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Resumen. Se ha demostrado que la ingesta baja de sodio regula al alza
la expresion génica del receptor predominante de anglotensina Il
(Ang I1) tipo 1 renal (AT1), el subtipo ATIA. El estudio presentado aqul
pone a prueba la hipdtesis de que |a regulacion al alza del ARNm de AT1 renal
inducida por la deplecién de sodio ocurre junto con una

elevacion del recepior AT1 que modula el crecimiento renal. Ratas Wistar macho
de siele semanas de edad se dividieron en cuatro grupos y se lralaron
durante 2 semanas con dieta normal en sodio, dieta normal en sodio mas
3 mg/kg/dia de losartan, dieta baja en sodio o dieta baja en sodio
mas losartan. El peso corporal y el MAP no fueron significativamente
diferentes entre los cuatro grupos. La actividad de la renina plasmatica
aumento significativamente con el tratamiento con losartan, la baja ingesta
de sal o una combinacién de ambos, en comparacién con la actividad de |a
renina plasmatica de los controles. El analisis Northern blot indico que
los niveles renales de ARNm de AT1 aumentaron significativamente: 183
% por losartan, 212 % por la baja ingesta de sal y 227 % por la
combinacion de los dos, en comparacion con sus niveles en los
controles. Los ensayos de unién de radioligandos revelaron que los
receptores AT1 aumentaron significativamente con ia ingesta baja de sal, pero
disminuyeron significativamentea con el tratamiento con losartan. Renal

La union al receptor ATl en |as ratas sometidas a deplecion de sodio mas
losartan no difirid de la de las ralas de control. El peso de los rifiones, la
relacién entre el peso de los rifiones y el paso corporal, y el ADN y
el contenido de proteinas renales na se vieron alterados por la deplecion
de sodio, pero se redujeron significativamente con el tratamiento con
losartan con una ingesta de sodio normal y baja, en comparacion con los
controles. La relacion proleina/ADN no fue significativamente diferente
entre los cuatro grupos. Se encontrd que el blogueo de los receptores
AT1 renales con losarlan retrasa el crecimiento renal normal, o que indica
que se requiere Ang Il para el desarrollo renal normal. Se encontrd
que |a ingesia baja de sodio aumenta el ARNm y |a expresion del receplor
ranal ATl pero no tiene efecto sobre el crecimiento renal, lo que sugiere
que un aumento an la masa renal por encima de un nivel normal requiere
la aclivacion de multiples factores. Se encontrd que el bloqueo del receptor
ATI por parte de losartan regula positivamente el ARNm de AT1
pero regula negativamente el receptor AT1, lo que sugiere que los eventos
intracelulares mediados por el receptor AT1 son necesarios para mantener
la expresién funcional del receptor AT1 en el rifién. (J Am Soc Nephrol
8: 193-198, 1997)




El sistema renina-angiotensina (RAS) juega un papel importante en la
regulacion de la presion arterial, el equilibrio de electrolitos y el
control del volumen de liquido extracelular. Los efectos de la angiotensina
Il {Ang Il) estan mediados por la union a receptores especificos. Con
el uso de un método de unién de ligando autorradiografico in vitro
competitivo, se ha demostrado que el receptor de Ang |l tipo 1 (ATI)
es el subtipo renal predominante (1-3). Recientemente, hemos
demostrado que la expresion génica del receptor ATIA, que es el subtipo
predominante de AT1 en el rifién, esta regulada positivamente por una
ingesta baja de sodio (4), lo que sugiere que la expresion del

receptor ATl en el rifion esta relacionada con la sal y el agua. homeostasis,

Curiosamente, la expresion del gen ATI también esta elevada en el
rifon durante la vida fetal en comparacién con su expresion en el adulto.
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animal, lo que sugiere un papel para Ang Il en el crecimiento y la
maduracion renal (5). En apoyo de este concepto, hemos informado anteriormente
que el inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
captopril, impide el crecimiento normal de los vasos sanguineos en la rata
(6). Ademas, la administracion de captopril en un rinén, en ratas
hipertensas con un clip, reduce la masa de la pared tanto de |la aorta como
de las arteriolas del musculo esquelético (7). Estos efectos inhibidores
del crecimiento de la inhibicién de |la ECA son independientes de los
cambios hemodinamicos concomitantes (6,7).
Faltaba evidencia directa de un efecto de Ang |l sobre el

crecimiento renal normal hasta el informe reciente de Tufro-McReddie et
al. (8). Este estudio mostré que el bloqueador selectivo de AT,
losartan, inhibe el crecimiento renal y somatico normal en ratas. Estos
resultados plantearon la intrigante pregunta de si la activacion de la
expresion del gen AT1 por una ingesta baja de sodio induce un
crecimiento renal anormal. Si el gen AT| esta relacionado con el
crecimiento renal anormal, el conocimiente de este vinculo podria proporcionar
una mayor comprensién de la relevancia de los receptores AT1 en
los estados de enfermedad renal y de hipertensién. Por ejemplo, se ha
observado que el crecimiento renal compensatorio puede resultar en
oi desan'ollo de yomomloesduosis y ﬂbrosrs intamncaal asoaada
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el resultado de la pérdida de nefronas en el rifion es la enfermedad renal
en etapa tarminal, por ejemplo, insuficiencia renal, Ademas, las obseryacionss
dinicas Indican que |a hipertensidn sistémica se encuentra practicamente
en todos los sujetos con menos de 0,8 x 10° glomérulos por rindn (10). Por |
lo tanto, es importante determinar los mecanismos subyacentes al
- crecimlento renal. En el estudio presentado aqui, utilizamos el analisis de
transferencia Northern combinado con la unién de radioligandos para probar |
la hipdtesis de que el aumento de la expresion del gen AT1 mediante ia
rasfriccion de sodio da como resiftado un aumenta an la densidad del receptor
AT1 que, en consecuencia, modula el crecimiento renal.

Grupos de tratamiento de
maleriales y métodos
Ratas Wistar macho jévenes de 7 samanas de edad que pesaban 179 £
4 g (Charles River Laboratories, Inc., Wilmington, MA) se dividieron |
aleatonaments en cuatro grupos (N 13 en cada grupo) y s& trataron durante
2 semanas con una dieta normal de sodio (0,5 %}, dieta normal en sodio
mas losartan, dieta baja en sodio (0,07%) o dieta baja en sodio mds losartan,
El alimento para ratas se adquiric de Harlan Teklad Diets (Madison, WI).
Losartan (3 mgkg/dia) se disolvio en 0,5-1 ml de agua y se administra
por sonda oral. Se eligio esta dosis de losartan porque se ha demostrado
previamente que proporciona antagoniamo de la anglotensing 1 sin disminuir
la presion arterial {comunicacion persenal con el Dr. Pancras C. Wong,

DuPont Merck Pharmaceutical Company, Wilmington, DE). Se administrd
una cantidad igual de agua por sonda oral tanto a las ratas NS como a las
LS. Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo
con ks pavitas def Instituto Nacional de Salud para of cudisdo y uso de anmales
de laboratorio.

Actividad de renina
plasmatica Al final de los tratameentos de dieta de 2 semanas, todas las ratas
s& anestesiaron con una unica inyeccion intraperitoneal de 100 mag/kg de
tiopental sodico. Se cateterizo |a arteria cardtida derecha para medir la
presion arterial media (PAM) con un transductor de presién Statham |
231 D (Gould Inc., Cleveland, OH) acoplado a un registrador Gould 24008
(Gould Inc,). Las ratas se heparinizaren (1 unidad/g) y se recogieron
muestras de plasma (3 ml) de Ia arteria cardtida y se colocaron en tubos
enfriados con dcido etilendiaminotetraacético (EDTA). La actividad |
de renina plasmatica (PRA) se determind utilizando un kit de
radiormuncensayo comercalmanie dsponible para angiotensna | (instar Co., Ssitaater,
MN}.

Preparacion de tejidos y medicion de ADN y
Contenido de proteina
Para oblener lejido para el andliss de tmansferencia Northern, se realizd una
Incisién en |a linea media del abdomen, El rifon Izquierde fue removico
répidamente. pegadoe, congeladas en nitrégeno liguido y procesados para la
- extraceion de ARN. Para oblener tejidae para & estudic de unida y B medicidn
del contenido de ADN y proteing, el nfidn derecho se dividid en tres panes,
56 pasd y 56 almacent a -70°C hasta su precesamiento, Debido & que |a cantidad
de ADN por célula es constante en las células euploides de cada especie,
el conlenido de ADN de los lejidos solidos es una medida indirecla del nimero
de céluas 111 El conlenido de proteina es un ndicador acaptado del lamano oalular
(11). Por lo tanto, el contenido de ADN se analizé con el compuesto
Nuorescente Hoechist 33283 (Sigma, St Lows, MO) ulilizando un especirolotdmetro
de fluorescencia (F-4500, Hitachi Co., Tokio, Japdn) (12). El contenido de
prodeinas se midio ullizanda un procedimienta de unidn de colorante Bradfard
modificado {Blo-Rad, Hercules, CA) (13). Los resultados se normakzaron

a nidn complelo por peso y se expresaron como ADN (mgrificn o proléina
(mg)/nnon. _




Sondas CDNA

El clon pUC19 que contiene 2.3 kb del receptor AT| de rata (una generosa
donacién del Dr. Tadashi Inagami, Facultad de Medicina de la Universidad
de Vanderbilt, Nashville, TN) (14) se digirid con Kpn | y EcoR | para obtener
un fragmento de 790 pb (-180 a +610). Este fragmento se us6 como molde
para fabricar sondas de cDNA de ATI, Las sondas de ADNc de ATl se
marcaron con "p-dCTP usando un sistema de marcaje de ADN Multiprime

~ (Amersham Co., Arlington, IL) a una actividad especifica de 3 x 10" CPM/ug.

Las sondas marcadas se separaron del nucledtido no incorporado
utilizando columnas de centrifugacion de purificacion de ADN Mini-Spin

G-50 (Werthington Biochemical Co., Freehold, NJ).

Extracciéon de y transferencias

. Northern Se exirajo el ARN total de rifkén usando el protocolo de extraccion
de tiocianato de guanidina-fenol-<cloroformo (15). La electroforesis de
30 ug de ARN desnaturalizade de cada preparacion se realizd en un gel de
agarosa al 1% que contenia 2,2 mol/L. formaldehido. EI ARN se transfind a
una membrana de nailon cargada posilivamente (Fisher Co., Houston, TX). La
membrana se horned a 80 *C durante 2 h an un horno de vacic (Fisher Co,
Houston, TX) y se prehibridaron durante 5 h a 42 °C en tampdn de hibridacién:
formamida desionizada al 50 % solucion de Denhardt 5x, citrato
‘salino estandar 5x (SSC), dodecisulfato do sodio al 0,5% (SDS) ¥ 200 ug/ml, do
ADN de esperma de salmdn desnalurallzado La membrana se hibridd
con las sondas marcadas con p en el tampdn de hibridacion durante 18-20 ha 42
*C. Luego se lavo sucesivamente en SSC 2X, 1X y 0,5« (dos veces, 10
min cada una) que contenia SDS al 0,1%. La rigurosidad de los lavados fue |
de 65°C. Las transferencias se expusieron a pelicula de rayos X XAR-5
(Eastman Kodak Co,, Rochester, NY) con pantalla intensificadora. Para corregit
Ias diferencias en |a carga de ARN. Las transferencias Northemn se incubaron
a 90 °C durante 10 min en 20 tris{hidroximetil-aminometanc (Tris) HCI
. {pH 8,0) para eliminar las sondas de ADNc y se rehibridaron con sondas
de ADNc de gliceraldehido 3 fosfalo deshidrogenasa (GAPDH) marcadas
con 32p. Las sefales autorradiograficas se escanearon con un densitdmetro
 laser (Ultrascan XI, Pharmacia). La expresion génica relativa se expresé
como la relacion entre el ARNm de ATl y el ARNm de GAPDH.

Ensayo de unién de ligandos ,
Los lejidos se homogeneizaron en lampon hipotonico (fosfalo sddico
20 mM, pH 7,1-7,2). A continuacion, los homogeneizados se centrifugaren
a 48.000 durante 20 min a 4°C. Las membranas celulares se
resuspendieron en tampén de ensayo (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, bacitracina 0,1 mM, pH 7,2} y se volvieron a centrifugar. La
bacitracina y o EDTA se incluyen en el tampan de ensayo para inhibir 1 actividad
de la peplidasa en la preparacion del lejido, Después de la resuspension en el
tampdén de ensayo, s usd una alicuota de la suspension de la membrana celular
. para el ensayo de proteinas ulilizando el procedimiento de union de
tinte de Bradford modificado (Blo-Rad, Hercules, CA) (13). Para medir los
receptores de Ang |l totales, se incubaron 100 g de proteina con 62,5
p.m. a mono 1-{Sar, Ble) Ang Il 2 nM preparado como describen Speth et
al (16) en un volumen final de 200 al. tampén de ensayo que contiene
albdmina de suerc bovine al 0,1 %. Se usd 21-(Sar, lle) Ang Il come radioligando
porque es un antagonista gue Na varia en su afinidad de unia a las conformaciones
agonistas de alla y baja afinidad de los receptores de angiotensing, y es resistente
a la actividad de peplidasa en virtud de |a falta de un grupo amino amino
terminal libre. Para medir la densidad del receptor ATI, se usé 1-(Sar,
lle) Ang |l en nmolll. en presencia o ausencia del antagonista especlfico de
ATl losartan (1 umol/L). La unién no especifica se midié en presencia
de 1 jmolll. Ang Il sin marcar. El ensayo de unidn se realizé durante 120
min a temperatura ambiente y fue seguido de una filtracién inmediata a través
de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C, Hillsboro, OR). La radiactividad
unida al filtro se conto en un espectrometro gamma (Beckman, LS
3801, Irvine, CA}. La afinidad del receptor y la concentracion fueren calcu




por andlisis de Scatchard utlzando of programa de ajuste de curva computanzado
Ligand (17).

Analisis estadisticos Los
resullados se expresaran como media £ SEM. Los dalos fuermn analizadas nore
analisis de varianza unidireccional seguido del multiplo de Tukey-Kramer

Prueba de comparacidn. Las diéerencias se consideraron estadisicaments signfcativas
alnivel de P <

Resultados No hubo cambios significativos en MAP entre los cuatro
grupos (Tabla 1). La capacidad del tratamiento con baja ingesta de
sal o losartan para modular el sistema renina angiotensina {RAS) se
confirmé mediante la observacion de PRA elevada en los tres grupos
de tratamlento en comparacion con la del grupo de control (P

Aunquo olpooo corporal no fue significativamente diferents entre los
cuatro grupos, el peso de los rifones y la relacion entre el peso de
los rifiones y el peso corporal fueron mencres en las ratas que recibieron

losartan, ya sea solo o junta con una ingesta baja de sal, que en |as ratas
de control (P < 0.05, Tabla 2). ), lo que indica que el bloqueo de
la union de la Ang 1l end6gena a los receptores AT retrasa el
crecimiento renal normal. Una ingesta baja de sal por si sola no altero el
pesa del rifién o la relacion peso del indn/peso corporal (Tabla 2), lo que
Indica que la activacidn del RAS endégenc no necesariamente estimula
el crecimiento renal.

Para determinar si el crecimiento renal alterado en las ratas tratadas
con losartén se debid a cambios en &l niumero de células o en el lamadfo de las
células, se determiné el contenido de proteina y ADN renal y la relacién

proteina a ADN (Tabla 2). El contenido de ADN y proteinas fue mas bajo en
ambos grupos de ratas traladas con losartan que en las ratas de control (P <

0,05), %o que indica que el tratamiento con losartan resultd en una disminucion
del nimero de células renales, Ademas, |a relacion proteina/ADN no se
wio alterada por losartan en comparackn con la de las ratas de conlbrol, o que
indica que losartan no afecta el tamano de las células. Por el contrario, el
contenido renal de ADN y proteinas, y la relacién proteina/ADN no se
vieren alterados por una baja ingesta ce sal, ko que indica que la deficiencia
de sodio no cambia ni el nimero ni el tamano de las células (Tabla 2).

El contenido de ARNm de ATl renal se determind mediante andlisis
de transferencia Northern en cada uno de los cuatro grupos de ratas (Figura
1A). El andlisis densitométrico (Figura 18) indicé que la proporcdn de ARNm
de ATl a ARNm de GADPH se elevé significativamente con el
tratamiento con lo sartan (0,94 + 0,07). restriceion de sodio (1,08 +

Cuadro |. MAP y PRA en cualtro grupos de ratas

PAM mm Hg PRA ng/mL
(N-13 ratas/grupo) (N=6 ratas/grupo)

s B

‘PAM, presidn arterial media; PRA, actividad de renina plasmatica, NS,
ratas tratadas con una dieta normal en sodio; DUP, losartan; LS, ratas

tratadas con una dieta baja en sodio. Los valores son medias
5 *P< 0,05 frente a
NS *P<(),05 verwr LS.
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0.05). o la combinacién de los dos (1.16 0.05) comparado
con la relacién encontrada en los controles (0.51 + 0,06, P <
D,05). La figura 2 muesltra diagramas de Scalchard de la unién de
Ang |l a tejidos renales de los cuatro grupos experimentales. Las
constantes maximas de unian (Bmax) y disociacion (Kd) calculadas de
cada grupo se resumen en la Tabla 3. No hay una diferencia
significativa en las constantes de unién enlre las preparaciones renales de
los cuatro grupoes (Tabla 3). Sin embargo, el tratamiento con losartan
disminuyo el nomero total de receptores (fmol/mg de proteina) en
presencia o ausencia de resfriccion de sal (P<0,05). La

restriccion de sodio sola tendid a aumentar el nameroe total de receptores,
aungue la diferencia con el control no fue estadisticamente

La figura 3 muestra la densidad del receptor AT1 en los rinones de
cuatro grupos de ratas medida en presencia de 1 nmol/l de 1251-(Sar,
lle) Ang II. Hubo una disminucion significativa en los sitios de union
del receptor ATI (1 AM losartan desplazable) en las ratas tratadas con

losartan (6,2 £ 0,5 fmol/mg de proteina, N = §), y un aumento
significativo en las ralas que recibleron una dieta baja en sodio (29.7 + 1,6

fmol /mg de proteina, N = 5) en comparacion con los controles (18,4
+ 0,4 fmolmg de proteina, N-5). El losartan (15,4 + 1,6 fmol/mg de
proteina, N = 5) evité el aumento de los sitios de union del receptor
AT1 indurido nor la reatricridn de endin
Para eliminar la posibilidad de que el losartan previamente unido
inhiba la unién de 1-(Sar, lle) Ang Il a los receptores AT1,

homogeneizamos y resuspendimos los tejidos en 50 mmol de acetato
de sodio (pH 5) para disociar el losartan, Descubrimos que, cuando
el tejido se expuso a un lavado ligeramente acido para eliminar cualquier
ligando residual, la unién especifica de 11-(Sar, lle) Ang |l en
ratas tratadas con losartan (8,1 y 10.0 fmol/mg de proteina, N=2) fue
adn sustancialmente mas bajo que el de las ratas alimentadas con una dieta
normal de sodio (23,2 y 20,8 fmol/mg de proteina, N = 2), lo que indica
que es poco probable que la reduccidn en la densidad del receptor AT1
resulte del losartan previamente unido.

Recientemente hemos demostrado que |a ingesta baja de sodio
aumenta la expresion génica del receptor ATIA en el rifién (4). EI

estudio presentado aqui fue disefiade para probar |a hipdtesis de que la
activacion del receplor ATI resultante de los aumentos de Ang |l inducidos

por el agotamiento de sodio conduce a un aumento en |a densidad del
receptor ATl que, en consecuencia, modula el crecimiento renal.
Encontrames que el biogueo de la unién de Ang |l a los receplores AT1
por losartan disminuye la masa renal, lo que confirma el informe anterior
de que Ang Il medsa el crecimiento renal normal a través de los receptores
AT1 (8). Sorprendentemente, sin embargo, la masa renal no se vio
alterada por la restriccién de sodic, a pesar de que la baja ingesta de
sodio aumenta tanto el ARNm de AT1 renal como la densidad del

receptor, lo que sugiere que los aumentos en la masa renal per encima de un
cierto nivel normal requieren la activacion de miltiples factores.
Losartan a una dosis de 3 mg/kg/dia redujo el crecimiento renal
pero no somaético, El crecimiento renal reducido en las ratas tratadas
con losartan no parece estar causado por hipoperfusion tisular
porque losartan no disminuyd la PAM en el presente estudio. Tufro-hMcReddle

el al. han demostrado que aunque 27 mg/kg/dia de losartan
redujeron significativamente ka PAM, k2 PAM aun se encontraba denlro del

rango de presiones de perfusion renal en las que se puede lograr la
autorrequlacion del fluio sanauineo renal (8). Por lo tanto. ellos también
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Tabla 2. Relacion BW, KW, KW/BW, contenido de proteina y ADN renal y relacion proteina/ADN en cuatro grupos de ratas

ADN Pmoh Proteina/ADN
8 &l '-

264 =7 105002 403005

299+ 8§ | 098002 3,78 0,04 040,
1,08 £ 0.02 407 0,05

2226 099003 820,

*BW, peso corparal; KW, peso de rifidn, KW/BW, peso de rifidn a peso corporal; NS, ratas tratadas con una dieta normal en sodio; DUP.
josartan. LS. ratas tratadas con una diata baja en sodio. Lmvdorusonmadboa.Nminomdoms

*P<0. 05 ver NS,
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Figura 1. Northern blot utilizando "P-dCTP marcado AT! cDNA (A, panel
superior) para hibridar el ARN aislado de rifiones de ratas tratadas con una dieta
normal de sodio (NS, carril 1, 2, 3, 4, 5), NS + losartan (DUP, carril 6, 7,
8, 9, 10), dieta baja en sodio (LS, carril 11, 12, 13, 14, 15), LS + DUP (camil
16, 17, 18, 19, 20). Cada carril representa una rata (30 g de ARN renal
total). Las transferencias se extrajeron y se rehibridaron con sondas de
¥ ADNc de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) marcadas

con pdCTP (A. panel inferior). B es un analisis densitométrico de transferencia
Northern en A corregido para GAPDH en cada blot Los resultados
representan la media + SE P < (.05 versur NS.

Sugirio que es poco probable que la hipoperfusion jugara un papel importante
en la determinacion del deterioro del crecimiento renal observado en |
ratas destetadas tratadas con lo sartan (8). Sus resultados. junto con nuestras
observaciones, indican que Ang Il estimula el crecimiento renal durante
el desarrollo normal a través del receptor AT1. Descubrimos que
tanto el contenido de ADN como el de proteina, pero no la proporcion de
proteina a ADN, eran mas bajos en las ratas tratadas con losartan, lo que indica

que el losartan reduce la proliferacion celular sin afectar el tamano
celular. Estos resultados estan de acuerdo con los informes de Tufro |
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Figura 2, Grafico de Scatchard de la union de Ang Il a los tejidos renales
de ratas tratadas con dieta normal en sodio (NS, N= 4), NS losartan
(DUP, N= 4), dieta baja en sodio (LS, N=4), LS+ DUP (N=3). Los
resultados de la union maxima (Bmax) y las constantes de disociacion (Kd)
de cuatro grupos de ratas se resumen en la Tabla 3. Cada simbolo representa

la media de la union de Ang 11 de tres a cuatro animales en cada grupo a
una concentracion particular de Ang Il. |

Mc Reddie et al. demostrando que losartan disminuye el crecimiento |
hiperplastico en el rindn en desarrollo (8), asi como con los de
ofros laboratorios demostrando que Ang |l esta involucrada en
los procesos de crecimiento y que el crecimiento inducido por Ang
Il esta mediado por el receptor AT1 (18-20) .

Nuestro hallazgo de que losartan aumenta el ARNm de AT
pero disminuye la densidad del receptor de AT| es inesperado y merece »
un comentario. Esta observacion sugiere que el tratamiento
cronico con losartan induce una disociacion entre la expresion de la
proteina receptora ATl y la expresion de su gen. Se desconoce el
mecanismo por el cual losartan aumenta la expresion del ARNm &
de ATI. Se inform¢ anteriormente que el ARNm del receptor AT| en
el rifidn de rata se regula a la baja después de la coartaciéon
aortica, lo que sugiere que los niveles altos de Ang |l locales y/o
circulantes modulan la expresion del gen del receptor AT1 mediante un
mecanismo de retroalimentacién negativa (21). Es posible que el
blogqueo de la union de Ang Il a su receptor por losartan elimine una sefal
de retroalimentacion negativa y aumente la expresion de ARNm &
de ATI. Sin embargo, también se ha informado que la AT| intrarrenal



Tabla 3. Cambios en |la densidad del receptor de Ang Il en respuesta
a losartan y/o restriccion de sodio

Amas Kd
N {fmol/mg proteina) (x10~)
D
NS o 82 15:02
DUP NS+ 4 224 | 1,920,2
LS Rl B 1,540,2
LS + DUP 3 n2+s 1.7:0.3

| Ang Il, angiotensina I1: Bmax, unidén maxima calculada: Kd. constantes
de disociacadn; NS, ratas tratadas con una dieta normal en sodio: DUP,

losartAn LS. ratas tratadas ron ana djeta baja en sodio. Los valores son
significa st N ndmero de ratas.

P<0,05 frente a NS.
*P<D.05 frente a NS+ DUP,
! P<0.05 frente a LS.

»e

ATY Canaty (bmotmg Protee
s
‘=

NS NS-OUP LS LS DUP

Figura 3. Grafico de barras que muestra la densidad del receptor ATI en
rifiones de cuatro grupos de ratas medido en presencia de 1 nmol/L. 1-{Sar,
Be) Ang Il, Hay cinco ratas en cada grupo. NS, ratas tratadas con dieta nermal
en sodio, DUP, losartan; LS, ratas tratadas con dieta baja en sodio.

‘P<0,05 frente a NS. + P<0,05 frente a NS + DUP. P<0,05
frente a LS.

Los niveles de ARNm en ratas Spraque-Dawley no cambiaron después
del tratamiento con losartan (27 mg/kg/dia) durante 3 semanas (8). |
La inconsistencia podria ser el resultado de diferencias en la cepa de |a rata
estudiada, o la duracion y la dosis de losartan administrada. En la
actualidad, no tenemos informacién para distinguir entre estas posbilidades. !

Aunque actualmente no esta claro el mecanismo por el cual
losartan disminuye |a densidad del receptor AT, se deben considerar |
varias posibilidades. Una es que el blogueo del receptor renal

ATI por parte de losartan puede interferir con los pasos
intermedios, por ejemplo, eventos postranscripcionales, necesarios para

transcribir el ARNm de ATI en proteina receptora funcional.
Nuestro laboratorio, al igual que otros (22,23), ha demostrado
la regulacion de eventos postranscripcionales por agonistas,
y puede contribuir a la regulacion del receptor AT1 y su
expresion génica en el rifndn. Otro posible mecanismo por
el cual losartan podria disminuir la unién del receptor AT1 es
por la ocupacion del receptor ATI. Esto no parece ser el caso
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por dos razones: (1) el lavado acido suave para eliminar el ligando
previamente unido no alteré la disminucién inducida por losartan

. en |la union de 1351-S1 Ang 11, y (2) no hubo una diferencia significativa
en la afinidad de unién de 1251-S1 Ang |l en losartan rinones tratados
frente a los de control, lo que ocurriria si un ligando competitivo
se uniera a los receptores ATI. '

De acuerdo con nueslro hallazgo anterior (4), la baja ingesta de sodio
aumenta la expresion del ARNm del receptor AT1. De manera
similar, el agotamiento de sodio aumenta la expresién del ARNm del
receptor AT1 en la glandula suprarrenal (14,24). El mecanismo de
esta regulacion al alza no esta claro. El aumento de PRA por deplecion
de sedio indica que el RAS circulante esta activado. Por lo tanto,
parece que los niveles elevados de Ang Il también pueden modular la
expresion del gen AT mediante un mecanismo de retroalimentacion
posiliva, Sin embargo, los niveles de ARNm de AT| en ratas
alimentadas con una dieta baja en sodio también se elevan cuando losartan
blogquea la unién de Ang |1 al receptor ATI, lo que indica que losartan
tiene un efecto directo sobre la regulacion de la expresion de
ARNm de AT| o que exisien otros mecanismos, p. , efecios de la aldosterona
u otras consecuencias del agotamiento del sodio. Estudios previos
sobre la estructura gendmica y la secuencia de la regién promotora
de AT| han demoslrado que existen varios elementos sensibles a los
glucocorticoides en la region reguladora §' y explican la estimulacion
por la aldosterona (25.26). Es posible, por lo tanto, que |a liberacion de
aldosterona inducida por una baja ingesta de sodio explique el aumento
de la expresion de ARNm de AT en el rifién. Este mecanismo queda
por explorar,

Los cambios en la densidad del receptor AT| inducidos por la
deplecion de sodio son paralelos a los cambios en los niveles de ARNm
de AT, lo que sugiere que el aumento de los niveles de ARNm de ATI
© conduce a un aumento en sus productos de traduccidn: receptores ATL. En
. apoyo de esto, se ha demostrado que la densidad del receptor Ang I
~ del tabulo proximal aumenta con la deplecién de sodio y disminuye
con la carga de sodio (27). Cuando a un animal se le da una dieta
baja en sodio, el aumento de Ang |l circulante o producido localmente
se une a un mayor nimero de receptores para modular las funciones
del tibulo proximal, lo que resulta en la retencion de sodio. Esta bien
establecido que Ang Il es un estimulador extremadamente potente
del intercambio de Na-H* y la reabsorcién de bicarbonato en los
primeros 51 segmentos del tibule proximal (28-30). Los estudios de
 micropuncion han demostrado que estos segmentos del tibulo proximal
~ también contenian la maycr concentracién del sitic de union de Ang Il (28,29).

Curicsamente, aunque |la densidad del receptor AT1 en el rifion
aumento por la restriccion de sodio, el peso del rifon, la relacion
peso del rifidn/peso corporal y el contenido de ADN y proteina
no se alteraron, Esto indica que la activacion del SRA circulante
ylo local no estimula el crecimiento renal. Este hallazgo
intrigante nos ha llevado a proponer que el RAS desempena funciones
distintas en el desarrollo renal normal y las condiciones fisiclégicas
alteradas. Por ejemplo, se puede especular que un aumento
en la masa renal por encima de un nivel normal necesita acciones
sinérgicas de Ang Il y otros factores, mientras que el desarrollo
renal normal depende de Ang Il.

En conclusién, hemos demestrado que el bloquec de en
Ang Il dogenous por losartan da como resultado un retraso de la normal
crecimiento renal. Aunque la restriccion de sodio aumenta tanto 1a funcién renal
ARNm de ATI v proteina receplora, masa renal no alterada
por deplecién de sodio. Estos resultados sugieren que Ang Il modu
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retrasa el crecimiento renal durante el desarrollo normal a través del
receptor ATI. Sin embargo, los aumenlos de la masa renal por encima de los niveles
normales requieren la activacion de multiples faclores. La comprension del
papel de Ang Il en la regulacion del crecimiento del rindn puede
proporcionar nueva informacion sobre la regulacion de la presion arterial y
la patogenia de la hiperlension y las enfermedades renales.
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