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Important kinetic aspects of renin reaction were studied in order to evaluate the
parameters that regulate the formation rate of angiotensin I. This rate decreased
throughout the incubation period of normal rat plasma and it showed a linear increase
when plasma was incubated with renin-substrate. When renin was added to normal
rat plasma a plateau in the angiotensin I formation rate occurred after 4-6 hours.

When plasma samples containing increasing amounts of renin-substrate were in
cubated, the velocity of their reaction increased in proportion to the renin-substrate
concentration.

Under these incubation conditions, the reaction between endogenous renin and
renin-substrate in normal rat plasma, proved to be a first kinetic order with respect
to the substrate.

Estudios recientes han demostrado que,
para una completa evaluation del sistema
enzimatico renina-angiotensina, es necesa-
ria la determinacion simultanea de los tres
parametros que definen la reaccion renina-
angiotensinogeno: velocidad de reaccion y
concentraciones de enzima y substrata
(6, 7).

La velocidad de reaccion se puede dc-
terminar en la actualidad de una forma
dirccta, midiendo por radioinmunoanali-
sis la cantidad de angiotensina I gencrada
durante la incubacion de una mucstra
plasmatica (1, 2, 5). Sin embargo, no es
posible determinar las concentraciones de 

renina y angiotensinogeno presentes en
una muestra problema directamentc por
metodos fisicoquimicos e inmunologicos,
por lo que su medida debc realizarse a
traves de la cuantificacion de los efcctos
cineticos observados durante el desarrollo
de su reaccion in vitro (7).

Con csic fin, sc han propuesto numero-
sos metodos para la medida de las con
centraciones de renina y angiotensinogeno
on plasma u otros liquidos biologicos (6.
7. 9). Esto metodos presentan acusadas
difercncias en su realization asi como en
los resultados cineticos obtenidos. motiva-
dos fundamentalmente por la variabilidad 
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de las condiciones experimentales en que
se realizan y que introducen importantes
modificaciones en el medio de reaction.

En el presente trabajo se estudian algu-
nos de los factores relacionados con la
cinetica de la reaction enzimatica renina-
angiotensinogeno, con el fin de revisar los
parametros que definen la velocidad de
formation de angiotensina I en plasma de
rata.

Material y metodos

Recogida de las muestras e incubation.
Se extraen 5 ml de sangre de aorta abdo
minal de ratas macho Wistar (150-250 g)
con jeringas a 0° C conteniendo 0,08 ml
de una solution de EDTA-Na2 al 6 % en
agua. Las muestras se conservan en bano
de hielo hasta su centrifugation a 4° C.
El plasma asi obtenido se separa en cinco
alicuotas de 0,5 ml a las que se anaden
0,02 /xl de una solution acuosa de sulfato
de 8-hidroxiquinoleina 0,34 M y 0,01 jul
de una solution alcoholica de dimercapto
propanol (BAL) 0,8 M. El volumen resul-
tante se diluye en una cantidad igual de
tampon fosfato 0,1 M pH 6, obteniendose
un pH de 6,5 en el medio, optimo para
esta reaction enzimatica (6). De las cinco
alicuotas, una permanece a 4° C durante
todo el proceso, el resto se incuba en
estufa a 37° C durante 2, 4, 6 y 8 horas,
al cabo de las cuales se extrae 0,1 ml del
incubado correspondiente y se diluye con
3,9 ml de tampon tris acetato 0,1 M
pH 7,4, conteniendo un 0,5 % de lisozi-
ma. Esta dilution se conserva a 0° C has
ta la medida por radioinmunoanalisis, de
la angiotensina I que contiene.

Obtendon de renina. La renina se ex
trae de rinon de rata segun la tecnica de
Hass et d. (3) y purificada por precipita
tion con sulfato amonico al 60 % de sa
turation y filtration del precipitado en
Sephadex G-100 (4). La actividad de re
nina en las fracciones obtenidas se mide
incubando alicuotas del filtrado con plas

ma de rata y midiendo la angiotensina 1
generada en las mismas.

Obtendon de substrata de renina. Se
utiliza plasma de rata nefrectomizada de
48 horas (6) dializado frente a tampon
fosfato conteniendo EDTA-Na, (10) y
posteriormente liofilizado. Esta prepara-
cion no presenta actividad de renina, me
dida como angiotensina I, cuando se in
cuba durante 24 horas a 37° C.

Radioinmunoanalisis de angiotensina I.
Se utiliza el metodo de Haber et al. (2).
Antisuero obtenido en conejos frente a
lleu-5-angiotensina I, Heu-5-angiotensina 1
marcada con I12i con una actividad espe-
cifica de 500 mC/mg, e Ileu-5-angiotensi-
na I, son cedidos por CEA-IRE-SORIN.

A tubos de vidrio siliconados y mante-
nidos en bano de hielo se anaden las si-
guientes soluciones: 50 /zl de la muestra
problema o una solution estandar de an
giotensina I, 50 /d de solution trazadora,
correspondiente a 25 pg de angiotensina I
marcada y 50 /xl de antisuero diluido has
ta conseguir un B/F = 1. El volumen se
completa hasta 1 ml con tampon tris ace
tato 0,1 N a pH 7,4 conteniendo 0,5 % de
lisozima. Los tubos se agitan en vortex y
se incuban 24 horas a 4° C.

La separation de la angiotensina I libre
de la unida al anticuerpo se realiza por
adsorcion de la ultima en charcoal dextra-
no T-70 (0,1 ml de una suspension al 3 %
por tubo). Tras 10 minutos de reposo se
centrifuga durante 5 minutos a 2.000 rpm.
El sobrenadante se recoge mididndose la
radiactividad contenida.

La concentration de angiotensina I en
las muestras se determina por referencia
a una curva estandar preparada al efecto.

Medida de la velocidad initial de reac
tion. Este parametro se obtiene a partir
de la angiotensina I generada a las cua-
tro horas de incubation de la muestra pro
blema, tras restarle el valor basal. Dicha
velocidad se expresa en ng/ml/h de angio
tensina I generada.
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Resultados

La figura 1 muestra la influencia del
tiempo de reaction en la generation de
angiotensina I. En ella se representan los
valores medios con sus desviaciones est&n-
dar de angiotensina I generada, obtenidos
durante la incubation de plasma normal
de rata (a), plasma de rata al que se ana-
den 100 mg de plasma de rata nefrecto-
mizada liofilizado (b) y plasma de rata al
que se anaden 0,5 ml de la preparation
de renina (c). En este ultimo caso y dada
la elevada velocidad de reaction que se
obtienen, se expresan tambien los valores
de angiotensina I generada a los 30 minu-
tos y en la primera hora de incubation.

La figura 2 expresa el efecto del aumen-
to de la concentration de substrato de re
nina en la velocidad inicial de reaction,
cuando se incuba una misma muestra
plasmatica con 20, 40 y 80 mg del liofili
zado de plasma de rata nefrectomizada.
Al representar gr^ficamente los valores

Fig. 1. Efecto del tiempo en la generation
de angiotensina I, durante la incubation de
plasma de rata normal (a), plasma de rata
con substrato anadldo (b) y con renina aiia-

dida (cj
Las barras verticales representan la desviacidn
est&ndar. N indica el ntlmero de plasmas estu-

diados en cada grupo.

Fig. 2. Representation grafica de Uneweaver-
Burk que muestra el efecto del aumento de
la concentration de substrato en la velocidad

de reaction.
V es la velocidad de reaccion y S la cantidad

de substrato ahadida a la muestra.

inverses de velocidad de reaccion en orde-
nadas, frente a los correspondientes valo
res inverses de substrato anadido segun el
metodo de Lineweaver y Burk, se ob-
tiene una linea recta.

Discusion

En la incubation de plasma normal de
rata se observa que la generation de an
giotensina I no es constante a lo largo del
tiempo de incubation (fig. la). Este des-
censo en la velocidad de reaccion puede
deberse al agotamiento progresivo del
substrato inicial, ya que al incubar la
misma muestra plasmatica a la que pre-
viamente se anaden 100 mg de la prepa
ration de substrato dcscrita, la velocidad
de reaccion muestra un incremento lineal
con respecto al tiempo por encima de seis
horas de incubation (fig. lb).

Por otra parte, cuando se incuba plas
ma de rata al que se anade 0,5 ml de la
preparation de renina dcscrita con cl fin
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de obtener una elevada velocidad de reac
tion, se observa la aparicion de un plateau
en la generacion de angiotensina I a partir
de las 4-6 horas de incubation (fig. 1c).

Al estudiar el efecto del aumento de la
concentration de substrato sobre la velo
cidad de reaction, se obtiene un incremen-
to en la velocidad inicial, proporcional a
la cantidad de substrato anadido. Al re-
presentar los valores inverses de veloci
dad inicial de reaction frente a los corres-
pondientes valores inverses de substrato
anadido, se obtiene una linea recta en to-
dos los casos estudiados (fig. 2).

Estos resultados muestran que, bajo las
condiciones de experimentation descritas
y para las concentraciones de renina y
substrato presentes en un plasma normal,
la reaction enzimdtica muestra una cine-
tica de primer orden con respecto al subs
trato, confirmando hallazgos previos reali-
zados en diversas especies animales, in-
cluido el hombre (6, 7, 8).

Este comportamiento cinetico explica
la necesidad de una determination simul-
lanea de las concentraciones de renina y
substrato para la evaluation del sistema
renina-angiotensina, quedando reservada
la medida de los niveles de renina en una
muestra problema en funcion de la veloci
dad de reaction obtenida en la incubation
de la misma (Actividad Plasmatica de Re
nina o APR), en aquellas situaciones don-
de el hallazgo de una cinetica de orden
cero para esta reaction enzimatica es ha
bitual.

Resumen

Se estudian algunos de los aspectos principa
ls relacionados con la cinetica de la reaction
enzimatica renina-angiotensinogeno, con el fin
de analizar los factores que definen la veloci
dad de formation de angiotensina I.

En la incubation de plasma normal de rata,
la velocidad de formation de angiotensina 1
decrece a lo largo del tiempo de incubacidn.
Sin embargo, al incubar una muestra plasm&ti-
ca con substrato anadido, la velocidad de reac
tion muestra un incremento lineal con respecto
al tiempo por encima de 6 horas. Cuando se
incuba plasma de rata al que se anade previa-
mente renina, se observa la aparicidn de un
plateau en la gencracidn de angiotensina I ha-
cia las 4-6 horas de incubaci6n.

Por otra parte, al incubar plasma de rata
con cantidades crecientes de substrato, se ob
serva un incremento en la velocidad inicial de
reacci6n proporcional a la cantidad de substra
to anadida.

Bajo las condiciones experimentales utiliza-
das, la reaccidn entre renina y substrato end6-
geno en plasma de rata normal muestra una
cindtica de primer orden con respecto al subs
trato.
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