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RESUMEN

En este trabajo se estudia la influencia de 1a toxina pertussis sobre
1a regulaci6n adrenérgica de 1a secrecién de renina tanto en el animal comple-
to (ratas despiertas y ratas anestesiadas) como en un sistema in vitro de
rebanadas de corteza renal. En las ratas despiertas control 1a administracion
subcutdnea de epinefrina no modifica 1a secrecién de renina, pero en las ratas
tratadas con toxina pertussis la aumenta de manera importante. E1 efecto de la
epinefrina es bloqueado por propranolol, y es reproducido en las ratas control
cuando la yohimbina es administrada antes que la epinefrina. La clonidina dis-
minuye mucho mis la secreci6n de renina en las ratas control que en las ratas
tratadas con toxina pertussis. E1 isoproterenol estimula mucho mis 1a secrecidn
de renina en las ratas tratadas con toxina pertussis que en las ratas control.
Los, anestésicos aumentan de manera importante la secreci6n de renina en las
ratas control. Este efecto estimulatorio de los anestdsicos es aumentado de
manera notoria en las ratas tratadas con toxina pertussis. E1 propranolol
bloquea el efecto de 1os anestésicos en ambos grupos de ratas, 10 cual sugiere
la participacion del sistema adrenérgico en este efecto. E1 aumento de la
secrecion de renina en ratas tratadas con toxina pertussis es debido princi-
palmente al aumento.de las acciones beta adrenérgicas. En las rebanadas de
corteza renal se observa que la epinefrina y el isoprqtereno] estimulan, mien--
tras que 1a clonidina disminuye 1a secrecitn-de renina en el grupo de ratas
control. La toxina pertussis: a) aumenta significativamenté 1a secrecidn basal
de renina, b).desplaza a 1a izquierda 1a curva concentracifn-respuesta para
isoproterenol y epinefrina y aumenta 1a respﬁesta a epinefrina y c¢) bloquea el
efecto inhibitorio de 1a clonidina sobre la secrecién de renina. En conclusifn:
la toxina pertussis modifica 1a regulacidn adrenérgica de la secrecién de renina,
bloquea 1a modulacidn alfa2 adrenérgica de.la Tiberacion de renina y aumenta la
secrecidn de renina debida a estimulacion beta adrenérgica tanto in vivo como
in vitro.



SUMMARY

The influence of pertussis toxin on the adrenergic regulation of renin se-
cretion it was studied in this work. The study was made in conscious and anesthe-
tized rats and in a system of renal cortical slices. In consciuos rats the subcu-
taneous administration of epinephrine did not modified the renin secretion, but
in. pertussis toxin-treated rats it was increased significantly. The effect of e-
pinephrine was blocked by propranolol and it was reproduced in control rats when
yohimbine was given before epinephrine. Clonidine decreased at much more signifi-
cant extent renin secretion in control rats than in animals tretated with the
toxin. Isoproterenol stimulated renin secretion to agreater level in toxin-treted
rats. The anesthetics increased renin secretion and this effect was markedly
magnified in rats treated with pertussis toxin. Propranolol partially blocked the
increase of renin secretion produced by anesthetics. This result indicate that the
adrenergic_§ysfem'is involved in this effect and that pertussis toxin magnifies it
by potentiating beta-adrenergic action. In renal cortical slices from control
group it was observed that isoproterenol and epinephrine stimulated renin secretion
and that clonidine decreased both basal and isoproterenol stimulated renin secre-
tion. Pertussis toxin: a) increased significantly basal renin secretion, b) displa-
ced to the left the concentration-response curve for isoproterenol and epinephrine
and magnified the response to epinephrine and '¢) abolished the inhibitory effect
of clonidine on renin secretion. In conclusion, pertussis toxin modifies the adre-
nergic regulation.of renin secretion, blocks® the alphaz-adrenergic modulation of
renin release and magnifies the ability of beta-adrenergic activation to stimulate
renin secretion.
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I. INTRODUCCION



1. EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA.

La investigacidn continua en las dos {iltimas décadas ha establecido que el
sistema renina-angiotensina-aldosterona, es un sistema hormonal impdrtante que
Jjuega un papel central en el balance de liquidos y electrolitos y de 1a presion
arterial (Figura 1). Participa de manera importante en algunos tipos de hiperten-
sion, To cual, desde el punto de vista clinico, ha estimulado el interés por co-
nocer Ta estructura, localizacién, regulacion de sintesis y secrecién y mecanismo
de accion de cada uno de los compbnentes. Las moléculas que componen este sistema
son: las enzimas: a) renina (EC 3.4.99.19), b) convertidora de angiotensina I
(EC 3.4.15.1) y c) angiotensinasas; 1os péptidos: a) angiotensina I, b) angioten-
sina II y c) angiotensina III; 1a globuliha alfa2 (angiotensindgeno) y 1a hormona
esteroide aldosterona.

En forma resumida, el sistema funciona de 1a siguiente manera (Figura 2 y re-
ferencia 1): da renina que se sintetiza principalmente a nivel renal, actda en
plasma sobre el sustrato angiotensindgeno, que es sintetizado princfpalmente en
el higado. Producto de esta reacciﬁn.hidro1iticaves la liberacidn del decapéptido
angiotensina I (extremo amino del angioténsinﬁgeno). Este péptido tiene poca o
nula actividad bioldgica, y fisioldgicamente es transformado al octappetido angio-
tensina II por la aécidn de la enzima convertidora. Esta enzima es una dipeptidil
dipéptido hidrolasa qué remueve en un paso 1os dos aminodcidos (His-Leu) del ex-

tremo carboxilo de 1a angiotensina I.

Algunas de las acciones fisioldgicas de la angiotensina Il son:-a) su poten-
te efecto vasoconstrictor (50 veces mayor al de 1a norepinefrina), b) estimulacion
de 1a liberacin de aldosterona que a su vez promueve la reabsorcién de sodio y
agua, c) estimulacién de 1a sed, d) inhibicion de.1a secrecién de renina y e) es-
timulacidn de la secrecidn de angiotensindgeno. La angiotensina II tiene una vida
‘media muy corta (aproximadamente 30 segundos) y su -produccitn continua depende de
.1a presencia de sustrato de renina. Sin embargo, la concentracién de angiotensin6-
ﬁeno en sangre es.generalmente constante, y de hecho es 1a cantidad de renina cir-
culante, 1a limitante principal en 1a produccién de angiotensina II .in vwivo. A pe-
sar de que 1a renina tiene una vida media mucho mas larga (dé 4 a 15 minutos) en
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circulaciﬁn,'se requiere de un estimulo constante para la secreci6n de esta enzi-
ma. La ang1otens1na 111 es producida por 1a accién de 1a angiotensinasa A sobre
la angiotensina II, removiendo el aminodcido del extremo amind terminal. (dcido
.aspirtico) de la angiotensina IT para formar el heptapéptido correspondiente,

que también estimula la secrecidn de aldosterona. COmo'angiotensinasas se cono-.
cen colectivamente a un grupo de enzimas hidroliticas (aminopeptidasas, endopep-
tidasas'y carboxipeptidasas) que degradan a las angiotens#nas a los correspondien-
tes aminodcidos (Figura 2).

La renina es 1a enzima principal y limitante de la velocidad del sistema,
fue descubierta por Tigerstedt y Bergman en 1898 (2). Estos investigadores habian
mostrado que cuéndo»se'administraban‘1ntrévenosamente extractos salinos de rifion
de conejo a conejos, producian una sorprendente elevacién de la presion sanguinea.
A pesar de su descubrimiento temprano, la importancia real de 1a renina, no fue
apreciaqa sino hasta después del trabajo de Harry Goldblatt en 1934. En una serie
de experimentos cldsicos. (3-5), Goldblatt produjo hipertensién, en animales de
laboratorio, demostrd que Ta hipértensidn tenia bases humorales y probs que era
de origen renal. E1 descubrié que una reduccién moderada del flujo sanguineo,
producida al colocar una pinza de plata en ambas arterias renales (2 pinzas, 2
rifiones) o bfen solo en una arteria (1 pinza,. 2 rifiones) producia una forma de
hipertensidn arterial persistente que se parecia mucho a 1a forma humana de la
enfbrmedad Mis tarde Goldblatt demostrd que: '

~a) La elevacidn de la presidn sanguinea que sigue a-Ta constriccion de la
arteria no pudo ser impedida por la simpatectomia completa, ni por l1a destruc-
cidn de. 1a médula espinai, ni por transplante del rifion isquémico denervado.

b) Si las venas renales eran ligadas al animal, este se hacia normotenso y
posteriormente moria por uremia.

Esto sugeria que esta fofma de hipertensidn era causada directi_o.indirecta-
mente por una sustancia humoral o sustancias liberadas por el rifion -isquémico.
Estos trabajos clasicos de Goldblatt condujeron inmediatamente a la biisqueda del
agente humoral responsable de la elevacin de la presion en la hipertensi6n, e
hizo que se redescubriera 1a renina descrita mucho tiempo antes por. Tigerstedt
y Bergman (2).

Dos grupos de investigadores encontraron que la renina no era per 4e una sus-
tancia vasoconstrictora. Page y Helmer en los Estados Unidos en 1940 (6) y
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Braun-Menéndez y su grupo también en 1940 en Argentina (7) encontraron qué_la re-
nina actuaba sobre una sustancia presente en plasma para producir~otra sustancia
estable al calor y vasoconstrictora de corta duracidon. Page y Helmer nombraron

a esta nueva sustancia "angioton!n§",.mientras Braun-Menéndez y su grupo usaron
‘el témino “hipertensina”. Finalmente, después de un periodo de muchos afios, en
que se conocid que eran exactamente la misma sustancia, acordaron estos dos gru-
pos en una reunidn en 1961 en el Universidad de Michigan 1lamarla "angiotensina”.

Dos experimentos probaron que 1a renina y 1a angiotensina eran verdaderos
mediadores en 1a hipertensifn en humanos y en la hipertensifn experimental en a-
nimales..

a) Se encontrd que los niveles de angiotensina en sangre de pacientes con
hipertension maligna estaban elevados 20 veces sobre el normal. Los niveles de
anjiotensina eran medidos en un extracto purificado a partir de 1a sangre de
pacientes por su capacidad vasopfesora en ratas (8).

b) La presion sanguinea en perros con hipertension experimental pudo disminu=
irse a los niveles normales por inmunizacidn con extractos de rifion de cerdo que
contienen renina (9-11).

La primera preparacidn pura de angiotensina se obtiene por incubacidn 4n vitro
de renina cruda preparada a partir de rifion de cerdo con sustarto de renina prepa-
rado de plasma de caballo (12). Pronto se conocid su composicidn y secuencia de
aminoicidos (13). La secuencia de aminodcidos de angiotensina de varias especies
se muestra en la Figura 3, es de notarse que los ‘aminodcidos que cambian en las
diferentes especies son el 1, el 5y el 9. E1 procedimiento para la preparacidn
de angiotensinbgeno para la incubacidn con renina cruda en la preparacién in vitro
de angiotensina, involucraba el fractionamiento con sulfato de amonio seguido por
di&lisis contra agua destilada. Por razones desconocidas por 1os autores (14),
decidieron en una ocasion dializar contra solucidn salina en vez de hacerlo contra
agua destilada; con este procedimiento el producto tenfaila misma actividad vaso-
fpresora en ratas, pero tenfa propiedades quimicas totalmente diferentes. Asi se
descubrid por casualidad que la angiotensina estd presente en dos formas (14). Una
de ellas se obtenﬁa al dializar contra agua destilada y la otra al dializar contra
soluci6n salina. Asi se descubrid 1a existencia de una enzima activad por cloruros
1a cual fue 11amada enzima convertidora de angiotensina que estaba presente en
plasma (y en la preparacién del sustarto crudo de renina), y que convierte al sus-
trato inicial de 1a reaccidn, angiotensina I al octapéptido angiotensina II.



ESTRUCTURA DE ANGIOTENSINA I _EN ESPECIES DE VERTEBRADOS REPRESENTATIVAS

PEZ TELEOSTEO ‘A GLOMERULAR
CPEZ GANSO)

PEZ TELEOSTEO GLOMERULAR
(SALMON)

ANFIBIOS
CRANA TORO)

REPTIL
(SERPIENTE)

PAJARO
CPOLLO)

MAMIFERO
(BOVINO)

MAMIFERO
CCABALLO, CERDO, RATA,
PERRO, HUMANO, CONEJO,
CABALLO)

ASN-ARG-VAL-TIR-VAL-HIS-PRO-PHE-HIS-LEU

ASN—ARG-VAL-TIR-VAL—HIS—PRO—PHE—ASN-LEU

>

SP-ARG-VAL-TIR-VAL-HIS-PRO-PHE-ASN~LEU

>

SX-ARG~VAL~-TIR-VAL-HIS-PRO-PHE-TIR-LEU

SP—ARG-VAL-TIR-VAL-HIS-PRO-PHE-SER—;EU

>

'ASP-ARG—VAL-T}R-VAL-HISrPRO-PHE;HIS-LEU

ASP-ARG-VAL—TIR-ILE-HI$-PRO-PHE-HIS-LEU

FIGURA 3




RENINA

La renina es sintetizada, almacenada y secretada por las células granulares
del aparato yuxtaglomerular. Cada nefrona tiene una regidn conocida como el apa-.
rato yuxtaglomerular el cual esta compuesto de: a) células granulares, b) células
agranulares, c¢)micula densa.y d) células mesangiales (Figura 4). Las células grﬁ-
nulares son c&lulas de misculo 1iso diferenciadas, que se encuentran normalmente
en la media de 1a arteriola aferente adyacente al glomérulo. Estas células contie-
nen un reticulo endopldsmico bien desarrollado y membranas de Golgi, caracteris-
ticas citologicas que son consistentes con una funcidn end6crina. Los nervios simpd-
ticos renales mervan las células granulares del aparato yuxtaglomerular. La re-
nina también se ha localizado en varios tejidos tales como dtero, placenta, cere-
bro, hipotdlamo, glindula pineal, pared de arterias y venas y en la gldndula sub-
maxilar,

En ‘1a actualidad se han descrito al menos cinco mecanismos fisioldgicos que
regulan 1a secrecién de renina en rifibn, &stos son: a) un barorreceptor intrarre-
nal que responde a cambios en la presién sanguinea, b) la cantidad del i6n sodio
(o posibliemente c10ruro) que pasa por el segmento de macula densa del tibulo dis-
tal, c) el sistema nervwso s1mpat1co y las catecolaminas circulantes, d) otros
factores hormonales (e.g. angiotensma II, prostaglandinas, esteroides) y f) o-
tros electrolitos plasmiticos (calcio, potasio, etc.) (15).

La renina es sintetizada como una preproenzima, cuya secuencia de aminodci-
dos ha sido obtenida tanto de gldndula submaxilar de ratdn (16,17) como de rifion
humano -(referencia 18 y figura 5). En 1982, la secuencia de aminodcidos de la‘=
renina se obtuvo por 1a técnica convencional de secuenciacion de aminodcidos
(16) y a partir de la-secuencia de nucleftidos del ADN complementario del pre-
cursor de renina ( 17). La secuencia de la prepro-renina humana fue deducida del
andlisis de 1a secuencia de su ADNc (18). La renina humana tiene 406 aminodcidos
con un- pre y un prosegmento de 20 y 46 aminpicidos respectivamente. E1 peso mole-
cular de 1a preprorrenina humana es de 45,067 y de 1a renina humana de 37,235
daltones. La renina de la gldndula submaxilar de raton tiene un pre y prosegmento
de 18 y 45 aminodcidos respectivamente. La renina en ratfn es de 338 (16) o 333 (17)
a m'ino&cidos,',y consiste de una cadena pesada (64-353) y una ligera (354-401). La
comparacién de la secuencia de aminodcidos de 1a renina de rifion humano con la re-
nina de gldndula submaxilar de ratdn indica un alto grado de homologia entre las dos
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moléculas, 1a cual es de 68.7% incluyendo la presecuencia (Figura 5). La diferen-

-cia estructural mas sobresaliente entre ambas enzimas es la presencia de dos si-

tios de glucosilacién .(Asn-X-Thr) en la renina de rifion humano constituidos por los
residuos 71-73 y 141-143, los cuales no son observados en 1a renina de ratén (18).
Por analogia tamhién a 1a renina de ratdn la renina de rifi6n humano tendria dos
cadenas, la pesada (67-360) y la Tigera (361-406) (Figura 6). Se ha estudiado Ta
maduracion o procesamiento de 1a prepro-renina de la glindula submaxilar y se ha
encontrédo.que el proceso involucra l1a ruptura proteolitica secuencial de la pre-

.profroma a 1a forma madura activa. La prepro-renina es répiqamente internalizada

cotraduccionalmente en el reticulo endopldsmico rugoso e hidrolizada por una pep-
tidasa (1a cual hidroliza al péptido sefial) para producir prorenina (Figura 7).
En el aparato de Golgi la prorenina es convertida en 15 minutos a 1a renina que
es enzimiticamente activa. En las siguientes 12 horas, un lento proéeso intrace-
Tular remueve un dipéptido cerca del extremo carboxilo, y asi convierté la renina
de una cadena en renina de dos cadenas unidas por un puente disulfuro. Esta con-
versidn ocurre durante la formacidn, condensacion y empaquetamiento de los grd-
nilos de renina. La molécula de renina intacta es obligatoria para que ocurra

1a actividad enzimdtica debido a que 1a cadena pesada solo tiene poca o nula ac-
tividad. Tanto 1a renina de una o dos cadenas son secretadas, pero no 1a prepro-
renina (Figura 7). Esto sugiere que la sin,tes'is y secrecion de renina es compleja
¥ puede ser sujeta a regulacitn en mGltiples pasos.

ANGIOTENSINOGENO

E1 angiotensindgeno (sustrato de renina) es una a]faz-globulina, que es sin-
tetizado-en 1a rata como un precursor de 477 aminodcidos (referencia 19 y figura
8). E1" fragmento pre es de 24 aminodcidos. E1 peso molecular de la molecula com-
pleta 1ibre de carbohidratos es de 49,548 daltones. Posee tres sitios potenciales

"de glucosilacidn, Asn-X-Ser (Thr) en las posiciones 47-49, 295-297 y 319-321. Es

una proteina muy relacionada estructuralmente con la alfal-antitripsina, la anti-
trombina III y 1a ovoalbimina (20). Su concentracidn en- plasma es de 4-7 mg/ml (21).
Su principal sitio de sintesis es el higado (21) a{mque también hay evidencias

que sugieren que puede ser sintetizado en riﬁon (21) y en cerebro (22). Se han
usado. varios modeTos 4n vitho para el estudio de los factores que regulan la se-
crecidn de angiotensindg eno. Estos son: higado perfundido (23,24), hepat;ocitos
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aislados (25,26), rebanadas de higado (27,28). Estos estudios han demostrado que
Tos estrgenos, los glucocorticoides, la insulina, las prostaglandinas, 1a angio-
tensina II y la binefrectomja estimulan 1a secrecion de angiotensindgeno. Por el
contrario se ha demostrado que la tiroidectomia y la adrenalectomia disminuyen el
nivel plasmdtico de angiotensindgeno.

ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La enzima convertidora de angiotensina I (peptidil dipéptido hidrolasa,

EC 3.4.15.1) es una exopeptidasa que cataliza la ruptura de unidades peptidil del
extremo carboxilo de varios oligopéptidos sintéticos y naturales. Los sustratos
fisioldgicos son angiotensina I y bradicinina (referencia 29 y figura 9). La enzima.
es una metaloproteina (es inhibida por EDTA) y es dependiente de cloruros. La en-
zima en mamiferos es una glucoproteina de un peso moelcualr de 130,000-140,000
daltones, que estd compuesta de una s6la cadena polipéptidica y que tiene asociado
un equivalente molar de Zinc. La enzima existe en una amplia variedad de organis-
._ mos desde bacterias hasta mamiferos (29). Esta presente virtualmente en todos los
organos y liquidos corporales de los mamiferos. Se han desarrollado inhibidores
especificos y'potentes de esta enzima en base a sus propiedades y mecanismos de
accidn. Estos agentes suprimen la respuesta vasopresora de angiotensina II, po-
tencian los efectos vasodepresores de bradicinina y revierten la hipertensidn
experimental dependiente de renina. Uno de los inhibidores mis usados en humanos
es el captopril (SQ 14,225). A pesar de la gran cantidad. de informaci6n de 1a ac-
tividad de B enzima convertidera en tejidos y suero sanguineo en un gran nimeno

de estados fisioldgicos y patoldgicos , se conoce muy poco acerca del mecanismo
de biosintesis y secrecion de esta enzima.

2. LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

Las hormonas adrenérgicas (epinefrina y norepinefrina) ejercen su acci6n a
través de receptores especificos que estdn localizados en la membrana plasmitica
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celular. Estos receptores se han clasificado en cuatro subtipos, a saber: betal.
betaz, alfal y alfa2 (Figura 10). Los dos primeros son isorreceptores, ya que estdn
acoplados estimulatoriamente a la adenilato ciclasa. Esto es, cuando estos recepto-
res interactlan con las hormonas adrenérgicas naturales o agonistas sintéticos,
activan a 1a adenilato ciclasa; como consecuencia producen un aumento en las con-
centraciones intracelulares de AMPc el cual va a producir una serie de eventos in-
tracelulares tales como la activacion de cinasas de proteinas. La subclasificacidn
en beta1 y~beta2 estd dado por el orden de potencia de los agonistas naturales y
sintéticos. Los receptores‘beta2 estdn involucrados en 1a broncodilatacidn y son
activados preferentemente por epinefrina, mientras que 1a norepeinefrina tiene poca
actividad. Por el contrario, 1a epinefrina y 1a norepinefrina son activadores equi-
potentes de los receptores beta1 en corazon y en tejido adiposo en donde son res-
ponsables del inotropismo positivo y 1a activacion de 1a 1ipdlisis respectivamen-
te (31). Otros efectos mediados por el AMPc intracelular son: en mfsculo 1iso, la
relajacion; en plaquetas, 1a inhibicidn de su agregacién; en pancreas, el aumento
en la liberacion de insulina; en higado, activacion de la fosforilasa de glucdgeno
e inactivacién de 1a sintetasa de glucdgeno. Se ha sugerido que los fectos beta,
son debidos a 1a norepinefrina liberada por los nervios simpaticos, mientras que
los efectos beta2 son debidos a los efectos hormonales de la epinefrina 1iberada
por la médula adrenal (32). Los agonistas naturales y sintéticos para los recep-
tores beta1 son la norepinefrina y el prenalterol y para los receptores beta2 son
la epinefrina y. 1a terbutalina. E1 metoprolol y la butoxamina son inhibidores es-
pecificos para los receptores beta1 y beta2 respectivamente. ;1 isoproterenol es

un agonista sintético no especifico y mids potente que la-epinefrina y la norepi-
nefrina, mientras que el propranolol es un antagonista no especifico para los
subtipos beta.

Los receptores a]f’a1 y.alfa2 no son isoreceptores, ya que el mecanismo por
medio del cual transducen su sefial al interior de las células es diferente (33,34).
La estimulacion de los receptores a]faz inhibe a 1a adenilato ciclasa con lo cual
disminuyen las concentraciones intracelulares de AMPc. Este efecto es opuesto al
observado por 1a estimulacidn de los receptores beta adrenérgicos. Por otra parte
1a estimulacién Qe los receptores alfa1 produce un aumento en el recambio de un

fosfolipido de membrana, el fosfatidilinositol y un aumento en la concentracidn
intracelular de calcio. En el caso de los receptores beta y a]fa2 adrenérgicos,
el segundo mensajero es el AMPc; por 1o que respecta al segundo mensajero en el
caso de 1os receptores aifa1 adrenérgicos no parece -estar muy claro. Actualmente
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se sugiere la existencia de dos tipos de receptores a'lfal cada uno diferenciado por
su efecto intracelular Gltimo (35). McGrath ha sugerido (36) que 1a respuesta alfal
es debida a la liberacion simpatica de norepinefrina en las terminales nerviosas.
Por el contrario la epinefrina 1iberada como hormona por la médula adrenal trabaJa
mis lentamente y media las respuestas alfa Los agonistas naturales y sintéticos
para alfal son: 1a norepinefrina y la fen11efr1na. y para a]fa son la epinefrina y
la clonidina. La prazosina y 1a yohimbina son los antagonistas de Tos receptores
alfa1 y a]fa2 respectivamente. La estimulacion de la respuesta a]fa2 adrenérgica
produce los siguientes efectos: en misculo 1iso, contraccin; en plaquetas, agrega-
cidn; en pancreas, disminucién de la secrecion de insulina; en adipocitos inhibi-
cion de 1a 1ipdlisis y activacidn de la sintetasa de glucSgeno. La estimulacidn de
‘1a respuesta a]fa1 adrenédrgica produce los siguientes efectos: en miisculo 1iso
contraccion; en higado aumenta la actividad de la fosforilasa de glucigeno; en a-
dipocitos inactivacion de la sintetasa de gluciyeno. Los receptores beta y a]faé
adrenérgicos estd acoplados estimulatoria e inhibitoriamente a la adenilato cicla-
sa a través de las proteinas Ns (n estimulatoria) y Ni (N inhibitoria) respec-
tivamente. ‘Estas proteihas unen nucle6tidos de guanina los cuales regulan el esta-
do de afinidad de los receptores por las hormonas. La proteina Ns es el blanco de

. 1a toxina colérica..La modificacidon de Ns por 1a toxina colérica (ADP ribosilacidn)
produce una estimulacion consatnte de 1a adenilato ciclasa aiin en ausencia de ago-
nistas beta adrenérgicos. Por otra parte Ni es el sustrato de la toxina pertussis.
La consecuencia de esta modificacion (ADP ribosilacion) es una inactivacién de la
actividad de Ns, por To tanto una incapacidad de esta proteina para tranducir se-
fiales inhibitorias de receptores acoplados inhibitoriamente a la adenilato ciclasa
3 esta enzima.

Actualmente se cuenta con t&cnicas que permiten cuantificar el nimero de re-

ceptores adrenérgicos en 1a membrana (Bmax) y conocer su afinidad (kd). Esto se
ha logrado con la té&cnica de unidn de ligandos radiactivos a preparaciones de
membranas con el receptor a estudiar (37). A continuacién se anotan algunos ra-
dioligandos usados en estos estudios: dihidroalprenolol- H, hidroxibenzilpindolol

251, carazolol- 3H para receptores beta adrenérgicos d1h1droergocr1ptina—3H
para receptores alfa1 y alfaz, prazos1na-3H y NB4101- H para alfh » mientras que
yoh1mbina-3H es selectivo para receptores alfaz. Con el ligando se construye una
curva de saturacidn, cuya transformacién de acuerdo a Scatchard produce una linea
recté. cuya pendiente es 1a Kd, 1a cual es una medida de la afinidad del receptor
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por el ligando, y el intercepto con el eje de las abscisas es el nimero de sitios
(B max). Usando esta metodologia se puede estudiar el estado de afinidad de los re
ceptores adrenérgicos. La afirn;dad de los receptores beta por 1a h‘onnona esta re-
gulado por los nuclebtidos de guanina. Estos nucleotidos reducen 1la afinidad de los
agonistas, pero no de los antagonistas beta adrenérgicos (37). Esto se puede es-
tudiar con curvas de desplazamiento del radioligando unido por un antagonista o
agonista no radiactivo.. Cuando el desplazamiento se hace con un .antagonista, de
observa una afinidad homogénea del receptor. Por el contrario cuando se usa un a-
gonista total para realizar el desplazamiento, se observa una afinidad hetérogé-
nea del reéepto’r. -Este es el caso del desplazamiento del dihidroalprenolol-3H
cuando es desplazado con isoproterenol, en este caso se obteiene un 77% de los re-
‘ceptores en alta afinidad y un 23% en baja afinidad.Cuando este mismo desplaza-
miento se realiza en presencia de altas concentraciones de GTP (1 X 10'4 M) la
curva se desplaza a la derecha y 1lega a tener mas pendiente. Sin embargo, ahora
todos los receptores muestran una afinidad baja y homogéna para el agonista. Esta
metodologia ha sido empleada para investigar las posibles alteraciones de los re-
ceptores “adrenérgicos en distintas células , sobre todo de sangre periférica,

en el humano. Recientemente se ha publicado un revisidn, en la cual se mencionan
las alteraciones de los receptores adrenérgicos en diferentes situaciones fisiold-
gicas y patoldgicas, y bajo 1a influencia de diferentes agentes farmacoldgicos (38).

3. LA TOXINA PERTUSSIS.

La Bordetella pertussis, el microorganismo que causa la tosferina, secreta una
toxina proteinica que produce una. variedad de respuesta fisioldgicas que incluyen:
induccion de linfocitosis, sensibilizacion de los animales a los efectos letales de
1a histamina, estimulacion de ia secrecidn de.insulina y estimulacion de la 1ipd-
lisis en los adipocitos (30,39). Esta toxina ha sido 1lamada factor promotor de
linfocitosis (40), proteina activadora de los islotes (41), factor sensibilizador
de histamina, pertusigeno y toxina pertussis (42). Ademds de sus acciones celulares,
la toxina'pertussis actiia como hemaglutinina y sirve como un importante inmundge-
no para la proteccién de ratones contra el reto con Bordetella pertussis (43).

Recientemente se ha encontrado una explicacion a nivel molecular ~cle algunas
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de las acciones bioldgicas de 1a toxina pertussis. En primer lugar se observd una
marcada disminucion de la sensibilidad a los agentes alfa2 adrenérgicos y a otras
hormonas cuyos.receptores .estdn acoplados inhibitoriamente a 1a adenilato ciclasa.
en-adipocitos de hamster previamente tratados con la vacuna pertussis (44). Por
otra parte se demostrd en pancreas perfundido, que 1a inhibicion de la secrecidn
de insulina se suprimid y se potencié la estimulacion beta adrenérgica por trata-.
miento previo con la vacuna (45). Estas observaciones iniciales (44) fueron com-
probadas posteriormente usando 1a toxina pertussis purificada a partir de la va-
cuna completa (46). La observacidn hecha en el sentido de que la toxina pertussis
modificaba la respuesta de diferentes hormonas acopladas inhibitoriamente a la a-
denilato ciclasa, cada una con su propio receptor, sugirid que el sitio de accidn
no eran los receptores sino una entidad comin a todos los receptores, un mecanismo
de acoplamiento entre los diferentes receptores y 1a adenilato ciclasa. Por otra
parte la enzima adenilato ciclasa tampoco parecia ser el blanco de acci6n pues
ésta no solo se mantenia activa sino por el contrario aumentaba su actividad. Esta
hipdtesis fue comprobada por investigadores japoneses que demostraron que la toxina
pertussis modifica covalentemente a l1a proteina Ni (47,48). La toxina pertussis
cataliza l1a ribosilacion de Ni usando como sustrato NAD enddgeno (48,49). Este
_mismo mecanismo ya habja sido descrito para la acéiﬁn de la toxina colérica sobre
la proteina Ns (50). Estos resultados fueron comprobados por estudios adicionales
del efecto de 1a toxina pertussis sobre una variedad de tipos celulares; la dismi-
nucidn en 1a produccion de AMPc o 1a inhibicién de 1a adenilato ciclasa via recep--
tores alfa, adrenérgicos (46,51), muscarinicos colinérgicos (51), opidceos (51),
a prostaglandina El (44,52) o de adenosina A1 fueron atenuados o abolidos en islo-
tes (53), corazén (52), hibridos neuroblastoma-glioma (NG 108-15) (51) o en adipo-
citos (46,47,54). En algunos casos, el incremento en AMPc mediado por receptores
o activacidn de 1a adenilato ciclasa, fue incrementado por la toxina pgrtussis.

J.L. Boyer y cols. demostraron que el pretratamiento de ratas con la toxina
pertussis. aumenta l1a frecuencia cardiaca de una manera dependiente de la dosis;
asimismo bloquea la accidn de agonistas alfa2 adrenérgicos, pero no de agdnistas
a]fa1 adrenérgicos sobre 1a tensidon arterial (55,56). C.K. Pusphendran y cols.
demostraron que 1os hepatooitos de ratas tratadas con la toxina pertussis tenian
alteraciones en 1a respuesta hormonal (57). Otros grupos de investigadores han
extendido y confirmado los estudios. previos de la toxina pertussis trabajando con
otro grupo de hormonas y otro grupo de células. Por- ejemplo, ‘se encontr§ que la
toxina pertussis bloque 1a accidn inhibitoria de la somatostatina sobre 1a pro-
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duccién de AMPc(58).y sobre 1a inhibicidn de 1a liberacién de 1a hormona del cre-
cimiento en célu'las de la pituitaria anterior. La toxina pertussis bibﬁuea 1a inhi-
bicion de 1a liberacién de prolactma inducida por dopamina (59) €n c&lulas de 1a
pituitaria anterior.

Resultados de nuestro grupo han demostrado que la vacuna pertussis afecta
marcadamente el metabolismo de los 1ipides (30). Produce un severo higado graso
y aumenta el nivel de acidos grasos libres, triglicéridos y cuerpos cetbnicos. Por
otra parte los resultados iniciales encontrados acerca de la accién de 1a vacuna
(44) y toxina pertussis (46) en los adipocitos de hamster previamente tratados con
esta protefna fueron confirmados experimentalmente en un sistetné in vitwo de trozos
de tejido adiposo (47). La toxina pertussis fue adicionada directamente al medio
de incubacitn de los trozos, después de un periodo de incubacin con la toxina, &sta
produjo una disminucion de.la accidn de Tos agentes que inhiben a 1a adenilato ci-
clasa e incrementd 1a accion del isoproterenol (47). J.A. Garcia-Sdinz y cols. (60)
y J.L. Boyer y cols. (61) demostraron que la toxina pertussis induce un desplaza-
miento en 1a proporcién de sitios en estado de alta.y baja afinidad para agonistas
al faz adrenérgicos hacia 1a conformacion de baja afinidad tanto en tejido adiposo
(60) como en membranas de corteza renal (61). En estos experimentos la toxina per-
tussis no modificd el nimero de receptores alfa2 adrenérgicos o su afinidad para
antagonistas (61) y no indujo un desplazamiento en la afinidad para agonistas alfal
adrenérgicos. .

ESTRUCTURA DE LA TOXINA PERTUSSIS

La toxina pertussis es un hexdmero que consiste de 5 subunidades distintas, que
son 1lamadas 31,52,53,54 y S de acuerdo a-sus pesos moleculares. La toxina pura
puede ser separada en condiciones controladas en Sl. 1a subunidad mis graride, y un
pentdmero ‘residual que tiene dos dmeros (dimero 1: S2 + 54, dimero 2: S + S4) que
estdn conectados uno con otro por medio de la subunidad 55 (62). S1 es el protdmero
A (Activo) de la toxina que tiene la actividad de glucohidrolasa; hidroliza al NAD
en ADP-ribosa y nicotinamida en ausencia de cualquier componente celular (63-64)
sblo despues de que 1os puentes disulfuro intrapeptidicos son reducidos por el di-
tiotreitol. La accidn de 1a toxina nativa sobre las células intactas es antagonizada
fe und manera competitiva por el pentdmero aislado. Esto indica que la molécula de
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toxina se une a sitios particulares sobre la superficie celular via el pentédmero.
Asi el pentdmero es el oligémero B (Binding) de la toxina. Este oligomero es un

potente mitdgeno en linfocitos T, por 1o cua]l se ha sugerido que tiene una unidn
divalente, via dos dimeros, a las glucoproteinas de membrana (65). Estos resulta-

.dos acerca de la estructura A-B de la toxina pertussis han sido confirmadas por

las siguientes ob;_ervaciohes:

a) un tiempo de retraso que precede invariablemente al principio de 1a accion.
de la toxina sobre 1a célula lntacta. Es el tiempo que requiere el protdomero A para
atravesar 1a membrana plasmitica, antes de alcanzar su sitio de accidn (65).

b) E1 prptémero A no tiene efecto sobre ningin tipo de células intactas, a
menos que esté asociado al oligémero B para formar la toxina completa (65).

La unidn del oligdmero B a su sitio receptor ejerce un efecto doble: Por una
parte transporta al protdmero A a su sitio intracelular de accidn y por otra es-
timula a las células a una serie de acciones como por ejemplo 1a linfocitosis. Ra-
rece que este i1timo efecto es el responsable de algunas actividades hioldgicas
de Ta toxina pertussis, tales como promotora de linfocitosis, sensibilidad g']a =
histamina, aumento en permeabilidad vascular. La arginina ha sido identificada ;
-como el aminodacido que es ADP-ribosilado por la toxina colérica (50), mientras
que la asparagina lo ha sido en el caso de 1a toxina pertussis (66). Este dato ha
sido reportado en la subunidad a]fa de Ta transducma, Ta cua’l es una proteina
regulatoria dependiente de nucleStidos de guanina, que en 1a retina media 1a ac-
tivacion de una fosfodiesterasa por rodopsina fotolizada (66).
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11 OBJETIVOS ,
Los objetivos del presente trabajo son 1a evaluacidn de la barticipacit‘m de
Tos receptores adrenergnos ‘renales (beta y alfaz) en la regulacion-de la secre-
.cion de renina,. tantd en el animal completo como en un sistema mas simple de reba-
_nadas de corteza renal, usando como herramienta a la toxina pertussis. ‘
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III EXPERIMENTAL

Los materiales y métodos, los resultados y una introduccién y discusion es-
pecifica se encuentran en los siguientes trabajos que constituyen la tesis docto-
ral.

TRABAJO NUMERO 1

Pedraza-Chaverri, J., Alatorre-Gonzdlez, M.C., Ibarra-Rubio, M.E., Peﬁa, J.C. y

.Garcia-Sdinz, J.A. Effect of pertussis toxin on the adrenergic regulatwn of plasma

renin activity. Life Sciences 35: 1683-1689, 1984.

TRABAJO NUMERO 2

Pedraza-Chaverri, J., Ibarra-Rubio, M.E., Alatorre-Gonzdlez, M.C., Pefia, J.C. y
Ga‘rcia—_Séi-nz, J.A. Pertussis toxin potetiates anesthesia-induced renin secretion.
Ageptado para su publicacién en el European Journal of Pharmacology, 1985.

TRABAJO NUMERO 3

Pedraza-Chaverm, J.,Alatorre-Gonzdlez, M.C., Pefia, J.C. y Garcia-Sémz, J.A..
Pertussis toxin enhances beta-adrenergic and blocks; the alpha -adrenergic

regg‘l,g_tion of renin secretion in renal cortical slices. Env1ado a publicacidn a

.Life Sciences, 1985.
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Summary

Basal plasma renin activity (PRA) was not modified by
pertussis toxin administration. On the contrary, the modulation of
PRA by adrenergic amines was markedly affected by the toxin.
Administration of epinephrine did not modified PRA in the controls
but markedly increased it in toxin-treated rats. This effect of
epinephrine was reproduced in control rats when yohimbine was:
given before the catecholamine. Clonidine decreased PRA to a much
more significant extent in control rats than in animals treated
with the toxin. Isoproterenol stimulated PRA to a greater level in
toxin-treated rats. Our data indicates that pertussis toxin blocks
the alphaj-adrenergic modulation of renin’ release and magnifies
the ability of beta adrenergic activation to stimulate PRA.

Renin, a very specific protease that catalyzes the release of
-angiotensin I from angiotensinogen, is synthezised, stored and secreted by the
granular cells of the juxtaglomerular apparatus of the kidney (1).The secretion
of renin is under the control of a variety of factors including: ions (sodium,
potassium, calcium and possibly chloride), intrarenal baroreceptors and
hormonal mediators (angiotensin II, prostaglandins and catecholamines) (2).
Adrenergic amines regulate renin release through the sympatlietic innervation of
the kidney and circulating catecholamines.

Two types of adrenoceptors, beta and alpha, seems to be involved in the
catecholamine-mediated regulation of renin release. Beta-adrenergic activation
of the kidney stimulates renin release whereas alphaj-adrenergic activation
inhibits the secretion of this protease (2-4). It is generally accepted that
beta-adrenoceptors are coupled in an stimulatory fashion to adenylate cyclase
whereas alphaj-adrenoceptors are coupled to the cyclase inhibitorily (5-8).
Two different guanine nucleotide binding proteins (N) seem to be involved in
the coupling of these two types of receptors to the cyclase termed Ns
(activation) and Ni (inhibition) (9). It has been shown that pertussis toxin,
an exotoxin produced by Bordetella pertussis,blocks the transfer of inhibitory
information from hormone receptors to adenylate cyclase (10-14). The action of
the toxin seems to be due to ADP-ribosylation of a protein of MW 41,000
probably a subunit of Ni (15-18).

'
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_Based on the above mentioned data the hypothesis was made that
pertussis toxin may alter the adrenergic regulation of renin release by
bloc¢king the alphajy-adrenergic action. In the present paper the effect of

-pertussis toxin administration on the adrenergic regulation of plasma remin

activity is presented.
Material and Methods

Isoproterenol, yohimbine, propranolol and epinephrine were obtained

_from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO.). Clonidine was a generous gift from

Boehringer Ingelheim. The radioimmunoassay kit used for the determination of
angiotensin I.was obtained from New England Nuclear (Boston, MA). Pertussis
toxin was. pur:l.f:led from whole pertussis vaccine by the procedures described by
Arai and Sato (19) and Yajima and coworkers (20)

‘Male ‘Wistar rats (100-250 g) were used :ln this work. Pertussis toxin
was given intraperitoneally in a single dose (50 ug/100g) three days before
the experiment. Adrenergic agents (epinephrine, isoproterenol, clonidine,
propranolol and yohimbine) were injected subcutaneously in a total volume of
100-200 pul. Drugs were dissolved in saline solution (0.85% NaCl) just before

- administration..When an antagonist and an agonist were administered to the

same rat, the antagonist was injected 30 minutes before the agonist. Rats were
sacrificed by decapitation and exsanguinated. Blood was collected in a

‘siliconized glass tube on ice containing NajEDTA. Plasma was separated by

centrifugation at 4°C and frozen at -20°C-until the assay of plasma remin
activity was done. Plasma renin activity was determined according to Haber et
al.:(21), by estimating the formation of angiotensin I from endogenous
angiotensinogen during 1 hour at 37°C, the basal angiotensin I (1 hour

Z'~’_-~:l.ncubation at 4°C) was substracted. The between and within assay coefficients
- of variations for radioimmmoassays were <12% and <8% respectively. Activity

is expressed in'ng Angiotensin I generated during one ‘hour per ml of plasma.

‘Results are expressed as the means + S.E.M. of at least 5 determinations

using different animals. Statistical signi.ficance of the difference between
comparable groups was detérmined by Student's t test.

Results
Basal plasma renin activity was not modified by pertussis toxin
administration (8.4 + 0.7 and 8.3 + 0.7. ng Angiotensin I hour™ min~l in’
control and pertussis toxin-treated animals, respectively). On thé contrary
the adrenergic regulation was markedly modified by pertussis toxin. The time-

course of the effect of epinephrine (10 yg/100 g) is showm in Figure 1. It was
_.observed that in control animals the administration’ of the amine produced

“‘essentially no change in plasma renin activity whereas in pertussis toxin-
. treated rats the PRA activity increased 2, 14 and 12-fold at 5, 30 and 60 min;

plasma renin activity returned to basal values 120 min after the administration
of epinephrine (Fig. 1). '

‘hose-response curves for epinephrine are presented in Figure 2. Only
ninor changes were produced in PRA in control animals by epinephrine. In
contrast, PRA increased markedly in response to epinephrine in pertussis

‘toxin-treated rats; the increment was statistically significant with a dose as

small as 1ug/l00 g (2.5-fold, p< 0.001) and reached the maximum (15-fold) with

.a dose of 10 ug/100 g (Fig. 2). In order to study the type of adrenoceptor
-~ 'involved in the action of pertussis toxin, the effect of epinephrine as

affected by the selective antagonists propranolol (beta) and yohimbine (alphaz)
was studied. Similarly the action of the agonists isoproterenol (beta) and

-clonidine’ (alphaz) were studied. It was observed that yohimbine alone had no

effect on plasma renin activity (Fig. 3). However, yohimbine magnified the
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A
Time-course of the effect of pertussis toxin on plasma renin
activity in control (open circles) and pertussis toxin-treated
rats (closed circles) injected with epinephrine (10 pg/100 g).
Plotted are the means and the vertical lines represent the
S.E.M. of at least 5 determinations using different animals.
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Figure 2.

Dose-response for the effect of epinephrine on plasma renin
activity. Control rats (open circles) and pertussis toxin-treated
rats ( closed circles) were injected with different amounts of
epinephrine; determinations were made 30 min after the
administration of the drug.



1686 Pertussis Toxin and Renin Vol. 35, No. 16, 1984

200} O CONTROL
PERTUSSIS

150

100

. PLASMA RENIN ACTIVITY
]
(=]

(ng Angiotensin I mi™ hour™')

-?iggre 3.

ffect of adrenergic agonists and antagonists: on plasma renin
activity. Rats were injected.with epinephrine” (10 pg/100 g) EPI,
‘yohimbine (100 ug/lOO g) YOH, epinephrine plus yohimbine
(10 118/100.g + 100 ug/100-g respectively) EPI + YOH, propranolol
(100 ug/100 g) PROP, epinephrine plus propranolol (10 pg/I00 g +.
. 100 1g/100" g respectively) EPI + PROP or isoproterenol (10 pg/
"100 g)’ ISOP. Antagonist was administered 30 minutes before the
_'injection of . agonist and rats sacrificed 30 minutes later. Bars
;grepresent the means and vertical-.lines represent the S.E.M..of
‘at least 5 determinations using- different animals.

action “of, epinephrine on this parameter in control animals reaching a level
simﬂar to ‘that produced by epinephrine alone in pertussis toxin-treated rats.
The action of epinephrine plus yohimbine. was.similar in pertussis toxin~
,reated rats 'than in controls (Fig. 3). Consistent with this finding was the
data .obtained with isoproterenol "(Fig. 3) Beta-adrenergic activation®produced,
a: eignificant ‘increase in plasma renin activity in control animals; the effect '
‘of isoproterenol was even bigger in pertussis toxin-treated rats (Fig. 3)
(p< 0.05).-All these data:indicate that pertussis toxin was blocking-the alphaz—
adrenergic effects of epinephrine and magnifying iﬁs beta-adrenergic action.
In order to further support these:findings the effects of propranolol and
clonidine were studied. Propranolol alone significantly diminished plasma renin
- activity. “in- both control and pertussis toxin-t ted animals; the effect was
‘more’ marked iR’ control rats (Fig. 3). Furthermore: propranolol blocked.
completely the stimlation :produced by epinephrine in pertussis toxin. treated-
rats (Fig. 3). Clonidine significantly.decreased plasma renin activity in both
control and pertussis toxin-treated rats .(Fig. 4). However, the effect of .
clonidine was much more marked in control animals as compared to toxin-treated
rats (p<0.001). These data further support the idea that the action of
pertussis toxin is due to blockade of the alphag-adrenergic and magpification
of the beta adrenergic actions. In all conditions when plasma renin activity
was increased, the basal value of angiotensin I (incubation at 4°C) was
elevated and similary when plasma renin activity was decreased, basal
angiotensin.:I level was decreased. These data indicate that the changes
detected in the determination were occurring in vivo.
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Figure 4.

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

Discussion

It is well documented that activation of beta-adrenoceptors increases
renin secretion whereas activation of alpha,-adrenoceptors diminishes the
release of the protease (2-4, 22-24). Our results further document these
observations and validate their physiological significance by using pertussis
toxin as a tool. Alpha,-adrenoceptors seem to play a role at least as
significant as beta-adrenoceptors in the adrenergic regulation of renin release.
as suggested by the inability of epinephrine to increase plasma renin activity
and the ability of epinephrine plus propranolol or even propranolol alone to
decrease the activity of the protease in plasma. The action of pertussis
toxin seems to occur mainly by blocking the transfer of inhibitory information
produced by activation of alphaj-adrenoceptors. This is supported by the
ability of yohimbine plus epinephrine to mimic the effect of epinephrine alone
in toxin-treated rats and the diminished effect of clonidine in toxin-treated
animals. The data suggest that the ability of alpha.,-adrenergic amines to
diminish plasma renin activity is mediated by i.nh:l.bition of adenylate cyclase
through Ni. Alpha,-adrenergic-mediated inhibition of renal adenylate cyclase
has already been aemnsttated (25,26). The ability of pertussis toxin to
selectively block the transfer of inhibitory information from receptors to
adenylate cyclase (10-14, 27-29) support our suggestion and validates the use
of pertussis toxin as a tool to study procesees in which adenylate cyclase
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inhibition is involved.

The possibility that extrarenal factors, such as hemodynamic changes
and metabolic clearance changes might have played a role in our studies with
pertussis toxin cannot be ruled out. However it is very unlikely based on the
‘effects of pertussis toxin in the vascular system of the rat (30, 31) and on
the observations that pertussis toxin shifts the alphaj-adrenoceptors of the
kidney to a low affinity state for agonists (32). The data with clonidine
suggest that with the dose of toxin employed the activity of Ni is not
ccmpletely blocked. Our binding data are also consistent with this suggestion
(32). However, there is also an increased beta-adrenergic responsiveness
associated with the action of pertussis toxin as evidenced by the data using
isoproterenol. This is not unexpected, it has been observed that pertussis
toxin magnifies the cell response to agents that stimulate adenylate cyclase
(13, 27, 33). It has been suggested that this effect is due to the release of
a constrain on adenylate cyclase by Ni (13). The molecular basis of such
constrain is unknown. However recent data indicate the possibility that Ni and
Ns may have in common a 35 K subunit (34) which could explain the increased
responses.

Acknowledgements

This research was partially supported by a Grant from Fondo de Estudios
e Investigaciones "Ricardo J. Zevada". The authors want to thank Ms Guadalupe
Ramirez for typing the manuscript.

References

1. I.A. REID, B.J. MORRIS and W.F. GANONG, Ann. Rev. Physiol 40, 377-410 (1978).

2. T.K. KEETON and W.B. CAMPBELL, Pharmacol. Rev.. 31.81-227 (1981)

3. P.A. INSEL and M.D. SNAVELY, Ann. Rev. Physiol. 43 625-636 (1981).

4. W.A. PETTINGER, T.K. KEETON, W.B. CAMPBELL and D«C. HARPER, Circ. Res. 38
338-346 (1976).

5. G.G. HAMMES and M. RODBELL, Proc. Nat. Acad. Sci. 73. 1189-1192 (1976).

6. J.N. FAIN and J.A. GARCIA-SAINZ, Life Sci. 26 1183-1194 (1980).

7. J.A. GARCIA-SAINZ, B.B. HOFFMAN, S.Y. LI and J.N. FAIN, Life Sci. 27
953-961 (1980).

8. J.A. GARCIA-SAINZ and J.N. FAIN, Trends Pharmacol. Sci. 3 201-203 (1982).

9. M. RODBELL, Nature (Lond.) 284 17-22 (1980).

10. J.A. GARCIA-SAINZ, FEBS Lett. 126 306-308 (1981).

11, 0. HAZEKI and M. UI, J. Biol. Chem. 256 2856-2862 (1981).

12. T. RATADA and M. UI, J. Biol. Chem. 256 8310-8317 (1981).

13. M.A. MARTINEZ-OLMEDO and J.A. GARCIA-SAINZ, Biochim. Biophys. Acta. 760,
215-220 (1983).

14. H. KURASE, T. KATADA, T. AMANO and M. UIL, J. Biol. Chem. 255 4870-4875
(1983).

15. T. KATADA and M. UI, Proc. Natl. Acad. Sci. 79 3129-3133 (1982).

16. J. CODINA, J. HILDEBRANDT, R. IYENGAR, L. BIRNBAUMER, R.D. SEKURA and
C.R. MANCLARK. Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 80 4276-4280 (1983).

17. G.M. BOKOCH, T. KATADA, J.K. NORTHUP, E.L. HEWLEIT and A.G. GILMAN, J.
Biol. Chem. 258 2072-2075 (1983).

18. J.D. HILDEBRANDT, R.D. SEKURA, J. CODINA, R. YENGAR, C.R. MANCLARK and
L. BIRNBAUMER, Nature 302, 706-709 (1983).

19. H. ARAT and Y. SATO. Biochim. Biophys. Acta 444 765-782 (1976).

20. M. YAHIMA, K. HOSADA, Y. KANBAYASHI, T. NAKAMURA, K. NOGIMORI,
Y. MIZUSHIMA, Y. NAKASE and M. UI. J. Biochem .83 295-303 (1978).

21. E. HABER, T. KOERNER, L.B. PAGE, B. KLIMAN and A. URNODE, J. Clin.
Endocrinol. Metab. 29 1349-1355 (1969)..

22. J.0. DAVIES and R.H. FREED'HAN. Physiol. Rev. 56 1-56 (1976).



Vol. 35, No. 16, 1984 Pertussis Toxin and Renin 1689

23. B.J. MORRIS, I.A. REID, W.F. GANONG, Eur. J. Pharmacol 59 37-45 (1979).

24, C. CHEVILLARD, R. PASQUIER, N. DUDRENE and J.M. ALEKANDRE, Eur. J.
Pharmacol. 48 451-454 (1978).

25. E.A.. WOODCOCK, C.I. JOHNSTON and C.A. OLSSON, J. Cyclic Nucleotide Res. 6
261-271 (1980).

26. E.A. WOODCOCK and C.I. JOHNSTON, Am. J. Physiol. 242 F721-F726 (1983).

27. T.D. REISINE, Y.L. ZHANG and R.D. SEKURA, Biochem. Biophys. Res. Commun.
115, 794-799 (1983).

28. M.J. CRONIN, A.D. ROGEL, G.A. MYERS and E.L. HEWLETT, Endocrinology 113
09-215, (1983).

29. M.J. CROMIN, G.A. MYERS, R.M. MACLEOD, and E.L. HEWLETT, Am. J. Physiol.
244 EA99-E504 (1983).

30. J.L. BOYER, C. POSADAS and J.A. GARCIA-SAINZ, Eur. J. Pharmacol. 83,
123-126 (1983).

31. J.L. BOYER, C. CARDENAS, C. POSADAS and J.A. GARCIA-SAINZ. Life Sci. 26,
2627-2633 (1983).

32. J.L. BOYER, A. GARCIA, C. POSADAS and J.A. GARCIA-SAINZ, J. Biol. Chem.
in press.

33. C.K. PUSHPENDRAN, S. CORVERA and J.A. GARCIA-SAINZ, FEBS Lett. 160,
198-202 (1983).

34. K.M. FERGUSON, I.K. NORTHRUP and A.G. GILMAN, Fed. Proc. 41 1407 (1982).



PERTUSSIS TOXIN POTENTIATES ANESTHESIA-~INDUCED RENIN SECRETION

José Pedraza-Chaverri

M. Elena Ibarra-Rubio

M. Carmen Alatorre-Gonzélez
‘José C. Pefia and

J. Adolfo-Garcia S&inz#

Departamento de Nefrolotia y Metabolismo Mineral, Instituto Nacional de
la Nutricidn "Salvador Zubiran" and *Departamento de Bioemergética, Cen
tro de Investigaciones en Fisiologia Cgluiazf, Universidad Nacional Autd-

noma de M8xico . Apartado Postal 70-600, 04510, México, D.F.

# To whom all correspondende should be addressed.

Running title: Anesthesia-induced renin secretion

Index words: Pertussis toxin
Anesthesia,

Renin secretion.



Jd. PBDRAZA-CHAVERRI, M.E. IBARRA-RUBIO, M.C. ALATORRE-GONZALEZ, J.C. PENA
and J.A. GARCIA-SAINZ. Pertussis toxin Potentiates Anesthesia-induced Re-

nin Secretion.

Plasma renin concentration was measured after anesthesia in control
and pertussis toxin-treated rats. The anesthetics increased renin secretion
and this effect was markedly magnified in rats treated with pertussis toxin
Propranolol partially blocked the increase in plasma renin concentration -
produced by anesthetics. It is concluded that the adrenergic system is in-
volved in this effect and that pertussis toxin magnifies it by potentiating

ﬁ - adrenergic action.



INTRODUCTION

Pertussis toxin hlocks the action of hormones whose receptors

are coupled inhibitorily to adenylate cyclase and magnifies the action
of hormone recel')tors coupled activatorily to this enzyme (Martinez-0l-
medo and Garcfa-Siinz, 1983; Reisine et al, 1983, Katada et al, 1984).
We have recently shown that thg administration of pertussis toxin to -
rats markedly modifies the adrenergic regulation of renin secretion in
vivo (Pedraza-Chaverria et al, 1984). It was observed that the idhibi
tory action of ay-adrenergic agonists on renin secretion was blocked -
and that the stimulatory action of B-adrenergic agonists was magnified
by the toxin (Pedraza-Chaverri et al, ,19?4).

It is known that anesthetics increa.se renin secretion and that
this effect is probably mediated through adrenergic mechanisms (Keeton
and Campbell, 1980). The effect of pertussis toxin on anesthesia-indu-

ced renin secretion was studied and the results are heére presented.



MATERTAL AND METHODS

Propranolol and yohimbine were obtained from Sigma Chemical Co.,
¢ Inaktin fqm Byk Gulden, urethane and a choloralose from Merck, Ketamine
from Parke-Davis and sodium pentcbarbital from Smith Kline Norden de México.
Radioimmunoassay kits for quantification of angiotensin I were obtained from

New England Nuclear.

Male Wistar rats weighing 150-250 g were used. Pertussis thin was pu-
.rified as previously described (Martinez-Olmedo and Garcia-Sdinz, 1983).
Rats were inyected i.p. with the toxin (50 1ig/100g) or vehicle three days
before the experiment was performed. The day of the experiment the rats we-
re anesthetized (to the stage of surgical anesthesia) with one of the follo-
wing agents: ether, pentcbarbital 3.5 mg/100 g, ketamine 10.mg/100 g, inak-
tin 10 mg/100 g, urethane 80 mg/100 g or chloralose 5 mg/100g. When propra-
nolol or yohimbine were used they were admj.niste;ed at a dose of 100ug/ 100g,
subcutaneously, 30 min before anesthesia. Fi'fteen min after the administration
of the anesthetics the animals were sacrificed by decapitation, the blood was
collected and the plasma separatgd bye centrifugation. Plasma reqin concentra-
tion was assayed quantifying the generation of angiotensin I from an excess
of substrate’ (pl#m‘ from nefrectomized' rats) during an incubation of 1 hour
at 37°C; the basal angi&tensin I (1 hour incubation at 4°C) was substracted.
Angi_gte'nsin 'I-was quantified by radioi:mmoassay. The ‘results are expressed as
the means % S.E.M. of at least 5 determinations using differents animals. Sta-

tistical comparison between groups was performed by the Student's t test.



RESULTS

All the anesthetics tested stimglated renin secretion in the control
group (table 1); this stimulation was markedly magnified by the adminis-
tration of pertussis toxin (table 1) .It was observed that pertussis to-
xin alone significantly stimulated plasma renin. concentration (table 1).

In our previocus study (Pedraza-Chaverri, et al, 1984) we were unable to
observe any effect of pertussis toxin alone on plasma renin activity which
suggests that the amount of endogenous substrate could have limited the -
reaction. in order to further investigate the participation of the adrener
* tic system, propramolol, a f-adrenergic antagonist , or yohimbine, an az--
adrenergic antagonist; were administered to the rats. Yohimbine was unable
to m:':mic the effect of pertussis toxin and only increased significantly re-
nin secretion in rats anesthetized with pentobarbital or ketamine (table 1)
On ;:he “other hand, propranolol significantly diminished renin secretion un-
der:basal partially blocked the effect of the following agents in the con-
trol group: ether, ketamine,.urethane and « chlor,alosg. In the pertussis-
treated group propranolol markedly diminished the effect of all the amesthe

tics tested (table 1).



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

PLASMA RENIN CONCENTRATION (ng ANGIOTENSIN I m! h-1)2
TREATMENT
ANESTHESIA ETHER PENTOBARBITAL  INAKTIN KETAMINE URETHANE CHLORALOSE
Control sste 250’ 4e? 116 * g2 140 t 3P 206 £ 123 528 ¥ 572 250 ¥ 28
N (6) (5) (5) (6) (8) (6)
+ 3¢ + qyc + +
+ Prop 22(92)3 106( )14 146 * 25 186 + .0 96 + 14° 1on 290 oy + 270
8 (e) (5) (8) n (5)
+ Yoh 68- % 11 308t us  auy feg ND ays ¥ 729 778 ¥ 123 262 ¥ uo
(7) (8) (7) (6) (5) (7)
Pertussis 86 © 7° 829 * 31%°F goet 32%°F 43z ¥ 92T sog t g2 ©F  yu3g T 2pe3F 1070 T gu®f
(5) (8) (s) (s) (6) ’ (6) (6)
+ Prop 20 T 38 178 £ 265 160 ¥ 218 que I oM 39 ¥ g8 168 ¥ 358 uoo ¥ 138
(5) (5) (6) (s) (7) (7) (6)

Prop (propranolol), Yoh (yohimbine), ND (not determined); number of animals in parenthesis.

2p¢ 0.005 compared to the basal of control group

bp¢ 0.01 "
C.
P£ 0.005 "

dp¢ 0.005 "
epg 0.005 "

fpco.005s M
8p< 0,005 "
by <0.025 "

the basal of control group

the basal of control group

its respective control group
its respective control group

the basal of the pertussis toxin group

its respective pertussis toxin group

its respective pertussis toxin group



DISCUSSION

The mechanisms by which anesthetics stimulate renin secretion are
diverse and depend on the pharmacological properties of each agent (keeton
and Campbell, 1980). However, adrenergic mechanisms seem to play an impor-
tant role in the increase of remnin secretion produced by most anesthetics
(Keeton and Campbell, 1981). Our results support this contention and empha-

sizes the importance of B-adrenergic receptors in this effect.

The data clearly show that pertussis toxin potentiates anesthesia-induced
renin secretion by magnifying B-adrenergic action. This is not umexpected
since it has been observed in several models that pertussis toxin amplifies
the cellular response to agents that stimulate adenylate cyclase.(Martinez-
Plmedo and Garefia S3inz, 1983; Pushpendran et al, 1983; Reinsine et al, =+
1983, Pedraza-Chaverri et al, 1984). However, mediators other than catecho-
lamines may also play a role in the activa'tion of renin secretion by anes=+
thetics. The increase in renin secretion due to pehtobarbital or inaktin
was not blocked by propranolol but in contrast the magnification of this --
effect of the anesthetics by pertussis toxin was significantly decreased by
propranolol. These data suggest that the adrenergic éystem and other media
tor (s) are probably. involved in the action of these anesthetics on renin -
secretion. The toxin seems to magnify mainly the action through the adre-
nergic system. It is also noteworthy that propranolol did not decrease anes
thesia-induced secretion to the level observed in the control animal .which

do not allow us to discard a role of other (non-adrenergic) mediators.

In our previous study we observed that the administration of pertussis



toxin blocked the ay-adrenergic effect of catecholamines and magnified
the B-gdmnergic response. In the present study the main action of per
tussis toxin was to magnify by B-adrenergic action. Significant diffe-
rences exist i_n the methodology employed in these studies; in our previ
ous work adrenergic agonists were administered whergas in the present -
study the effects are due to endogenous mediators. Ho‘wever, both' effects
of pertussis toxin i.e. blockadge of as-adrenergic action an;i magnifica-
tion of B-adrenergic effects seem to be due to the ADP-ribosylation of -
Ni which alters the interaction of Ni with the cyclase and the inter-
play of the subunits (B and y) of the guanine nucleotide regulatory -

‘proteins (Ni and Ns) (Katada et al, 1984) .
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PERTUSSIS TOXIN ENHANCES THE BETA-ADRENERGIC AND BLOCKS THE ALPHA,-
ADRENERGIC REGULATION OF RENIN SECRETION IN RENAL CORTICAL SLICE
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Pefiab and J. Adolfo Garcfa-S&inza.c

3pepartamento de Bioenergética, Instituto de Fisiologfa Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México, Apartado Postal 70-600,
04510, México, D.F. and bDepartamento de Nefrologia y Metabolismo
Mineral, Instituto Nacional de 1la Nutricién "Salvador Zubiran",

Vasco de Quiroga # 15, Delegacidn Tlalpan, 14000, México, D.F.

Summary

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

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

Material and Methods

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

“To whom all correspondence should be addressed,



Male Wistar rats weighing 150-250 g were used in this work. Pertussis :

toxin was administered intraperitoneally in a single dose (50 pg/100 g) three
days before the experiment was performed. Rats were decapitated and exsanguinated,
the kidneys were removed, decapsulated and placed in incubation medium of the
following composition: 128 mM NaCl, 5 mM KC1, 1.3 mM MgSO4, 1.3 .mM KHyPO4,

14 oM NaHCO3, 2.1 mM CaCly, 100 mM glucose and 1 mg/ml of bovine serum albumin,
equ:l.librated at 37°C (pH 7.4) with a mixture of 0y (95%) and €0y (57). The
adrenergic agents were dissolved in this medium and prepared fresh each day.
The slices were made with a Stadie-Riggs microtome. From each kidney, two
slices were obtained that were additionally cut in three smaller slices,
weighing 8-12 mg. In a typical experiment the slices of eight kidneys were
pooled, kept in incubation medium at room temperature and washed. The slices
were incubated in Erlen-Meyer flasks (two slices per flask in a final volume of
10 m1), during 1 hour in an oscillatory incubator at 37°C and gassed
continuously (5 1/min). After incubation an.aliquot of 1 ml of media was
- obtained and centrifuged at 4°C. The supernatant was frozen until the assay of -
renin activity was performed. The slices were dried and weighed. Renin in the
incubation medium was quantified by its capacity to produce angiotensin I.
Incubations were for 1 hour at 37°C with a large excess of homologous substrate
(plasma from 24-hours nephrectomized rats). The production of angiotensin I was
linear for up to 60 min in such incubations. Renin activity’in the medium is
expressed as nanograms of angiotensin I generated in l hour of incubation with
substrate, per milliliter of sample (ng AL w1l he- ) The amount of renin
secreted to the medium during the incubation of the slices was calculated as
the renin activity of the medium multiplied by the total volume (:ln milliliters)
of ‘the medium and_divided by the tissue dry weight (in milligrams) yielding
.units = ng Al mg ~lhe-l, Angiotensin I was assayed by radioimmunoassay according
to Haber et al (13) using a commercial kit. The results are éxpressed as the
mean + S.E.M. of at least 5 experiments performed in duplicate. Statistical.
significance of the difference between comparable groups was determined by
Student’s t test.

Results

Basal renin secretion was increased from 239 + 13 ng Al mg-l hr-l in the
controls .to 309 + 8 ng AL mg‘l hr=* in slices from pertussis toxin-treated rats
(mean + S.E.M. .of 44 and 35 determinations in each case, p < 0.001). The effect
of adrenergic agonists and antagonists was studied. The ‘concentration-response
curves to the beta-adrenergic agonist isoproterenol are presented in Fig. 1. It
can be observed that in slices from control animals isoproterenol produced a
concentration-dependent increase. in renin secretion. The maximal effect was
approximately a 2-fold increase, and the ECso was approximately 5 x 108 M. In
slices from toxin-treated rats isoproterenoi produced also a concentration-
dependent increase in renin secretion of similar magnitude (approximately 2-fold
increase). However, the curve was clearly shifted to the left as compared to the
control curve; the EC;g was approximately 1 x 107 M. Interestingly the curve was
also steeper which results in a shift to the left of 1.5 - 2 order of magnitude.
In the slices from toxin-treated rats the maximal effect on renin secretion was
obtained at a concentration of 1 x 10-8M; higher concentrations decreased the .
effect of the beta agonist. The reason for such decrease 1s unknown at the
present. It is worth mentioning that the effect of isoproterenol in slices from
both control and pertussis toxin animals can be blocked by . 10-M propranolol
(data not shown).

" Epinephrine produced in the control slices an small (25% increase over
basal) but consistent stimulatiop of renin secretion (Fig. 2). The effect of
epinephrine was much bigger (65% increase over basal) in slices from pertussis
toxin-treated rats. The concentration-response curve was much steeper and
shifted to the left with an ECgg of approximately 1 x 10-%. Again, after the
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Figure 1

Concentration-response curve to isoproterenol in renmal cortical slices
from control (0) and pertussis toxin treated rats (0). Plotted are the

means and vertical lines represent the S.E.M. of at least 5 experiments
performed in duplicate.
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Figure 2

Concentration-response curve to epinephrine in renal cortical slices
from control (@) and pertussis toxin-treated rats (0). Other
indications as in Fig. 1. '
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Figure 3

Concentration-response curve to cIonidine in renal cortical slices
from control (@) and pertussis toxin-treated rats (0). The slices
were incubated for 60 min in the presence of different concentrations
of clonidine. The results are expressed as % of control values.
Absolute 100Z values are plotred in Fig. 1. Plotted are the means
and vertical lines represent the S.E.M. of at least 5 experiments
performed in duplicate.

‘maximal response was reached (at 1 x 10-814) , higher concentrations markedly
diminished the effect (Fig. 2). The stimulatory effect of epinephrine was
blocked by propranolol (data not shown). The effect of the alphajy-adrenergic
agonist, clonidine is presented in Figure 3. This agonist clearly decreased
basal renin secretion in the renal slices from control rats. The inhibitory
_action was very dramatic reaching as much as a 70% inhibition at 1 x 10™M
(Fig. 3). _The inhibitory action of clonidine was blocked by pertussis toxin-
treatment (Fig. 3). Similar results were observed when the action of- clonidine
on isoproterenol-stimulated renin secretion was studied, i.e. a clear diminution
of renin secretion was produced by clonidine in the control slices (70-80%)
which was completely blocked by pertussis toxin treatment (Fig. 4).

Discussion

Renal cortical slices have been used largely to study the regulation of
renin secretion (14-18). This system permits the study of renin secretion in a
direct form, in the absence of extrarenal factors that may influence it. Im this
system it has been demonstrated that renin secretion is regulated by adrenergic
agents (19-21). We previously shown that adrenergic agents modify renin secretion
in vivo and that pertussis toxin blocks the alphaz-adrenergic.inhibition and
potentiates the beta-adrenergic stimulation of renin secretion (10,11). In the
present study we used renal cortical slices to test more directly our previous
findings in vivo (10,11).
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Figure &

Concentration-response curve to clonidine in renal cortical slices
from.control (0) and pertussis toxin-treated rats (0). The slices
were incubated for 60 min in the presence of 1 x 10‘6}1 isoproterenol
and different concentrations of clonidine. The results are

expressed as % of the value obtajined with 1 x 10-6M isoproterenol
alone. Absolute 100% values are plotted in Fig. 2. Plotted are the
means and vertical lines represent.the S.E.M. of at least 5
experiments performed in duplicate.

The stimulation of renin secretion produced by isoproterenol was blocked
by propramolol indicating that is mediated through beta-adrenoceptors. In
control slices epinephrine also stimulated renin secretion. As expected
epinephrine was less potent that isoproterenol (characteristic order of
potency for beta-adrenergic mediated effects) and it was also less effective.
This latter fact is not surprising either, if we consider that epinephrine is
both an alphay and beta-adrenergic agonist. Alphajy-adrenergic agonist, such as
clonidine, decreased renin secretion. We tried to block the alphaj-adrenergic
effects of epinephrine and clonidine with yohimbine. However the results were
ambiguous ‘because yohimbine alone increase renin secretion (data not shown). It
is not clear if ‘the effect of yohimbine was due to the action of the antagonist
itself or to the presence of a small amount of catecholamines in the slices.
The results with the control slices confirm our findings <7 vivo and stresses
the- importance of the interplay between alphaj- and beta-adrenoceptors in the
adrenergic regulation of renin secretion.

Pertussis toxin treatment blocks the action of alphaj-adrenergic agents
as evidenced by ‘the blockade of the action-of clonidine and magnification of
the action of epinephrine (i.e. expression of its full beta-adtenergic
activity). This is consistent with our previous findings in vivo (10,11) and
with the fact that treatment of rats with the toxin decreased the formation of
the high affinity state for agomists of renal.alphaj-adrenoceptors (22). A
prominent action of pertussis toxin was to magnify the beta-adremergic



responsiveness of the slices; this was evident in the. concentration-response
curves in two aspects: a) The curves were shifted to the left 1.5-2.0 orders’
of magnitude and b) the curves were much steeper. The shifts to the left are so-
pronounced that suggests that the coupling of the beta-adrenoceptor with
adenylate cyclase could have been enhanced in such a way that activation of a
small fraction of the beta-adrenoceptors might trigger the response. The change
in the slope of the concentration-response curve is also consistent with this
interpretation. Alternatively, a large increase in the number of beta-
adrenoceptors may have taken place as a consequence of the administration of
the toxin. The large variety of cell types in the kidney slices precludes
addressing this possibility directly. Nevertheless the second possibility seems
unlikely; we:.(2,3,23) and others (4-8) have observed, consistently that the
response to agents that activate adenylate cyclase is enhanced in a variety of
cells treated with the toxin. This effects seems to be a consequence of an
altered interplay between the subunits of the guanine nucleotide-binding
regulatory proteins due to ADP-ribosylation of the alpha subunit of Ni (24).

It is generally accepted that beta-adrenoceptors are coupled activatorily
to adenylate cyclase whereas alphaj-adremoceptors are coupled inhibitorily (25).-
Our results strongly suggest a role of cyclic AMP in renin secretion. Others
“authors have suggested a key role of calcium in renin secretion (14,16,17,21,26).
It is possible that these two signalling systems (calcium and cyclic AMP) could
be intimately related in the regulation of renin secretion as observed in many
other biological processes (27). It has been suggested that an increase in the
levels. of cyclic AMP may diminish the intracellular concentration of calcium
(21).

Finally, the remarkable similarity between the results obtained in vivo
(10,11) and those using renal cortical slices strongly suggest that the effects
of pertussis toxin are due to a direct action on the cells that secrete renin.
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IV RESUMEN DE RESULTADOS

En-este trabajo se estudia el efecto de la toxina pertussis sobre una de las
funciones renales: 1a secrecion de 1la enzima proteolitica renina, tanto 4n vivo
como {n vitr. E1 trabajo realizado .n vivo subraya la importancia fisioldgica
de los hallazgos, mientras que el trabajo {n vitro nos permite estudiar el fend-
meno de una maner mds directa. Por otra parte el trabajo realizado <in vitwo con-

firma

los hallazgos encontrades .n vivo. Los resultados encontrado fueron:

I. RESULTADOS IN VIVO.

1. La

toxina pertussis modifica la regulacion adrenérgica de 1a secrecion de renina

(TRABAJO NUMERO 1).

a)

b)

c)

La epinefrina no modficd 1a secrecion de renina en ratas controles, pero la
aumentd importantemente en ratas tratadas previamente con la toxina pertussis.
E1 efecto estimulatorio de 1a epinefrina es dependiente de la Eosis‘ Este
resultado sugiere que la epinefrina (agonista beta y alfaz) en presencia de
Ja toxina pertussis se manifiesta como un agonista beta puro, al ser bloqueada
la respuesta alfa2 adrenérgica sobre la secrecifn de renina.

E1 efecto de 1a epinefrina en las ratas tratadas con toxina pertussis fue
reproducido en ratas controles cunado se admini;tro el antagonista a]fa2 a-
drenérgico yohimbina previo a 1a epinefrina. este resultado apoya la sugeren-
cia hecha en a) en el sentido de que 1a toxina pertussis bloquea los efectos
inhibitorios (a]fa2 adrenérgicos) de 1a epinefrina sobre 1a secrecion de re-
nina.

E1 efecto de la epinefrina fue bloqueado por propranolol (antagonista beta
adrenérgico) . Este dato confirma que el efecto estimulatorio de la epinefri-
na sobre la secrecion de renina es debido a 1a estimulacion beta adrenergi-
ca.

d) E1 agonista beta adrenergico puro isoproterenol aumentd en mayor proporcidn

la secrecifn de renina en los animales tratados con toxina pertussis que en
los controles. Este dato, junto con el bloqueo de la secrecion de renina por
propranolol {punto c), confirma que 1a secrecién de renina es estimulada por
agonistas beta adrenérgicos. Por otra parte 1a potenciacidn de la secrecidn
de renina observada en animales tratados con toxina, confirma otros hallaz-
gos reportados previamente en la literatura (citados en el trabajo nimero 1).
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e) La clonidina (agonista alfa adrenerglco) dlsminuyé en mayor proporcidn de
renina en las ratas control que en las tratadas con toxina pertussis. Este
dato confivma que 1a estimulacién alfa2 adrenérgica disminuye la secrecidn
de renina y que este efecto es bloqueado por la toxina pertussis.

f) La yohimbina no modificé los valores basales de la secrecién de renina en
Tas ratas control y en las tratadas con toxina pertussis.

g) E1 propranolol disminuyd los valores basales de 1a screcién de renina en las
ratas control y en las tratadas con toxina pertussis »

La toxina pertussis potencia 1a screcidn de renina inducida por anestesia.

(TRABAJO NUMERO 2).

h)iLos anest&sicos usados (éter, pentobarbital, inactina, cetamina, uretano y

cloralosa) estimularon 1a secrecion de renina en las ratas control, este dato
confirma sataos previos de la literatura. En las ratas tratadas con toxina
pertussis este efecto fue aumento en todos los casos. E1 aumento en la secre-
cién de renina varié de un anestésico a otro. E1 anestésico que mds estimuld
1a secrecion de renina fue el uretano.

i) La yohimbina no modificé el aumento en 1a secrecidn de renina inducida por
por los anestésicos. La yohimibina no pydo'reproducir el efecto de 1a toxina
pertussis.

i) E1 propranolol bloqued el aumento en la secrecién de renina inducido por los
anestdsicos tanto en las ratas control como en las tratadas con toxina per-
tussis. Este resultado confirma la participacion beta adrenérgica en la es-
timulacién de la secrecién de renina inducida por anestesia. Por otra parte
en este modelo de estimulacion de la secrecidon de Eenina, 1a toxina pertu-
ssis la potencia principalmente debido a estimulacion beta adrenérgica..

-

II. RESULTADOS 1IN VITRO.

1.

La toxina pertussis potencia 1a respuesta beta adrenérgica y bloquea 1a regulacidn

alfa2 adrenérgica de la secrecion de renina en rebanédas de corteza renal.

(TRABAJO NUMERO 3).

k) E1 isoproterenol estimuld de una manera dependiente de la concentraciﬁn 1a
secrecidn de renina en rebanadas de corteza renal de ratas control. La secre-
cion mdxima de renina se obtuvo a una congentracién 1X 10'6 M de isoprote-
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renol. Esta estimulacion fue de aproximadamente 2 veces el valor basal. Este
resultado confirma otras observaciones sobre un efecto directo de los agonis-
tas beta adrenérgicos en las células que secretan renina; ademds confirma
las observaciones h echas en los trabajos 1y 2.

1) La curva de concentracifn-respuesta al isoproterenol en las rebanadas de cor-
teza renal de ratas tratadas con toxina pertussis esta desplazada a la izquier-
da. Bajo estas condiciones 1a secrecion mixima de renina se obtuvo a una con
centracién de 1 X 10'8 M de isoproterenol. Este dato sugiere un efecto direc-
to de 1a toxina pertussis sobre las células que secretan renina y confirma los
resultados obtenidos in vivo. -

m) La epinefrina estimuld 1a secrecion de renina en rebanadas de corteza renal
en ratas control. La concentracidn optima de epinefrina que estimulé la se-
crecion de renina fue de 1 X 10'5 M . En estas condiciones la estimulacién.
de 1a secrecifn de renina fue de aproximadamente del 25% sobre el valor basal.
Esta estimulacifn, asi como 1a producida por el isoproterenol fue bloqueada
por el propranolol 1o cual sugiere que es debida a una estimulacién beta
adrenérgica.

n) La curva conceyracién-respuesta para epinefrina estd desplaiada a la izquier-
da en rabanadas de corteza renal de ratas. tratadas con toxina pertussis, la
secrecion mixima de rénina se observa ahora a una concentracidn de 1 X 108 m
y es del 65% sobre el valor basal. La epinefrina se comporta ahora como un
agonista beta puro, al igual que en el trabajo realizado 4n vivo.

0) La clonidina disminuyd 1a secrecidn basal de renina y-1a estimulada por iso-

proterenol en rebanadas de corteza renal de ratas control. Este resultado

confirma los hallazgos reportados en el trabajo 1 y sugiere un efecto directo
de la clonidina (via estimuhcié_n ali’a2 adrenérgica) sobre las células que
secretan renina.

E1 efecto inhibitorio de Ta clonidina observado en ratas control fue bloqueado

en ratas tratadas previamente con la toxina pertussis. Estos resultados obte-

- nidos in vitre confirman los hallazgos obtenidos <in vivo y sugieren un efec-

to directo de la toxina perfussis sobre las células que secretan renina.

~

P
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V DISCUSION GENERAL

En este trabajo se presentan tres enfoques diferentes para el estudio del efec-
to-de la toxina pertussis sobre 1a secrecidn de renina. E1 primero es un modelo
4n vivo, en ratas despiesrtas en el cual se administran los agentes adrenérgicos
subcutdneamente (administraci6n exdgena). E1 segundo es un modelo {n vivo en ratas
anestesiadas en donde hay una liberacidn enddgena de catecolaminas. E1 tercero es un
modelo £n vitro en rebanadas de corteza renal en donde los agentes adrenérgicos son
adicionados al medio de incubacién. A pesar de que son modelos diferentes, los resul-
tados obtenidos en conjunto, son consistentes con 1a conclusién general del trabajo:
Ta toxina pertussis bloquea la regu1ac16n alfa adrénerg1ca de 1a secrecion de renina
y potencia 1a secrecion de esta enzima debido a 1a estimulacidn beta adrenérgica. Estos
resultados confirman y extienden 1o0s resultados. cbtenidos en otros sistemas en los
cuales se ha usado la toxina pertussis para aclarar mecanismos de transduccidn de la
sefial hormonal '

La aportaclon b&slca de) trabajo es asignar un papel clave a Jos receptores beta
y a]faz adrenergicos renales en Ja regulaci6n de la,secrec16n de renina. E1 papel de

.Jdos receptores alfa adrenergicos sobre la secrecibn de renina, no habia sido.sefialado
ni demostrado experimenta1mente en una forma tan clara. ET uso de la toxina pertussis
como herramienta permltio ‘conocer el papel funcional de los receptores alfa2 y beta
adrenergicos renales sobre 1a secreciﬁn de renina. Por 1o tanto, estos resultados a-

. poyan el papel del AMPc como segundo mensaJero estimulatorio en 1a secre cién de renina.
La manera en que 1a toxina pertussis modifica 1a accidn de otros mediadores (adenosina,
vasopresina, angiotensina II, etc.) sobre la secrecidn de esta enzima estd siendo es-
tudiado en nuestro sistema de rebanadas de corteza renal. '

Los resultados obtenidos en esta tesis son cosistentes con estudios realizados
en nuestro grupo, acerca del efecto de la toxina pertussis sobre la regulacidn del
estado de afinidade los receptores alfa, afrenérgicos renales (61).

En cunato al segundo mensajero que regula la secreciﬁn de renina hay evidencias
que apoyan tanto el papel del AMPc como del calcio. Aunque el aumento en las concentra-
ciones intracelulares de calcio generlamente media el aumento en la actividad de ce-
ulas secretoras (67) varias lineas de evidencia apoyan 1a hipdtesis de que el calcio
intracelular juega un papel de segundo mensajero inhibitorio en la secreciﬁn de renina.
La secreci6n de renina es inhibida por un nimero de sustancias a través de un incremen-
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to de la concentracwﬁn del calcio 1ntraceluIar, incluyendo ion6foros de calcio (68,69),
angiotensina II (70), vasopresina (71), ouabaina (72,74), vanadato (73) y concentra-
ciones de potasio extracelular que despolar1zan 1a membrana-(72). Estos efectos inhi-
bitorios son bloqueados por 1a remocidn y/o quelacidn del calcio extracelular (68-71,
73-76) y/o por antagonistas de la entrada de calcio tales como metoxiverapamil (71,75),
verapamil (77), diltiazem (71) sugiriendo que el incremento en 1a concentracidn in-
tracelular de calcio media los efectos inhibitorios.

Por el contrario la secrecin de renina es estimulada por un nimero de.sustan-
cias que disminuyen las concentraciones intracelulares de calcio, entre los que se
encuentran quelantes de calcio (70-76), e] magnesio que es un antagonista inorgénico
del calcio (79), 1a fenitoina (80), el isoproterenol (81-83). Consistentemente los e-
fectos estimulatorios de muchos de estos agentes son antagonizados por sustancias
que incrementan el calcio intracelular, entre 10s que se encuentran la ouabaina y el
vanadato (73), 1a angiotensina II y la vasopresina (84) y la despolarizacidn por
potasio (81,84). Por otra parte varias lineas de evidencia indican que el AMPC es
el segundo mensajero estimulatorio en la'secreciﬁn de renina. La estimulacidn beta
adrenergica y el glucagon estimulan la secreciﬁn, mds probabjemente por la activa-
cion de Ja adenilato ciclasa. Varios inhibidores de 7as fosfodiesterasas estimulan la
secreciﬁn de renina, AMPc exgeno y principalmente dibutiril AMPc (84). Debido a
que muchas sustancias al incrementar el calcio intracelular (vasopresina, angiotensi-
na II, altas concentraciones de potasio extracelular, ouabaina y vanadato) antagoni-
zan Jos efectos estimulatorios sobre la secrecién de renina del isoproterenol, el di-
butiril AMPc e inhibidores de las fosfodiesterasas, se ha sugerido que el AMPc como
segundo mensajero estimula 1a secrecién de renina disminuyendo las concentraciones
intracelulares de calcio en las célu]as yuxtaglomerulares (84), asi como en las cé-
lulas de misculo liso (85), las celu]as de las cuales derivan las celu]as yuxtaglome-
rulares (86) Evidentemente las 1nvest1gaciones que forman parte de esta. tesis a--
bren nuevas posibilidades para el estudio y la caracterizacion de los papeles que-estos
segundos mensajeros (calcio y AMPc) juegan en 1a regulacién de la secreciﬁn de renina.
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VI CONCLUSIONES

E1 uso de 1a toxina pertussis como herramienta en este estudio nos permite con-
cluir que los receptores adrenérgicos renales (beta y a]faz) Jjuegan un papel muy im-
"portante en la regulacion de 1a secrecion de renina. Los efectos mediados a través
de 1a estimulacidn de estos receptores, tanto el aumento en 1a secrecidn de renina
(por estimulacion de los receptores beta adrenérgicos), como la inhibicin de 1a
secrecién de esta enzima (por estimulacidn de 1os receptores alfa, adrenérgicos), son
debidos a la estimulacion o inhibicion de la adenilato ciclasa, ya que ambos tipos
de receptorees estdn acoplados a esta enzima, los beta de una manera estimulatorio
y los alfaz de una manera inhibitoria. Por otra parte también podemos concluir que
los receptores beta adrenérgicos son tan importantes como los alfzi2 adrenérgicos
en 1a regulacidn de 1a secrecion de renina, y que la activacién o inhibicién de 1a
adenilato ciclasa juega un papel central en el . proceso.Por 1o tanto pédemos_._ concluir,
aunque de una manera indirecta, que el AMPc es un segundo mensajero estimulatorio
en la secrecidn de renina.
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