cfecto es mayor en el flujo sanguineo que en la velo-
cidad de filtracién glomerular, lo que conduce a un
aumento en la fraccion de filtracién. El aumento en
la resistencia arteriolar aferente debido a la A ll,
puede alterar las fuerzas de Starling favoreciendo,
por lo tanto, la reabsorcidn de fuidos en el Wbulo
proximal, ademds de cambiar el flujo sanguinen,
Ademas, se ha demostrado que la angiotensina
puede aumentar la sensibilidad del sistema de
retroalimentacién tubuloglomerular, que es uno de
los mecanismos que regulan la filtracién
glormerular,' 13124

3) Mesangio glomerular. Las células mesangiales
glomerulares se contraen en respuestaa la A ll, lo
que produce una disminucion en el coeficiente de
ultrafiltracion capilar glomerular (Kf} y una
disminucion en la superficie capilar glomerular
disponible para la filtracién.'* Bajo condiciones
coma la deplecion de sodio o hemorragia, la A 1l
disponible localmente puede actuar para neutralizar
el aumento en la dilerencia de prestén hidriulica
transcapilar producida por la vasoconstriccion
arteriolar eferente, y puede disminuir la velocidad de
filtracién glomerular. Por lo tanto, en conjunto, la
A I producida localmente puede ayudar a conservar
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el volumen extracelular. También ¢n esta zona, a
A Il puede estimular fa biosintesis de
prostaglandinas, '

4) Vasa recta y sitios medulares, La localizacion
del SRA en la vasa recta y en la médula, puede
permitir que el SRA influya en el control del flujo
sanguineo medular regional v del mecanismo de
contracarriente. Los estudios de Chou y cols'’
sugicren una posible funcion fisiologica de los
receptores de A Il en esta zona. Estos aulores
infundieron A I unilateralmente a la arteria renal de
perros, a una dasis que no alterara la velocidad de
filtracion glomerular o el flujo plasmalico renal. Esla
manipulacién dio por resultado una retencion de
sodio ipsilateral, y un incremento en la osmolaridad
urinaria y en la isquemia papilar.’?’ De hecho, ¢! flujo
plasmdtico papilar se ve afectado por eventos que
aumentan o disminuyen la actividad plasmitica de
renina,'?” por ejemplo, el aumento en fa renina
circulante que se produce después de |a
administracidn de un diurélico, estd asociada con
disminuciones en el flujo sanguineo papilar.'?%* La
expresion del ARNm de angiotensindgeno en la
médula le conliere credibilidad a la posibilidad de
que el SRA esté presente localmente y esté
intimamente involucrado en la regulacion in sitw.

Otro efecto de la A Il sobre el rifdn, y que esti
ampliamente documentado, es 1a inhibicion de la
liberaclon de renina de las células
vuxtaglomerulares,"® lo cual funciona como un
mecanismo de retroalimentacion negativa del SRA.

- VASQS SANGUINLOS. ta A |l producida
localmente puede influir en la funcion vascular a
traves de efeclos paracrinos o autocrinos. Por
ejemplo, la A Il vascular puede afectar ¢l estado
contrictil de los vasos sanguineos. La A {) derivada
de células de musculo liso puede inducir
vasoconstriccion activando los receptores de la
misma célula que la produjo v los de fas células de
mdsculo liso adyacentes. La A Il local puede
aurmnentar la liberacion de norepinefrina de las
terminaclones nerviosas noradrenérgicas en los
vasos sanguineos. La A Il derivada del endotelio
también puede ejercer una inflluencia contrictil
paracrina en células de masculo liso. Ademis, este
péptido vasoactivo puede influir en la biosintesis
endotelial de prostaciclinas.'' En resumen, se ha
propuesto que las acciones del SRA en vasos
sanguineos son: 1) regulacion del tono vascular y de!
flujo sanguineo regionales,' 'Y 2} patogénesis de la
hipertension crénica,'™ * 3) determinacion de las
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respuestas a inhibidores farmacolagicos del SRA (por
ejemplo, inhibidores de ECA),0 3) desanrollo de
hipertrofia vascular,*'4 y 5) contribuir a las
respuestas vasculares a by inflamacion v al dafo®

CORAZON. Dzau™ ha ropuesto que las posibles
acciones del SRA cardiaco son [as siguientes:

1) vasocanstriccion caronaria’? y por lo 1anto,
influencia sobre ¢l flujo sanguineo; 2) aumento de la
contractilidad cardiaca;'*''* 3) estimulacion dol
crecimiento de los miocitos cardiacos (hiper-

trofia} 80943899 14 A i se ha localizado en el ngceo
de células cardiacas de rata® y puede estimular la
acumulacion de ARN y la sintesis de proteinas;'** 4)
influencia en el metabolismo miocardiaco durante ¢
dafio por isquemia y reperfusion; 87451132 5) influencia
en las arritmias ventriculares durante ¢l dafio por
isquemia y reperfusion *

GLANDULA ADRENAL. La renina adrenal persiste
después de la binefrectomia y su actividad esta
regulada independientemente de la ro- L repal o
plasmatiea. La funcion de la A I adrenal es
probablemente regular la biosintesis de aldasterona,
Por cjemplo, en células aisladas de glomerulosa
adrenal, la velocidad de secrecion de aldosterona
basal se puede inhibir por saralasina.'*! En ratas
intactas, la velocidad do secrecion de aldosterona
carrelaciona estrechamenle con la actividad de
renina adrenal.’* Los niveles de renina adrenales
estdn elevados en las ratas espontaneamente
hipertensas.'*® Por lo tanto, debe considerarse un
papel del SRA adrenal en la patogénesis de la
hipertension y en la respuesta a la inhibicion de la
ECA. Odra funcion de la A ll en las glandulas
adrenales, es modular by liberacion de catecolaminas
y la biosintesis de cortisnl. 537 Agimismo, se ha
encontrado que la A IHestimula la sintesis de ADN y
el creciniienlo de células corticales adrenales, por lo
tanto, un SRA local podria estar involucrado en ol
crecimiento adrenal.'s8

CEREBROQ, La actividad de renina en cerebro
parece estar regulada por factores independientes
del SRA circulante.” La A Il en cerebro puede
contribuir 4 la regulacién de la presién sanguinea, de
la sed y de la secrecion de vasopresina, asi como a

Ha liberaciéon de las catecolaminas, 6360162 { 4

adminisiracion de inhibidares de ECA al sisterna
nervioso central disminuye la presion sanguinea e
inhibe la sed. De hecho, varios investigadores han
propuesto un papel para el SRA cerebral en la
patogénesis de la hipertension en ratas
espontineamente hipertensas.'! También se ha



propuesto que la Al podria actuar como un
neurotransmisor.'®

HIGADO. La interaccion de la A | con un recep-
lor especifico de gran afinidad en 11 cromatina®
permite un desenrollamiento del ADN, 1o que
sugiere un papel intensificador de ka transcripcion de
genes especificos.'® Este receptor de A I también se
ha encontrado en la cromatina de timo ®

En resumen, se ha propuesto que la funcion
principal del SRA circulante es mantener la
homeostasis cardiorrenal a corlo plazo.® £l control
t6nico de la resistencia vascular y de la funcian
tisular local (por ejemplo, en adrenal y rifdn) esti
regulada por los SRA locales,® No se ha definido la
importancia que liene este sistema autacring o
paracrino en el controf circulatorio y en la
homeostasis del volumen corporal; sin embargo,
parece ser poca. La idea de que el SRA circulante
esté involucrado salo en el control a corto plazo de
la funcion cardiovascular, estia apoyada por la
observacion de que la actividad plasmitica del SRA
sigue el principio de un sisterna hormonal de circuito
cerrado. Exceplo por los estados de
descompensacién cardiovascular severa, la actividad
plasmatica del SRA casi siempre regresa a la
normalidad cuando se alcanza la homeostasis. De
hecho, lanto en la insuficiencia cardiaca congestiva
como en la hipertensién renovascular, los niveles
plasmiticos del SRA no estan elevados en la elapa
cronica compensada,'®% Por lo tanto, se ha
prapuesto que las fases “no dependientes de renina”
de la insuficiencia cardiaca o de la hipenension
renovascular, son condiciones en las cuales el apoyo
circulatorio agudo proporcionado por la activacion
del SRA circulante no se requiere mis, Duranie esta
fase, los SRA tisulares {vascular y cardiaco}
mantienen el tono vascular y la funcidn cardiaca.
Este mecanismo de control local esta bien demns-
trado por los datos de Okamura y cols.'** Okunishi y
cols'™ y Miyazaki y cols' por lo tanto, desde este
punto de vista, ¢} nombre de "no dependiente de
renina” no es adecuado, ya que el SRA vascular
puede estar jugando un papel importante en vl
manleniimiento de la hipertension. Todos estos datos
demuestran que el SRA tisular tiene un papel muy
imporlante al igual que el sistema circulante.
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Estructura y regulacion de la expresion del gen de

Resumen

£l angiotensindgeno ¢s una glicoproteina que
contiene en su extremo amino e decapéptido
 angiotensina 1 {Al) el cual es Lberado por 1a accion
proteolitica de la enzima senina. A partir de la Al se
produce enzimiticamente angiotenasina 1 {AlL), of
péptido bioldgicamente activo del sistema renina
angiotensina (SRA). [l desarroflo de la teenologia del
ADN recombinante ha permitido conocer la
eslructura y regulacion de la expresion de los genes
de las proteinas del SRA. 1 gen de angiotensindgeno
de rata, humano y ratén consta de 5 exones y 4
intrones, miden aprodmadamente 12 kb y sao muy
similares. [n su region flanquradorn 5° se han
identificado miltiples elementos regulatonios tales
como los de respuesta de (ase aguda, y respuzsta a
glucocorticoides, estrogenos y tiyodolironina,
ademis de los promoltores e intensilicadores
comunes. La comparacion de la estructura del
angiotensindgeno, deducida por la donacion y
secuenciacion de los aados desoximibonucleicos
complementarnios (ADNc) de bumanao y 1ata,
demuestra fa similitud ded angiotensinogeno con
varios inhibidores de proteasas de serina producidas
por ol higado. [sta simditud ha conducido ala
hasqueda de ofros papeles fisiologicos del
angiolensinigeno, ademds de su papel como
sustrato de renina. La beasintesis hepaitica del
angiolensinégeno esta regulada por muchos factores
honmonales diferentes incluyendo glucocotticoides,
estrogenos, hoemona tiroidea, insulina y All, y
acwahnente la donacion del gen de
angiatensindgeno ha ofreddo ta oportunidad de

angiotensinégeno

Maria Flena tbarra-Rubio
*lose Pedraza-Chaverri

estudiar esta regulacion a nivel transcripcional. En
base a los resultados obtenidos con este lipo de
estudios parece ser que la regulacion de la sintesis
de esta proteina se da principalmente a nivel
transcripcional, es decir, por la regulacion de la
expresion de su gen.

Palabras clave: Angiotensindgeno, Sistema renina-
angiatensina, Angiotensinas, ADN recombinante,
Biologia molecular, ARN mensajero, Hormanas,
Expresion geénica, Regulacion de la expresion génica.

Abstract
STRUCTURE AND REGUIATION QF THF
ANGIOTENSINOGEN GENE

Angiatensinogen is a glycoprotein synthesized
mainly in hepatocytes and secreted inlo the
circulation. Angiolensinogen is cleaved by the
enzyme renin to produce angiotensin 1, which is
further converted inlo a vasoconstiicting peptide,
angiotensin 11, the biologically active peptide of the
renin angiotensin system, The concentration of
angiotensinogen is rate-limiting in the production of
angiotensin | and therefore plays an important role in
the regulation of angiotensin It production, The
development of recombinant DNA technology has
introduced new directions for the study of the
angiotensinogen molecule, The human, ral and -
maouse angiotensinogen gene conltains five exons
interrupted by four intervening sequences and spans
12 kb approximately. tn its 5' flanking region multiple
regulating clements, as well as the major control
elements, are present. The cloning and sequencing
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of the angiotensinogen cINA demonsirates the
similarity of angiotensinogen ta various serine
protease inhibitors produced by the liver and was
the beginning of studies looking for new
physiological roles of angiotensinogen, in addition to
the substrate for renin. The circulating levels of
angiolensinogen are altered in many different
physiological and pathological siates. High levels of
this protein are seen in hypercorticism, inflanunation,
pregnancy, and contraceptive therapy, and low
levels are associated with adrenal insuficiency and
converling enzyme inhibition. These variations are
mostly due to madifications of the hepatic
biosynthesis under the contral of hanmonal factors
such as glucaconticoid, estragen, thyraid hormone,
insulin and angiotensin il in addition, it has been
found that these changes in the hepatic biosynthesis
are due mainly 1o changes in the angiotensinogen
pene expression,

Keywords: Angiotensinogen, Renin-angiotensin
system, Recombinant DNA, Hormones, Angiotensins,
Moalecular biology, Cene expression, Cene expression
regulation, Messenger RNA.

El sistema renina-angiotensina {(SRA} juega un
papet central en la regulacion de la presion
sanguinea y en el balance de liquidos y electrolitos.
La angiotensina | (Al) es un decapeptido producido
por [ accién proteofitica de la proteasa de aspartilo
renina sohre ¢ angiotensindgena. L a Al
posteriormente es hidrolizada por la enzima
converlidora de angiotensina | {(ECA) formindose el
oclapéptido angiotensina Il (All), que os el péplido
biologicamente activo del SRA. Por lo 1anto, ¢l
angiotensindgeno es el procursor de la All.

La Km para la reaccion repinid-angiotensinogeno
en humano es de 1.25 pM'y La concentracion de
angiotensindgeno circulante os de 0.895 pM.2 Lstos
datos indican claramente que, bajo condiciones
fisiologicas, la tenina no estd salurada con su
sustrato, por lo que cambios en la conceniracion de
¢ste, pueden conducir a alteraciones e la
produccion de All, a pesar de que la renina no varie.
Para que la concentracion de angiotensindgeno no
fuera un factor limitante ¢n la produccion de All se
requeriria un aumento de 10 veces en la
concentracién de esta proteina en plasma para que
la reaccién alcance una cinética de arden cero?

Por lo tanto, ademas de la renina, fa
concentracion de angiotensindgeno es un factor
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fimitante en la velocidad de produccion de Al por lo
que juega un papel impordante en la regulacion de la
presion sanguinea.’ Lo anterior puede tener mucha
impaorlancia clinica ya que se han observado
cambios paralelos ¢n la presion sanguineay en la
concentiacion de angiotensindgenae en muchos
estados lisioldgicos y patoldgicos.® Se han
encontrado altos niveles de angiotensindgeno en
hipercorticismo, inflamacion, embarazo y lerapias
anticonceplivas, y bajos niveles en la insuficiencia
adrenal e inhibicidn de la £CA. Istas variaciones se
deben principalmente a modificaciones en la
expresian del gen bajo el control de factores
hormonales como estrogenos, glucocorticoides,
hormaonas tiroideas, All y posiblemente insulina.
Por otra pante, la obtencion del icido
desoxirribonucleica complementaric {ADNc) de
angiotensindgeno tarmbién ha permitida la
identificacion de su ARNm en muchos tejidos,
ademis del higado que es el principal sitio de
sintesis. £sta amplia localizacion del
anginlensindégeno es uno de los argumentas de la
existencia y funcion de SRA locales, Be hecho,
puede producirse All solo con la presencia de
angiotensinégeno, ya que hay otras enzimas
diferentes a renina y a ECA que pueden liberar a
este péptido directamente a partie de
angiolensindgeno. La posible funcién fisiologica y
participacion en procesos patologicas de estos SRA
locales se discute .‘lmpii.’inmnle en otro lrabajo.

Estructura y biosintesis del angiotensinégeno

El anglotensindgeno o sustralo de renina, es una
alfa-2 globulina que contiene en su extremo amino
ef decapéptido Al Se sintetiza principalmente en
higado, ¢l cual no contiene depasitos significativas
de ¢sta proteina, sino que se secrela - '
constitutivamente, siende ¢l plasma el principal
reservorio dul angiotensindgeno.” Por ensayos ‘
directos de radioinmunoanalisis se han encantrado
40 picomoles de angiotensindgeno por gramo de
higado en [a rata, lo que comresponde a un '
almacenamiento intrahepatico del 3 o 4 % del
angiotensinogeno presente en plasma, El
angiotensinogeno, como todas las proteinas de
exportacion, se sintetiza como una molécula
precuesora, preangiotensindgeno.

La secuencia de aminodcidos del
angiotensinageno de rata, deducida a partir de la
secuencia de bases de su ADNC, indica que la



molécula esta constituida por 453 residuos de
aminadcidos en sy forma madurea (452 en humang,
Refs. 9, 10) y un péptido senal putativo de 24
residuos de aminodcidos. L peso molecular
calculada es de 49 348 daltones® (49 270 daltones
en humano, Rel. 9), que coincide can ol peso
molecular de 50 000 daltanes para of
angiotensinogeno libre de carhohidratos caleulado a
partir de la forma glucosilada de la proteina
purificada { 56 400 daliones).'! Una parte del
angiotensinogeno también circula como una
variante de alto peso molecutar.'? Aundue en
condiciones nonmales esta forma constituye un bajo
porcentaje del angiotensinogeno plasmatico total,
existe en altos niveles durante el dltimo trimestre del
embarazo, y ocasionalinente es la forma
predominante en ef suero de mujeres embarazadas
hipertensas,"? £ste angiotensindgeno de alto peso
molecular es un sustrato efectivo de renina y su alto
peso molecular se explica porque estd unido no
covalentemente a otra proleina sérica.'® No se sabe
si esta forma de angiotensinogeno tiene alguna
relevancia fisioldgica o fisiopatologica,

La parte de la molécula que corresponde a la Al
astid en el extremo amino del angiotensindgeno,
precedida directamente por el péplida sefaly
seguida por una larga secuencia carboxilo tenuinal
{(des-Al-angialensindgena) que contiene 2
secuencias intemamente homologas y 3 sitios
patenciales de glicasilacion en las posiciones 47-49,
295-297 y 319-321.2 Un 63% de las posiciones de
aminoacirdos en el preangiotensinogeno de rata y
humano son idénlicas. Sin embargo, la secuencia
adyacente al decapéptido Al (residuos de
ainoacidos 11-31) del angiotenpsindgena de
roedores y humano es muy diferente.? Es posible
que estas diferencias estructurales contribyuyan a la
canocida especificidad de especie que presenta la
renina.'s

Es sorprendente que ¢l organismo sintelice upa
gran proteina de 453 aminoacidos (rala) como
precursora de la Al, un péptido de 10 aminodcidos.
l.a funcion de los 443 aminoacidos rostantes, es
decir del des-Al-angiotensinGgeno, se desconace, sin
embargo se hap postulado algunas teorias:

1. En base a la similitud de secuencia de
aminodcidos, se ha encontrado que of
angiotensindgeno forma parte de una superiamilia-
de proteinas a la cual pertenecen fa ovaalbamina, la
alfa- V-antitripsina, fa antirombina i), 1a globulina
acarreadora de tiroxina, fa globulina acaneadora de

Riologis molecular de angiotensindgono 159

carticosteroides, el cofactor it de Ly heparina y la
alla-antiquimatripsing.'® £l anglotensinogeno
presenta un 18% de homologia con [a globulina
acarreadora de tiroxing, 20% con la globuling
acarreadora de corticosteroides, 17% con el
colactor Il de la heparina y 21% con la alfa-1-
antiquimotripsina.'® Por lo tanto, se ha propucsto
que ef sustrato de renina también puede ser un
inhibidor de proteasas o una proteina acarreadora,
sin embargo, esta hipdtesis aun licne que ser
confirmada.' Por otra parte, Tanaka y coly,”?
encontraron por ka alincacion de secuencia de las
regiones carhoxilo-terminales del angiotensindgeno
y de los inhibidores de proteasas alfa-1-antitripsing,
antitrombina W y alfa-1-antiquimotripsina, que el
angiotensindgeno se parece mucho a estos en las
posiciones correspondientes a las secuencias que
rodean el centro reactiva, peco no en las regiones
correspondientes al centro reactive en si. Por lo
tanto, si es cierlo que el angiotensindgeno tiene ung
actividad inhibitoria, debe ser sobre una proteasn de
serina diferente, aungue la divergencia dn ta
secuencia observada puede reflejar la desaparicion
de tal actividad inhibitoria durante la evolucion.!

2. [ preangiotensindgeno presenta una
organizacion molecular similar a fa del precuisor de
argining vasopresina/neurofisina. £n ambas
moléculas precursoras ef péptido biolégicamente
activo (All o vasopresina) esta precedido '
directamente paor el péptido senal y seguido por una
larga secuencia carbaxilo terminal y ambos tienen
dos secuencias internamente homalogas.’™ La
neurofisina tiene una funcidn acarreadora de fa
arginina vasoprresing después <o la ruptura de su
proteing precursora.? Por lo lanto seria interesante
investigar si la larga region carboxilo terminal del
angiotensiogeno tiene algdn papel biolagice de este
tipa después de la liberacion de la AL

Estructura del gen y del dcido tibonucleico mensajero
{:"R;\'n')

Ya se ha aislado y caracterizado of gen de
angiotensinogeno de rata,™” humano®'® y ratdén.?
Por hibridacion in situ el gen de angiotensindgeno se
ha asignado al cromosoma 19q de cata®® y al
cromosoma 1q de huniino,? y por anlisis de
“Sauthern blol” se ha asignado al cromosama 8 de
raton.?* €n las tres especies hay un solo gen de
angiotensindgeno por genoma haploide, U} gen de
rata es el que se ha caracterizado niis amphamente,

Vol. 45/No. 4/julic-Agoste, 1993



390 M tharra-Rubio y } Pedraza-Chaverri

:
ol - <
<. iA .;
z " o
¢ B3 .

i %3 -

gg & s
X g i3 Qo
24 ! i
o @Y P
Rz0 * 2%
TE X g
e 4
ot -{f“ o ;HJ
d - 10
Fow s @
A A Ao
5z 2 R
P o Q &
[ O P
340 £ q O
L Q= 3 3 6
WG o [t o=
MR & W
| |

g +——4-B- ¥
¥
' 2 3 4 5

A 3] < )

v e
SHIBCC nudeetdos

Aihirr MADJRC
1rEr L

Figura 1. [shiuctura del gen de angiotensinageno de rata Las ba-
rra s neggeds dhican W posicion v longitud proporcional de los exo-
nes Las lineas entre s barras induoan dos intrope s tambien en po-
swion y longitidd proporce- HATIA
meros indican el nombre que correrponde a cada exony Las letras
d cadamtton Losnameros entre parentess indican fa posicion o-
nando en como nucleatido numero uno el sitin de imicacion de la
trahscnpaon, ot = nucleondo

Fer et o et n

y su estructura general estd representada en la figura
1, pero la eslruciura y funcidn de los genes de raton
y humano, hasta donde se sabe actualmente, no son
significativamente diferentes

El gen de angiotensindgeno de rala tiene una
longitud de aproximadamente 11.8 kilobases {kb)'7
{13 kb ¢l gen de huimana, Ref. 10} y esta constitvido
por 5 exonus separados por 4 iatrones {iigura 1). Los
exones 1-5 eslan compuestos por 31, 859, 268, 145
y 459 pares de bases respectivamente.! La longitud
de los respectivos exones en el humano es de 17,
858, 268, 145 v 791 pares de bases.” Mas dal 50%
de la proteina, incluyendo las secuencias det péplido
seial y de la Al estd codificado en el exon 2'7 al
igual que en ef gen de humano' £l exdn Y vy los
primeros 30 pares de bases del exdn 2 codifican
para la region 5 del RNm ro traducida,'” y of exon 5
contiene una secuencia codificadora corta y la
secuencia 3' no traducida de 270 nucledtidos, Fl
intrdn A, de aproximadamente 5.5 kb7 (2.1 kb en
humano, Ref. 10), esta insertado dentro del
segmento que codifica la region 5 no traducida del
ARNm 30 pares de bases antes del sitio de iniciacion
de la wraduccidn (figura 1)."” Eintrén 8 de
aproximadamente 2.5 kb (6.4 kb en humana), ¢l
intrén C de aproximadamente 1.4 kb (1.3 kb en
humano) y el intron D de aproximadamente 0.6 kb
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(0.6 kb en humano) interrumpen la secuencia que
codiflica la proteina.'” Las unjones intrdn-exon del
gen de angiotensindgeno cumplen con la regla G-
AG," que es una regla bien conocida para la
mayoria de los genes eucariontes y que constituye la
sefial para el sitio de escicidn de los intrones y unién
de 105 exones (“splicing™).

Las diferencias mas grandes entre los genes de
angiolensinogeno de rata y humano estin en la
region ¥ po traducida. En esta region, el gen de
hurnano conliene 2 sitios potenciales de
poliadenilacidon'® y ambos sitios se usan in vivo (al
menaos en ¢l higado), produciendo dos especies de
ARNm diferentes solo en la longitud de la region 3
terminal no traducida, la cual esta compuesta de 605
o de 413 nucledtidos®® EF ARNm mas pequeiio es 3
veces mas abundante que el mayor, lo que indica
que una de las senales de poliadenilacidn se usa mas
efectivamente que la otra [n el gen de rata, esta
secuencia s mads corta por aproximadamente 200
pares de bases y presenta por lo menos 4 sitlos de
poliadenilacion diferentes,***? por lo que ta
heterogeneidad de tamaio de su ARNm es mucha,
Otro factor que contribuye a la helerogencidad de
tamaho de este ARN es una caracteristica poco
usual de este gen; y es que parece qgue los
glucacorticoides pueden dirigir su transcripcion
desde un segundo promotor con dos nuevos sitios
de iniciacion de la transcripcion (a -386 y -128
nucledtidos, Ref. 27), y por o tanlo estimulan la
acumulacion de dos formas mas largas del ARNm de
angiolensindgena extendidos en sus extremos 5.9
Este promotor es absolutamente dependiente de
estas hormonas. Apoyando la existencia de dos
pramotores, se¢ encontraron dos “TATA box” a 25-30
nucledtidos de los sitios de iniciacién, ademas de
dos elementos de respuesta a glucocorticoides,?

Ll sitio de casquete (“cap”) del gen de
angiolensindgeno de rata se ha localizado en el
residuo de adenina colocadao a 31 nucledtidos det.
extremo 3 del exon 1 {figura t, Ref, 17).

En resumen, el ARNm del angiotensindgeno de
rata tiene aproximadamente 1,800 nucledtidos de
longitud, correspondiendo 65 nucledtidos a la
region 5 no traducida, 1431 a la codificadora, y 200-
400 nucledtidas a la region 3' no traducida.

Los progresos en la comprension de la regulacion
hormonal transcripcional y la expresion especfica de
tejido de las proteinas, indican que la regidn
flanqueadora 9* del gen esta implicada generalimente
en eslos procesos regulatorios, Fsla region
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Tabla 1. Elementos regulalorios del gen de angiotensinogeno
identilicados funcional yfo estructuratmente.

.

Llemento fspecie Refewvncia
Secuencia TATA Rata (2) 7
Hymana (1) 113
Secuvnerd CAAT Humana 10
tndensific ados Rata 28
tlemento de respussta Humana (2} 9,10, 29
a glucararticordes Rata (1) 7
RatoHn K
Silenciador Rata n
Fiemento de respuesta Humadna 9. 10, 29
A EATORRINDS Raton 30
Secueneia que une Humana 9. 10
triyodotironing
Fiementn de respuesta Rata n
de tase aguda Humana 9
Raton 30

N

regulatoria contiene secuencias nucleolidicas cortas
involucradas en las inferacciones ADN-proteina,
Eslas interaccianes son responsables obviamente de
la regulacion de la transcripcion del gen
correspondiente. n la tabla 1 se enlistan los
elementos regulatorios del gea de angiotensindgeno
que diversos autores han identificado estructural o
{uncionalmente,

£l que se hayan localizade en la region 5 del gen
de angiotensindgeno secuencias que son sirilares a
aquellas secuencias regulatorias de otros genes, no
significa que eslas secuencias estén involucradas en
la regulacion del gen, sino que solo indica probables
secuencias de interés cuya tuncion debe ser
demostrada experimentalmente.

Por diferentes lipos de estudios se ha encontrado
que la region regulatoria minima suficiente para
mantener y regular la expresion del gen de
angiotensindgeno sl contenida en los 688 pares

-de bases del flanco 5' en la rata,® en 1 kb de la
misma region en el gen de humano® y en 0.75 kb
en ¢l caso del gen de ratdon.”® En esta region del gen
de ratdn también se encuentran los elementos
necesarios para conferir especificidad de tefido en la
mayoria de érganos que producen
angiotensindgeno.®

L conservacién interespecifica de la region
reguladora 5' del gen de angiotensindgeno de
humano, rala y ratGn es muy alta ya que se ha
encontrado un 60% de identidad de 105 primeros
500 pares de bases de esta region enlre las tres
especies.® '

Regulacién de los niveles de regulacion del  ARNm
y de la sintesis de angiotensindgeno

La biosintesis hepitica del angiotensindgeno estd
regulada por muchos factores hormonales diferentes
incluyendo glucocorticoides, estrégenos, hormona
liraidea, insulfina y All. La clonacion del gen de
angiotensingéna ha ofrecido fa oportunidad de
estudiar esta regulacion al nivel transcripcional,

En humano, los niveles plasmaticas de '
angiolensinégeno se elevan durante «l embarazo,
hipercorticisma, inflamacién, sindrome de Cushing y
durante el tralamiento con anliconcep:ivos, '
estrogenos 6 glucocorticoides.” En cambio, ‘
disminuyen en la enfermedad de Addison y con el
tratarniento con inhibidores de ECA. La mayaria de
eslas observaciones se han reproducido
experimentalmente en ratas donde los estrégenos,
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glucocorticaides, insulina, All, hormonas tiroideas,
binefrectomia y los procesos inflamatorios aumentan
el nivel plasmatico de angiotensindgeno,” mientras
que los inhibidores de la ECA,*? la droidectomia’? y
la adrenalectomia? lo disminuyen. La reduccidn por
los dos Gltimos factores se puede corregir par la
administracion de triyodatironina o
mineralocorticoides respectivamente.’! Se ha
postulado que la disminucion por adrenalectomia se
debe a un aumento en el consumo de
angiotensinggeno secundario a un aumento en la
renina >} No estd claro si la sintesis de
angiotensindgeno disminuye en la adrenalectomia,
ya que en algunos estudios se ha informado que &l
ARNm di angiotensindgeno hepilico disminuye?*?
y en olras se ha encontrado que no se allera’® tn
cambio,’ si se ha demostracdo que la disminucion de
angiotensindgeno por tiroidectomia es secundaria a
la reduccién en su sintesis y liberacion,'3% De
acuerdo con esla informacion, el ARNm de
angiolensindgeno en higado disminuye en ratas
hipotiroideas.’® Por olra parte, la triyodotironina
induce la acumulacion del ARNm de
angiotensindgeno en una linea celular de
hepatoma®® y la inyeccion de esta hormona a ratas
normales induce rapidamente una acumulacion del
ARNm de angiolensingeno en higado, pero no en
cerebro y rindn. 4
Se ha postulado que el aumento de
angiolensinogeno en ¢l embarazo se debe a los
estrogenos,” Es muy probable que este aumento sea
secundario a cambios en a sintesis de la proteina,
De hecho, la Inyeccion de etinil estracliol aumenta la
sinlesis de angiotensindgeno' ™ y el nivel de su
ARNm en higado.* Por olra parte, se ha demostrado
una respuesia diferencial a los estrégenos en
algunos tejidos, El ARNm de angiotensindgeno
aumenta alrededor de un 100% en higado, mientras
que el aumenlto en cerebro es de salo un 50% y en
corazdn no se modifica. Estas observaciones
sugieren que el higado, corazon y cerebro de rata
responden de manera diferente a las sefiales
hormonales y pueden lener mecanismos regulatorios
diferentes para el control de los niveles del ARNm
de angiotensinogeno.' La accion de los estrogenos
requiere la presencia de un receptor citosalico, y la
ausencia de este receplor explica fa inefectividad de
los eslrdgenos en ratas prepiberes.” '
En ratas normales, los niveles hepaticos del ARNm

de angiolensindgeno se mantienen relativamente
constantes durante el desarrollo,**) En cambio, el
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ARNm de angiotensinggeno renal estd presente a
niveles muy bajos a los 35 dias de edad, pero por los
dias 63 y 91 aumenta significativamente
coincidiendo con la pubertad.*? Estos datos indican
que los ARNm de angiotensindgeno de rifdn e
higaco estn regulados diferencialmente durante la
onlogenia.*? Para examinar el papel de los
andrégencs en estos cambios, se castraran ralas
macho 10-14 dias antes de sacrificarlas y se
observé una atenuacion del aumento en los niveles
intrarrenales del ARNin de angiotensinogenn
asociado con la pubentad, Estos datos sugieren que
lus androgenos estan involucrados, al menws en
parte, en fa clovada expresion intrarrenal de
angiotensindgena en las ratas mmachos durante la
ontogenia,

También se ha demostrado que los
glucoconticoides (dexamelasona) estimulan la
sintesis del angiolensindgeno en rebanadas de
higado?® y los niveles de su ARNm en higado,*!
células aisladas de higade,** en una linea celular de
hepatorma,” en cerebro,” y en cultivos primarios de
células astrogliales del diencéfalo de rata,* pero no
en corazon ' Parece que el efecto de la
dexameltasona sobre el angiotensindgeno es un
electo directo mediado por su receptor tanto en
higado como en cerebro.** Asimismo, los
conticosternides estimulan la liberacion de
angiotensinigeno de hepatocitos*® y los niveles de
su ARNm en células aisladas de hngado“ y enuna
linea celular de hepatoma¥?

£l aumento en los niveles del ARNm de
angiotensindgeno producido por dexamelasona,
triyodotironina y aldosterona en la linea celular de
hepatoma es dependiente de tiempo y dosis.*® Se
piensa que la aldosterona, al igual que la
dexamelasona, actita a través del receptor de
glucocorticoides.?

£l tratamiento combinado con dexaimetasona y
triyodotironina,? nefrectomia,*’ o un anilogo de
AMPC {(Sp-cAMPS)* da por resultado un aumento
sinerglstico en los niveles del ARNm de ,
angiolensindbgeno. Estos eleclos aditivos indican Jue
los mecanisimos rogulalcmos de los dnstmtos factores
no utilizan una via comin,’

Aligual que con los estrdgenos, existe una
respuesta diferencial de tejido del ARNm del
angiotensindgeno a los glucocorticoides: en higado
y cerebro aumenta pero en proporciones
diferentes,*"*>* y en corazon*' y rindn’® no hay
respuesta. Es sorprendente que, a pesar de que el

»



rindn conticne receptores a glucocorticoides, no
responda a la administracion de dexametasona.

En higado aislado de rata se ha observado que la
insulina aumenta la produccion de
angiotensinogeno,* sin embargo, en cultivo de
células, b insuling ejerce un efecto inhibitorio sobre
el ARNm de angiotensindgeno.

También se ha caracterizado el cfecto de la All
sobre la sintesis de angiotensindgeno. La All
aumenla la liberacion de angiolensindgeno en
higado perfundido® y en hepatocitos aislados,*® y los
niveles hepiticos de su ARNm.*3% Esle aumento
en los niveles del ARNm puede deberse a que la AR
estimule la velocidad de transcripcion del gen de
angiotensindgeno, o hien, que afecte algun proceso
postranscripcional como la degradacion del
ARNMm.*' De hecho, se ha encontrado que en la
cromatina de higado existe un receptor especilico
de gran afinidad para Al y esta interaccion permite
un desenrollamiento del ADN, lo cual puede estar
involucrado en la estimulacion de la transcripcion de
genes especificos, 3 entre los que puede estar el de
angiotensindgeno Y Inleresantemente, en células
HepG2 la AlI® y sus andlogos** ™ inhiben la
produccion de angiolensindgeno. fsto suglere que
jos mecanismos intracelulares que regulan la
secrecion de angiatensindggeno son diferenles en
hepatocitos y en células HepG2,

H efecio del AMPC sobre los niveles del ARNm
de angiotensindgeno no esti totalmente claro. £n
hepatocitos aislados se observd una relacion inversa
entra los niveles intracelulares de AMPe v los del
ARNm de angiotensindgeno.” Debido a que la Ail
disminuyd los niveles de AMPc, en ise trabajo se
propuso que este es el mecanismo por medio del
cual la All estimula la secrecion de angiotensindgeno
y los niveles de su ARNm.* Por el conlrario, en otro
estudio en hepatocitos aislados se encontio que un
andlogo de AMPc (SpcAMPS) aumenta las niveles
del ARNm de angialensindgeno,* y finalmente en
celulas HepG2 el aumento en AMPc estimulo la
secrecion de angiotensindgeno,*

Existen evidencias de que la elevacion en los
niveles de angiotensindgeno en la binefrectomia se
deben a un aumento en la biosintesis hepitica de
esla proteina.”® Se ha encontrado que la biosintesis
de angiotensindgeno por rebanadas de higado de
rala aumenta dramdlicamente despues de la
binefrectomia, y esta respuesta se bloquea por la
administracion de actinomicina D), sugiriendo que el
aumento es subsecuente a, y dependiente de, un
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aumento en lasintesis hepatica de ARN.®7 e hecho,
iwaoy cols.” encontraron que los niveles hepiticos
del ARNm de angiotensindgeno aumenta 5§ veces
por la binefreclomia.  aumento en la sintesis del
angiotensindgeno®” y en los niveles de su ARNm?* ¢
menor cuando, ademis de la binefrectoniia, se les
hace una adrenalectomia. También se ha encontrado
que los niveles relativos del ARNm de
angiotensindgeno aumentan dramaticamente en
tejido adiposo café después de 48 h de la
nefrectomia bilateral ® Sin embargo, la nefrectomia
no produce cambios en los niveles del ARNm de
angiotensindgeno en cerebro.* Estos datas ilustran
nuevamente la respuesta diferencial del ARNm de
angiolensindgeno en diferentes lejidos,

Las inhibidores de la ECA disminuyen los niveles
circulantes de angiotensinogeno en humanos®® y en
ratas @ Es posible que esta disminucion se deba a
un aumento en su consumo por los altos aiveles de
renina. Sin embargo, se ha observado que los
inhibidores de la ECA también tienen efecto sobre
los niveles del ARNm de angiotensindgeno, los
cuales disminuyen en el higado tanlo con enalapril®
comao con caplopril.*? En cambio, en el rifidn se ha
informado «que el enalapril no los altera,®* mientras
que el captoprillos disminuye,5? y que en el wejido
adiposo café los niveles del ARNm de
angiotensinégeno aumentan por el tratamiento con
enalapril.’® La disminucion del ARNm de
angiotensindgeno en el higado puede explicar la
reduccion en su sintesis,® Estos efeclos de la
inhibicion de la ECA pueden deberse a la inhibicion
de la produccion de Al la cual, come ya se
menciond, estimula la sinlesis de angiotensindgeno,

Otro de los estimulos que modifican los niveles
del ARNm de angiotensindgeno es la
concentraccion de clorurp de sodio en la dieta. La
dieta alta en sodio produce una disminucion en el

- ARNm de angiotensindgena en higado y en rifidn.®?

Por el contrario, la dieta baja en sodio aumenta ¢l
ARNm de angiolensindgeno en ei nfiGn*21636 v g0
ha informado que la respuesta es mayor en la
corteza que en la médula renal.® En higado, se ha
encontrado que en estas congiciones este
mensajero aumenta®? o permanece sin cambios.® La
respuesta del ARNm de angiolensinégenoa la
deplecion de sodio también se ha estudiado en ratas
espontineamenle hipertensas. Los rifones de ratas
narmales tienen niveeles mas altos de ARNm de
angiotensindgeno con una dieta normal de sodio
que las ratas espontineamente hipertensas, La
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Tabla 1. Estimulos que siteran g nivales det ARNm de angiatensinigeno en rata.

Estimnulo Alteracion Tepdo Heferencias
Cheta baja en socdho + Ripon 41 82
45, &
© Higado 12, 65
* |14
Diweta alta en sodho o Higado [
- Rifan
Futosemuia [ Higatio 75
% Rifon
= Corazan
= Adrenal
S Cerebiro
tnalapnl . - Higado bl
& Ravén by
+ TAC 58
Captopnt - Higada ol
- Rindn
Angmtensind 1 - Hepatovitn 44,51 52
Aldostrrong + Hupatoma M
Adeenaleciamia - Higado 3435
= Higada [
Carebyro 36
= LT Y i
Bunetracloma ‘ + Higado 747
1AL 58
= Cerebin 47
454 * Hepatocito 2
- Hepalooto 5
Eitrogenos + Higadn 78
K Cerebro PR L
= Cotazon . 741
e Hepstoma RS
Clucocorticondes - Higada 7,35 36 4
" Hepatoma 39
* Hepatocio 44
- Cerebito 36, A1 45
= Coraron 41
] Hifon 16
insuhina - Hepatocito 49
Hipatroklnme - Higado Ay
Trvodotuonma + Higadao 7.4
= Cerebro 40
® Riton 40
- Hepatoma 39
Chicagon - Hepatocite: V 52
Desarrollo pubiertadt . = Higaddo 42,3}
i - Rison
Cntraceon o © O Rifon 43
Dieta alta 0 baga en = Higastn h
POty = ) Ritan
Oralietes 0spontanea = ' Rinon T
Disbhetes inducnda - ) . Ripon H
i - : Higauo i

Pt Aumenta ot Doahoucen = S cambws TAC = Yepdo adipos cale
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deplecion de sodio estimula el ARNm de
angiotensindgeno en ratas normales casi un 50%
comparados con una dieta normal. En cambio, en las
ratas hipertensas la deplecidn de sodio no produce
cambios en el nivel renal del ARNm de
angintensinégeno, lo que indica que estas ratas
presentan una alteracidn en la regulacion por sodio
de la expresidn intrarrenal del ARNm de
angiolensindgeno.” Aln no se conoce el
mecanismo exacto por e! cual el NaCl de la dieta
afecta el ARNm de angiotensingeno. Datos
preliminares sugieren que el sadio, y no el cloro, es
el que regula la expresion del gen de
angiotensindgeno,%

Se ha encontrado que el angiotensindgeno
presenia una respuesta de fase aguda tanto en
humanos® como en modelos experimentales de
inflamacién inducida con lipopolisaciridos en
ratas.*%’0 En pacientes con inflamacidn aguda
(peritonitis) los niveles circulantes del
angiotensindgeno, determinado por un
radioinmunoanalisis directo, aumentan,”" y en un
modelo experimental de peritonitis inducida por la
inyeccion de un lipopolisacirido de Escherichia coli
en ratas se encontrd que el ARNm de
" anglatensindgeno aumenta en higado.”? £n ratas, se
ha observado que esta respuesta de fase aguda estd
mediada por una citocina derivada de leucocitos, y
que se necesita de un glucocorticoide para que la
citocina tenga su efecto estimulatorio en la
produccién hepilica de anglolensindgeno.’® Por
estas observaciones se ha propuesto incluir al
angiotensindgeno en la lista de proteinas de fase
aguda. Ademds, existe una gran similitud estructural
-~ del angiotensindgeno can la alfa-T-antitripsina'? que
es una prolefna de fase aguda. De acuerdo con
eslos datos, en el gen de angiotensindgeno de rata®
y ratdn’? se han enconltrado elementos de respuesla
de fase aguda. Sin embargo, Bouhnik y cols,”
encontraron que la respuesta del angiotensindgeno
no es una respuesta tipica de (ase aguda ya que
aumenta en la inflamacién inducida por
lipopolisacdridos, pero disminuye con turpentina,
que es olro modele de inflamacion en el cual hay
una respuesta clara de las proteinas de fase aguda.
Ademis, se ha demostrado que el factor estimulador
de hepatocitos, una proteina sintetizada en
monositos en diferenciacion, la cual aumenta fa
sintesis de varias proteinas hepdlicas durante la
inflamacion, disminuye los niveles det ARiMm de
angiolensmogeno en células de hepatoma humano
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(HepG2), to que sugiere que la respuesta a la
inflamacién del angiolensindgeno no esta mediada
por el factor estimulador de hepatocitos.™

En la tabla 2 se enlistan los diferentes estimulos
que alteran los niveles def ARNm de
angiotensindgeno en ratas,

Ya que los glicoconticoides, estrogenos y
hormanas tiroideas, asi como la binefrectomia y la
inflamacién, aumentan el contenido hepdtico del
ARNm de angiotensindgenn, y que existe una
estrecha correlacidn entre los cambios del
angiotensindgeno plasmatico y los niveles hepéticos
de su ARNm tanto en ta disminucion por
adrenalectomfa como en el aumento por ¢
tratamiento con dexametasona.’® es muy probable
que la regulacion de la sintesis de angiotensinégeno
ocurra principalmente a nivel transcripcional, sin
excluir la posible participacion de los procesos
pastranscripcionales, tales como modificaciones en
ta estabilidad del ARNm o de la velocidad de '
traduccion.’

£l conocimiento que aclualmenle se tiene sobre
el angiotensinégeno, gracias a la gran cantidad de
técnicas bioquimicas y de biologia molecular,
sugieren que el angiatensindgeno puede tener otros

papeles fisioldgicos ademis de ser el sustrato de’
renina. Mis adn, la identificacion de la sintesis de
angiotensindgeno en muchos tejidos donde ef SRA
puede tener un papel fisioldgico, apoya el concepto
de SRA locales, los cuales podrfan ser méas relevantes
de lo que se pensaba inicialmente.? Por Gltimo la
regulacidn muhifactorial de la sintesis de
anglotensindgeno, la cual parece operar a nivel
iranscripcional, hace muy atractive ¢of estudio de fa
regulacion de la expresion de este gen.’
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Articulo de actualizaciton

Renina: estructura y regulacion de la expresion del gen,
biosintesis y vias celulares de secrecion

Resumen

El sistema renina angiotensina (SRA) juega un
papel central en el control de la presion sanguinea y
en el balance de liquidos y electrélitos. La activacion
de esle sistema se inicia cuando la enzima renina
actGa sobre el angiotensindgeno para producir el
decapéplido angiotensina 1, el cual es
posteriormente convertido al octapéptido
angiotensina ll, el componente aclivo del SRA. Por
medio de las técnicas de biclogia molecular se han
producido avances muy importantes en nuestro
conocimiento del SRA, lo cual tiene implicaciones
terapéuticas muy importantes, ya que este sistena
esta involucrado en enfermedades coma la
hipertension y la insuficiencia cardiaca. El gen de
renina de rata y raton esti formado por nueve
- exones y ocho intrones; en cambio, ¢! gen de renina
humano consta de diez exones y nueve intrones. Sin
embargo, los genes de estas tres especies miden
aproxinmtadamente 12 kb, En su region flanqueadora
5' estan presentes los principales clementos de
conlrol que incluyen promotores e intensificadores,
asi como elemenlos regulalorios tales como los sitios
de los receptores de glucocorticoides y esirégenos y
las secuencias para la induccién por adenosin-
monofosfato ciclico (AMPc). La accidn combinada
de estos elementos regula la expresion del gen y da
por resultado una expresidn especifica de tejido. £l
conocimiento de la estructura del gen de renina
puede ser Wil para el diseio de inhibidores de su
transcripcian que disminuyan la produccion de esta
enzima. Ademis del control a nivel de la expresion
de gen, la renina también se regula a nivel
postraduccional y de secrecidn, Bl producto de la

*Maria Elena ibarra-Rubio
*losé Pedraza-Chaverri

traduccion del acido ribonucleico mensajero
{ARNm) de renina es preprareening, la cual se
convierte cotraduccionalmente a proreenina, un
precursor inactivo de la renina, Una parte de la
proreenina se secrety constitutivamente, y olra se
procesa inlracelularmente a renina activa madura, la
cual se almacena en granulos de secrecidn a partir
de los cuales se libera de una manera regulada,
Actualmente se estd investigando si hay alieracionoes
en la estructura y expresion del gen de renina que
puedan eslar involucradas en el desarrollo y
mantenimiento de las formas experimental y clinica
de la hiperlension.

Palabras clave: Renina, Sistema renina-
ahgiotensina, Hipertension, Angiotensinas, ADN
recombinante, Biologia molecular, ARN mensajero,
Expresion génica, Regulacion de expresion génica.

Abstract
Renin gene structure and regulation, biosynthesis
and cellular pathways of secretion,

The renin angiotensin syslem plays a major role in
the control of blood pressure and electrolyte
balance. It cansists of a cascade of proteolytic
cleavages leading lo the biologically active
angiotensin Il {All). Renin acts on angiolensinogen Lo
yield angiotensin | {Al). Alis a prohormone and must
he cleaved to the octapeplide Al by the action of
the: angitlensin | converting enzyme. Application of
recombinant DNA technology has made possible the
cloning of the renin gene and its cDNA which has
provided newer insighls into the regulation of renin
gene expression, biosynthesis, and suc'rélion, The
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information gained from such molecular biology
techniques may contribute importantly to the efforts
in the development of an effeclive renin inhibitor for
the treatment of hypertension. The mouse and rat
renin gene canlains nine exans separated by eight
inlervening sequences, in contrast the human renin
gene contains ten exons separated by nine introns.
However, the renin gene of the three species spans
12 kb approximately. In its 5" lanking region, major
control elements are present which include
promatars and enhancers as well as regulatory
clements such as estrogen and glucocorticoid
receplor sites, and cAMP induction sequences. The
combined actinn of these elements will result in
lissue specific expression and regulation of the gene,
in addition 1o the control al the gene expression
level, renin is also regulated at the paost-translational
and secretory levels, The translational product of
renin mMRNA is preprorenin, which is
cotranslationally cleaved to prarenin, an inactive
precursor of renin, The majority of the new
synthesized human prorenin is constitutively
secreted. However, prorenin is also processed
intracellularly and caonverted to the mature single
chain active renin which is stored in secrelory
granules, Active renin is released by a regulated
mechanism which can be stimulated by cAMP and
other secretagogues. Studies are under way to
examine the responses of tenin gene expression,
hiasynthesis and secretion to various physiological
conditions and to determine if there are alterations
in the structure and expression of the renin gene that
may be involved in the development of clinical and
experimental hypertension.,

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

£l sisterna renina-angiotensina {SRA) estd
involucrado en la regulacion de la presion
sanguinea, el balance de Mdidos, y otras funciones .
cardiovasculares y renales.’ Es muy importante en la
respuesta del organismo a la pérdida de fluidos, y
fas anormalidades en el sistema estan implicadas en
~la fisiopatologia de la hipertension e insuficiencia
cardiaca, entre otras enfermedades. La renina es la
molécula limitante de la produccidn de angiotensina
i {Al) que es el componente bioldgicamente activo
de} SRA.' En la circulacién y en diversos lejidos, la
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renina rompe ¢l angiotensindgeno para liberar el
decapéplido angiotenisna | (Al)' que es convertido a
Al por la enzima converlidara de anglotensina i
(ECA). Los inhibidores de la ECA se usan
ampliamente en el iratamiento de la hipertension y
de la Insuficiencia cardiaca debido a que bloquean fa
produccion de Al Por lo tanto, la inhibicion de la
renina constituye una herramienta terapéutica para
¢l tratamienta de esas enfermedades, ya que
tambitn de este modo se puede bloquear la
produccidn de AlL} Los efectos de los inhibidores
de la renina y de ECA pueden ser difecentes, ya que
la ECA bidroliza, ademas de fa Al, otros substratos,’
mientras que la renina actba sélo sobre un substrato
conacido a pesar de su gran homaologia con otras
proteasas de aspartilo, tales como la pepsing, que
son muy inespecificas. > £ conocimiento de fa
estructura de la renina es la base para el disedo de
tales inhibidores.?*"

La principal fuente de renina circulante en ol
humano son las células yuxtaglomerulares, en las
cuales el acido ribonucleico mensajero (ARNm) de
renina se traduce en preprarrenina que es procesatia
a prarrenina durante su insercldn en el reticula
endoplasmico rugoso, 2 1a prorrenina s
cataliticamente inactiva,''* aunque se ha postulado
que al sufrir cambios conformacionales puede
activarse.'® Una parte de la prorrenina se secreta
constitutivamente'®! y otra se procesa a renina
activa en las células yuxtaglomerulares por la
ruplura proteolitica del segmento “pro” de 43
aminodcidos.' 'V La renina acliva se almacena y
puede liberarse en respuesta a varios estimulos
como los agentes adrenérgicos. ™' La renina, al
igual que los demas elementos del SRA, se expresa
en tejidos extrarrenales o cual ha conducido a
postular la existencia de SRA locales con funciones
especificas del tejido. 22 Se ha postulado que estos
SRA locales pueden estar involucrados en diferentes
patologias. Por lo lanto, es muy importante saber
camo se regula la liberacion de renina, 1a expresién
de su gen, y la conversién de prorrenina a renina
para el entendimiento del papel de esta enzima en
diferentes estados fisioldgicos y patoldgicos.

La hipertension es una de las dreas en donde esta
tenienda mucho impacto la informacién basica
sobre renina, generada recientemente gracias a las
técnicas de biologia molecular. Acutalmente se esta
tratando de ditucidar si existen alteraciones en la
estructura y expresion del gen de renina que puedan
estar invoucradas en el desarrollo y mantenimiento



de las formas experimental y clinica de la
hipertension.’%

ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS DE LA RENINA

La renina (EC 3.4.23.15) es una glicoproteina
clasificada como una proteasa de aspartilo ya que, a
pesar de que es activa a un pH neutro (pH aptimo
de 5.5-5.6), presenta muchas similitudes con el
grupo de proteasas dcidas como pepsina, quimaosina
y catepsina:?"*! conliene dos residuos de icido
aspdrlico en su sito activo que son esenciales para
su actividad catalitica, es inhibida por pepstatina (un
inhibidor de proteasas acidas), y presenta una
organizacién estructural similar (bilobal) a la de las
proteasas icidas. Ademds, la renina se parece a estas
proteasas en su sencuencia de aminodcidos, sitio
aclivo, mecanismas de catilisis, 2imogenos
precursores® 1433 y estructura tidimensional.® €l
corazon estructural y el sitio activo de la renina
estan altamente conservados con respeclto a las
olras proleasas de aspartilo. Sin embargo, hay
variaciones en los residuos de superficie que son
criticos para las diferencias en la especificidad del
sustrato, Estas incluyen las dreas de protuberancia,®
los domiinios carboxilo terminales que pueden
afectar el perfil de piH (Ala-304), permitiendo que la
renina tenga actividad a un pH relativamente alto de
5.5-7.5,7 y los residuos de carbohidratos en los sitios
de glicosilacién, los cuales pueden alectar el tiempo
de transito intracelular,®® la velocidad de
degradacién de la renina circulante,” y la estabilidad
de la prorrenina.®® A diferencia de las demdis
proteasas de aspartilo, que son inespecificas, la
renina es altamente selectiva, y actia sélo sobre su
substrato especifico (angiotensindgeno), en el cual
escinde el enlace Leu10-Leul 1 enrata, cerdo y
caballo, o Leu10-Val11 en el humano, para liberar el
decapéptido amino-terminal Al

La secuencia de aminodcidos de la renina de rata
se dedujo de la secuencia gendmica y se ha
comparado con la de otras especies.’’ 4 'Las
similitudes de extremo a extremo entre los
precursores de renina estan indicados por los
sigutenles porcentajes de homologia en la secuencia
de aminodcidos: rata/raldn Ren-1 85%, rata/ralén
Ren-2 82%, y rata/bumano 68%.4'** La '
preprorrenina de rata consta de 402 aminodcidos® y
la de humano de 406 aminodacidos, con un
segmento “pre” de 20 aminoicidos y un *pro” de
46.4 £l extremo amino de la forma madura de renina
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de rata parece ser la Ser- H5 aunque no existe una
evidencia directa. Esta forma madura postulada
consiste de 338 residuos de aminoicidos, 36 917
daltones, cercano a lo que estd informado en la
literatura para la renina de rifén de rata.**4* Las
secuencias que rodean los dos residuos de aspartilo
importantes calaliticamente, Fen-Asp-Tre-Gli-Ser en
las posiciones 101105 y VakAsp-Tre-Gli en las
posiciones 286-289, estan completamente
conservadas en la renina de {as res especies, Estas
secuencias calaliticamente importantes son idénticas
a otras proteasas de aspartilo.* En [a renina de rata
esldn presentes tres sitios potenciales de
glicosilacion en grupos amino, Asn-X-Ser/ire, en las
posiciones 69, 139y 3204

La preparrenina se internaliza
cotraduccionalmente al reticulo-endoplasmico
rugoso donde es hidrolizada por una peptidasa,
climinindose asi el péptido sefal o semento “pre”
(figura 1). Posteriormente, la prorrenina atraviesa el
reticulo-endoplismico rugoso y el aparato de Golgi
dande es glicosilada. £l grado de glicosilacion y el
contenido lolal de carbohidratos es variable, tanto
en la renina producida por el rinédn comao en la
producida por fuentes extrarrenales.’*® Del aparato
de Golgl, la prorrenina puede seguir cualquiera de
las siguientes tres vias: de secrecion regulada, de
secrecion constitutiva o la de degradacion en
lisosomas. Los residuos de carbohidratos son
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Figura 1. Biosinlesis y procesamienio inracetular de 1enina en of
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indispensables para que la prorrenina entre a los
lisusomas.***? No se conoce el porcentaje de renina
celular que entra a este argdnulo; sin embargo,
parece que es relativamente bajo.* Al bloquear la
glicosilacion con tunicamicina*® 0 mutando los sitios
de glicasilaciéon?' se encantré que la renina se
secreta mas rapido, y que la prorrenina se procesa
mds rapidamente a renina. Esto sugiere que los
carbohidratos aumentan e tiempo de trinsito
intracelular, y retardan el procesamiento de la
prorenina,

La renina activa es el producto principal de la via
de secrecion regulada S En esta via, las proteinas
de secrecidn se almacenan en granulos densos, en
donde, ademads, se lleva a cabo el Gltimo paso en la
maduracion de estas proteinas, esto es, la
conversidn de la proteina precursora a protefna
madura, y a partir de estos granulos densos se libera
la proteina de manera aguda después de la
estimulacion por un secretagogo.’*38 La maduracion
de la prorenina a renina en grinulos densos de
secrecion estd apoyada por dos hallazgos: a) sélo se
encuentra prorrenina en los granulos inmaduros y no
en los maduros;®® y b) la prorrenina no se convierte
arenina, y se secrela sin cambios, en las células que
sdlo lienen vias constitutivas de secrecion;¥ en
cambio, si se procesa a renina en células que
contienen granulos de secrecion a partir de los
cuales se libera en respuesta a secretagogos como el
8-hromo-adenosin monofosfato ciclico {8-Br-
AMPC,_SZ.S]

L.a prorrenina es el producle de secrecidn de la
via constit ‘tiva.5?** Fsta via no se regula de manera
aguda, y libera la proenzima a una velocidad
constante.® £n células de decidua humana que
secretan prorrenina, la forskolina (un activador
directo de la adenilato ciclasa) no estimula la
secrecion aguda de prorreninat’ En estas células, la
prorrenina se localiza en vesiculas translicidas'? a
diferencia de las células yuxtaglomerulares en donde
la renina se concenltra en granuos densos de
secrecion, - ‘

Se desconoce qué factores determinan que el
aparato de Golgi envie prorrenina a fa via
conslituliva o a la regulada. Se han realizado varios
experimenlos para lralar de investigar el o los

factores responsables. Por ejemplo, la eliminacién de

los sitios de glicosilacion o del segmento “pro”, o el
intercambio del péplido seial de una proteina que
se secreta conslitutivamente, no impiden que la

renina se secrete de manera regulada.® Mas adn, si
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se impide por medio de mutaciones que la
prorrenina se procese a renina, no se evita que la
prorrenina se secrete reguladamente.®® Estos datos
sugieren que la informacion para ta seleccion que
hace el Golgi no estd contenida en los segmentos
“pre” o “pro”. En resumen, los datos anteriores
indican gue la sintesis y secrecion de renina es
compleja y puede estar sujeta a regulacién en
maltiples pasos.

Hoy en dia esta claro que la renina inactiva que
se encuentra en el plasma es prorrenina o renina no
procesada, y que tanto la renina activa como la
inactiva provienen de un mismo gen.'! £l hecho de
que la prorrenina conslituye un gran porcentaje (70
90%) de la renina tolal en el plasma humano®?
puede deberse a que ésta se secreta
conslitutivamenle,

Originalmente se descubrié la existencia de la
renina inacliva (prorrenina) porque se activaba por
accion de la trpsina y de la pepsina;® sin embargo,
se ha demoslrado que esla activacion puede llevarse
a cabo por proteasas de cualquier clase {de serina,
de aspartilo, de tiol y metaloproteasas). Entre las
proteasas que activan la prarrenina estin las
calepsinas B y D, las cuales coexisten con la renina
en los granulos de las células yuxtaglomerulares, por
lo que cualquiera podiia estar involucrada en la
activacion de la prorrenina dentro de estas células.®

ESTRUCTURA DEL GEN Y DEL ARNm

Ya se conoce la secuencia nucleotidica completa
del gen de renina de rata,**? humano™#8' y
ratdn.f44 Por la técnica de “Southern blot” parece
que hay un'solo gen por genoma haploide que -
codifica para renina en la rata*' y en el humano;® sin
embargo, hay cepas de raldn que tienen un solo gen
(Ren-1) como BALB/c, C3H, C57B1/6 y CBA, y olras
que presentan dos genes de renina (Ren-1 y Ren-2)
coino las cepas AKR, Suiza, Quackenbush y DBA/
2538 £n el humano, el gen de renina se localiza en
el cramosoma 1 en la region q32.6%¢° £l gen de
renina de rala es de aproximadamente 11 000 pares
de bases de longitud y consiste de nueve exones
interrumpidos por ocho intrones. La estructura -
general del gen de renina de rata esta representada
en la figura 2. Los eéxones 1 a 9 tienen una longitud
de 124,151,124, 119,197,120, 145, 199y,
aproximadamente, 356 nucledtidos
respectivamente; ¢n cambio, la longitud de los
intrones | a VIl es mucho més heterogénea: 4466,
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Figura 2. Estructura del gende renina de rata. Las barras negrad incdican
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510, 657, 751, 1918, 376, 264 y 664 nucledlidos.!
Por {o lanto, el ARNm de renina de rata mide
aproximadamenie 1435 nucledtidos.' 2 £} gen de
renina de ratdn también esti compuesto por nueve
exones y acho intrones;**# en cambio, el gen de
renina de humano estd compuesto por diez exones
y nueve intrones,*! ya que en esle gen se presenta la
insercidn de un exdn muy pequedo (de nueve
nucledtidos) entre los exones 5 y 6, denominado
exdn 5A! Este pequeio exon codifica para tres
aminodcidos adicionales (Asp-165, Ser-166, Glu-167)
que no estin presentes en la renina de rata o de
raton.” Cuando e gen de renina se compara con el
de pepsindgeno, se observa una estructura muy
similar; sin embargo, este gen tanipoco presenta esta
insercion de} exén 5A.°
La secuencia de fos genes de ratdn, pero no la de
los genes de rata y hurnano, revela la presencia de
una larga insercion en el flanco 5 en los genes Ren-1
y Ren-2.%8 54lo en el gen Ren-2 estd presente una
“segunda insercidn mas corta, aparentemente no
relacionada con la primera, Eslas caracteristicas
estructurales podrian explicar et por qué los genes
de raton estin regulados por dfierentes estimulos
con respecta a las demas especies estudiadas.®® Los
ralones que presentan la duplicacion del gen de
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rening, es decir, que tienen los genes Renl y Ren-2,
presentan altos niveles de renina en la glindula
submandibular, y las cepas de ratones que sélo
tienen el gen Ren-1 presentan bajos niveles,®® tn
este organo, el gen Ren-1 codifica para una proteina
termoestable glicosilada indistinguible de la enzima
de rifidn; en cambia, ¢l producto del gen Ren-2 es
una enzima excretada por saliva, termolibil y no
glicosilada.® En la glindula submandibular, ¢f gen
Ren-2 se expresa por lo menos cien veces mas que
el gen Ren-1; en camibio, en rifdn ambos genes,
Ren-1 y Ren-2, se expresan al mismo nivel; sin
embargo, w3l se ha podido detectar el producto
proteinica del gen Ren-1. En la glandula
submandibular de rata no se transcribe ¢} gen de
renina.t?

En la region precedente al sitio pwativo de
iniciacion de la transcripcian del gen de renina,
existen varios posibles promotores y elementos
regulalorios. Hay dos secuencias “TATA” en el gen
de renina de rata,*' humana® y rat6n.” Las
secuencias que radean las dos “TATA box”, y una
region que corresponde a las posiciones -400 4 <3215
para los genes de rata y humano, 01260 a 1185
para el gen de ratén (Ren-2), san regiones bien
conservadas entre estas especies.® Es posible que
esta region esté involucrada en la expresién de
renina en rindn,®® Al nienos en ratdn ya se ha
demostrado que las dos “TATA box” son pramotores
activos. En la tabla 1 se enlistan las principales
regiones regulatorias que se han descrito en ef gen
de renina, €l que se haya indentificado
estructuralmente un elemento regulatorio no
necesariamente significa que éste sea funcional.

La secuencia para la induccion por AMIC es una
secuencia canservada en los genes de rata, ratén y
humano,” y se ha demostrado que es un clemento
funcional en los dos genes de ratdn, ya que ambos
responden al B-Br-AMPc aumentando la
transcripcion tres veces.”

“Funcionalmente también se han identificado al
menos dos secuencias de control positivas, una de
las cuales actaa como un intensificador clisica, y
eslid en una region bien conservada en todas las
especies estudiadas,®? y un elemento de control
negalivo en el gen de renina humano. Este Gltimo es.
activo en cualquier orientacion por lo que se define
como un silenciador, aunque aun queda por probar
si este silenciador es especifico del gen de cenina o
puede actuar en olras secuencias de inlensificadores
Bénicos.®® £n la region flanqueadora 5' de los dos
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Tabla 1. [lementos regulatorios del gen de renlna tdentificados estructural y/o funcionalmente

Elemenio Fspecie Referencias

Secuencia TATA (2) Rata 41
Humano 69
Raton 0

Silo del receplor de estrdgenos Rata 41
Humano 2

Sitilo del receplor de glucocorticoldes Rata (2) 41
Humano {}) 74,71

fntensificador SY40 Rala (2) 41
Humano (4} 71,72

Secuencia para la induccidn por AMPc Rata 41
Humano (2} 69,71,72
Raton 73

Intensificador Humana 69

Silenclador Humano 69
Ralén 73,74

Secuencia para los complejos que unen el Humano (2) 71

recepior de progesterana
Intensificador de polioma Humano 71

Los numeros entre paréntesis son el ndmero de veces que se repite ese slemento regufatorio,

genes de renina de ratén también se ha encontrado
un elemento negativo putativo (silenciador), aunque
solo es funcional en el gen Ren-1, y no en el gen
Ren-2.7}

La funcién de las secuencias de control negativas
puede ser inhibir la expresion de los genes en lipos
celulares donde ésta serfa inapropiada. En otros
tejidos, donde la expresion del gen se requiere, estas
secuencias silenciadoras podrian ser inactivas,
teniendo probablemente un papel positivo, es decir
estimulando la expresion.*® '

Entonces, al comparar las secuencias
flanqueadoras 5' del gen de renina de humano, rata
y ratan se ha encontrado gran homologfa en los 496
pares de bases a partir del principal sitio de
iniciacion de la transcripcion (de acuerdo a las
coordenadas del gen de humano).? La alineacion de
las secuencias revela al menos 11 bloques de
* homologia. Cada bloque liene la misma posicién
relativa en cada especie (lomando en cuenta la
insercion de 476 pares de bases en el ratén), son de
nueve a 29 pares de bases de longitud y la mayoria .
san homélogos en mds del 80%.%

En los Intrones del gen de renina de rata también
se han encontrado varias secuencias inletesantes; sin
embargo, aun no se conoce el papel que estas
pudieran tener.®
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NIVEL DE REGULACION Y CONDICIONES QUE
ALTERAN LA SINTESIS DE RENINA

La sintasis y secrecidn de renina se modifican en
respuesta a varias situaciones fisiologicas y
farmacoldgicas tales como la concentracion de
sodio en la dieta y los inhibidores de ECA (captopril
y enalapril}, Actualmente se es! estudiando la
regulacidn de la sintesis de renina a nivel de su
ARNm, na séla en el rifidn, sino en otros tejidos que
también la sintetizan, :

Se ha encontrado que en ratas con dieta alta en
sodio, la concentracién plasmalica de renina (CPR),
el contenida renal de renina (CRR) y su ARNm renal
disminuyen 88, 90 y 75% respectivamente.”® Con la
dieta baja en sadio la CPR, el CRR y ol ARNm de
renina aumentan 17, 2.5 y 4.5 veces '
respectivamente, y esta induccion se magnifica

~ cuando estas ratas se lratan con captopril.”® Como

se puede observar, los cambios en el ARNm de
renina, en ¢l CRR y en la CPR con las dietas de sodio
no son de la misma magnitud.”® Observaciones
similares se han obtenido en ratas depletadas de -
sadio y traladas con captopril sometidas a la infusién
de All, La All disminuye la concentracion circulante
de renina, pero no modifica ef CRR ni los niveles
renales del ARNm de renina.” Todo eslo indica que



la sintesis de renina estd regulada principalmente por
mecanismos postranscripcionales. Es posible que la
velocidad de fraduccion de [a renina renal sea
proporcional al nivel de su ARNm. Sin embargo,
después de la sintesis de renina, los mecanismos
postraduccionales (degradacién intracelular o
almacenamiento) y la subsecuente secrecion pueden
madificar fos valores relativos de CRR y CPR bajo
diferentes estimulos,”

Se ha visto que la deplecién de sodio también
induce un aumento del ARNm de renina en el
corazdn y en la zona glomerulosa de las glandulas
suprarrenales, pero no los afecta en testiculo nien
glindula submandibular de raton.”? Asimismao, la
deplecion de sodio aumenta los niveles del ARNm
de renina en la zona glomerulosa de las glindulas
adrenales de rata.”’

El enalapril, otro inhibidor de la ECA, también
tiene una profunda influencia sebre la expresion del
gen de renina. Se ha encontrado que la
administracién del enalapril a ratas”®' y a ratones™
induce un aumento en los niveles del ARNm en
rindn y en las niveles circulantes de esta proteina. Se
piensa que esta estimulacion se debe a que hay una
supresion de fa retroalimentacion negativa mediada
por All sobre la expresion de renina.

También se han estudindo tas alteraciones en la
distribuclon intrarrenal de renina y de su ARNm en
varias situaciones farmacoldgicas, fisioldgicas o
patoldgicas, Gamez y cols® informaron que en ratas
normales, el ARNm de renina, detectado por
hibridacion in situ, esta canfinado a la zona
yuxtaglomerular, y en ratas tratadas con enalapril
durante cinco dias, éste se extiende a la arteriola
aferente. £l aumento en la expresion del gen de
renina renal producido por la inhibicion de la ECA es
el resultado de un aumento en el contenido de
ARNm de renina por aparato yuxtaglomerular, de un
aumento en el nimero de aparatos
yuxtaglomerulares que expresen el gen de renina, y
de un reslablecimiento de células que expresan ol
gen de renina a lo largo de la arteriola aferente.” Por
otra parte, Johns y cols?! observaron, ademais, que
también aumenta la distribucion de la proteina a lo
largo de la arteriola aferente, sin embargo este
aumento no canibia con la infusion de Al

Oltras situaciones bajo las cuales se ha observado
el rweclutamiento de sintesis de renina por estructuras
y células que habitualmente no la sintetizan son:
ablacion renal subtotal # deficiencia de
mineralocorticoides,® y picloncfritis cronica.®
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También se ha estudiado ol efecto de los
inhibidores de renina sobre los niveles de su ARNm,
I'n monos Liti depletados de sodio, la administracion
de los inhibidores de renina £5-1005% y £5-8891%
disminuye significativamente ¢l nivel de su ARNm en
riftan. Por lo tanto, estos inhibidores de rening no
sata inhiben lo actividad de la enzima del plasma o
de los tejidos, sino que también suprimen su sintesis
en rinan b8

Los agonistas f-adrenérgicos, como el
isaprotetenol, no solo aumentan la secrecién de
renina, sino que lambién aumentan los niveles de su
ARNIm en rindn de ratdn.”? De acuerdo con estos
datos, la forskolina, un activador directo de la
adenilato ciclasa, aumenta la concentracion de
AMPc y del ARNm de renina cuando se adiciona at
medio de cultivo de arteriolas y de células arterio-
lares liberadaras de renina aisladas de rifdn de rata
recien nacida® Estos efectos del AMPe sobre los
niveles del ARNm de renina muy probablemente
estén mediados por ¢l elemento de respuesta a
AMP¢ que se ha encontrado en su gen 4'6?

Ludwig y cols ** encantraron que en rifion de
ratas adrenalectomizadas 48 horas antes del
sacrificio, el ARNm de renina aumenta
paralelamente a la secrecion de la enzima, al igual
que coh las dietas de sodio™ y con el tratamiento
con enalapril™®

El tratamiento de ratas con el diurético
furosemida induce una elevacion de la APR y de la
concentracidn de All. Asimismo, induce un aumento
moderado en el ARNim de renina en adrenales,
cerebro y corazdn por un ‘actor de 2.5, 1.4y 2.4
respectivamente.® De acuerdo con eslos dalos,
cuando las ratas se tratan con deplecién de sodio
mas furasemida, también se ha abservado que el
ARNm de renina aumenta en rifdn, %

En ralas espontaneamente hipertensas de cinco
semanas de edad, antes de que desarrolien la
hipertensian, se ha encontrado que los niveles del
ARNni de: renina aumentan en rinén, higado,
corebro, plandula adrenal y corazdn, pero no en
aorta? A las 12 semanas, cuando la hipertension ya
estd establecida, los niveles elevados de este ARNm
persisien en higado, cerebo y adrenales, pero no en
rifGn, mientras que en aorta y corazon disminuyen.
De acuerdo con estas datos, otros autores® han
encontrado que los niveles de renina aumentan en
las glandulas adrenales antes de que se presente la -
hipertension. Por otra lado. se han encontrado
difecencias en la respuesta del ARNm de renina a
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algunos estimulos en las ratas con este tipa de
hipertension. Kitami y cols?! estudiaron ratas con
hiperlension espontanea cuyos niveles circulantes de
renina, asi como de su ARNm renal, son iguales que
en ratas normales. tllos encontraron que la
deplecion de sodio y el tratamiento con captopril
aumentan de igual manera la APR en ratas normales
y en ratas con hiperlensidn espontinea, pero ol
aumento en el ARNm renal de renina es mayor en
las ratas con hipertension espontinea,

Los experimentos que se han hecho con ratas
espontineamente hipertensas indican que hay una
anormalidad general de la expresion del gen de
renina, la cual es modulada en algunos tejidos por el
desarrollo de la hipertension. Ademas, estos datos
sugieren que el SRA juega un papel importante en ol

“desarrolle y mantenimiento de la hipertension.”

£n ralas con hipertension inducida por la
coartacion de la aorta entre fas dos arterias renales o
por un clip en la arteria renal izquierda, el contenido
de ARNm de renina del rifén hipertrofiado
contralateral disminuye transitoriimente a niveles
indetectables, mientras que el rinédn isquémico
presenta aumentos transitorios de 10 a 16 veces en
el ARNm de renina.®* Aunque existen eslos
aumentos lransitorios, la magnitud de este
incremento na es suficiente para explicar el aumento
de 30 a 50 veces de la APR, Mivntras que en ol
rifidn isquémico el ARNm de renina puede aumentar
12-16 veces, el ARNm de renina total observado en
ambaos riones (derecho + izquicrdo) aumenta sdlo
6-8 veces. De igual manera, ¢l aumento transitorio
en ¢l ARNm de repina en el rifion es inconsistente
con el aumento de solo dos veces en la actividod en
la enzima tisular del rifdn isquémica. Estos datos
indican una vez mas que, ademas de las alteraciones
en ¢l reservorio renal de ARNm de renina, el
procesamiento postraduccional y/o la liberacion de
renina del rifidn también contribuyen para regular
fos niveles plasmalicos de renina en estos modelos
experimentales.? :

La nefrectomia bilateral tanto en ratas hipertensas
como normales induce un aumento de la renina
adrenal. La corteza adrenal presenta mds renina que
la médula, y la diferencia entre la cepa hipertensa 'y
la normatensa es mas prominente en la corteza que
en la médula.? Baba y cals?® encontraron que hay
tres faclores que influyen en la respuesta de la
renina adrenal a la nefrectomia: 1) la pituilaria, a
través de la liberacion de la hormona
adrenocorlicotrépica (ACTH); 2} una estimulacion
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directa por altos niveles plasmaticos de polasio; y 3)
la ausencia de la retroalimentacion negativa de la AlL
[ contenido de ARNm de renina aurmenta lres
veces en ovario de ratas inmaduras tratadas con la

hormona estimuladora de foliculo, lo cual es
consistenle con el contenido total de renina en ¢l
ovario, y parece que es una respucsta especifica del
ovario ya que en e} dtero el ARNm disminuye
gradualmente.® Ln ratas hipofisectomizadas, la
concentracion total de renina en ovario se estimula
por el estrogeno asi como por la hormona
estimuladora del foliculo. Todo esto sugiere que la
produccion ovirica de renina estd regulada por
hormonas de la pituitaria, particolarmente la
hormona estimuladora del foliculo,™

£l ARNm renal de renina se eleva en una dieta do
proteinas al 50%, y disminuye en una dieta al 6%,
comparadas con una dieta normal de protelnas al
20%.% £ aumento de las proteinas en la dicta
induce hipertrofia renal; sin embargo, e ARNm de
renina no cambia en la hipertrofia inducida por
uninefrectomia, indicando que los cambios
observados en la dieta alta en proteinas se deben a
¢sta y no a la hipertrofia que produce.® Por lo
tanto, ol nivel de proteinas ea la dieta es un estimulo
mas que induce cambios en el ARNm renal de
renina.,

Como se puede observar, se conoce poco acerca
de la regulacion de la expresién del gen de renina en
el humano; sin embargo, en base al alto grado de
homologia de las secuencias de la region
flanqueadora 5' del gen de humano con las de gen
de renina de rata, se puede suponer que existen
similitudes e la regulacion de la expresion de los
genes de reina entre estas dos especies.

En la tabla 2 se enlistan los estimulos que alteran
los niveles del ARNm de renina.

Los resultados obtenidos en los trabajos en los
que se han estudiado al mismo tiempo los cambias
en los niveles de los ARNm de angiotensindgeno y

-1enina, sugicren que la actividad transcripcional de

ambos genes (o el recambio-de sus ARNm) puede
estar regulada de manera no coordinada bajo varias
condiciones fisiologicas, y que mecanismos
diferentes pueden controlar la expresion de los
genes de renina v angioiensinégenu bajo estas
condiciones. {or ejemplo, mientras que Ingelfinger y
cols® encontraron que fos niveles del ARNm de
renina y de angiotensindgeno aumenltan en la
corteza renal de ratas depletadas de sodio, Gomez y
cols'™ no encqnlmroh cambios significativos en la
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Tabla 1. Estimulos que alieran los niveles del ARNm de reaina

[stimulo Alleracion Trjido Ospecie Reternncias
Dieta baja en sodio + RIAdn Rata 75.76,79,
809398
Ratdn 949
v Corgzén Raton 12
. Adienal Rata 17
Ratdn 772
" Testiculo Raldn 72
- CSM Ratdn 12
Dieta alla en sodio - Rifidn Rata 75
Ratén ({3 4]
Dirta alia en prateinas - Kifdn Rata 92,101
Dicta baja ¢n proteinas - Rifdn Rats a7
Anglotensina Il - Rifidn Rata a1
- Rifdn Rals 76
Captopll * Rif6n Rata 75,93
Ralgn 99
Enalapril v Rirm Rala 78481,
<102
Raldn n?
tnhitsidores de ienina - Kindn Mana B7.88
(ES-1005, ES-BAT}
Activacion Jadrendrgica . Riiion Ratin 7}
Forskoling - Anpiolis Hala :})
+ Células de
arteriglas
Splronolaclona + RiAédn Ralgn 99
Adienalectomia * Rifdn Rata 79,80
Furosemida . Adienal Rata 79,8050
- Cerebra Rata H)
- Coraran Rata 30
Nefreclomia bitateral + Adienal Rata 92,95
Higertension ienovascular - - Fifdn L Rala 94
expunmental - fifdn CL
Hipetension egpontinea 4 Adienal Rala : 91,92
- Rifidn Rata 9193
- hHigadae Rata 51
- Cereluo Rata o
- Aona Rata N
- Corazdn Rata N
rabetes iaducida . Rifian Rata 103
Diabetes espontined
aguda : - . Riann Rala 104 .
crinica - Rifdn Rala 104
Castracion - Cotatin Ratan 72
. : - Adrenat Raldn 72
. Testiculo Ralon b
- Gh ’ Raton ra
L) Riimn Raton 73
Hominna estmutadoty thel . Ooato Rata 6
foliculy )
Desanotio ) Rinon Hala 105
Tiivodotiraning - Riﬁon Rata 104

{+) Aumento, !~} Disminucion, (=) Sin cambios, Riiion IL = Rifon ipsilateral, ﬁiﬁ(m CL = RiRdn contralateral,
GSM = Glandula submandibular.
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acumulacion del ARNm de angiotensindgeno, pero
si un marcado aumenlo de los niveles del ARNm de
renina durante la inhbicién de la ECA con enalapril.
Kimura y cols'® encontraron que con el tratamiento
con lriyodotironina no cambian los niveles del

ARNm de angiolensinégeno ni de renina en ol rifdn;

sin embargo, en el higado, el ARNm de
angitensindgeno aumenta. Rosenberg y cols? han
observado que con una dieta alta en proleinas, el
ARNm de renina aumenta en el riddn; en cambio, el
ARNm de angiotensindgeno no cambia ni en rifion
ni en higado.

tas alteraciones de los ARNm de renina y/o
angiolensinogeno en diferentes tejidos, demuesisan
a nivel molecular que fos SRA tisulares participan en
la respuesta a los estimulos que activan el sistema
circulante. Mis aun, esta respuesta parcce ser
especifica de wijido, sugiriendo la posiblidad de
mecanisimos regulatorios independientes en los
diferentes 6rganas,”

finalmente, la nueva informacion bisica generada
con las 1écnicas de biologia malecular acerca de la
estructura y regulacion de la expresion del gen de
renina y de la pstructura de la proteing, se esta
utilizando en el diseio de inhbidores no solo de la
actividad de renina sino también de la expresian de
su gen, para aplicarlos en ol tratamiento de Ja
hipertensian. Por otra parte, esta informacion
seguramente servira de base para que, en un futuro
cercano, conozeamos las bases moleculares de lag
alteraciones del gen de rening que vstén
involucradas o puedan ser responsables do fa
hiperlensidn,
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4. SINDROME NEFROTICO

La fisiopatologia del sindrome nefrético (SN) primario no esta dilucidada totalmente. El
SN se caracteriza por un aumento en la filtracion glomerular de proteinas plasmaticas, edema,
ascitis, retencion de sodio, albuminuria, hipoalbuminemia, hiperipoproteinemia, desnutricion,
alteraciones en los factores de la coagulacién, tromboernbolisme, disminucion de la inmunidad
humoral y celular y alteraciones en la concentracion (aumento o disminucién) de casi todas las
proteinas plasmaticas (1-4). Se piensa que todas las alteraciones sistémicas en el SN son
secundarias a la pérdida de proteinas plasmaticas por la orina debida a alteraciones en Ia
barrera de filtracion glomerular. En la Fig. 1 se ilustran las relaciones entre las principales
alteraciones sistémicas del SN (3).

En la rata se han disefiado varios modelos experimentales del SN de los humanos (5-
7). De los mdas usados es el producido por el aminonucletsido de puromicina (ANP) (6,8-13).
Este modelo es muy parecido al SN primario de los humanos ya que produce la lesion renal
caracteristica que es la fusion de los procesos podociticos de las células epiteliales (podocitos)
de la barrera de filtracion glomerular, ademas de que el edema, la retencion de sodio, la
hipertipemia, y fa proteinuria remiten espontaneamente (8,9,14).

En la Fig. 2 se muestra la estructura del ANP. Como se puede observar, el ANP se
sintetiza por reaccién de Edman éobre el antibidtico puromicina. La puromicina es un inhibidor
de sintesis de protelnas, especificamente, interrumpe la elongacidn, y esta caracteristica
inhibitoria se la da el residuo p_-metoxi-tirosil. el cual es escindido para la produccion del ANP,
por lo tanto el ANP no tiene este efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas (15,16).

No se conoce el mecanismo por el cual el ANP induce el SN, pero se cree que es por
medio de la formacion de radicales libres durante su metabolismo. Aproximadamente del 80 al
100 % del ANP se excreta en orina o en heces en 8-24 h en la rata, y se excreta en forma de
metabolitos o bien como ANP sin cambios (»17.18). Ademas, la rata es Gnica en la
suceptibilidad a la accion nefrotoxica del ANP. El humano y el mono son medianamente
suceptibles mientras que el cobayo, el ratén y el conejo son resistentes a la accion nefrotéxica

de esta droga (17).

4.1 MECANISMOS DE PROTEINURIA .
lLa barrera de filtracidn esta constituida por la pared capilar glomerular que consta de
tres componentes: 1) las células endoteliales cuyo citoplasma estd fenestrado, 2) la
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membrana basal glomerular compuesta por tres capas: idmina rara interna, lamina densa y
lamina rara externa, y 3) los procesos podociticos de fas células epiteliales (19). Las
fenestraciones de las células endoteliales, de un didmetro promedio de 70 nm (50-100 nm),
permiten que tedos los elementos solubles del plasma puedan estar en contacto intimo con fa
meambrana basal glomerular. La siguiente capa, la membrana basal glomerular, esta
compuesta principaimente de una malla de fibras de coladgena y tiene un espesor de 300-350
nm en el humano, pero puede variar de 150 a 350 nm en diferentes especies. La lamina densa
constituye una barrera significativa a la filtracidén de las proteinas plasméticas neutras debido a
la red de fibras de colagena tipo IV. Se piensa que los espacios entre estas fibras representan
los “poros" fisicos a través de los cuales las moléculas neutras son tamizadas en base a sus
dimension molecular. La parte mas externa de {a pared glomerular, que se interpone entre la
membrana basal glomerular ’y el espacio de Bowman, estd compuesta por los procesos
podociticos de las células epiteliales. Estos procesos apiteliales estén‘parcia!menté embebidos
en la lamina rara externa, Entre los procesos podociticos adyacentes hay espacios de un
tamaiio de 20 a 30 nm que estan cubiertos por una membrana fina conocida como diafragma
de hendidura. Este diafragma contiene espacios rectangulares de un tamano aproximado de 4
X 14 nm (20.21) a través de fos cuales pasan las moléculas pequefias y, probablamente,
restringen el paso de albimina y de moléculas mas grandes.

Ademads de la barrera determinada por el tamano de los poros, existe una barrera
electrostadtica a base de polianiones, sialoproteinas y heparan sulfato-proteoglicanos, que
restringen selectivamente el paso de moléculas cen carga negativa, El plasmalema de las
fenestraciones endoteliales tiene una cubierta rica en acido sidlico que se tifie con oro coloidal
y que contiene heparan sulfato-proteoglicanos (22). Estos proteaglicanos estan distribuidos
principalimente dentro de la lamina rara interna y externa de la 'membrana basal glomeruiar
(23), y los procesos podociticos estan cubiertos pdr un glicocalix rico en acido sidlico (24). De
acuerdo con esto, los factores que determinan el paso de las moléculas por la barrera de
filtracién son: el tamario, la deformabilidad, la carga eléctrica y la conﬁguracic':‘n moleculares,
asi como la hemodinamica glomerular. En el SN ocurre un transtorno en la permeabilidad del
~capilar glomerular cuyo mecanismo' no estd dilucidado -y que permite el paso de
macromolécuias. En la nefrosis por ANP, ‘la depuracion fraccional de macromoléculas
anidnicas y sin carga es muy elevada, lo que indica que la selectividad; tanto de tamario como
de carga, esta alterada (25). La lesion renal caracteristica det SN idiopatico es la fusion de los



procesos podociticas, esta fusion parece deberse a la pérdida de la carga negativa de su
superficie; esta conclusién se apoya en el hecho de que la administracién de policationes al
rifdn produce proteinuria y fusién de podocitos (26). Charest y Roth (27) observaron una
disminucion de! contenido de acido sidlico en las membranas de los podocitos en la nefrosis
por ANP, y Kerjaschki y cols. (28) observaron una disminucién en el contenido de acido sialico
de la podocalixina (la sialoproteina mas abundante de las células epiteliales) en ratas
nefréticas, lo que sugiere que la disminucién de acido sidlico juega un papel muy importante en
el mecanismo de proteinuria en la nefrosic humana y experimental. No esta claro si los
heparan suifato-prateoglucanos de la barrera glomerular disminuyen en la nefrosis por ANP
(29); sin embargo, en los pacientes con SN congénito (30), los sitios anidnicos ricos en

heparan sulfato, estan practicamenie ausentes.

4.2 HIPOALBUMINEMIA

L.a hipoalbuminemia en SN puede ser secundaria a una disminucién en la sintesis de
albumina, a un aumenta en su catabolismo, a cambios en su distribucién, a una disminucién en
la ingesta de proteinas, a la pérdida de albimina del cuerpo o a una combinacién de eslos
factores (3). En el SN parece que varios de éstos factores estan involucrados. La pérdida de
albimina en la orina es muy importante. Sin embargo, la pérdida de protelnas por si sola no
explica la hipoalbuminemia en la mayoria de lns pacientes con SN, debido a que la velocidad
de sintesis hepdtica de albumina puede aumentar por lo menos tres Qecas y debe ser capaz de
compensar faciimente las pérdidas por orina (31). l.os estudios en humanos y en modelos
animales de SN demuestran que la velocidad de sintesis de albumina estéa aumentada si la
ingesta de protelnas es adecuéda (32,33). En pacientes con dieta baja en proteinas, la sintesis
de albumina puede estar disminuida (33). La ielacion alblmina intravasc;ularlalbumina.
extravascular aumenta de 0.8 a 1.1 en pacientes con SN (1,34). Esto es, la concentracién de
albumina intersticial disminuye mas que la concentracion de albumina en plasma. Los
| pacientes sometidos a una dieta alta en protelnas presentan una mayor proteinuria y ningun
cambio en la concentracién de albumina en plasma, en cambio, una dieta baja en proteinas
disminuye la proteinuria aunque no produce cambios en los niveles plasnﬁélicos’ de 'p'rotefna‘s |
(35,36). | | S -
El aumento en la sintesis de albUmina en el SN se ha demostrado con técnicas de
recambio (37), métodos de perfusion de higado (38), preparaciones microsomales aisladas
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(289), y mediciones del ARNm de albumina (40-42). La infusion de dextranos hiperoncoticos
disminuye la velocidad de degradacion y la sintesis de albumina, lo que sugiere que la presién
coloidosmética puede ser un regulador importante de la sintesis de albimina (36,43,44).

Por otra parte, se ha encontrado que el catabolismo fraccional de la albumina (fraccion
de la reserva de albumina intravascular que se cataboliza por unidad de tiempo) estd
aumentado en el SN (3). En una persona normal, se cataboliza diariamente del 5 al 12% de la
reserva intravascular de albumina, nientras que en los pacientes con SN esta fraccién
aumenta a un 16 a 50% (3). El sitio mas importante del aumento en él catabolismo de albumina
es el rifdn. Este aumento parece ser secundario a la captacién tubular y a la destruccidn de Ia
albumina filtrada. Varios estudios en animales y en humanos demuestran que la velocidad
catabdlica de la albumina aumenta cuando aumenta la proteinuria (12,32). Si las ratas con SN
se nefrectomizan, el catabolismo de albamina disminuye un §0% (37). En células del tabulo
proximal y distal de ratas con SN se han demostrade gotas de proteinas con alblmina y
globulinas {(45), ademas, la actividad de las enzimas lisosomales catepsina B y L. aumenta en
las células tubulares en respuesta a la proteinuria glomerutar (46).

En resumen, el concepto actual es que la hipoalbuminemia en el SN no se debe a una
disminucion en la sintesis de albumina, sino a la albuminuria y al aumento en el catabolismo
renal de esta proteina (1,4). La sintesis de albumina no disminuye, sino que aumenta en
pacientes y en animales con SN, pero este aumento no es suficiente para compensar la

hipealbuminemia.

4.3 MECANISMO DE FORMACION DE EDEMA Y RETENCION DE SODIO Y
PARTICIPACION DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

- De acuerdo a la hipotesis clasica, la hipoalbuminemia es el paso inicial para la
formacién del edema y retencion de sodio (47) (Fig. 1). La hipoalbuminemia disminuye la
presién oncética de la sangre, lo cual altera las fuenzas de Starling favoreciéndose asl el
movimiento de agua y solutos al espacio intersticial y causando hipovolemia. Esta t'lltlmé activa
a los sensores de volumen y a los barorreceptores, los cuales, por medio de una variedad de
mecanismos neurchormonales, envian sefales al rinén que se traducen en retencién de sodio
y agua. De acuerdo con esta hipotesis, los pécientes con SN daberian tener la siguientes
caracteristicas: 1) volumen sanguineo bajo durante la formacién del edema, 2) diuresis y
natriuresis en respuesta a maniobras que aumentan &l volumen sanguineo, y 3) evidencia
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funcional de hipovolemia. Sin embargo, la hipoalbuminemia no siempre produce edema y
retencién de sodio (48) y la expansion de volumen no produce un efecto natriurético y diurético
uniforme en adultos con SN (49). En ratas con SN existe incapacidad para excretar una carga
de sodio en respuesta a la expansion de volumen (50), lo cual se atribuye, en parte, a un
aumento en la actividad nerviosa simpdtica eferente renal (81), y/o a una disminucion en la
respuesta renal al péptido auricular natriurético (52). Finalmente, no en todos los casos de SN
hay evidencia de hipovolemia (53); asl, por ejemplo, la actividad plasmatica de renina y la
aldosterona, que son indicadores funcionales del volumen circulante, no siempre se encuentran
elevados en pacientes con SN (49,54). Por otra parte, el bloqueo del sistema renina-
angiotensina con captopril (65) o con saralasina (56) no evitan la retenciéon de sodio.
Resultados semejantes se han informado en ratas nefréticas, en las que la retencidn de sodio
ocurre antes de que aumente la actividad plasmatica de renina (9), y el captopril no evita el
edema y la retencion de sodio (14). L.os datos anteriores sugieren que la retencién de sodio y
el edema, en la mayoria de los casos de SN, no son secundarios a hipovolemia. Por lo tanto,
se ha sugerido que la retencion de sodio es un fendomeno primario, es decir, que es

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

44 EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA EN EL SINDROME NEFROTICO
EXPERIMENTAL
Durante el SN experimental inducido en ratas por la administracién de ANP se han

observado las siguientes alteraciones en el sistema renina-angiotensina:

1. La actividad y la concentracion plasmaticas de renina aumentan alrededor de 3 veces desde
el dia 5 después de la inyeccion del ANP, con una actividad maxima los dlas 7 y 6
respectivamente, y regresando a valores normales (0s dlas 10 y 9 respectivamente. La
proteinuria empieza el dfa 4, y el dia 22 ain persiste, aunque €l pico se observa del dia 6 al 12.
La retencion de sodioes deldia2 al 7 (11).

2. La concentracién plasmatica de angiotensinégeno disminuye alrededor de 5 veces desde el
diadyse mantiene en niveles bajos hasta el dia 10, regresando a valores normales el dia 12
©). . | |

3. En estudios in vitro se ha visto que la secrecion basal de renina en rebanadas de corteza
renal no se modifica en las ratas con SN (dia 6). El contenido renal de renina es similér'eh
ratas con SN y en ratas control (59). '
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4. La liberacion de angiotensinogeno de rebanadas de higado aumenta en las ratas nefroticas
en el dia 6 (59).

5. Por otra parte, también se ha comprobado que tanto la renina como el angiotensindgeno se
pierden por orina durante el SN inducido por ANP. El angiotensinégeno aparece en 1a orina 5
dias después de la inyeccion del ANP y la renina a los 6 dias (60).

6. La actividad sérica de enzima convertidora de angiotensina | aumerita, presentando un pico
maximo el dia 6 (9,61,62). En algunos tejidos aumenta (testiculo, pulmones, aorta, adrenales y
rifones) y en otros disminuye y después aumenta (corazén y cerebro) y se excreta por orina en
estrecha correlacion con la proteinuria (62). '



. OBJETIVOS

1. Investigar si hay aiteraciones en los niveles hepaticos def ARNm de angiotensinégeno y en
los niveles renales del ARNm de renina en el sindrome nefrético experimental inducido por

aminonucledsido de puromicina.

2. Obtener informacién acerca del nivel de regulacién de la sintesis de ambas proteinas
determinando si existe relacion entre: a) los niveles del ARNm de renina y el contenido
renal, concentraciéon plasmatica y excrecion urinaria de esta proteina tanto en su forma
activa como en su forma inactiva, y b} los niveles hepaticos del ARNm de angiotensindgeno
y la concentracién plasmatica y excrecién urinaria de su proteina.

3. Averiguar las posibles alteraciones en los niveles del ARNm de renina en tejidos
extrarrenales como son el higado. corazén y cerebro, y en los niveles del ARNm de
angiotensindgeno en tejidos extrahepaticos tales como corazén, cerebro y rifidn, y de esta
manera aportar evidencias acerca de la regulacién especifica de tejido de la expresion de

estos genes.
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. MATERIAL, METODOS, RESULTADOS Y DISCUSION

Los materiales y métodos, los resultados y una introduccion y discusién especifica se
encuentran en los siguientes trabajos que constituyen la presente tesis doctoral:

1. Ibarra-Rubio ME, Ramos VM, Correa-Rotter R. Pedraza-Chaverrf J. Hepatic and
extrahepalic angiotensinogen gene expression in rats with acute nephrotic syndrome. Renal
Failure 1997;19; . Aceptado para publicacion el 29 de Agosto de 1896, USA.

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

gene expression in rats with acute nephrotic syndrome. Enviado a Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology el 6 de Septiembre de 1996, Australia.
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ABSTRACT

Plasma concentration and wrine excretion of the renin-angiotensin system proteins are
altered in rats with nephrotic syndrome (NS). In this work the messenger ribonucleic acid
(mRNA) levels of angiotensinogen (Ao) were analyzed in liver and other extrahepatic tissues:
kidney, heart. brain and adrenal gland from control, nephratic, and pair-fed (PF) rats with the
slot blot hybridization technique. NS was induced by a single injection of puromycin
aminonucleoside (PAN). Although a great urinary excretion and half than normal plasma levels
of Ao were observed on day 6 after PAN-injection, when NS was clearly established, hepatic Ao
mRNA levels did not change. Furthermore, the Ao mRNA levels did not change in any of the
extrahepatic studied tissues on day 6 neither its hepatic levels at any of days 1, 3, 5 or 7 after
PAN-injection. These data suggest that the hepatic and extrahepatic Ao mRNA levels are
unaltered during the development of the acute NS induced by PAN.

INTRODUCTION

Nephrolic syndrome (NS) induced in rats by a single subcutaneous injection of
puromycin aminonucleoside (PAN) reprasents an experimental mode! of the human minimal
changes disease (1-7), which is characterized by severe proteinuria, hypoproleinemia. sodium
retention, hypercholesterolemia, malnutrition, and alterations in the concentration (increase or
decrease) of almost all plasma proteins (3, §, 8, 9). The renin-angiotensin system (RAS) is
profoundly altered in this NS model: plasma renin aclivity (PRA) and concentration {PRC)
increase around three times since day 5 after PAN-injection wilth peak values on days 6 and 7
(2). plasma angiotensinogen (Ao) concentration (PAoC) decreases markedly since days 4-5 (2,
4). in vitro Ao secretion from liver slices increases on day 6 (10}, and Ao, renin and angiotensin
l-converting enzyme are excreted by urine in great quantities (4, 11, 12). It seems that FAoC is
decreased due to its urinary losses, however the high renin levels may also participate.
therefore PAoC would be very low if its synlhesis was not increased, as in vitro secretion
“suggests (10). On the other hand, Ao and itls MRNA have been found in rat extrahepatic tissqes
such as kidney (13-15). heart (14, 16, 17), brain (13, 14. 18, 19}, and adrenal gland (13, 14, '20)
suggesting its local synthesis. Moreover, local renin-angiotensin systems have been proposed
in these tissues (21-25) and a tissue-specific res’po'ns'e of Ao gene expression has ‘been
observed under different situations (14, 26-28). Based on the above dala' we hypothesized that



the Ao gene expression may be enhanced in liver and/or other tissues from PAN-nephrotic rats
to increase Ao synthesis and thus compensate for ine high urinary iosses and low plasma
values of this protein.

Food intake is considerably reduced in this experimental model (30, 31) and it is known
that nutritional faclors affect the expression of the renin-angiotensin syslem genes (27, 32, 33).
Therefore, in this work the hepatic and extrahepatic Ao gene expression was studied by
measuring the Ao mRNA levels in liver, kidney, heart, brain, and adrenal gland in nephrotic
(NS) and pair-fed (PF) rats.

MATERIALS AND METHODS
Animals and PAN treatment protocols

Nephrolic syndrome was induced in male Wistar rats (230-250 g of initial b.w.) by a
single subcutaneous injection of a 2 % PAN solution in 0.9% saline at a dose of 15 mg/100 g of
body weight (2). Since food intake is reduced in PAN-treated rats (NS group), a pair-fed group
of rats (PF) was included, as well as an untreated control group (C) which was fed ad libitum.
PF an C groups received an injection of 0.9% saline solution. To standardize conditions under
which the steady state levels of specific. mMRNAs were determined, rats were placed under the
same environmental conditions in metabolic cages. Food intake of PAN-treated rats was
measured daily and an equal amount of fond was given to PF rats. Body weight was
determined daily. Nineleen rats with NS, 13 PF, and 13 C were sacrificed by decapitation on
day 6 after PAN-injection, blood was collected, and liver, kidneys, brain, hear, and adrenal
glands were removed quickly and frozen in liquid nitrogen until determinations were made. Also,
a time-course study was done obtaining samples on days 1, 3, 5, and 7 after PAN-injection (two
rats for each group at each time).
Analytical methods

Urinary sodium was delermined by flame photometry (flame photometer model 403,
Instrumentation Laboratory, Lexington, MA, USA). Total protein in serum or urine was
measured according to Lowry et al. (34). Chcﬁeslerot was estimated enzymatically according to
the manufacturer instructions (Farmaceuticos Lakeside, México, D.F.). PAoC, urinary Ao
excretion (UAoE) and plasma renin concentration (PRC) were determined indirectly by RIA of
angiotensin | as previously described_(z_. 1) usihg»anlibodies prepared in our laboratory (35)
and '%*I-angiotensin | (DuPont-New England Nuclear Corp.. Boston, MA, USA). |



Isolation of total cellular RNA

Total cellular RNA from liver, brain, heart, and adrenal glands was isolated with the
Trizol-reagent (Gibco-BRL, Life Technologies, MD, USA) according 1o the manufacturer
instructions, and that from kidney was isolated according to the method of Chomczynski and
Sacchi (36) by acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform.
Slot biot hybridization

A full-length rat angiotensinogen cDDNA was obtained from Dr. K. R. Lynch (University of
Virginia, Charlottesviile, VA) (37). This clone was grown, plasmids were isolated, and Ao cDNA
fragment removed by digestion with Hind 11l and Eco RI.

Aliquots of 15 pg of total RNA, as measured by absorbance at 260 nm, were applied to
Gene Screen filters (DuPont-New England Nuclear Corp., Boston, MA, USA) by using a Milli
Blot-S apparatus {Millipore Intertech, Bedfor, MA, USA). Before applying the RNA, it was
denatured for 15 minutes at 68°C in a solution containing 50% formamide, 7% formaldehide,
and 1x sodium chloride-sodium citrate (SSC). The RNA was cross-linked to the filter with the
UV Stratalinker 2400 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The filters were prehybridized for 1 h at
42 °C in a solution of 50% deionized formamide, 10% dextran sulfate (500 000 Av. Mol. Wt.),
1% SDS, 1 M sodium chloride, and 100 pg/ml. denatured sonicated salmon testes DNA.
Hybridization of filters was carried out by adding 2 x 10° cpm/mL of the appropriate ¢cDNA
which was radiolabeled with the Prime it RmT Random Primer Labeling Kit {(Stratagene, La
Jolla, CA, USA) according to the manufacturer instructions. The hybridization reaction was
carried out at 42 °C for 14-18 h. Filters were washed under high'stringency conditions. Briefly,
this included one low-stringency wash (2x SSC-0.1% SDS, 15 min, room temperature) and
three high-stringency washes (C.1x SSC-0.1% SDS, 15 min, 65°C). The washed filters were
exposed to Kodak XAR film at -70°C in the presence of image-intensifying screens. The
autoradiographs wére quantitated by using the program Gel Scan Area of the DU 640
spectrophotometer from Beckmann Instruments Inc. (Fullerton, CA, USA). |
Data analysis |

For quantitation of mRNA abundance, - all samples from each tissue were analyzed
together on a single slot blot to control for day-to-day variation in hybridization efficiency. Each
siot blot was done in duplicate, one of therﬁ was hybridized with Ao cDNA and the other one
with R-actin cDNA in parailel to correct for differences in RNA loading and td determine whether
the responses were gené specific, Densitcmetric values represent the integration of the area :



under the curve corrected for the baseline background reading. Ao mRNA levels were
expressed as relative densitometry units factored for B-actin. Each hybridization experiment
was done twice at least. Average value for each animal and then for groups of animals were
calculated.

Data are expressed as mean + SEM. One way ANOVA or ANGVA on ranks and multiple
comparison methods of Student-Newman-Keuls or Dunn's tests, as the case may be, were
used to compare the results of the different groups by using the SigmaStat statistical software
(Jandel Corporation). A probability less or equal to 0.05 was considered significant.

RESULTS

Nephrotic rats presented an important decrease in food intake'since day 1 until day 7
after PAN injection (Fig. 1A) which markedly influenced body weight (Fig. 1B). Sodium retention
was evident in these same rats from day 2 to day 7 (Fig. 2A). Urinary sodium excretion also
decreased in pair-fed rats as a cansequence of the reduced food intake, hqwéver the decrease
in sodium excretion in nephrotic rats was more marked. Proteinuria of NS rats was evident by
day 4 and reached peak values on days 6 and 7 (Fig. 2B). NS rats studied on day 6 presented
a significant decfease of total serum protein and an increase in serum cholesterol (Table 1).

PAoC decreased in NS rats to almost half of the control values and a highly increased
UAOE was observed on day 6 in NS rats (Table 1). PRC increased 1.8 fold in PF and 3.7 fold in
NS rats with respect to C values (Table 1).

Before analyzing Ao mRNA by slot blot, a linearity test was carried out to choose the
amount of total RNA to load (Fig. 3). Optical density of the autoradiography was linear from
0.625 to 20 g of total RNA loaded, therefore the slot blots were done Ioading 15 pg of totai
RNA, The results obtained for Ao mRNA in the different studied iiésues on day 6 after PAN-
injection are shown in Table 2. Ao mRNA showed a trend to increase in heart (1.85 fold) and
brain (1.4 fold) of PF rats, however these increases d.id not reach statistical significance. There
were no changes on the Ao mRNA levels in any of the _studied tissues from nephfotic rats on
day 6. We then performed a time course study on days 1, 3, 5, and 7. The results of PAGC and
UAOE of this time-course study are in Tables 3 and 4, respectively. There was a significant
decrease on PAoC and an important increase on UAOE since day 5, however these alterations
were more profound on day 7 after PAN-injection. No changes were found in Ao mRNA hepatic
levels on neither of these days (Table 5). | ' '



DISCUSSION
Nephrotic syndrome was clearly established in PAN-treated rats as they presented
proteinuria, hypoproteinemia, sodium retention and hypercolesterolemia. These NS rats had a
reduced food intake partially explaining why they did not grow as C rats, since Thabet et af.
(31) have found that the growth retardation of the nephrotic rats may also be associated with a
significant decrease in insulin-like growth factor | and a reduction in growth hormone receptor
mRNA. The increased body weight in NS rats as compared to PF group (Fig. 1B) is explained
by edeina and ascites formation starting on day 4 in nephrotic animals. Sodium excretion was
also influenced by the food intake reduction since there was a significant decrease in PF rats,
however the sadium retention was more prqfound in NS rats.
PAoC decreased to a §3%, and large amounts of this protein were excreted by urine in
NS rats as compared to C and PF groups. On the other hand, PRC increased almost 4 fold in
NS rats and almost 2 fold in PF rats as compared to C group (this was another parameter
- clearly affected by the reduction in food intake). Taking into account the Ao wrinary losses and
the important increase in PRC, which may contribute to the low PAoC in these rats, we thought
that there should be an increased Ao syrithesis in orther to recover, at least in part, their PAoC.
Surprisingly, there were no changes in the hepatic Ao mRNA levels in any of the studied tissues
from nephrotic rats on day 6. We then speculated that the changes may occur at other time
peoint during NS, lheréfcre we determined the Ao mRNA hepatic levals on days 1’, 3,5 and 7,
time points at which no changes were found. in accordance to the previous hypothesié, an
increase of Ao could be happening at the translational lavel and not at the mRNA or
transcriptional levels in this mbdel. Likewise, Everett et a/. (3B) found that renal Ao Was
increased at 4 and 8 months of evolution of diabetes in spontaneously diabetic Bio-Breeding
rats whereas its mRNA was not altered, and they also proposed translational changes as an
explanation for this discrepancy between the lack of change in Ao gene expreséion and the
fluctuation in Ao protein, No changes have been found in other protein mRNAs in PAN-induced
NS which were expected to be altered such as cholestero! 7 alpha-hydroxylase (39). However,
many ather mRNAs are altered in NS such as albumin (40, 41), transferrin, fibrinogen. pAGP,
~haptoglobin (30, '42). Apotipoproteins A-1 and E (43, 44), and HMG-CoA reductase (45).
Tissue-specific changes in hepatic and extrahepatic Ao mRNA levels have been found
under different situations. For example, Kunapuli et al. (26) found that dexamethasone'had no
effect in Ao mRNA levels in heart but increased 100% in liver and 400% in brain, and that



ethinylestradiol had no effect in heart Ao mRNA bul increased 100% in liver and 50% in brain.
Campbell and Habener (14) also found a tissue specific response of Ao MRNA to bilaleral
nephrectomy, dexamethasone, ethinylestradiol, and triiodothyronine or bilateral nephrectomy
plus these hormones, Gomez e!f al. (28} found a tissue spacific regulation of Ao mRNA during
fetal maturation in liver, kidney, brain and brown adipose tissue. Converting enzyme inhibitors
also induce a tissue-specific response of Ao mRNA levels: cilazapril produced a marked
stimulation in adrenal gland, a decrease in hypothalamus and had no effect in kidney or liver,
lisinopril produced a decrease in hypothalamus but not in fiver, kidney or adrenal gland, and the
vasodilator hydralazine induced an increase in Ao mRNA in kidney, a decrease in
hypothalamus, and had no effect in liver or adrenal gland (29). Likewise. Ao mRNA levels are
altered in some diseases such as experimental diabetes mellitus (4G) where renal and liver Ao
MRNA levels were decreased and spontaneous hypentension where decreased renal Ao mRNA
levels and an alteration in its regulaticn by sodium intake were demonstrated (47),

No significant changes were found in any studied lissues in NS in this work, yet Ao
mRNA tended to increase in heart (1.86 times) and in brain (1.4 times) of PF rats. Interestingly,
Ingeifinger et al. (27) found that a low sodium diet increased Ao mRNA in kidney but not in liver.
The differences between Ingelfinger's et al. and our observations in PF rats with fow sodium
intake may be due to the different kind and time of treatment, as their animals were fed a law
salt diet for two weeks and were sodium depleted with furosemide while our PF animals had a
reduced food intake (including sodiut:) during only six days.

in conclusion, hepalic, renal, adrenal, brain, and heant Ao mRNA levels are unaltered in
rats with acute PAN-induced NS, therefore, if there is an increase in Ao to compensate its
“urinary losses and increased degradation by renin, it could be happening at translational level, |
_or at transcriptional level in other tissues such as brown adipose tissue which also express Ao

gene (28, 48). '
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Table 1. Serum, plasma and urine determinations (Day 6)

Conilrol Pair fed Nephrotic syndrome
Serum protein 7.0103 7.6+04 40+0.1*
(g/dL)
Serum cholesterol 60 13 61+4 263 + 21"
{(mg/dL)
PAOC D08 + 90 940 t 42 481 + 35"
(ng Al/mL/h)
UAcE 29+5 18+ 4 2370 + 671
(ng Al/24 h)
PRC 9.7 1.1 17.3¢2.17 365
(ng Alimi/h)

Data are mean + SEM. PAoC = plasaa Ao concentration, UAoE = urinary Ao excretion, PRC =

plasma renin concentration. * p <0.05 vs. C and PF. * p<005vs.C. n=17-19for NS, andn

=11-13 for PF and C.

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

Tissue - Control Pairfed Nephrotic syndrome
Liver 109 %0.00 1291013 T18£0.15
Brain_ 0.40 £ 007 056 0.1 052012
Kidney 039 £0.07 046 004 0332 0.05
Adrenal 303 £ 0.64 3551043 326+ 0.49
Feart 041 £005 076 £0.15 042008

Data are mean £ SEM. n = 18-19 for NS and n = 11-13 for PF and C.



Table 3. Plasma angiotensinogen concentration, ng Al/mi_/h

Control Pair fed Nephrotic syndrome
Day 1 1137 £ 52 1257 £ 140 973+ 48
Day 3 1113 £ 156 1169 1 180 1121+ 68
Day 5 888 + 72 1045 + 24 496 + 50*
Day 7 1040 £ 68 042 + 38 397 + 43"

Data are mean + SEM. *p <0.05vs. Cand PF. n = 2.

Table 4. Urinary angiotensinogen excretion, ng Alf24h

Control Pair fed Nephrotic syndrome
Day 1 236 13+ 3 27+8
Day 3 23+ 2 24 % 2 29+ 6
Day 5 372 13+ 1 848 + 488°
Day?7 180 1817 1952 + 240*

Data are meén +SEM. *p<0.05vs. Cand PF. n=2,

Table 5. Hepatic Ao mRNA levels, Relative densitometry units {Ao/f actin ratio)‘

Control - Pair fed Nephrotic syndrome
Day 1 122510325 1336 £ 0.332 7022 £0.443
Day 3 7505 10415 1502 % 0.266 7,704 £ 0551
Day 5 061410327 17921 0.346 1520% 0452
Day 7 08210352 0.966 + 0,360 13310429

Data are mean £ SEM. n=4forNSandn=2 fdr PF ﬁnd C.

13



FIGURE LEGENDS

Figure 1. Food intake {(A) and body weight (B) in nephratic (&), pair-fed (g8) and control (A)
rats. Resuits are mean + SEM. n = 17-19for NS and 11-13for PFand C,a=p<005vs. C. b

=p<0.05vs PF

Figure 2. Urinary sodium excretion (A) and proteinuria (B) in nephrotic (), pair-fed (B) and
control (&) rals. Results are mean + SEM, n = 17-19 for NS and 11-13 for PF and C: a = p <

005vs. C.b=p=<005vys PF.

Figure 3. Linearity of autoradiography optical density vs. total RNA loaded in slot blots. From
0.625 to 20 ug of tiver total RNA were loaded on a GeneScreen membrane and then hybridized

with a *P-labeled Ao cDNA. This experiment was carried out twice at least,
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ABSTRACT
1. The concentration of total, active, and inactive renin was analyzed in plasma, urine and
kidney from controt (C), pair fed (PF), and nephrotic (NS) rats, as well as renin mRNA levels

in kidney, liver, and brain.

oV

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

and determinations were made 6 days after PAN injection.

3. Plasma {otal renin did not change, active renin increased in NS rats with respect to PF and C
groups and in PF rats with respect to C. In contrast, inactive renin percentage dacreased in
NS rats with respect to PF and C groups, and in PF animals with respect to C. Total, active
and inactive renal renin content did not change, and active and inactive renin were
importantly excreted by urine with no changes in the prorenin percentage with respect to C
and PF groups.

4. In both experimental groups, renin MRNA levels did not chiange in any of the studied tissues.
In another group of rats, kidney renin mRNA levels were measured on days 1, 3, 5, and 7
after PAN injection and no time-course changes in its expression were found.

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

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

in this experimental model.

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

INTRODUCTION

Nephrotic syndrome induced by puromycin aminanucleoside (PAN) is an experimental
model of the human minimal changes disease characterized by severe proteinuria,
hypoproteinemia. sodium retention, ascites, and hyperlipidernia.’™ In this syndrome there is an
increase in the glomerular fiitration of plasma proteins, which induces alterations in the
concentration (increase or decrease) of almost alf plasma proteins.”** including those of the
renin-angiatensin system (RAS). Nephrotic rats have high circulating levels of renin sinCe day 5
after PAN injeclién with peak values on days 6 and 7, decreased plasma angioténsinogen {Ao)
concentration (PAoC). and high urinary excretion of renin, Ao, and angiotensin | converting
enzyme since days 4-5 after PAN injection.’*“ The mechanism by which renin is increased in

PAN-nephrotic rats in spite of its important urinary loss is unknown.
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Morris and Lumbers” produced the first evidence of the existence of inactive renin twenty

g9-1

five years ago. Now it is known that renin is synthesized as a zymogen (prorenin),” ' and that it

is found in high concentrations in plasma.'® Acute stimulation of renin release in humans does

not produce immediale changes in plasma prorenin, but chronic stimulation maodifies renin and

1316

prorenin [evels in the same way. In contrast, several studies in rats have demonstrated

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

26

suppression of the RAS.'"* There are many studies in which the relationship between renin
and its renal mRNA levels is investigated and the changes in both seem to be
nonproportional.?'"** But the primary product of renin gene transcription is prorenin, therefore,
we studied the relationship belween renin mRNA levels and total. aclive and inactive renin in
PAN-nephrotic rats.

Renin and its mRNA have been found in extrarenal tissues'' %%

2526-31 Al

and a tissue-specific
response has been observed under different situations. 0, the other components of the
RAS have been found in many tissues, which has led to propose the existence of local
RAS.H 319 1t s unknown if there are alterations in the renin mRNA levels in tissues other
than the kidney in PAN-nephraotic rats.

3536

Food intake is considerably reduced in PAN-nephrotic rats and it is known that

nutritional factors affect the expression of the RAS genes.” ™ So. it is important to have a pair-
fed group (PF) to PAN-nephratic rats as a control.

Therefore, in this work the renal and extrarenal renin gene expression was analyzed by
measuring the renin mRNA levels in kidney, brain, and liver from. control (C), PF and PAN-

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

MATERIALS AND METHODS
Experimental design

Nephrotic syndrome was induced ir-male Wistar rats (230-250 g of initial body weight) by a
single subcutaneous injection of a 2% PAN (Sigma Chemical Co. St. Louis,‘MO, USA) solution
in 0.9% saline at a dose of 156 mg/100 g of hody wéight.g Since food intake is reduced in NS
rats, a PF group was included, as well as an untreated C group which was fed ad libitum. PF _
and C groups received a single subcutaneous injection of 0.9% saline solution. To standardize
conditions under which the steady state levels of specific MRNAs were determined, rats were



placed under the same environmental conditions in metabolic cages and 24-hours urine was
collected an the days of study.

Food intake of PAN-treated rats was measured daily and an equal amount of food was
given to PF rats. Body weight was determined daity. Nineteen rats with NS, 13 PF, and 13 C
were sacrificed by decapitation on day © after PAN or saline injection; blood was collected, and
one kidney and a half, liver, and brain were removed and immediately frozen in liquid nitrogen
for further RNA extraction. The other half of kidney was placed in 1 ml of distilled deionized
water and frozen at -70°C until kidney homogenates were obtained as previously described
and renal content of renin and prorenin was determined.

Also, a time-course study was done obtlaining samples on days 1, 3. 5, and 7 after PAN-
injection (two rats for each group at each time point).

Analytical Methods

Urinary sodium was determined by flame photometry (flame photometer modei 403,
Instrumentation Laboratory, Lexington, MA, USA). Total protein in serum or . urine was
measured as previously described.® Cholesterol was measured enzymatically according to the
manufacturer instructions (Farmacéuticos Lakeside, México D. F.).

Plasma renin activity (PRA) was measured indirectly by radioimmunoassay (RIA) of
angiotensin | (Al) after incubalioh of plasma at pH 6.0 for 1 h at 37°C using the endogenous
substrate as previously described.” PAoC was measured in a similar way but in this case
samples were incubated in the presence of an excess of porcine renin.*?

The concentration of active, total, and inactive renin was determined by the method
described by Barret and Eggena'’ with some modifications. Duplicate 50 pL aliquots of sample
were incubated on ice with 5 pL of the chosen trypsin concentration (trypsin type IX 6,630
units/mg solid, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) or trypsin vehicle (sodium acetate
buffer, 0.05 M, 0.05 M CaCl;, pH 4.5), except urine from C and PF groups, where duplicate 0.1
ml aliquots of sample were incubated with 0.01 mL of trypsin or trypsin vehicle. After 1.5 h, 6
HL of soybean trypsin inhibitor type 1-S (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) (10 mg/mlL
final concentratiori‘ in 0.1 M sodium phosphate, pH 7.4) were added to all samptes.‘ A 1.4
dilution for renal homégenate-sarnples and 1:25 for NS urine samples was done in maleate
buffer 0.2 M, pH 6.0, and 0.45‘ mL of nephréctomized rat plasma (rich in renin substrate) were
| added to a 0.05 mL aliquot of these dilutions or to the plasma sample. Five micraliters of the
following angiotensinases inhibitors were added: 8-OH quindline sulfate (3.4 mM, final



concentration) and dimercaprol (1.8 mM, final concentration), plasma samples had also EDTA.
Then, 1 mL of maleate buffer was added. One half of the volume of these mixtures was
incubated at 37°C and the other one at 4°C (zero time) for 1 h. At the end of the incubation
time, samples at 37°C were placed on ice to terminate the renin reaction and the generated Al
was measured by RIA *° For plasma incubation mixtures 100 pL were used, 50 pl. plus 50 pL
5% bovine serum albumin (BSA) for urine incubation mixture, 25 plL plus 75 pL BSA for 37°C
kidney homogenate incubation mixtures, and 50 ul plus 50 pL BSA for zero time mixtures.
Renin activity was defined as the difference between zero time values and the level of Al
detected in  37°C incubation mixtures. Inactive renin was defined as the absolute difference
belween the rate of Al generation in trypsin treated (ie. total) and untrealed (i.e. active)
samples. With this methodology, curves with different incubation times (data not shown) and
trypsin concentrations were done to define the optimum conditions to aclivate prorenin for each
studied biological sample.

Total kidney RNA was isolated according to the method of Chomczynski and Sacchi'' by
acid guanidinium thiocyanate-phenal-chloroform, and that from brain and liver was isolated with
the Trizol-reagent (Gibco-BRL, Life Technologies, MD, USA) according to the manufacturer
instructions.

A full-length rat renin cDNA (pRen44.ceb) was obtained from Dr. K. R. Lynch (University of
Virginia, Charlottesville, VA).*? This clone was grown, plasmids were isolated, and renin cDNA
fragment was removed by digestion with Bam H1 and Hind lil.

Aliquots of 15 g of total RNA, as measured by absorbance at 260 nm, were applied to
Gene Screen filters (DuPont-New England Nuclear Corp., Boston, MA, USA) using a Milli Blot-S
apparatus (Millipore Intertech, Bedfor, MA, USA). Before applying the RNA, it was denalured far
15 min at 68°C in a solution containing 50% formamide, 7% formaldehyde, and 1x sadium
chloride-sodium citrate (SSC). The RNA was cross-linked to the filter with the UV Stratalinker
2400 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The filters were prehybridized for 1 h at 42°C in a
solution of 50% deionized formamide, 10% dextran sulfate (500 000 Av. Mol. Wt.), 1% SDS, 1
M sodium chloride, and 100 pg/mL denatured sonicated salmon testes DNA. Hybridization of
filters was carried out by adding 2 x 10° cpm/mL of the apprdpriate cDNA-which was
radiolabeled with the Prime-It RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene‘, La Jolla, CA,
LUSA) according to the manufacturer instructions. The hybridization reaction was carried out‘ at
42°C for 14-18 h. Filters were washed under high stringency conditions. Briefly, this ihctuded



one low-stringency wash (2x SS8C-0.1% SDS, 15 min, room temperature) and three high-
stringency washes (0.1x S§C-0.1% SDS, 15 min, 65°C). The washed filters were exposed to
Kodak XAR film at -70°C in the presence of image-intensifying screens. The autorradiographs
were quantitated by using the program Gel Scan Area of the DU 640 spectrophotometer from
Beckman Instruments Inc. (Fullerton, CA, USA). Before analyzing renin mRNA, slot blots were
done loading 1.25, 2.5, §, 10, 15, 20, 25, 30 ng of total RNA and a linearity was observed until
20 ng (data not shown), therefore, determinations were done loading 15 ng of total RNA.

For quantitation of mRNA abundance, all samples from each tissue were analyzed
together on a single slot blot to control for day-to-day variation in hybridization efficiency. Each
slot blot was done in duplicate, one of tham was hybridized with renin cDNA and the other one
with B-actin cDNA in parallel to correct for differences in RNA loading and to determine whether
the responses were gene specific. Densitometric values represent the integration of the area
under the curve corrected for the baseline background reading. Renin mRNA levels were
expressed as relative densitometry units factored for R-actin. Each hybridization experiment
was done twice, at least. Average vatues for each animal, and then for groups of animals were
calculated.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + s.e.m. One way ANOVA or ANOVA on ranks and multiple
comparison methods of Student-Newman-Keuls or Dunn’s tests, as the case may be, were
- used to compare the results of the different groups by using the SigmaStat statistical software
(Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, USA). A probability less or equal to 0.05 was

considered significant.

RESULTS

Table 1 shows that nephrotic rats presented the characteristic alterations of the nephrotic
syndrome: hypoproteinemia, hypercholesterolemia, and sodium retention. In addition, these
rats showed an increase in PRA and a decrease in PAoC (Table 1). In PF animals, sérum total
protein, cholesterol, and PAoC were no’rm'al, sodium excretion was decreased but not as much
as in NS rats and PRA tended to increase yét did not reach statistical significance. In figure 1 |
are depicted the food intake {A), body weight (B), and proteinuria (C) proﬁle_s.’Food intake
clearly diminished in NS rats which 'inﬂuenced body weight. The body weight‘ decrease was



more profound in PF rats than in nephrotic animals since NS group presents ascites and edema
from day 4 which induce a body weight increase.

Before determining total, active, and inactive renin, plasma and kidney homogenate from C
rats and urine from NS rats were incubated on ice with different trypsin concentrations. Curves
of the total renin, prorenin, and prorenin percentage in plasma, urine, and kidney homogenates
are shown in figures 2, 3, and 4, respectively. In plasma a maximum was reached by incubation
for 1.5 hours with 7.5 mg/mL of trypsin and there was a plateau until 30 mg/mL. In urine a
maximum was reached by incubation for 1.5 hours with 10-12.5 mg/mL of trypsin wilh a trend to
decline at higher concentrations of trypsin and a clear decrgase at 25 mg/mL. In kidney
homogenate a plateau was reached from 5 mg/mi. to 20 mg/mL of trypsin during 1.5 hours.
Therefore, based on these curves, prorenin determinations were done with an incubation on ice
for 1.5 h with a final trypsin concentration of 15 mg/mL in plasma and kidney homogenates and
12.5 mg/mL in urine. Results of plasma total, active, and inactive renin in C, PF and NS rats are
in table 2. Total renin did not change in NS or PF groups, but active renin increased in NS
group with respect to C and PF, and in PF group increased with respect to C, and prorenin
percentage decreased in NS animale with respect to C and PF, and in PF group decreased
with respect to C. Inactive renin tends to decrease in NS rats with respect to C and PF, and in
PF rats with respect to C, but these changes did not reach statistical significance. Total, active,
and inactive renin were importantly excreted by urine in NS rats whereas very low quantities of
them were excreted in C and PF animals, however the prorenin percentage was similar among
the three groups (Table 3). There were no changes in the kidney renin content of total, active
and inactive renin as well as in prorenin percentage (Table 4).

Renin mRNA levels did not change in kidney, liver or brain neither in NS nor in PF groups
on day G (Table 5). Likewise, nephrotic syndrome or low food intake had no effect on renal
- renin mRNA on days 1, 3, 5, or 7 (Table 6). We also attempted to study renin mRNA levels in
" heart, but they could not be detectéd with the used technique.

DISCUSSION

It is known that the RAS is profoundly altered in PAN-nephrotic rats, 9%

and, among
these alterations, PRA and PRC are increased and renin is importantly excreted by urine. It is
unknown the mechanism by which circulating renin is increased in spite of its important urinary



loss. Therefore, in this work we studied total, active, and inactive renin levels in plasma, kidney
and urine, and renin mRNA levels in kidney, brain and liver in NS, PFand C rats.

On day 6 after PAN injection, nephrotic syndrome was clearly established as proteinuria,
hypoproteinemia, sodium retention and hypercholesterolemia indicate. Also, the decrease in
food intake in NS rats was clear, and the importance of this decrease was made evident by the
alterations observed in PF rats such as the decrease in urinary sodium excretion, the increase
in plasma active renin concentration, the decrease in plasma prorenin percentage and the
growth retardation; although this last observation may also be explained by a decrease in
insulin-like growth factor | and a reduction in growth hormone receptor mRNA.% The increased
body weight in NS rats as compared to PF group is probably explained by edema and ascites
formation starting on day 4 in nephrotic animals. It is important to note that the changes
observed in nephrotic rats were not completely explained by the decrease in food intake since
the changes in NS group were more marked than in PF group. ‘

Curves with increasing trypsin concentrations were done to determine the optimum trypsin
concentration to convert prorenin to renin for each biological sample. Also, the use of small
volumes of test sample (0.05 mlL) with a large voiume (0.45 mi} of renin substrate
(nephrectomized rat plasma) result in low to nondetectable blank values that account for less
than 2% of the total Al delected after a 1 h incubation with the optimum trypsin concentration.*
Also, we observed that blank was higher (up to 15%) with no optimum trypsin concentrations,
Moreover, addition of exogenous renin substrate after trypsin incubation and inhibition avoid the
possibility of error or kinetic biases due to endogenous renin substrate degradation by
trypsin.***” With these cautions the method for activation of inactive renin was validated in
plasma, urine, and kidney homogenate.

PRA was increased in nephrotic rats but this increase was limited because renin activity
was determined with endogenous Ao which is markedly decreased in NS rats and that is why
the increase in PRC is greater as this determination is done in the presence of exogenous Ao
and therefore the substrate is not limiting. -

In the present study, ptasma total renin did not change, but active renin increased almost
four-fold in NS rats, and twice in PF animals; plasma prorenin decreased (although did not
reach statistical significance) and its percentage also decreased 23% in NS rats and 8% in PF
. animals. The increase in plasma active renin coincides with the decrease in the inactive one in
both, NS and PF groups. These resulls support the hypothesis of the circulatihg prorenin as a
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source of “quick renin".*" Although the question that renin levels may rise in high renin states
through prorenin conversion has not been conclusively answered, this has been found to
happen in rats.”® Barret and Eggena'” found that acute stress plus pentobarbital anesthesia or
pentobarbital atone'® induces a decrease in prorenin and an increase in renin. lJindra and
Kvetnansky'® proposed changes in the conversion of prorenin to renin as responsible for the
changes in renin in acute stress. Also, Jindra et al.*® found reciprocal changes of plasma active
and inactive renin under an initial interval of immobilizaticn stress in rats and they suggest an
activation of circulating inactive renin. These authors ohserved a slight decrease in circuiating
inactive renin passing through the kidney suggesting that, at least in rats, in vivo pathways for
activation of inactive renin might exist, other than that proceeding before secretion from renin
granules.

Other possible exptanation for our resulls is that a major proportion of prorenin just
synthesized is sorted to the regulated pathway where prorenin is activated and secreted by
mature secretory granules as active renin.'""*"*'® The exact mechanism(s) by which this
process is regulated is yet unknown,*? although it has been proposed that the chemiosmotic
environment is a factor that regulates prorenin processing.m Diabetic patients, with the
syndrome of hyporeninemic hypoaidosteronism, have high circulating levels of prorenin and low
renin, and a defect in the enzymatic processing of prorenin has been suggested as an
explanation for this observation®' as well as in most céses of low renin syndromes.

There may be an increase in renal renin synthesis, but, if this is true, the secretion rate
should be increased at the same extent since there were no changes in the renal content of
renin and/or prorenin. In fact, it has been proposed that renin just synthesized is not stored in
kidney but is quickly secreted into circulation during sodium depletion and captopril treatment.®’
Moreover, Gomez et al.%® have found an increase in PRA and renal MRNA with no changes in
renal content during enalapril treatment. However, this possible increase in renin synthesis is
littte probable since it has been found that in vitro renal renin secretion is not increased in PAN-
nephrotic rats.**

Theoretically, another possible explanétion for the increase in circulating levels of active
renin in PAN-pephrotic rats is the decrease in renin degradation. It is known that plasma
prorenin is removed from the circulation mainly by the kidneys® and plasma renin by the liver,
but actually little is known about the regulation of renin clearance and degradation. Alterations
in the plasma half-ife of active renin have been found in acute stimulation of renal renin
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secretion by losartan.® It is yet unknown whether preferential clearance or degradation
changes may play a role on the differential changes of renin and prorenin in PAN-nephrotic
rats.

On the other hand, renin gene expression did not change neither in kidney nor in brain or
liver. Moreover, there were no changes in kidney renin mRNA levels at any of the studied times
(days 1,3,5,7) after PAN injection. Therefore, renin mRNA did not correlate with aclive or
inactive renin, but correlated wilh total renin which did not changa in this experimental madel.
As in the present work, no correlation among mRNA, PRA, PRC, renal renin content and/or
renal renin secretion changes was found during sodium depletion, captopril treatment and
angiotensin 1l infusion,?’ experimentally induced hypertension,?? and with enalaprit treatment,*’
These authors proposed posttranscriptional and most likely positranslational mechanisms as
the main contributors in regulating the plasma renin levels in these experimental models as now
we do in the experimental acute nephrotic syndrome. Recently, Campbell ef a.*” found that
renal renin mRNA is more consistently related lo plasma prorenin than to plasma renin
concentration in Dahl S and R rats under high, medium or fow sodium diets and they concluded
that renin gene expression determines prorenin synthesis, not renin formation, and that the rate
of renin formation is also determined by factors that regulate the proportion of prorenin diverted
into the renin processing pathway. In the same way, we think that renin and prorenin changes
observed in PAN-nephrolic rats are regulated by the proportion of prorenin sorted into the
regulated renin secreting pathway and, also, in parl, by the activation of circulating prorenin in
liver and/or kidney.*® King ef al.*® have also proposed that conversion of prorenin to renin is a
key site of regulation of renin expression, meaning that renin secretion will be elevated so long
as conversion is enhanced, and, conversely, renin secretion will be suppressed either when
prorenin expression is inhibited or conversion is aborted. |

Therefore. the results in the present work strongly suggest that the mechanism by which
plasma renin activity is increased in nephrotic rats is not at transcriptional level but most

probably at translational or posttranslational level.
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Table 1. Serum, plasma and urine determinations on day 6 after PAN injection.

Control Pair-fed Nephrotic
syndrome

Total protein, 7.03+£0.28 7.60+ 045 397+ 011"
g/dL
Cholesterol. 603 6114 263 ¢ 21*
mgldL
Urinary sodium, 2.89+019 1.60+0.18" 0.06 £ 0.01*
mEq/24h
PRA, 36+04 49+ 06 6.0£0.7"
ng Al/mL/h
PAoC, 978 + 62 941 £ 42 509 + 22*
ng AlfmL/h

Data are expressed as mean + s.e.m. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19_

for nephrotic syndrome group. * = p < 0.05 vs. control and pair-fed. * = p < 0.05 vs. control. PRA

= Plasma renin activity, PAoC = Plasma angiotensinogen concéntration, Al = Angiotensin |.
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Table 2. Renin determinations in plasma.

Renin Control Pair-fed Nephrotic
syndrome
Total, 127 £ 11 108+ 11 107 £+ 8.4
ng Al/mL/h
Active, 85+1.6 16+1.7" 31 £4.1*
ng Al/mL/h
Inactive, 117 £ 11 83+ 12 82168
ng Al/mL/h
% Inactive 8215 83+23 69 £ 3.6*

Data are expressed as mean + s.e.m. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19

for nephrotic syndrome group. * = p < 0.05 vs. control and pair-fed, ¥ = p < 0.05 vs, control, Al =

Angiotensin 1.

Table 3. Renin determinations in 24 h urine.

Renin Control Pair-fed Nephrotic syndrome
Total, 25+3.8 142+1.3 5030 & 657*
ng Al/mL/24h
Active, 147145 06+39 3385 ¢t 587*
ng Al/mL/24h _
lnaciive. 10.7+ 34 46+14 1645 £413°
ng Al/mL/24h ,
% Inactive T 43%5 3272 33160

Data are expressed as mean t s.e.ni. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n = 1719

for nephrotic syndrome group. * = p < 0.05 vs. control and pair-fed. Al = Angiotensin |.

17



Table 4. Renin determinations in kidnhey homogenates.

Renin Control Pair-fed Nephrotic
syndrome
Total, 103%£15 12111 106+08
ng Al/ mg prot
Active, 62+08 6.2+0.7 62104
ng Al/ mg prot
inactive, 5007 6.0£0.5 44+05
ng Al/ mg prot
% Inactive A4E36 50529 ATE23

Data are expressed as mean £ s.e.m. n = 11-13 for pair-fed and control groups, and n = 17-19

“for nephrotic syndrome group. Al = Angiotensin |.

Table 5. Renin mRNA levels on day 6 after PAN injection.

Tissue Control Pair-fed Nephrotic syndrome
Kidney 0.40+£005 0.66 + 0.08 060+0.08
Liver 1.10+£0.11 1521023 087+0.12
Brain 0.11+0.02 0.08 £ 0.02 0.15+0.03

Data are mean % s.e.m. of relative densitometry units factored for p-actin. n = 11-13 for pair-fed

and control groups, and n = 17-19 for nephrotic syndrome group. :

Table 6. Kidney renin mRNA levels.

Control Pair-fed ‘Nephrotic syndrome
Day 1 0.67 +0.06 1132009 0.86 £ 0.07
Day 3 112 £0.00 T36%0.14 T13£001
Day 5 0.82£0.06 1221016 083 0.07
Day 7 108 £0.08 136£012 113 0.14

Data are mean £ 5.e.m. of relative densitometry units factored for B-actin. n=2




LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Food intake (A), body weight (B), and proteinuria (C) in contro! (A), pair-fed (@), and
nephrotic syndrome ( @) groups. Results represent the mean + s.e.m. of 11-13 determinations
for control and pair-fed groups, and 17-19 determinations far nephrotic syndrome group. a =p <

0.05 vs. controf group, b = p < 0.05 vs. control and pair-fed groups.

Figure 2. Effect of trypsin concentration on activation of inactive renin in the plasma from
control rats during a 1.5 h incubation time. Trypsin concentrations are final.

Figure 3. Effect of trypsin concentration on activation of inactive renin in the urine from

nephrotic rats durihg a 1.5 hincubation time. Trypsin concentrations are final.

Figure 4. Effect of ttypsin concentration on activation of inactive renin in the kidney
homogenate from control rats during a 1.6 h incubation time. Trypsin concentrations are final.
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V. RESUMEN DE RESULTADOS

En el presente trabajo se estudio la regulacidn de la expresion de dos de las proteinas
de! sistema renina-angiotensina en ratas con sindrome nefrético agudo inducido por
aminonucledsido de la puromicina. renina y angiotensindgeno. Asimismo, como control se
incluyd un grupo de ratas alimentadas a la par debido a que los animales con sindrome
nefrético disminuyen su ingesta de alimento de manera importante, y la expresion de las
proteinas del sistema renina-angiotensina se altera por cambios en la alimentacifm.

Seis dias después de la inyeccion del aminonucledsido de puromicina el sindrome
nefrotico estaba claramente establecido como se pudo demostrar por la presencia de
hipoproteinemia, proteinuria, retencién de sodio e hipercolesterolemia. Las ratas alimentadas a
la par también presentaron una disminucion significativa en la excrecidn urinaria de sodio pero
no tan marcada como las ratas nefroticas.

Las alteraciones encontradas en cada una de las proteinas estudiadas fueron las
siguientes:

Angiotensindégeno

a) La concentracion plasmatica de angiotensindgeno disminuyd en las ratas nefréticas 6
dias después de la inyeccion del aminonucledsido de purornicina a casi la mitad de ios valores
" encontrados en las ratas control. En las ratas alimentadas a la par no hubo cambios.

b) Se perdieron grandes cantidades de esla proteina por orina.

¢) Los niveles hepaticos del ARNm de angiotensinégeno no se madificaron ni en las
ratas nefroticas ni en las alimentadas a la par, |

d) No se observaron cambios en los niveles del ARNm de angiotensindgeno en los
tejidos extrahepdticos estudiados: rifion, corazdn, cerebro y glandula adrenal en el dia 6
después de la inyeccion del aminonucledsido de puromicina. | | '

e) Los nivéles hepaticos del ARNm de anglotensinégeno no mostraron cambios en los
dias 1, 3, § y 7 despues de la inyeccion del aminonucledsido de puromicina. Las ralas
alimentadas a la par tarhpoco mostraron cambios en ninguno de estos dias.

Renina |

a) En plasma, la renina total no cambio y la renina acliva aumentd en las ratas

nefroticas con respecto a las alimentadas a la pary contral, asi como en el grupo alimentado a -

la par con respecto al control.
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b} El porcentaje de la renina inactiva disminuyo en el plasma de las ratas nefroticas con
respecto a las alimentadas a la par y control, asf como en el grupo alimentado a la par con
respecto al control.

c) Ei contenido renal de renina tolal, activa e inactiva no presentd cambios en ninguno
de los grupos experimentales.

d) Tanto la renina activa como la inactiva se excretaron en grandes cantidades por orina
en ratas nefréticas sin presentar cambios en el porcentaje de prorrenina con respecto a los
grupos control y alimentado a la par.

e) Los niveles renales del ARNm de renina no se alteraron en ninguno de los grupos
experimentales en el dia 6 después de la inyeccidn del aminonucledsido de puromicina.

f) No se encotraron cambios en los nivels del ARNm de renina ni en cerebro ni en
higado en el dia 6.

g) Los niveles renales del ARNm de renina no presentaron cambios en los dlas 1, 3, 5 y
7 despueés de la inyeccién del aminonucledsido de puromicina.

"En resumen, la disminucion en la ingesta de alimento indujo cambios en la renina
circulante, pero no afectd el angiotensindgeno. Tanto la renina como el angiotensindgeno
circulantes y su excrecion urinaria se encontraron profundamente alterados en el sindorme

nefrdtico agudo, sin embargo los niveles de sus ARNm no cambiaron.
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V. DISCUSION GENERAL

El sindrome nefrotico se caracteriza fundamentalmente por la pérdida urinaria y
alteraciones en el metabolismo de muchas proteinas plasmaticas (1,2), entre las cuales se
encuertran las proteinas del sistema renina-angiotensina (9). La renina, el angiotensindgeno y
la enzima convertidora de angiotensina | se pierden por orina, mientras que en plasma las
actividades de renina y enzima convertidora de angiotensina | aumentan y la concentracién de
angiotensinogeno disminuye (9,60-62). Estas observaciones conducen a investigar los
mecanismos que se desencadenan para poder “compensar” las pérdidas por orina de estas
proteinas. En este trabajo se exploré 1a posible participacidn de cambios en la expresidon de los
genes de renina y angiotensindgeno para tratar de mantener la homeostasis de estas proteinas
circulantes. Es importante sefalar que |a concentracion de una proteina en circulacion depende
de, al menos, cuatro factores: a) sintesis y secrecion, b) degradacion o catabolismo, c¢)
perdidas corporales, y d) distribucion corporal. La sintesis puede regularse a varios niveles: a).
transcripcional (sintesis del ARNmj, b) postranscripcional (procesamiento y estabilidad del
ARNm), c¢) traduccional y d) postraduccionat (modificaciones intracelulares que suceden hasta
que la proteina es secretada). Por lo tanto, en este trabajo se explord solo una parte de los
factores involucrados en la sintesis de una proteina. Debido a que los niveles del ARNm de
renina y angiotensindgeno no cambiaron en las ratas nefroticas a pesar de que estas proteinas
se pierden de manera abundante en orina y que hay cambios importates en circulacion, se
propone que el nivel de regulacion de ambas proteinas es a nivel traduccional o
postraduccional. El nivel de regulacion traduccional se ha encontrado para la glicoproteina
acida alfa-1 en ratas con sindrome nefrético: la sintesis de esta proteina aumenta a pesar de
que los niveles de su ARNm no cambian (63). Asimismo, se ha encontrado que efectivamente
otras protelnas plasmaticas en al sidrome nefrético se regulan a nivel transcripcional como la
albumina (41,42). En el presente trabajo se esperabé gue el ARNm de ambas protelnas
aumentara claramente para favorecer su sintesis y asi compensar las pérdidas urinarias. Sobre
todo el ARNm de renina, ya que, a pesar de su pérdida por orina, sus niveles ci'rculantes
aumentan, sin embargo, también se esperaba un aumento en el ARNm de angiolensinageno a
pesar de que su concentracion en circulacion disminuye, ya que, ademas de su gran pérdida
por arina, su degradacion también aumenta por el importante incremento que se observa en

renina. De hecho, otras proteinas que se pierden por orina en el sindrome nefrético se
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acompaifian por un aumento en los niveles de su ARNm,; por ejemplo: albumina, transferrina y
apolipoproteina Al (42,64).

En el presente trabajo no se exploraron los posibles cambios en el catabolismo (vida
media), la velocidad de secrecion y/o la distribucion corporal, por lo que no se puede descartar
la participacion de alteraciones en estos niveles de regulacion en las alleraciones de estas
proteinas circulantes, Las posibilidades que se desprenden en el caso de la renina son las
siguientes: (1) que la prorenina circulante se este convirtiendo en renina activa, (2) que mayor
proporcion de la prorenina recién sintétizada se este canalizando a la via regulada en la cual se
secreta en forma activa, (3) que la degradacién de la renina activa esté disminuida y/o (4) que
aumente la sintesis y la liberacion de la proteina. En el caso del angiotensinégeno se propone
que su degradacion por los altos niveles de renina circulante y su pérdida por orina se tratan de
compensar por un aumento en la velocidad de traduccion del ARNm en higado, aungue no se
puede descartar una disminucién en la degradacién de esta proteina circulante ¢ una mayor
secrecion de otros tejidos que la sintetizan como es el caso del tejido adiposo café (65,66). En
la diabetes espontanea en ralas se encontrd un aumento en los niveles circulantes de
angiotensinégeno sin cambios en los niveles hepaticos de su ARNm, esto condujo a los
attores a proponer cambios a nivel traduccional para explicar lo anterior (67), aunque en
general se ha aceptado que el nivel de regulacion de esta proteina es transcripcional (68).

Los mecanismos de reguracion de las dos proteinas estudiadas en el presente trabajo
en el sindrome nefrético aun no se conocen completamente. Solo se ha podido descartar ¢l
que estén involucrados cambios en los niveles de sus ARNm. Se tienen que realizar
experimentos dirigidos para poder contestar las interrogantes planteadas a lo largo del
presente trabajo. Por ejemplo, la determinacion de la vida media de la renina y del
angiotensinégeno radiactivos inyectados parenteralmente, nos podria decir si hay cambios en
el catabolismo de estas proteinas, o bien, medir la sintesis de las proteinas en sistemas in vilro
para lo cual se requiere un anticuerpo especifico para inmunoprecipitar la proteina recién

sintetizada.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la expresion renal del gen de renina y la expresion
hepdtica del gen de angiotensindgeno no se altera durante el desarrollo del sindrome
nefrético agudo inducido con aminonucledsido de puromicina.

No se encontré relacion entre los niveles del ARNm de renina y el contenido repal,
concentracion plasmatica y excrecién urinaria de esta proteina tanto en su forma activa
como en su forma inactiva. Asimismo, tampoco se encontré relacion entré los niveles
hepaticos del ARNm de angiotensinégeno y la concentracion plasmatica y excrecion
urinaria de su proteina. Esto sugiere que la regulacion de los niveles plasmaticos de ambas

proteinas se da a nivel traduccional o postraduccional en este modelo experimental.

La expresion de los genes de renina y angiotensinégeno parece no presentar alteraciones

en los tejidos extrarrenales y extrahepiticos, respectivamente, estudiados en el presente

trabajo.
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