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1
INTRODUCCION

1. EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

E1 sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) es un sistema hormonal que
juega un papel central en el balance de 1iquidos y electrSlites y de la presion
arterial. Participa de manera importante en algunos tipos de hipertensién lo cual,
desde el punto de vista clinico, ha estimulado el interés por conocer la estructu-
ra, localizacidén, regulacidn de sintesis y secrecidn, asi como el mecanismo de ac-
cidén de cada uno de sus componentes (Fig. 1)

Su estudio se inicid desde el descubrimiento de 1a renina en 1898 por Tigers-
ted y Bergman (1), quienes demostraron que cuando se administraban extractos de
rifidn de conejo intravenosamente a conejos, se producian elevaciones repentinas y
prolongadas de 1a presidn sanguinea. Debido a que en el tejido renal habia una
gran cantidad de renina, se pensd que esta era el agente causal de la hipertensidn.
Sin embargo no fue hasta después del trabajo de Goldblatt en 1934, que se dieron
cuenta de la importancia real delsistema. Goldblatt descubrié que al colocar una
pinza de plata de calibre controlado en ambas arterias renales {dos pinzas-dos ri-
fiones) o bien solo en una arteria (una pinza-dos rifiones) se producia una reduccidn
moderada del flujo sanguineo y se desarrollaba una forma de hipertensién arterial
persistente que se parecia a la forma humana de la enfermedad. Posteriormente Gold-
blatt demostré que en 1a hipertensién experimental producida de esta manera no par-
ticipaba el sistema nervioso, ya que no se podia evitar por la simpatectomia comple-
ta, destruccidn de la médula espinal o con el transplante del rifidn isquémico dener-
vado. Por Gltimo, Goldblatt et ai. demostraron que la hipertension desaparecia si se
ligaban las venas renales y muriendo el animal poco después por uremia aguda. Todo
esto sugeria que este tipo de hipertensién era causado por un agente humoral que
obviamente era 1iberado por el rifidn isquémico. Estos trabajos cldsicos condujeron
a la bilsqueda inmediata de este agente humoral responsable de la elevacidn de la
presién, redescubriéndose asi a la renina descrita mucho tiempo antes (2).

En 1938 Friedman et al. encontraron que la renina no causaba vasoconstriccidn
en la cola de perro aislada y perfundida. Dos afios después, Page y Helmer, en los
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FIGURA 1. 'RELACIONES BIOQUIMICAS DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA.



Estados Unidos y Braun-Menéndez y su grupo, en Argentina, demostraron que la renina
era una enzima que actuaba sobre un sustrato en el plasma para producir un peptido
estable al calor y dializable, que tenia propiedades vasconstrictoras y un efecto
presor corto pero potente. Este fue el primer paso en la elucidacidn del SRAA tal
como 1o conocemos hoy (Fig. 2).

Braun-Menéndez y su grupo nombraron a su peptido vasopresor hipertensina y al
sustrato del cual se formaba hipertensindgeno, mientras que Page y Helmer usaron el
términoc angiotonina para el péptido,v para el sustrato, sustrato de renina. Varios
afios después, cuando se supo que eran exactamente la misma sustancia, acordaron es-
tos dos grupos en una reunidn en 1961 en la Universidad de Michigan, llamaralo an-
giotensina {nombre hibrido de angiotonina e hipertensina) y al sustrato angictensi-
négeno (1).

Por medio de dos experimentcs se probd que 1a renina y la angiotensina eran
verdaderos mediadores de la hipertensidn en humanos y de la hipertensidn experine-
tal en animales (2) :

1. Se encontrd que 105 niveles de angiotensina en sangre de los pacientes con
hipertensidn maligna estaban elevados 20 veces sobre el valor normal. Los niveles
de angiotensina eran medidos en un extracto purificado a partir de la sangre de pa-
cientes, por su actividad vasopresora en ratas.

2. La presi6n sanguinea en perros con hipertensidn experimental pudo disminu=-
irse a los valores normales por inmunizacién con extractos de rifion de cerdo, los
cuales contenian renina.

En 1954 se obtuvo 1a primera preparacién pura de angiotensina por Soffer et al.
(2). Esto se consiguid por la incubacidn in vitro de renina cruda preparada a par-
tir de rifi6n de cerdo, con sustrato de renina crudo obtenido de plasma de caballo.
Pronto se obtuvo su composicidn y secuencia de aminodcidos (aa). La secuencia de aa
de angiotensina I (A 1) de varias especies se muestra en la Fig. 3 (3). Nitese que
los aa que cambian en las diferentes especies son el 1,5 y 9. El procedimiento para
la preparacién de angiotensindgeno usado para la incubacién con renina cruda con €l
objeto de preparar angiotensina in vitro, involucraba la precipitacién con sulfato
de amonio, seguido por didlisis contra agua destilada; pero en una ocasidn, por ra-
zones desconocidas, se djalizé contra cloruro de sodic 0.15 M en lugar de agua des-
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1 2 3 4 oeg 6 7 8 9 i0 n 12 13 ° 14
ASP - ARG. - VAL - TIR ~ ILE-~ HIS - PRO - PHE - HIS -L5U - LEU - VAL - TIR - SER - R

» RENINA

ASP ARG - VAL = TIR'- ILE - HIS - PRO - PHE - HIS - LEU - (AI)

. AMINOPEPT I DASAS ENZIMA CONVERT{DORA
ARG - VAL - TIR - ILE - HIS - PRD - PHE - HIS -LEU ASP - ARG - VAL - TIR -~ ILE ~ HIS - PRO - PHE
( [des - Asp] AI) y ( AIL )
ENZIMA CONVERTIDORA AMINGPEPTIDASAS

' ARG -~ VAL - TIR - ILE - HIS - PRO - PHE

( AIIT)

AMINOPEPTIDASAS DIPEPTIDILAMINOPEPTIDASA (S)

ENDOPEPTIDASAS CARBOXIPEPTIDASA (S)

\ FRAGMENTOS/

INACTIVOS FIGURA 2




ESTRUCTURA DE ANGIOTENSINA 1
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tilada. Sorprendentemente el producto de la incubacidn, aunque presentaba la misma
actividad vasopresora en ratas, tenia propiedades quimicas muy diferentes. E1 pép-
tido recién descubierto podia formarse a partir de la Al por la incubacién con
sustrato de renina crudo de caballo en presencia de cloruro de sodio. De esta forma
casual se descubrid, que una enzima, con actividad dependiente de cloro, que se nom-
bré enzima convertidora de angiotensina I (ECA), estaba presente en @1 plasma y con-
vertia el producto inicial de 1a reaccién, Al, en angiotensina II (AI1) (2).

En resitmen, el funcionamiento del SRAA es el siguiente (Fig. 1,2 y 3a)

1. E1 higado produce el sustrato de renina ilamado angiotensinégeno y 1o libera
al plasma. Este es una glucoproteina con un peso molecular (PM) de alrededor de
58,000 daltones (d) pero el PM sin los residuos de carbohidratos y calculado a par-
tir de su secuencia de aa es de 49,548 d. (4).

2. La renina actla hidroliticamente sobre el angiotensindgeno para liberar, a
partir de su extremo amino, la Al. La renina es una enzima producida principalmente
por las células yuxtaglomerulares del rifidn y se 1ibera a la circulacidn general por
las venas renales. E1 decapéptido Al no tiene actividad vasopresora directa.

3. La ECA,que se encuentra principalmente en el pulmin,hidroliza a su sustrato
AI en el plasma, liberando los dos aa de su extremo carbexiio. Como resultado de la
actividad de la ECA se forma el octapéptido AII . Las acciones fisioldgicas de AIl
son: 2) Su potente efecto vasopresor, es la sustancia vasopresora mas potente que
se conoce {50 veces mayor al de la norepinefrina), durante mucho tiempo se pensd
que esta era su dnica funcidn. b) estimula la secrecifn de aldosterona; esta hormona
esteroide promueve la reabsorcidn tubular de sodic y agua por lo que presenta efec-
tos importante en el balance de estos; como comsecuencia aumenta el volumen sangui-
neo. Estas dos acciones fisioldgicas de la AII son las principales reguiadoras de
la presidn sanguinea (Fig. 3a). c) Aumenta la secrecidén de catecolaminas de las
gtindulas suprarrenalesy facilita la transmisidn adrenérgica. d) Actda directamente
en el cerebro para incrementar la presidn sanguinea mediante el sistema nervioso
simpatico y parasimpdtico, para producir sed y estimular la secrecién de vasopresina
y ACTH. e) Inhibe la secrecién de renina y estimula la secrecidn de angiotensindgeno.

La AIT tiene una vida media muy corta (aproximadamente 30 segundos) y su pro-
duccién continua depende de la presencia de sustrato de renina. Sin embargo, la con-
centracién de angiotensindgenc en sangre, generalmente es constante para cada es-
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pecie (Tabla I) (5), y de hecho es la cantidad de renina circulante la Timitante
principal en la produccidn de AIl in vivo. A pesar de que la renina tiene una vida
media mucho mas larga en circulacién {de 4 a 15 minutos), se requiere de un estf-.
mulo constante para la secrecidn de esta enzima.

TABLA 1. CONCENTRACION DE ANGIOTENSINOGENO EN DIFERENTES ESPECIES DE MAMIFEROS

ESPECIE ANGIOTENSINOGEND QpM)
Hombre 0.8 - 1.0
Borrego 0.4

Rata 0.3 - 0.5

Conego 0.5 - 0.7

La AIIl es producida por accidn de la angiotensinasa A sobre la AIl (Fig. 2).
Esta enzima hidroliza el extremo amino (Asp) de la AIl para formar el heptapéptido
correspondiente, el cual también estimula la secrecidn de aldosterona, pero tiene
un efecto presor menor. Como angiotensinasas se conocen colectivamente a un grupo
de enzimas hidroliticas (aminopeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas) que
degradan a las angiotensinas a sus correspondientes aa.

La renina modifica importantemente la actividad del sistema, En la actualidad
se han descrito al menos cinco mecanismos fisioldgicos que regulan la secrecibn de
renina en el rifién: a) Un barorreceptor d4ntrarrenal que responde a cambios en la pre
sifn sanguinea, b) la cantidad del i6n sodio {0 posiblemente cloruro) que pasa por
el segmento de mdcula densa del tdbulo distal renal, c) el sistema nervioso simpd-
tico' y las catecolaminas circulantes, d) otros factores hormonales {e.g. AII, pros-
taglandinas, esteroides) y e) otros electrdlitos plasmiatices (calcio, potasio, etc.)

(6).

En Tos G1timos afios se han producido avances notables en el conecimiento de la
bioquimica y fisiologia del SRAA. Entre estos avances estdn: la purificacidn de re-
nina (7), angiotensindgeno (8) y ECA (9-12), la obtencidn de la secuencia de aa de
renina (13-15), angiotensindgeno (4) y 1a secuencia parcial de aa de 1a ECA (16,17);

el desarrollo de potentes inhibidores de la ECA que han tenido ap1icéci6n clinica
"'(18-21), el desarrollo. de antagonistaé de A1l (22), el estudio del mecanismo intra-
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celular de 1a secrecidn de renina (26), ademds de que también se ha hecho un amplio
estudio a nivel filogenético (3). Con todo esto se ha comprendido mucho mis la fisio-
16gia del SRAA, pero es claro que es mis complejo de 1o que se crey§ en un principio
y se requiere de mucha mds investigacién al respecto.

2. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA I

La ECA Tibera 1os aa C terminales de una enorme variedad de sustrato sintéticos
as como de los sustratos fisioldgicoes Al y bradicinina (Fig. 3b). La enzima fue des-
cubierta accidentalmente en plasma de caballo por Skeggs et al. en 1950 (2), como ya
se describid anteriormente. Por otra parte Erdbs et al. {27) encontraron que una en-
zima presente en la fraccidn microsomal del homogenizado de rifdn de cerdo asi como
en una fraccion de globulina del plasma humano inactivaba a la bradicinina al liberar
al péptido Fen-Arg tambi&n del extremo carboxilo; inicialmente esta enzima fue 1Vama-
da cininasa II. Entonces, por una parte el péptido presor mds potente, AIl, era pro-
ducido por la remocidn enzimdtica de un dipéptido de la Al por 1a accién de la ECA,

y el agente hipotensivo bradicinina, era inactivado por l1a liberacidn de un dipéptido
C terminal mediante 1a cininasa II. Posteriormente se demostrd que en realidad se
trababa de la misma enzima con ambas actividades. Esto se demostrd, primero por
cromatografia y después por un bioensayo con una enzima parcialmente purificada. Las
pruebas adicionales de que 1a ECA y 1a cininasa Il eran 1a misma proteina se obtuvie-
ron cuando estas fueron totalmente purificadas y se dispuso de sustratos peptidicos
sintéticos, inhibidores especificos y anticuerpos contra la enzima (27).

Su clasificacidn segiin la Enzyme Comission es E.C. 3.4.15.1, es decir, pertene-
ce al grupo de las hidrolasas, ya que cataliza 1a ruptura hidrolitica de un emlace
("3"); es una péptido hidrolasa porque actia sobre un enlace peptidico (“4"); libera
un péptido de un polipéptido, por lo que se clasifica como una peptidil-dipéptido-
hidrolasa ("15"), y por cortar el extremo C terminal de sus sustratos se considera una
dipeptidil carboxipeptidasa; y su nimero progresivo es el "1" (28).

La ECA tanto de tejidos como de plasma presenta dependencia de iones cloruro.
E1 requerimiento de cloro cambia con el sustrato usado, por ejemplo, 1a hidrélisis de
7a AI se 1leva a cabo solo en presencia de cloro, pero este no es indispensable.para
1a hidrélisis de 1a bradicinina. Algunos autores reportan concentraciones &ptimas pa-
-. ra la ECA de diferentes especies {29); por ejemplo 800 mM para perro, 600 mM para
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mono y humano y de 300 mM en tejido de conejo (29). En 1972, Cushman y Cheung
(29) reportaron una concentracidn 6ptima de cloro de 300 mM para tejido de conejo.
La concentracidn optima de cloro para ta ECA de pulmdn de rata segin Hayakari es
de 600 mM {30). Estos estudios fueron hechos usando como sustrato sintético el hi-
purato de histidil-leucina (HHL)} (29,30).

El pH 6ptime para liberar dcido hipirico (AH) a partir de HHL es de aproximada-
mente 8 para homogenados de tejidos arteriales de perro, meno, humano y conejo,
segin Miyasaki et al. (29), 1o cual concuerda con el 8.3 obtenido para pulmén de
conejo por Cushman y Cheung (31), el 8.0 para células endoteiiales de aorta y pulmén
de perro reportados por Oddi y Junod (29), el 8.3 para suero de humano reportado

por Hurst y Lovell-Smith (32) y 8.3 para pulmdn de rata reportado por Hyakari et
al. (30).

La ECA es una metaloenzima que contiene Zr'y aunque también el C’%estimula la
actividad de la enzima usando como sustrato HHL. En un experimento en donde se quité
el Z#*(BB) de la enzima se vid que sin &ste, la actividad es totalmente nula; cuando
se adicionz M3 Z@y €8 1a actividad se restablece un 40, 100 y 160% del nivel ori-
ginal respectivamente. Este experimento se realiz6 en una fraccién cruda de Ta ECA
de pulmdn de conejo. Mds adn, las enzimas nativas puras de conejo y perro ensayadas
con HHL son estimuladas por C§'e inhibidas por Mi'y cada uno de estos efectos es
reversible por la adicidn de Zﬁ*a las mezclas de reaccibn, el cual, por si mismo no
altera la reaccidn. Sin embargo se han obtenido resultados diferentes utilizando o-
tros sustratos para la enzima, por ejemple, furanocrinoii-fenil-lisil-lisina, con el
cual adicionando Zﬁf Cg*y Mﬁ?fse va de un 100 a un 55 y hasta un 25% de actividad
respectivamente. La sustitucidn de este dtomo de Z#ﬁbor cdintroduce una prueba para-
magnética en el sitio activo y debe, por 1o tanto, proporcionar una nueva dimension
para examinar el mecanismo de catdlisis (33).

2.1 ESTRUCTURA

La enzima purificada muestra una sola banda de proteina después de la electrofo-
resis en gel de poliacriiamida bajo condiciones desnaturalizantes y con DSS al 0.1%,
de donde se concluye que la enzima estd constituida por una sola cadena polipeptidica}
Se sabe que las actividades para la hidrGlisis tanto de HHL como de Al y bradicinina
residen en esta proteina, ya que se ha mostrade que son coeluidas de 1a banda del gel
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en el cual estdn presentes (34). Los residucs de aa aromdticos representan el 11.9%
del total de los residuos de aa que componen a la ECA; este es un valor 45% mayor

que el promedio derivado de un gran nimero de proteinas Ssecuenciadas. La fraccién de
residuos hidrofdbicos calculados segin Heller es del 44%, mientras que la relacidn
#2 residuos polares a residuos no polares es del 1.2%. Estos datos indican que la
er.zima unida a las membranas posee una hidrofobicidad alta (34). La enzima de humanos
parece ser mds hidrofdbica que la variedad animal (35). Los valores de pl reportados

para la ECA pura de varias fuentes (33) son muy parecidos como se puede apreciar en
Ta tabla II.

TABLA I1. VALORES DE pl PARA LA ECA DE VARIAS FUENTES (33)

FUENTE pI

PULMON DE CERDO 4.3

PULMON DE CONEJO 4.75
PULMON DE BOVINO 4.48 - 4.53
RIRON DE CERDO 5.2

RINON DE BOVINO 4,45
PLASMA HUMANO 4.6

Los residuos de aziicares constituyen aproximadamente el 26% del peso total de
1a protefna. La composicién de aa y aziicares de 1a ECA de pulmdn de conejo se muestra
en la tabla III (34).

Probablemente 1a ECA es upa peptidasa transmembranal con un anc]arpeptfdica
hidrofdbica insertada dentro de 1a bicapa 1ipidica de la membrana plasmatica. La ECA
extraida de 1a membrana renal con detergente tiene una movilidad relativa ligeramen.
te mayor que la enzima purificada del rifion después de tratarla con tripsina. La ECA
extraida de cultivos de células endoteliales humanas con detergentes también presenta
una movilidad relativa ligeramente mayor que la enzima renal purificada. La diferencia
entre 1a movilidad relativa de las formas solubilizadas con detergentes y con tripsina
de la enzima purificada es de menos de 10,000 d., y es bastante probable que se deba a
1a remocidn del péptido ancla por la tripsina (35). Debido a que gran parte de la enzi-
ma estd unida a la membrana se usan detergentes y solventes orgdnicos para extraerla
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TABLA 111 COMPOSICION DE AA Y CARBOMIDRATOS DE LA ECA DE PULMON DE CONEJO.

AA O CARBOHIDRATO

LISINA
HISTIDINA
ARGININA

ACIDO ASPARTICO
TREONINA
SERINA

ACIDO GLUTAMICO
PROLINA
GLICINA
ALANINA
CISTEINA
VALINA
METIONINA
ISCLEUCINA
LEUCINA
TIROSINA
FENILALANINA
TRIPTOFANO

TOTAL

FUCOSA
MANOSA
GALACTOSA

N-ACETIL-GLUCOSAMINA
ACIDO N-ACETIL-NEURAMINICO

TOTAL

Mg POR mg DE PROTEINA

38.1
30.1
55.6
83.7
33.1
35.8
95.8
41.0
22.7
42.7
11.7
41.0
28.5
31.9
80.5
51.6
48.4
35.9

808

4.8
58.4
78.3
91.0
46.6

279

RESIDUOS POR MOL DE ENZIMA

35
26
42
86
38
49
88
50
47
71
13
49
26
33
84
38
39
23

837

43
57
53
19
176

de “homogenados crudos, estos mEtodos de extraccidn asi como el alto contenido de

carbohidratos, pueden contribuir a las discrepancias tan grandes de PM reportadas,
que van de 129,000 a 480,000 d (27),

La enzima presenta un espectro tipico de una proteina en el rango UV, con una



14

absorcion mixima a 280 nm y minima a 250 nm. Una solucidn que contiene 1 mg de la
enzima por ml tiene una D.0. de 0.78, 1.10 y 1.96 a 230, 260 y 280 nm respectivamen-
te. Este G1timo valor probablemente refleja el alto contenido de residuos de Trp en
la proteina. Se deduce de la B.0. a 280 nm que el coeficiente de extincién molar de
1a enzima a esta Tongitud de onda es 2.3 X 105. La enzima no absorbe en la regidn
visible a una concentracion de 1 mg/ml (34).

La especificidad de 1a ECA es conferida por los sitios de unidn del sustrato.
Algunos investigadores han indicado que la naturaleza de 1os aa a cada lado del gru-
po carbonilo escindido son particularmente importantes y determinan la fuerza de u-
nidn del péptido y el grado de especificidad del sustrato. Otros autores han propues-
to que el sitio activo de la ECA es una extensa hendidura lineal que puede acomodar
un polipéptido hasta con un miximo de 10 residuos de aa (36).

Los grupos funcionales cataliticamente esenciales en el sitio activo de 1a ECA
incluyen los aa Arg, Tir, Lis ¥ Glu y el complejo del ién ZR’KFig. 4). Un pequefio
peptido que contiene el residuo de Glu del sitio activo se ha aislado y su secuencia
se muestra en la Fig. 5, 1a cual se compara con las secuencias de aa correspondientes
de la carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B y termolisina (otras proteasas dependien-
tes de Zn) en las cuales el papel catalitico del Glu estd apoyado por informacidn
del andlisis de rayos X. Hay una homolegia en las secuencias de aa con las protea-
sas de mamiferos que dependen de Zn en 5 de los primeros 8 residucs. Solo dos de
los primeros 8 rasiduos son homdlogos con la termolisina, una proteasa bacteriana
dependiente de Zn. Cuando las secuencias se arreglan para un alineamiento miximo, es
evidente que 1a ‘ECA muestra solo una delecidn {(Fen) en el lado amino del residuo
Glu catalitico. La secuencia Glu-Leu es comin en cada una de las proteasas dependien-
tes de Zn, y en las secuencias de las proteasas de mami{feros uno o dos residuos de
Phe preceden al Glu catalitico. Estos aa hidrofdbicos pueden contribuir al medio am-
biente no polar de estas enzimas duvante la catdlisis (16).

Aln no hay informacidn sobre qué residuos de aa funcionan como ligadores del i6n
In de la ECA o si este estd presente en un estado pentacoordinado como se ha demostra-
do recientemente para la carboxipeptidasa A {37). Asi como en esta enzima, el ién de
Zn de 1a ECA no juega ningin papel en la unidn del sustrato, pero aparentemente estd
involucrado en #a ruptura del enlace amida escindido por la polarizacidn del grupo
carbonilo y de la amida y asi Yacilitando el ataque nucleofflico del carboxilato glu-
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absorcion mdxima a 280 nm y minima a 250 nm. Una solucidn que contiene 1 mg de la
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incluyen los aa Arg, Tir, Lis y Glu y el complejo del idn Z;’kFig. 4}. Un pequefio
peptido que contiene el residuo de Glu del sitio activo se ha aislado y su secuencia
se muestra en la Fig. 5, la cual se compara con las secuencias de aa correspondientes
de Ta car?QgipeptidasavA, carboxipeptidasa B y termolisina (otras proteasas dependien-
tes de Zn) en las cuales el papel catalitico del Glu estd apoyado por informacidn
del analisis de rayos X. Hay una homologia en las secuencias de aa con las protea-
sas de mamiferos que dependen de Zn en 5 de los primeros 8 residuos. Solo dos de
Tos primeros 8 residucs son homdlogos con la termolisina, una proteasa bacteriana
dependiente de Zn. Cuando las secuencias se arreglan para un alineamiento maximo, es
evidente que la ECA muestra solo una delecién (Fen) en el lado amino del residuc
Glu catalitico. La secuencia Glu-Leu es comin en cada una de las proteasas dependien-
tes de Zn, y en las secuencias de las proteasas de mamiferos uno o dos residuos de
Phe preceden al Glu catalitico. Estos aa hidrofébicos pueden contribuir al medio am-
biente no polar de estas enzimas durante la catdlisis (16).

Alin no hay informacidn sobre que residuos de aa funcionan como ligadores del idn
Zn de la ECA o si €ste estd presente en un estado pentacoordinado como se ha demostra-
do recientemente para la carboxipeptidasa A (37). Asi como en esta enzima, el idn de
Zn de 1a ECA no juega ningin papel en 1a union del sustrato, pero aparentemente esta
invotucrado en 1a ruptura del enlace amida escindido por la polarizacidn del grupo
carbonilo y de la amida y asi facilitando el atague nucleofilico del carboxilato glu-




INTERACCIONES DE UNION

HN-
S, Sql 2’ (o]
! /= — U N/ my H2N7TZSNHz
H O T\ O T\H o e
H 2 A s s T H H
R A - i
PR i R E i Ry £
o i '1 H '1 o i '2 i
it H H I H o)
—C—N—CH—ﬁ—N—CH — N—CH—CO,
sH
~C02 i S NHa ScHp
Hy ~CH, @ HZG‘}CH:
/ CHa cH,
-:Zni-'"

' INTERACCIONES CATALITICAS

FIGURA 4 ESQUEMA HIPQTETICO DEL MECANISMO DE ACCION DE LA ECA (37)

TERMOLISINA ALA HIS’GLU LEU 'THR HIS ALA VAL THR ASP TIR THR

CARBOXIPEPTIDASA A |PHE THR PHE GLU LEU ARG ASP | THR [GLI ARG THR GLI PHE

CARBOXIPEPTIDASA B THR PHE GLU LEU ARG ASP| LIS {GLI ARG THR GLI = PHE

ECA IPHE THR GLU LEU!ALA]ASP SER GLU SER VAL VAL LEU

FIGURA 5. SECUENCIAS DE AMINOACIDOS QUE GONTIENEN AL SITIO ACTIVO DE VARIAS PROTEASAS
QUE DEPENDEN DE Zn.




16

tamico (Fig. 4). Los residuos de Arg y Lis presentes en e} sitio activo de la ECA pro-
bablemente se requieren para 1a unidn del sustrato. Lo mds factible es que .la Arg se
requiera para la 1nterécc16n iGnica con el grupo C terminal del sustrato como se ha
demostrado claramente para la carboxipeptidasa A en estudios cristalograficos. La Lis
debe estar involucrada en el mecanismo de activacién del idn C1. E1 C1”y otros anio-
nes monovalentes aumentan la actividad hasta un grado limite que varia de acuerdo a

la estructura del sustrato y al pH (37).

2.2 LOCALIZACION Y DISTRIBUCION

En un principio se pensd que el sitio de conversidn de AI en AlIl era el plasma y
posterijormente el endotelio vascular del pulmén. Despuds se observd que otros tejidos
también podian convertir Al. En experimentos en donde péptidos marcados se pasan a
través de la circulaciégn pulmonar en ratas o perros, alrededor de la mitad de una do-
sis dada es convertida en AIl al pasar solo una vez por el pulmdn. Ryan et al. esti-
maron que se producia de un 15 a un 20% de All después de perfundir Al a través del
pulmdén de rata. En rata y cobayo las inyecciones de AI intravenosas e intrarteriales
tienen efectos presores cercanamente equipotentes,lo cual indica 1a existencia de si-
tios de conversidn de Al diferentes a los del lecho vascular pulmonar (27).

En contraste, la bradicinina que tiene una vida media mé&s corta en sangre que la
‘AT 6 AIl es casi completamente inactivada en la circulacidén pulmonar. En el hombre,
durante la cateterizacidn cardfaca, se ha visto de un 20 a un 40% de conversidn de Al
en sujetos normales. Si las concentraciones de renina y Al en sangre venosa y arterial
son similares, entonces 1os lechos vasculares extrapulmonares son de obvia importancia
en la conversidn del péptido en circulacidn. Dicha conversidn periférica y una dosis
dada de Al se ha observado tanto en nifios como en adultos y en varias especies de ani-
males de laboratorio. Debido a que algunos de estos lechos vasculares estdn en Grganos
blanco de l1a AII, el octapéptido generado en estas mismas dreas no regresa a la cir-
culacidn, sino que es metabolizado ahi mismo. Esto se aplica tanto para las glandulas sy
prarrenales, como para el riidn. En contraste, el pulmén 1ibera el producto de la con-
versién, AII, a la circulacidén arterial. La concentracién de la enzima en el endotelio
vascular puede variar, es bastante alte en 1a arteria pulmonar mientras que es muy
pequefia en los glomérulos renales aislados (27).

En el pulmdn, las células de ia superficie del endotelio vascular son ricas en
ECA y esta puede localizarse en las vesiculas pinociticas de Jas células endoteliales.
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M&s alin, las c&lulas endoteliales vasculares aisladas del conejo presentan alguna ac-
tividad enzimitica (27).

Las c@lulas humanas endoteliales de la vena umbilical que crecen en cultivo de te-
jidos son una fuente adicional de la enzima. La ECA en la superficie de las células in-
tactas puede convertir la Al o inactivar la bradicinina. E1 endotelio vascular en el
pulmén no es la {Gnica fuente de ECA., Los nddulos 1infdticos de los pulmones de pacientes
que padecen sarcoidosis contienen mis ECA que los ndédulos linfiticos normales. Proba-
btemente aqui las célulasepiteliales sintetizan la enzima y esto 1leva a un nivel ele-
vado en plasma (27).

La concentracidén de ECA en plasma varia de especie a especie, por ejemplo, el
plasma de cobayo tiene el nivel mds alto de ECA de los animales estudiados y el plasma
de perro presenta s6lo trazas de €sta. E1 origen de la enzima plasmitica no estd esta-
blecido definitivamente. Como ya se dijo, hay estudios recientes que muestran una acti-
vidad mds alta que 1a normal en plasma de pacientes con sarcoidosis indicando que esta
puede ser generada por el pulmdn. Debido a que la linfa renal contiene gran cantidad
de ECA, €s5ta también puede ser iiberada por el rifién. La histamina, liberadores de his-
tamina y el choque anafildctico pueden l1iberar ECA del pulmén perfundido y libre de
‘sangreé, indicando que el dafio al pulmén puede dar por resultado la pérdida de la acti-
vidad enzimdtica {38). Las té&cnicas de inmunofluorescencia han mostrado que la ECA se
localiza en las membranas celulares del endotelio vascular hacia el lumen del vaso. Las
células endoteliales vasculares en cultivo presentan altos niveles de ECA y liberan 1a
enzima al medio de cultivo en grandes cantidades, apoyando esto la idea de que el endo-
telio vascular puede ser otra fuente de ECA plasmdtica (5).

La ECA se encuentra en los lechos vasculares de virtualmente todos los drganos.

L.a conclusidn de que los pulmones sonel sitio mds importante para la generacion de AII

circulante puede relacionarse con el contenido relativamente alto de ECA en el pulmdn,

1o cual probablemente refleja i1a magnitud de su lecho vascular y su ltocalizaci6n estra-
tégica ya que recibe toda la sangre venosa que sale del corazbn, y, tal vez lo mds im-

portante, es el hecho de que la AIl permanece como tal después del paso a través de la

circulacidn pulmonar sin ninguna extraccion, y esto puede deberse a que el lecho vascu-
Jar pulmonar es deficiente en receptores de AII.

Las células renales de origen epitelial también presentan una alta concentracién
de ECA. Utilizando anticuerpos fluorescentes contra ECA, esta puede encontrarse a lo
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largo de la nefrona, pero especialmente concentrada en las c¢é&lulas de los tiibulos proxi-

males en el cerdo y en el conejo, Cuando se aisld el borde en cepillo de los tibuios
proximales por centrifugacidn diferencial, se vid que la actividad especifica relativa
de ECA es 10 veces mayor que en el homogenado crudo de la corteza renal. La microfoto-
grafia electrdnica de barrido de las fracciones aisladas muestra una enorme superficie
del borde en cepillo en donde se Tocaliza la enzima. La misma preparacién también pre-
senta una actividad muy alta de angiotensinasa (probablemente angiotensinasa A). Por

To tanto, la Al y 1a bradicinina que escapan a la degradacién en la superficie endo-
telial de la arteria renal pueden ser filtradas por el glomérulo e hidrolizadas en el
borde en cepillo de 1los tibulos proximales. La AIl generada también es inactivada en
1a superficie de las mismas células, indicando que estos péptidos son degradados cuando
entran a la nefrona (27). Esto es, la presencia de una alta concentracidn de enzima en
el borde en cepillo del epitelio del tibulo renal indica que la enzima en el rifién tie-
ne funciones diferentes a 1a degradacidn del los péptidos circulantes. Esta puede inac-

tivar a 1a bradicinina y convertir a la Al después de que han sido filtradas al glomé-
rulo (38).

Aunque la ECA en el pulmdn y en el rifiébn de humano se origina de diferentes tipos
de células (endoteliales y epiteliales respectivamente), las porciones proteinicas pa-
recen ser similares o idénticas. Estudios de dobie inmmunodifusion muestran que ambas
enzimas presentan reaccidén cruzada con anticuerpos desarroliados contra Ja enzima pul-

monar o la renal. Sin embargo, se han encontrado diferencias en los residuos de carbo-
hidratos {35).

Se ha utilizado el anticuerpo contra ECA humana para localizarla en los distintos
tejidos incluyendo el sistema nerviosc central y para desarrollar un procedimiento de
RIA de la enzima (35). En el cerebro, asi como en otros Grganos, la ECA parece estar °
unida a las membranas plasmaticas. E1 plexo coroide es particularmente rico en ECA, don-
de estd concentrada en la superficie de las cé&lulas epiteliales cuboidales de cara al
1iquido cerebroespinal. E1 plexo coroide estd en vecindad inmediata del cuerpo subfor-
nical, en donde 1a All ejerce su potente accién dipsogénica, por lo tanto, la presencia
de la ECA en el plexo coroide puede ser mds que una coincidencia. Con la ayuda de la
inmunohistoquimica,la ECA también se ha encontrado en el cuérpo subfornical mismo. Se
ha identificado la ECA en las dendritas de cé&lulas en varias regiones del cerebro huma-
no asi como el globus pallidus y en la sustantia nigra. Otras estructuras, asi como el
sistema neurosecretorio magnocelular del hipotdlamo, también son ricas en ECA (35).
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Las porciones proteinicas de la ECA que se originan de c&lulas endoteliales, epi-
teliales o neurocepiteliales parecen ser inmunoldgicamente idénticas (36).

Se ha encontrado alta actijvidad de ECA en el liquido seminal humano, en las glén-
dulas pituitarias y en la retina de perros y conejos {27). También se ha identificado
y caracterizado parcialmente la ECA de piel de ratén y de humano (39).

En las dos especies de mamiferos en las que se ha estudiado hasta la fecha (e.g.
rata y conejo), 1a ECA testicular presenta diferentes propiedades fisicoquimicas e in-
munoldgicas, y una susceptibilidad a la regulacidn hormonal que la hacen una isoenzima
finica de la ECA distribuida ordinarjamente por todo el cuerpo. La isoenzima testicular
parece ser una versién de menor PM que la enzima pulmonar, con propiedades cataliticas
similares aunque no jdénticas.

Las secuencias de aa N y C terminales son diferentes en la isoenzima testicular
y de pulmén, de donde se infiere que sus ARNm tambiér son diferentes., La secuencia N
terminal de ECA testicular de conejo es: (NHZ)—Arg-Arg-Va1-Ser-Asn—Asn-G1n—Ser-Ser
mientras que su secuencia C terminal es: (Fen, Ala)-Glu-Leu-Ser-(COOH), y 1a secuencia
N terminal de la ECA pulmonar de la misma especie es: (NHZ)-Thr-Leu-Asp-Pro-Gli-Leu-
Leu-Pro-Gli-Asp, y en el extremo carboxilo es:(Fen,Tir)-Ser-Leu-Ala~(COOH) (17). Mas
aiin, los estudios inmunoldgicos de reaccidn cruzada y los experimentos de mapeo pep-
tidico, sugieren que la ECA testicular tanto de rata como de conejo, tienen estructuras
terciarias diferentes a sus contvapartes pulmonares (40). La isoenzima testicular estd
bajo control androgénico ya que se han hecho experimentos que sugieren que se requiere
la pituitaria para el desarrollo y mantenimiento de la enzima por la estimulacién de la
esteroidogénesis en los testiculos. También se ha comprobado que la ECA testicular se
encuentra asociada a las células germinales (41). Aunque su funci6n estd por elucidarse,
la isoenzima testicular proporciona un modelo excelente para el estudio de la regula-
cidn tejido-especifica de las carboxipeptidasas (40). LanzilTlo et al. encontraron que
l1a ECA purificada de pulmdn, rifién, testiculos, plasma sanguineo y 1fquido seminal pre-
sentan propiedades cataliticas y cindticas similares en relaciGn a su accidn con sus-
tratos, inhibidores e inmunoglobulina anti-ECA (42).

La actividad de dipeptidil-carboxipeptidasa estd ampliamente distribuida en la na-
turaleza. Se ha detectado en peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, aunque 1a pro-
teina responsable de las cuatro primeras fuentes alin no se ha caracterizado. Su presen-
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cia en el pez perro espinoso, un elasmobranquio gque carece de células yuxtaglomerulares
renales, se sugiere por el hecho de que SQ20 881 (teprétido, un inhibidor especifico de
la ECA) previene el efecto vasopresor de la Al, pero no el de la AIl. Interesantemente,
en este. organismo la respuesta presora de ambas angiotensinas y de la norepinefrina se

bloquea con la fentolamina, um antagonista de 10s receptores alfa adrenérgicos (33).

También se ha encontrado actividad de ECA en bacterias tales como E. coli (43),
Bacillus subtilis (44) y Corynebacterium egui (45).

2.3 SUSTRATOS Y FORMAS DE MEDIR LA ACTIVIDAD DE LA ECA

La ECA hidroliza una variedad de péptidos incluyendo a la angiotensina I, a la
bradicinina, a las encefalinas y muchos tripéptidos por el extremo C terminal. De los
péptidos bioldgicamente activos, las que se hidrolizan mds rdpido in vitro son las en
cefalinas, pero debido a la alta Km, la constante de especificidad (Kcat/Km) es menos
favorable que la de la bradicinina o AI. De los péptidos que se han probado,la bradi-
cinina es la que presenta mayor afinidad por la ECA (35).

La sintesis de Al radiactiva y la separacidn cromatogridfica y electroforética de
los productos de la reaccidn enzimitica, impulsaron a los investigadores a medir la
actividad de 1a ECA a concentraciones bajas de sustrato para fines no bioldgicos. Los
primeros sustratos peptidicos mds cortos que la Al representan la secuencia C terminal
protegida de la AI, asi como el HHL. Estos péptidos se han utilizado en ensayos quimi-
cos de la enzima. Cuando se encontrd que la ECA hidrolizaba uniones peptidicas de una
gran variedad de aa, se sintetizaron otros sustratos peptidicos. Los mds sencillos fue-
ron tripéptidos de Gii protegidos asi como HGG. Otros sustratos tiene grupos cromdfo~
ros, asi como p(NOZ)Phe(t-BOC—p(NOz)—Phe—Phe—G1i). La hidr6lisis de esos sustratos se
determina con técnicas espectrofotométricas UV o fluorométricas (27).

La Km de estos sustratos (HHL y HGG) varia cuando son hidrolizados por ECA de di-
ferentes fuentes. La Km de los sustratos mds cortos &pticamente activos, as7 como los
derivados del hipurato, es de alrededor de 10"3M. Los valores de Km para Al y bradici-
nina son mucho mds bajos. La AI presenta una Km del orden de IO—SM. La Km para la bra-
dicinina es de 10_7 M en presencia de iones Cl y 4 X IO'GM en ausencia de estos iones
(27).

Se han encontrado sustratos con importancia biol6gica potencial ademds de las ci-
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ninas, Al o encefalinas. Por ejemplo, 1a encefalina ArgG-Phe7 que es un péptido o-
pioide presente en el cerebro y en las glandulas suprarrenales la cual es converti-
da a encefalina por accifn de la ECA gracias a 1a remocidn del dipéptido C terminal.
La neurotensina, un tridecapéptido, es mds largo que los otros sustratos de ECA, sin

?gg?rgo, este es hidrolizado in vitro liberdndose el dipéptido C terminal 1et2-teu??

Otro neuropéptido importante es la sustancia P que es un undecapéptido (Argl—
Pro—Lis3-Pro-GTns—Gln-Fen7-Fen—Glig-Leu-Metll—NHZ) que se ha identificado como un
neurotransmisor y modulador potencial en los sistemas nervioso central y periférico,
Yy que si se administra periféricamente actia como un potente vasodilatador. Esta sus
tancia P parecia poco probale como sustrato para la ECA ya que presenta un extremo
carboxilo blogueado (Metll—NHz). Sin embargo, algunos estudios han proporcionado evi
dencias indirectas de que 1a ECA hidroliza la sustancia P. Por ejemplo, los inhibi-
dores de la ECA protegen a la sustancia P contra la degradacién en sangre y tejidos,
y las células endoteliales humanas cultivadas inactivan esta sustancia.Ademds, 1a
ECA se localiza en las dendritas palidonegras y coincide marcadamente bien con la dis
tribucidn celular de la sustancia P (35). La ECA humana realmente hidroliza la sus-
tancia P in vitro pero libera principalmente el tripéptido C terminal protegido (GH9
Leu™"-Met l-NHZ) y s010 una pequefia cantidad de dipéptido. La liberacidon del tripép
tido protegido se ha observado empleando ECA de cerebro de rata o de pulmdn de cone-
Jjo. Como ya se ha mencionade el sitio activo de la ECA contiene una Arg cargada po-
sitivamente, la cual probablemente interacciona con el grupo C terminal de los sus-
tratos. Para establecer si este residusc se requiere para la hidrdlisis de la sustan-
cia P, se puso a reaccionar la ECA con ciclohexadiona o butanodiona para bloquear los
residuos de Arg. La hidrdlisis de la bradicinina y sustancia P fue similarmente inhi-
bida (80 a 93%) después del tratamiento de la ECA. Por lo tanto, se necesita un resi-
duo de Arg, probablemente en el sitio active para la hidrdlisis tanto de sustratos
con aa C termina]esﬁ1ibres, como de sustratos con aa C terminales blogqueados. Esto,
junto con el hecho de que 1a ECA libera principalmente un tripéptido de la sustancia
P, indica que la Arg del sitio activo puede interactuar con el oxigeno del carboxilo
de la Leu10 de Ta sustancia P debido a la falta de un CO0” terminal. De acuerdo con
el modelo para el sitio activo de la ECA, esto debe permitirle al Z;*del sitio acti-
vo formar un complejo con el oxigeno del grupo carbonilo de Ta FenB, permitiendo el

~ataque nucleofilico del agua en el enlace peptidico Fena-Giig, y dando por resulta-
do 1a liberacidn del tripéptido C terminal G117 -Leulo-Metll-NHz. La pequefia cantidad
de dipéptido liberada puede ser resultado similarmente de la interaccién de la Arg
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del sitio activo con el oxigeno del grupo carbonilo de Metll—MH2 (35).

Es probable que las interacciones de un sustrato C terminal bloqueado sean mu
cho mis débiles que el enlace i6nico de un sustrato con un grupo carbonilo 1ibre ne
gativamente cargado. Por cierto, el dcido libre derivado de la sustancia P (Metll—OH)
es hidrolizado mucho mds rdpido por la ECA produciendo el dipéptido C terminal como
producto. ET1 acido 1ibre también tiene una afinidad mayor por la ECA que la sustan-
cia P. Asi es que, mientras que 10s sustratos con aa C terminales libres se hidroli
zan con una eficiencia mayor, los péptidos con el extremo C terminal bloqueado pue-
den tambi&n ser hidrolizados por la ECA. Otros péptidos con aa C terminales protegi
dos puede ser hidrolizados también por la ECA, por lo tanto, algunas de las acciones
de 1os inhibidores de ECA administrados in vivo pueden explicarse por la inhibicidn
de 1a hidrdlisis de péptidos ademds de la bradicinina y de 1a Al (35).

La tabla IV resume la informacidn de la estructura de los sustratos. La estrugc
tura general es Rl-RZ'RB_OH' La enzima hidroliza entre R1 Yy RZ; R1 puede ser un aa
protegido por un péptido; R3 debe ser un aa con un ¢ terminal libre (que no es tan
estricto como ya se vif con la sustancia P), pero no Glu; R2 puede ser cualquier aa
efEepto Pro, ya que los péptidos que tienen una Pro en esta posiciGn no son hidroli
zados. Este hecho explica por quéd la AII no es hidrolizada adicionalmente por 1a ECA
(27).

TABLA IV. ESTRUCTURA GENERAL DE LOS SUSTRATOS DE LA ECA

Sustratos representativos Nombre del susirato
-R1:R2-R3-0H
-Pro7-FenB-Arg9 bradicinina
*
—Fen®-His%-Leul® angiotensina I
*

-Pro?8.1i529.a1a30
*

cadena beta de la insulina
~Hip-G1i-GT1
*

-Hip-His=-Leu
*

* enlace hidrolizado por la ECA.
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Los ensayos-para medir la actividad de 1a ECA se basan en la medicidén de la can
tidad de dip&ptido 1iberado del sustrato, o bien, en 1a porci6on N terminal protegida
de 1a molécula hidrolizada del sustrato.

E1 dipéptido puede medirse por un método de flujo continuo automatizado o en un
analizador de aa, 0 bien en un fluordmetro (46) después de unir el residuo histidil
a un compuesto fluorescente. E1 AH liberado de sustratos tales como HHL o HGG, se
puede medir después de 1a extraccidon en la mezcla de incubacidn con un solvente or-
gdnico o registrando directamente su iiberacidn en el espectrofotémetro UV. Cuando
se utilizan sustratos marcados radiactivamente, los sustratos no hidrolizados y los
productos tienen que ser separados por cromatografia o por electroforesis (38).

Para mayor informacidn sobre algunos métodos para medir la actividad de la ECA
se pueden revisar las referencias 46-51.

2.4 INHIBIDORES

La ECA es inhibida in vitro por numerosos compuestos, entre elios estdn los di
péptidos liberados de la Al o de la bradicinina (His-Leu y Fen-Arg) y agentes que-
Tantes tales como el EDTA, o-fenantrolina y 8-hidroxiquinoleina. Los sustratos com
petitivos de 1a ECA asi como la bradicinina o el HHL bloquean la conversidon de Al.
Los derivados de Al que probablemente son resistentes a la conversidén enzimdtica,
como Ile” o Fen4-Tir8—AI, inhiben a 1a ECA. Tambi&n se ha observado que los compues
tos sulfhidrilo potencian la actividad in vitro de la bradicinina en el ileon aisla
do de cobayo. Los compuestos como el mercaptoetanol o dimercaptopropanol tambien in
crementan la accion hipotensiva de la bradicinina en varios animales cxperimentales.
La potenciacitn de Tos efectos de la bradicinina pueden deberse, al menos en parte,
a la inhibici6n de 1a ECA. Esto se puede lograr por la unién del cofactor metdlico
divalente de 1a enzima, pero también por la reduccidn de algunos puentes disulfuro
sensibles en la protefna (27).

Los andlogos estructurales de la Al modificados en algunas posiciones de la
cadena polipeptidica inhiben Ta conversién de la AI. E1 tripéptido N terminal de
la bradicinina, Arg-Pro-Pro, es un inhibidor in vitro. Entre otros péptidos que se
encuentran el el cuerpo, la insulina, la cadena beta de la insulina y el glutatién
también son inhibidores in vitro (38).
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E1 veneno de algunas serpientes como Bothrops jararaca, especie sudamericana y
Agkistrodon halys blomhoffi, especie asidtica, también potencian la accidn de la
bradicinina in vitro posiblemente por 1a inhibicidn de la ECA. En realidad el pri
mer agente que se reporté (por Ferreira et al, 1970) que tenia un factor potencia-
dor de bradicinina fue el veneno de la E;_jararaca y posteriormente se demostrS que
se formaba de nueve péptidos individuales, cada uno capaz de inhibir la actijvidad
de cininasa y algunos de estos péptidos también con capacidad de inhibir el efecto
presor de Al. Algunos de estos péptidos ya han sido sintetizados {52). E1 nonapépti
do SQ 20 881 (BPFga, teprétido, o bien V-6-1) y el undecapéptido “potenciador C" e-
fectivamente inhiben 1a hidr61isis de la Al o de la bradicinina in vitra e in vivo
como inhibidores competitivos reversibles. E1 SQ 20 881 fue el primer inhibidor de
1a ECA probado clinicamente y ha sido el mds ampliamente utilizado. Es un inhibidor
especifico tanto de ECA como de cininasa 11 y es efectivo en un rango de concentra-
cidn uM. Aungque es una herramienta ampliamente utilizada en la investidacidn tiene

un valor clinico limitado, ya que es activo solo cuando se suministra parenteralmente
te y tiene una vida media muy corta (5).

Los estudios de estructura-afinidad con andlogos del SQ 20 881 y BPP5a indi-
can que estos péptidos del veneno compiten con los sustratos de la ECA con importan
cia biol6gica, asi como la Al y la bradicinina por 1a interaccién de su tripéptido

C terminal con los sustitutos Sl’ Si y Sé en el sitio activo de la enzima. (Fig. 6)
{18).

Las propiedades de 1a ECA, en particular la dependencia de su actividad de un
metal y un cardcter de exopeptidasa, son similares a aquellas bien conccidas de las
carboxipeptidasas A y B pancredticas (52). Esta similitud ha 1levado al desarrollo
de un modelo de trabajo hipotético del sitio activo de 1a ECA basado en el conocido
sitio activo de 1a carboxipeptidasa (exopeptidasa A) (Fig. 4), y el uso de este mo-
delo ha sido 1a guia para el disefio de potentes inhibidores que dieron paso al des-
cubrimiento de la droga antihipertenciva captopril (SQ 14 225). Este se desarrolld
por 1a evolucibén de una serie de inhibidores anilogos de dos productos dicarboxili-
cos disefiados para unirse al sitio activo de 1a ECA de manera similar a la union del
potente inhibidor competitivo dcido benzil succinico a la carboxipeptidasa A. Se pro
puso que los aa C terminales de tales analegos se unen idnicamente al sitio de reco
nocimiento positivamente cargado en la exopeptidasa y el segundo carboxilo interac-
ciona fuertemente con el ion de Zﬂkcataliticamente funcional (18). Por lo tanto, los
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anélogos que tienen un grupe sulfhidrilo, el cual actiia como un fuerte ligador de iy
en gran proximidad a un dipéptido C terminal el cual confiere la especificidad de u
nién, son los inhibidores mis efectivos de la ECA. E1 captopril (5Q 14 225), es el
md3s potente de estos andlogos, inhibe la actividad de 1a ECA a concentraciones nano
molares y es altamente competitivo y reversible. Mds afin, el captopril no pierde ac
tividad cuando se suministra oralmente y por lo tantoc ha sidoe ampliamente utilizado
en el tratamiento de la hipertensidn y en estados de exceso de AIl asi como en 1a
falla cardiaca congestiva severa {5). Se han desarrollado nuevos agentes sin grupos
sulfhidrilo y la eficacia de estos es similar a la del captopril y, al menos hasta
ahora, estdn asociados con una reduccién significativa en efectos secundarios (5).

Los inhibidores de la enzima se han empleado para establecer la identidad de
1a cininasa II con ta ECA y para bloguear la conversidn de Al o l1a inactivacion de
una cinina in vitro. Se le han administrado a hombres y animales experimentales pa
ra investigar la importancia de las funciones de la ECA y para bloquear especifica-
mente el SRAA bajo una variedad de condiciones (5).

Ya que los inhibidores de 1a ECA también prolongan el efecto vasodepresor de
la bradicinina, algunas veces es dificil establiecer el grado de bloqueo de la ECA
por el inhibidor a partir de estudios hemodindmicos {27).

Probablemente la aplicacidn mds importante de los inhibidores de 1a ECA es el
estudio de la hipertensidn experimental y clinica (27).

E1 desarrollo de inhibidores especificos de la ECA ha jugado un papel criti-
co en el aumento de nyestro entendimiento sobre la importancia del SRAA en la re-
gulacidn de la presibn sanguinea. Los primeros estudios con péptidos en venenos de

" serpientes demostraron que la inhibicién de la-ECA podia proporcionar una via para

_ el manejo de la hipertensidén. Este conocimiento abrid el camino para un nuevo acce
50 a la quimica médica: el disefio de inhibidores especificos de una enzima clave en
un proceso patoldgico utilizando un modelo hipotético de su sitio activo. Estos es-
tudios culminaron en la sintesis del captopril, el cual por si mismo abrid un capi-
tulo completamente nuevo en el tratamiento de las enfermedades humanas de hiperten-
sion(52).

Poco después de que fueron disponibles los inhibidores peptidicos sintéticos
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BPFsa y BPFga se probd su capacidad para disminuir la presidon sanguinea sistémica
de las ratas si ésta estaba elevada por la renina. Los estudios en animales pronto
fueron sequidos por investigaciones clinicas. Se empled el SQ 20 881 clinicamente
para estudiar el papel de 1a renina en el mantenimiento de la presidn sanguinea,

normal o elevada, y para determinar posibles aplicaciones terap8uticas del inhibi-
dor (27).

E1 efecto del inhibidor en hombre o animales puede depender de la ingesta de
sal. En ratas depletadas de sal, la infusién de SQ 20 881 da por resultado una dis-
minucién marcada de la presidn arterial, mientras que produce un efecto desprecia-
ble en ratas con carga de sal. Es decir, el efecto de SQ 20 881 en la presién san-
guinea es acrecentada por la deplecién de sodio. En otros estudios, una dieta ba-
ja en sodio y la mercurhidrina diurética reducen la actividad de la ECA cuatro ve-
ces en el rindn de perro. En pacientes normotensos el SQ 20 881 no presenta efectos
en la presidn sanguinea. Cuando a personas, ademds de una dieta normal en sodio, se
les mantiene boca arriba y se les levanta repentinamente, se produce una liberacidn
de renina. Estos sujetos, sin embargo, pueden compensar la inhibicién de 1a ECA sin
cambios significativos en 1a presidn sanguinea. En las personas depletadas de sodio,
sujetas a los mismos cambios de posicidn, la administracién del inhibidor de 1a ECA
disminuye la presiGn sistdlica y diastSlica, y cuatro de cinco sujetos se desmaya-
ron en los experimentos después de levantarse. Estos resultados se han tomado como
una indicacion de que 1a A Il es esencial para mantener la presidn sanguinea en
personas depletadas de sodio y, obviamente, con un bajo volumen de plasma (38).

Tanto en animales de experimentaciGn como en el hombre, la administracifn del
inhibidor aumenta el nivel de renina en sangre, probablemente eliminando la retro-
alimentacion negativa de la liberacidon de renina por la AII c¢irculante (38).

2.5 MODELOS DE ESTUDIO IN VITRO

Uno de los modelos in vitro que se han utilizado para estudiar el metabolismo
de Ta A I y 1a bradicinina por la ECA son las células endoteliales pulmonares. Es-
tas células de las arterias y venas pulmonares cultivadas difieren con respecto a
su actividad enzimdtica y estructura superficial como se ha visto con microscopia
electrdnica de barrido. Las células de arterias pulmonares de adultos-presentan u-
na actividad de ECA mayor que las c&lulas de venas pulmonares de adultos o arterias
pulmonares fetales. Ademds, Tas cé&lulas de arterias pulmonares de adultos presentan



mas proyecciones superficiales prominentes que las células de venas o arterias pi?—
monares fetales. La actividad de 1'a ECA disminuye con una breve exposicién con trip-
sina en células de arterias, pero no en células de venas. Probablemente las diferen-
cias de actividad de ECA entre estas cé&lulas estdn relacionadas con sus estructuras

superficiales (53).

La ECA tambi&n se ha estudiado en cultivos de monocitos humanos. La ECA en es-
tas c&lulas aumenta de niveles indetectables o minimos in vivo hasta niveles tan al-
tos como 300 veces después de 6 & 7 dias de cultivo. La induccidn de la enzima es
acrecentada por suero autdlogo y exposicidén a dexametasona durante das dias. Una
potente inhibicidn de la induccidon de la enzima por actinomicina B y cicloheximida
sugieren que estdn involucradas en la induccién de un nuevo ARNm y biosintesis en-
zimdtica. Las enzimas de monocitos de puimdn son similares con respecto a la inhi-
bicidn con EDTA, activacién con cloruro de cobalto e inhibicidén con un anticuerpo
antienzima., Los linfocitos humanos presentan una cantidad de enzima minima la cual
no se induce después de cuatro dias de cultive (54).

E£1 aumento de la actividad de ECA en monocitos durante el cultivo por linfo-
citos T autélogos parece deberse a la estimulacidn del grado de sintesis de ECA.
La presencia de Jos linfocitos T durante el cultivo no altera el grado de degrada-
cién de la ECA observada en monocitos cultivados solos. La ECA inducida en monoci-

tos por linfocitos T parece ser una ectoenzima {55).

Otro modelo para el estudio de la ECA in vitro es el cultivo de macréfages al
veolares de conejo. En estas células la dexametasona y la prednisona en rangos fi-
sioldgicos incrementan la ECA de 7 a 16 veces en comparacidén con un control de tres
dias con una estimulacidn mixima (esteroide 4 nM). Este aumento se inhibe con acti-
nomicina D y cicloheximida, 10 cual sugiere que hay una transcripcién de novo y
sintesis enzimitica que son los responsables del aumento de 1a actividad enzimdtica,
como se vid también en cultivos de monocitos humanos. Estos resultades son una evi-
dencia para el mecanismo regulatorio de la ECA (56).

‘2.6 ECA Y ENFERMEDAD

Segiin Lieberman (56) la actividad de 1a ECA es mayor en hombres que en muje-
res de edad comparable y es mayor en nifios que en adultos. La ECA estd significa-
tivamente reducida en pacientes con enfermedad crdnica obstructiva, cdncer pulmo-
nar, tuberculosis y fibrosisquistica comparada con individuos normales y es ain
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menor en pacientes con corticosteroides. Lo mds notable , sin embargo, son los ni-
veles de ECA en pacientes con sarcoidosis activa que no reciben esteroides y que
estdn mds de dos DP por encima de la media para Tos adultos controles, mientras
que Tos pacientes con sarcoidosis que reciben esteroides tienen niveles normales.
E1 estudio de sujetos con otras enfermedades granulomatosas no sirven para revelar
cualquier otra condicifn que esté significativamente asociada con una elevacion si-
milar de los niveles de ECA séricos. La elevacion de los niveles de ECA en sarcoi-
dosis parecen estar asociados con el proceso activo de la enfermedad y parece no
ser una anormalidad enzimdtica heredada. Este autor ha sugerido la medicidn del
nivel de ECA en suero para confirmar el diagndstico de la sarcoidosis y como guia
para superarla, siendo esta una aplicacion clinica de Ta medicidn de Ta ECA. La a-
sociacibn de niveles elevados de ECA en suerc de pacientes con esta enfermedad ha
sido frecuentemente apoyada por los datos de otros investigadores (Ashutosh, Sil-
verstein y Fanburg). También se han observado niveles altos de ECA en pacientes
con enfermedad de Gaucher y lepra. A pesar de la reTacidn implicita entre la ECA
y las c@lulas de Gaucher o epiteloides de granulomas, el nivel de ECA rara vez se
encuentra elevado en varias enfermedades granulomatosas incluyendo histoplasmosis,
coccidiomicosis y criptococosis, de aqui su potencialidad como prueba en e} diag-
ndstico. Cuando la sarcoidosis activa se trata con dosis supresaras de corticoste-
roides, los niveles de ECA disminuyen a un rango normal, Ya que parece haber muchos
estados en los que 1a ECA se encuentra elevada, la determinacién de ésta, aunque
es muy sensible en la sarcoidosis activa, no se puede utilizar como un criterio
Ginico en su diagndstico, sino que sirve como un indicador extra para este finy
para el estudio de la evolucion de Ta enfermedad y su terapia médica (58).

La sarcoidosis y Ta histoplasmosis son muy similares patolfgica y clinicamen-
te, hay infiltracién pulmonar, se presentan granulomas y adenopatia hiliar. Por es-
ta razbon, se estudiaron los niveles de ECA en pacientes con histoplasmosis bien de=-
finida clinicamente y con evidencia serol6gica de la infeccién encontrdndose que a
las seis semanas después de la infeccién, la actividad de la ECA sérica se encuentra
efevada en comparacidn con los controles, aunque esta elevacion es mucho menos co-
min y puede ocurrir solo brevemente siguiendo la histoplasmosis pulmonar aguda y re-
gresando posteriormente a sus niveles normales, por 1o que 1os niveles altos de ECA
en suero n¢ sirven para diferenciar realmente la histoplasmosis de }a sarcoidosis (59).

Se han hecho estudios de los cambios en la actividad de la ECA en animales de
experimentacidn expuestos a una variedad de condiciones que dadan al pulmbn. Molteni



30

et al.(1974) reportaron que ia ECA en suero y pulmén de ratén se encuentra incremen-
tada por hipoxia a]veplar crénica. E1 tratamiento de ratones con blesomicina puede
causar un incremento pasajero en la actividad de la ECA sérica y €3to sucede antes

de que ocurra cualquier fibrosis pulmonar (Vast et al, 1977). Por otra parte, Newman
35451.(1970) reportaron que el nivel de la enzima decae después del tratamiento con
bleomicina, mientras que en el 1iquido de lavado alveolar de dichos pulmones se in-
crementa al menos treinta veces. En contraste, Hollinger et al.(1980), encontraron
que una dosis de tiourea que causa edema pulmonar agudo en ratas, produce una ele-
vacidén de actividad de ECA en pulmédn, suero y en el 1iquido de perfusidn pleural {(60).

La actividad de 1a ECA se encuentra aumentada en el suero de pacientes con as-
bestosis y silicosis, sin embargo, en estudios realizados en ratas con silicosis ex-
perimental (inducida por exposicién traqueal a silice) se encontrd un nivel de ECA
aumentado en el suero, pero este aumento no correlaciona con el grado de dafio al pul
mdn, por lo tanto, parece ser que los niveles s@ricos de ECA no son un pardmetro i-
ti1 para saber el grado de dafio que tienen los pulmones (60}.

Por otra parte, Forget et al. (61) realizaron un estudio midiendo la actividad
s@rica de ECA en pacientes con asbestosis y en personas que han estado mucho tiempo
expuestas a polvos de asbesto; también midieron la actividad de la ECA en suero de
cobayos y borregos expuestos a fibras de asbesto y con lesiones asbest6ticas demos-
tradas por métodos histopatolfgicos. En ninguno de ios cuatro modelos estudiados en
contraron alteracidén significativa de la actividad sérica de Ta ECA en respuesta a
la asbestosis, por 1o que ellos concluyen que la ECA no se puede usar como herra-
mienta para el diagndstico de esta enfermedad.

Estudios realizados por Siefkin et al. sobre la actividad sérica de Ja ECA en
diversas enfermedades pulmonares (62) muestran que la actividad de la ECA en pacien
tes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumonitis, cdncer pulmonar, neu-
monia aguda, falla renal y sepsis Gram negativa Ffue significativamente menor que la
del grupo control. La baja actividad de 1a ECA encontrada en enfermedad pulmonar a-
guda y cronica puede deberse al dafio y pérdida de la cé@lulas endoteliales pulmona-
res; esta explicacién puede ser apoyada por las observaciones de otros autores en
diversos dafios pulmonares. Estos autores también encontraron una asociacion de ni-
veles altos de ECA en pacientes con dafio pulmonar y hepdtico. Se cree que el higado
puede jugar un papel en el metabolismo normal de la ECA sérica circulante y que el
dafio hepdtico permite la acumulacidén de la ECA interfiriendo con este metabolismo.
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Estudiando 105 niveles de Al y de ECA en nifics normales y con asma bronquial
se encontrd que los segundos tienen un valor menor de ECA que los primeros, aunque
sus niveles de Al fueron iguales. Al poner a hacer ejercicio moderado a ambos gru-
pos, se observd que los niveles séricos de Al en los dos grupos aumentd, siendo es
te aumento mds pronunciado en el grupo de nifios asmdticos. Con respecto a la ECA

se encontré que en los nifios normales aumentd, mientras gque en los nifios asmiticos
disminuyé (63).

En humanos a grandes altitudes se ha observado una alta actividad de renina
plasmética y una baja concentracién de aldosterona. Esto se puede explicar median
te la inhibicitn de la ECA debida a Ta hipoxia, lo cual se ha comprobadc con los
experimentos realizados por Milledge y Catley (64). A cuatro sujetos haciendo ejer
cicio moderado durante dos horas, la primera respirands aire normal y la otra con
una mezcla de oxigeno al 12% (equivalente a 4000 mts. de altitud), se les tomaron
muestras de sangre a diferentes intervalos y se les determindé la concentracidn
plasmdtica de aldosterona, la APR y la actividad plasmitica de ECA, observando que
la hipoxia di6 por resultado una disminucién del 30% en la ECA (el ejercicio res-
pirando aire normal no tuvo ningdn efecto), por 1o que a pesar del jncremento de
Ta APR y de la concentracién de AI, la concentracidn de aldosterona disminuyd. Es
to es una ﬁ?beba para un posible papel regulatorio de la ECA dentro del SRAA.

Se ha medido la actividad sérica de la ECA en varias enfermedades del higado,
La actividad se encuentra aumentada en orden progresivo en pacientes con hepatitis
cronica persistente, hepatitis crdénica activa y cirrosis hepidtica. La actividad
también estd aumentada en la hepatitis aguda. Por otra parte, los pacientes con hi
gado graso presentan una actividad de ECA normal y los pacientes con ictericia obs
tructiva extrahepdtica muestran una actividad subnormal. Aunque los mecanismos de
estos cambios enzimdticos en las enfermedades del higado quedan pof ser elucidados,
la,_determinacion de 1a ECA sérica puede ger itil en el diagnéstico de las enferme-
dades hepaticas bajo ciertas condiciones. En enfermedades hepdticas con concentra-
ciones de biiirrubinas altas se ve una tendencia al aumento en los niveles de la
ECA excepto en la ictericia obstructiva (65).

Se han encontrado niveles altos de ECA sérica en el 24% de 265 pacientes con
diabetes mellitus (66). Las elevaciones torrelacionan con 1a presencia-de vetino~
'.patia diabética severa, 1o cual es interesante, ya que se cree que las cflulas en
doteliales son el sitio principal de sintesis de ECA y el dafio endoteiial d¥fundi
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do puede liberar la enzima a la sangre (66).

Segin los estudios de Yotsumoto et al. (67), Ta actividad sérica de la ECA se
encuentra significativamente elevada en 21 pacientes con hipertiroidismo comparada
con los niveles de sujetos normales. Los niveles de esta enzima estin aumentados
reflejando los altos niveles séricos de hormona tiroidea en ei hipertiroidismo, ¥
el estado de hipertiroidismo, segiin estos autores se debe de considerar cuando los
niveles de ECA séricos sean altos. Al igual que en el caso de pacientes diabéticos,
se cree que la elevacidn de la actividad sérica 'de la ECA en el hipertiroidismo pue
de deberse a la liberacidn aumentada de 1la enzima a partir de las céjulas endotelia

les, solo que en este caso es debida a efectos directos o indirectos del exceso de
hormona tiroidea (67).

Tambi&n se ha encontrado que la ECA estd disminuida durante el embarazo, au-
mentando en el Gltimo trimestre y regresando a los niveles normales a las seis se
manas del postparto (68). La ECA estd relacionada a las presiones sistdlicas y me
dia , inversamente al Na s&rico y al K urinario, y directamente al K sérico. Den-
tro del SRAA la ECA solo correlaciona con los niveles de aldosterona. Junto con
otros componentes del sistema, la actividad de la ECA parece estar alterada en la
prefiez y estar infiuenciada por mecanismos de control similares. Es posible que
Ta ECA juegue un papel moduiador en 1a secrecidn de aldosterona por medio de la
(des-Asp)l-AI. Al disminuir la actividad plasmitica de la ECA inversamente al in~
cremento en la actividad de otros componentes del SRAA en la prefiez, se puede pen
sar que el exceso de conversién de Al a ATl agota los almacenes de ECA y por lo
tanto €sta es un factor limitante potencial del sistema (68).

Se ha observado una elevacidn significativa en los niveles de ECA sérica en
pacientes con enfermedad de Addison no tratada con respecto a controles sanos (69),
pero la enzima regresa a niveles normales con una terapia esteroidea. Estos datos
_ sugieren que la insuficiencia suprarrenal primaria por si misma estd asociada con
los niveles altos de ECA y que 1a enfermedad de Addison es ya otra condicién bajo
1a cual 1a ECA sérica puede estar aumentada.

Debido a que 1a ECA se encuentra en el borde en cepillo de la células tubula
res de rifibn y a que tiene una masa molecular wuy alta, la actividad de 1a enzima
en orina debe derivarse probablemente solo de la cé&lulas tubulares, sugiriendo la
utilidad potencial de 1a determinacidn de la ECA como indice de dafio tubular. Eva
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Tuando 1a actividad urinaria en pacientes con infeccién en el tracto urinario su-
perior e inferior, nefrolitiasis, glomerulonefritis crdnica e hipertensidn esen-

cial, se encontré que la ECA estd significativamente aumentada solo en pacientes

con infeccidén en el tracto urinario superior y con nefrolitiasis (70}.

Overlak et al. (71) encontraron una ligera pero significativa elevaci6n en

1a actividad sérica de ECA en pacientes jovenes con hipertensidn esencial no com
plicada, pero esta elevacidn no correlaciona con la concentracidn plasmidtica de
AIl o con la disminucidn de l1a presidn sanguinea después del tratamiento con cap
topril, por lo que se piensa que no estd involucrada en 1a patogénesis de 1a hi-
pertensidn esencial. Mas aidn, los niveles de AII y de bradicinina, los cuales de
ben ser <influenciados por cambios en la actividad de 1a ECA, parecen no estar al
terados en la hipertensidn esencial. Por lo tanto se puede concluir que la eleva
cién en la actividad de ECA observada por esos autores no tiene relevancia fisto
16gica ni clinica. Por otra parte, se ha visto que en pacientes con hipertensidon
arterial esencial el captopril subministrado aisiadamente es efectivo para redu-
cir las cifras tensionales, y al agregar hidroclorotiazida (un diurético) la pre
sibn arterial se normaliza. La APR aumenta, y disminuye la concentracién de aldog
terona urinaria y plasmitica, indicando directamente 1a inhibicidén de la forma-
cidn de AIl. E1 captopril ateniila 1a hipokalemia y el aldosteronismo secundario
producidos por la administraci6n simult8nea de hidroclorotiazida (72).

Con respecto a la insuficiencia renal crénica existen discrepancias en los
resultados obtenidos por diferentes autores. En el caso de Le Treut et al. (73)
encontraron una reduccidn significativa en la actividad sérica de ECA en pacien
tes con insuficiencia renal crdnica con una estrecha correlacidn con la excre-
cidn de creatinina, sugiriendo que la disminucidn de la ECA sérica puede refle-
jar el grado de deterioro de 1a funcidn renal. Por otra parte, Romer (1979) ob-
tuvo resultados similares, sin embargo, Patel (1979) encontrd valores aumentados
de ECA sérica en falla renal crbnica y Lieberman {1970) no encontrd ninguna dife
rencia significativa en la ECA sérica de 14 pacientes con falla renal de origen
diabétice y sujetos normales. En estudios mds recientes Silverstein et al. (74)
y Rumpf et al. {75), encontraron niveles elevados de ECA sé&rica en pacientes con .
falla renal cronica y aiin mas elevada cuando €sta se complicd con enfermedades
hepdticas como hepatitis B. Esta elevacidn de jos niveles de ECA sérica no se a-
fectaron con la hemodidlisis, a pesar de que los pacientes con este tratamiento
en general presentan una disminucidén en 1a presiéh sanguinea. Por otra parte,
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las observaciones de Nielsen et al. (76) indican que los niveles de ECA sérica en
pacientes hemodializados se encuentran elevados un 14.3% y, seglin estos autores,
€sto puede indicar un dafio del endotelio vascular durante la hemodidlisis. Segin
las recientes observaciones de Romer y Schmitz (77) se encontraron niveles norma-
les de ECA sérica en pacientes con didlisis cronica, en cambio, en pacientes con
enfermedades renales no dializados, la ECA se encontrd ligeramente baja y en pa-
cientes con transplante renal se encontrd un nivel de ECA relativamente bajo. Las
discrepancias entre los distintos autores con respecto a los niveles séricos de
ECA en pacientes dializados pueden deberse por una parte, al tipo de enfermedad
renal y, por otra parte, al tiempo que han estado sujetos los pacientes a la he-
modidlisis y al tipo de hemodializadores utilizados.

Con respecto a Ta hipertensién renovascular los primeros estudios se 1leva-
ron a cabo con los péptidos del veneno de B jararaca en animales con hipertensién
inducida por la constriccién de una arteria renal con o sin nefrectomia contrala-
teral (modelo de un rifion-un clip y dos rifones-un clip). E1 péptido BPPg, produ-
jo una apreciable caida en la presion sanguinea cuando se suministrd a ratas con
dos rifiones-un clip, pero no tuvo efecto en el modelo de un rifi6n-un clip. La pre
sifn sanguinea regresd al nivel anterior al suministro de la droga tan pronto co-
mo se interrumpid su infusibn. Efectos similares se obtuvieron después de una cor
ta infusidn del nonapéptido SQ 20 881, pero el efecto hipotensivo se perdid entre
dos y tres horas después. Ambos péptidos tuvieron la capacidad de disminuir la pre
sién sanguinea en hipertensifn inducida por el pedicule renal sin clip y agudamen-
te colapsado (52).

En estudios en conejos con uno y dos rifiones el decapéptido SQ 20 585 produjo
similares resultados cualitativos, mds aiin, se mostrd’que el modelo de un rifiGn-un
clip se vuelve refractario a los inhibidores de la ECA solo a las tres o cuatro se
manas después de la nefrectomia contralateral (52).

E1 nonapétido $Q 20 881 también puede disminuir 1a presién sanguinea en el mgo
delo de perro con un rifién-un clip, pero solo durante los primeros dfas posterio-
res a la constriccién de la arteria renal mientras los niveles plasmidticos de reni
na estdn elevados. Cuando se administrd 5Q 20 881 crdénicamente a perros nefrectomi
zados unilateralmente, empezando un dfa antes desde la constriccidn de la arteria
renal y continuando seis dias después, la presidn arterial no se incrementd mucho
hasta después de que se descontinué la infusidn del inhibidor de la ECA. Los auto
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res interpretaron estos resultados como debidos a una potenciacidn de 1a cininas
por el SQ 20 881 mds que por su accion inhibitoria en el SRAA (52}.

£1 captopril produce una marcada disminucién en la presidn sanguinea cuando
se administra aguda y subagudamente por via oral a modelos de ratas con dos rifio
nes-un clip de hipertensién benigna y a modelos de ratas con uno y dos rifiones-
un clip de hipertensidn maligna. E1 modelo de un rifidn de hipertensifn benigna
no presentd efecto agudamente, pero la presidn sanguinea disminuyd progresivamente
durante siete dias de tratamiento; esta lenta y progresiva caida se acompaié por
diuresis y natriuresis. La disminucién rdpida de la presifn arterial observada en
los otros modelos fué directamente proporcional a la actividad inicial del SRAA
cuando se midid como la actividad plasmdtica de renina y concentracibn plasmédtica
de aldosterona. Los pulsos cardfacos permanecieron aparentemente sin cambio. Wat-
kins et al. y Freeman et al. no pudieron prevenir el aumento en la presidn arte-
rial posterior a la constriccidn de la arteria renal en perros o ratas nefrectomi
zadas unilateraimente por la administracién continua de captopril iniciando un dia
antes de la constriccién y continuando por seis a doce dfas despuds. Sin embargo,
1a proteccidén contra la hipertension se logré con captopril bajo 1as mismas condi
ciones en ratas con dos rifiones-un clip. E1 captopril previno el desarrollo de la
hipertensidn cuando se adminsitrd oralmente cuatro semanas después de la cirugia
a perros con dos rifones perinefriticos. La presifn sanguinea gradualmente regre-

sd a los niveles hipertensivos control cuando se suspendid el tratamiento con cap
topril después de 13 semanas (52).

E1 captopril mantuvo su accidn antihipertensiva en ratas con dos rificnes-un
clip cuando se administrdé diariamente por seis o doce meses. Solo se desarrolld
una ligera e incomplieta tolerancia, sin embargo, en el mismo modelo se desarrolid
una tolerancia completa a la hidralazina después de cuatro semanas. E1 efecto anti
hipertensivo del captopril fué potenciado por la administracién simuitdnea de un
diurético, mientras que la terapia solo con diurético no tuvo efecto. También se
observé una reduccidén significativa en el peso relativo del corazdn y un incremen
to dramdtico en la sobrevivencia en esos experimentos (52).
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0BJETIVOS

Los objetivos centrales del presente trabajo son:

1.- Estudiar 1a actividad sérica de ECA en diferentes modelos fisioldgicos y pa
toldgicos de ratas en los cuales estd alterada Ya actividad del SRAA con la
finalidad de evaluar el posible papel regulatorio de 1a enzima dentro del
sistema ya que existen discrepancias entre los diversos autores al respecto.

2.- Comparar la actividad sérica de ECA, su Km y efectos inhibitorios del capto
pril sobre ésta en diferentes especies dé mamiferos que se pueden utilizar
como animales de experimentacign asi como en el hombre.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1 REACTIVOS

Los siguientes reactivos fueron comprados de Sigma Chemical Co. {St. Louis, Mo.):
reactivo de folin fenol y Ciocalteu, aminonucledsido de la puromicina, ASB, HHL. AH,
clonidina, propranolol, isoproterenol y Sigmacote. El1 acetato de etilo, el alcohol e-
tilico, el dcido clorhidrico, el fosfato dibdsico de potasio. el fosfato didcido de
potasio, el cloruro de sodio, el dcido nitrico, el EDTA Naz, el hidroxido de sodio. el
sulfato de cobre y el tartrato de sodio fueron comprados de J.7T. Baker. E1 estuche pa-
ra medir AI por RIA fue preparado en nuestro laboratorio (78}. El1 captopril fue un re-
galo generoso de Squibb de México. El1 éter fue de Proquimed. EY estuche para medir al-
dosterona se comprdé en Internacional CIS (Francia). E1 benzal concentrado para la es-
terilizacion del equipo de cirugia fue de Laboratorios Terrier S.A. de C.V. Los amorti-
guadores de referencia para el potencidmetro (pH 7.38 y 6.0) fueron de Sigma de México.
E1 alimento de ratas con contenido bajo en sodio fug de Purina de México.

1.2 EQUIPD

A 1o largo del presente trabajo se utilizé el siquientes equipo: espectrofotéme-
tro Cari Zeiss PMQ 1I, centrifuga International modelo CS, potenciémetro Orion Research
modelo 601, bafio de incubacidn Precision, contador de centeilec s51ido Gammacord II,
congelador American (-20°C), centrifuga refrigerada Damon/IEC modelo PR 6000, Vortex
de Scientific Products, decapitador de animales pequefios de Harvard Apparatus Co. (ca-
tdlogo 55-0012), fisiggrafo MK-IV de Narco-Biosystems, micropipetas Oxford P 7000 {50,
100 y 200 p1), repipeteadores de 10, 5 y 1 ml, micropipetas Gilson (Rainin Instruments
Co.) P 5000 {(5wmi), P 1000 (1 mi), P 200 {0.2 m1) y P 20 (0.02 m1), bolsas de didlisis

Spectrapor {tamafio de poro de 6000 a 8000 d), bafio de incubacidn a 120°C con aceite de

Nujol de J.M. Orrtiz, papel filtro Whatman # 42, flamémetvro IL 343, autoanalizador de

creatinina Beckman (modelc 2), balanza analitica Mettler tipo H-15, congelador Revco
(-80°C), agitador magnético Corning PC-353, balanza granataria Ohaus modelo 700 (capa-
cidad 2610 g}, jeringas desechables de 10 m1 con agujas del niimero 21 y 18 y de 1 ml
con agujas del nimero 25, celdillas de cuarzo 100 QS de 1 cm de paso de luz (%58503)
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y celdillas de vidrio 104 QS de 1 cm de paso de luz (558121) de Car] Zeiss. E1 mate-
rial de cirugia fue el siguiente: tijeras rectas MX5-6 y MX5-12 y pinzas hemostati-
cas Laher MX12-116 fueron compradas de Hemost S_A. de C.V., hilo cadena de nylon, ra-
suradora eléctrica Oster modelo 22. Se usaron jaulas metab5licas metdlicas de fabrica-
cidn nacional, para recolectar la orina de las ratas. Las jaulas contienen una malla
metdlica que permite el paso de la orina y retiene las heces, y de un cono colector
para que escurra la orina a un recipiente. E1 comedero y el bebedero estén fuera del
cuerpo de la jaula para que estos no contaminen 3a orina. La comida se colocd en polvo.

1.3 SOLUCIONES

En la preparacidn de 1as soluciones se usl siempre agua bidestilada y desionizada
a la que nos referiremos a lo largo del trabajo simplemente como agua. Las soluciones
que se usaron continuamente en el trabajo como amortiguadores,sustrato, etc. se divi-
dieron en alfcuotas y se congelaron a -80°C para su conservacidn.

1.4 PREPARACION DEL MATERIAL.

Los tubos usados para colectar la sangre de las diferentes especies y grupos de
ratas se siliconizaron con Sigmacote a 1% en agua durante 15 min. El resto del material
de vidrieria se usé después de lavarlo, enjuagarlo exhaustivamente con agua y secarlo
al calor. E1 material que se usd con radiactividad se Tavl cuidadosamente hasta que
se eliming totalmente Csta.

1.5 ANJMALES DE EXPERIMENTACION

1.5.1 RATAS: Rattus norvegicus; cepa Wistar, machos. Se criaron y mantuvieron en
el bioterio del Instituto Nacional de La Nutricitn "Salvador Zubirdn" hasta el final
de los experimentos. En los diferentes grupos se usaron ratas de 100 a 300 g. Se traba-
jo con los siguientes grupos de ratas:

a) RATAS CONTROL (N). Fueron 20 ratas que no recibieron ningin tratamiento. Su
sangre se obtuvo por decapitacién y los valores encontrados sirvieron como referencia
para los siguientes grupos estudiados. Estas ratas se alimentaron ad libitum y a un
grupo de éstas se les mantuvo en jaulas metabSlicas para recolectar diariamente su o-
rina.
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b) RATAS ANESTESIADAS (AN): Diez ratas se anestesiaron con éter durante 5 min;

la sangre se tomd por puncidn cardiaca con jeringas desechables de 10 ml y aguja del
niimero 21.

c) RATAS CON DIETA BAJA EN SODIO (&éNa). Diez ratas se alimentaron con unz dieta
baja en sodio, la cual consistidé de un alimento con un contenido de sodio de 0.036%
{alimento normal 0.38% de sodio) y de agua destilada durante 1% dias. Durante este
tiempo las ratas estuvieron en jaulas metabdlicas para la recoleccidn diaria de su

orina. Al final del periodo las ratas se sacrificaron por decapitacidn para cbtener
su sangre.

d) RATAS CON DIETA ALTA EN SODIO (Na 1%). Diez ratas se mantuvieron durante 15
dias en jaulas metabflicas con alimento normal y una solucién de cloruro de sodio
al 1% para beber, su orina se recolectd diariamente. A1l final del periodo las ratas
se sacrificaron por decapitacidn para obtener su sangre.

e) RATAS DESHIDRATADAS (DESH). Diez ratas se mantuvieron durante 72 h sin acceso

al agua de beber y con alimento normal. Al final del periodo se sacrificaron para ob-
tener su sangre.

f) RATAS CON CLORURO DE SODIO AL 2% (Na 2%). Diez ratas se mantuvieron durante
5 dias en jaulas metab6licas con alimento normal y una solucidn de cloruro de sodio
al 2% para beber, su orina se recolectd diariamente. Al final del periodo las ratas

se sacrificaron por decapitacifén para obtener su sangre. Este es un segundo modelo
de deshidratacion.

g} RATAS BINEFRECTOMIZADAS {BIN). Diez ratas se mantuvieron durante 24-36 h des-
pus de la remocién quiridrgica de ambos rifiones. Estas ratas se mantuvieron con una
dieta normal. Al final del periodo se obtuvo su sangre por puncidn cardiaca después
de la anestesia con &ter. Este es un modelo de uremia agudo.

h) RATAS UREMICAS {URE). Diez ratas se mantuvieron durante 24-36 h después de la
ligacion de ambos ureteros, E£stas ratas se mantuvieron con una dieta normal. A} final
del periodo las ratas se sacrificaron por decapitacién para obtener su sangre. Este es
otro modelo de uremia agudo.

i) RATAS HIPERTENSAS RENQVASCULARES (HIP REN). Nueve ratas se mantuvieron de 30
a 45 dias después de colocar un clip de plata en la arteria renal izquierda. Al final
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del periodo se midid las presidn arterial media en la cola después de calentarta. Este
es un modelo de hipertensidn renovascular experimental dependiente de renina. lLa san-
gre se obtuvo por decapitacidn.

3) RATAS CON SINDROME NEFROTICO (NEF). Cuatro ratas se mantuvieron en jaulas me-
tab6licas con dieta normal durante 6 dias después de la inyeccidn del aminonuciedsido
de la puromicina (15 mg/100 g, subcutdneo); la orina se recolectd diariamente. Al fi-
nal del periodo la sangre se obtuvo por decapitacién.

k) RATAS TRATADAS CON AGENTES ADRENERGICOS (IS0, CLO, PRO). Se usaron los sigien-
-tes agentes adrenérgicos, que fueron inyectadcs subcutineamente a grupos de 4, 5y 5
ratas respectivamente: clonidina (CLO), agonista alfa-2 adrenérgico (15 ug/100 g},
isoproterenol (1S0), agonista beta adrenérgico (15 ug/100 g) y propranciol (PRO), an-
tagonista beta adrenérgico (1001ug/100 g). Las ratas se sacrificaron por decapitacién
30 min después de la inyeccifn para obtener su sangre.

1.5.2 CONEJOS: Oryctolagus cuniculus: raza Nueva Zelanda. Se tomd la sangre a
diez conejos machos despiertos a partir de la arteria auricular con jeringas desechables
de 10 ml y agujas del nimero 20.

1.5.3 BORREGQS: Qvis aries; raza Suffolk y Tabasco. Se muestrearon diez ejempla-
res despiertos, machos ¥ hembras, adultos, de 1a vena yugular usando jeringas desecha-
bles de 10 ml con agujas del nidmero 18.

1.5.4 RATONES: Mus musculus; cepa Calb/c. Se usaron diez ratones macho adultos
de 40 g. Se les anestesid con &ter y se tomd la muestra de sangre por puncidn cardia-
ca con jeringas desechables de 1 ml y agujas del niimero 25. Estas diez muestras se u-
saron para las determinaciones individuale$, posteriormente se sangraron mids animales
para hacer una mezcla que sirviera para las curvas de inhibicién con captopril y cur-
vas de saturacion con sustrato. Esto se hizo debido al pequefio volumen de sangre que
se pudo obtener de estos animales.

1.5.5 COBAYOS: Cavia porcelius; cepa Hartley. Se usaron diez machos y hembras
jovenes con un peso aproximado de 350 g. Los animales se anestesiaron con-éter y la
sangre se obtuvo por puncién cardiaca con aqujas de 10 ml y agujas del niamero 21.
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1.5.6 PERROS: Canis familiaris; raza mestizo. Se tomd la muestra de sangre
de l1a vena safena a 10 animales adultos despiertos, machos y hembras, con jeringas
de 10 m1 y agujas del ndmero 21.

1.5.7 CABALLOS: Eguss caballus; diferentes razas. Se usaron caballos y yeguas
adultos y despiertos. Se les tomd la muestra con jeringas de 10 ml y agujas del ni-
mero 18 a partir de la vena yugular.

1.5.8 HAMSTERES: Mesocrisetus auratus; cepa CHCM. Se sangraron 10 wachos adul-
tos por puncidn cardiaca, previa anestesia con €ter. Se usaron jeringas de 10 ml y
aguias del nimero 21.

1.5.9 HOMBRES: Homo sapiens. Se tomaron muestras de sangre a partir de la ve-
na cubital a 10 voluntarios sanos, hombres y mujeres, de 20 a 30 afios de edad con
jeringas desechables de 10 ml y agujas del ndmero 21.

Para separar el suero de todas las muestras de sangre se aplic6 el siguiente
procedimiento; La sangre se recolectd en tubos de centrifuga perfectamente silico-
nizados para evitar la hemélisis y lograr una buena retraccién del codgulo. Una vez
obtenida la sangre se esperd aproximadamente 90 min a que el codgulo se retrajera.
Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 15 min a 2000 rpm (radio = a
20 cm), se sacd el codgulo y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. E1
suero se separd en alicuotas de 300 ul en tubos eppendorff que se congelaron a -20°C.
Algunas determinaciones se hicieron sin previa congelacién.

En los casos en donde sedetermino la actividad de renina, la sangre se deposité’
en tubos con 50 pl de EDTA Na2 250 mM colocados en hielo, el plasma se separd a
4°C y se hicieron varias alicuotas que se congelaron a -80°C.

A la orina recolectada se le midi6 el volumen, se filtré y se separG en dife-
rentes alicuotas para realizar las determinaciones programadas. Cuando se almacena-
ron estas alicuotas se colocaron a -20°C.

Los conejos, ratas, ratones, hamsteres, cobayos, borregos y perros fueron pro-
porcionados por el bioterio del propio Instituto. Los caballos usados fueron de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Todos 1ns ejemplares de las
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distintas especies, asi como los humanos tenian una dieta ad ]ibitum.

2. METODOS

2.1 SODIO

a) Sodio sérico. El sodio sérico de las ratas Na, Na 1%, Na 2%, DESH, BIN, N,
AN, URE y NEF se midiG por flamometria y los resultados se expresan en mEq/L.

b) Sodio urinario. Este pardnetro se midid de igual manera que el sodio sérico

en las ratas de los grupos N, ¥Na, Na 1%, Na 2%, DESH y NEF, y los resultados se ex-
presan en mEq/24 h.

c) Sodio en el alimento. Para la determinacidn del contenido de sodio en el a-
Timento se tomaron 100, 200 y 500 mg de €ste y se les adiciond 10 ml de dcido nitrico
concentrado, después de 24 h se les adiciond 30 ml de agua. se hizo una dilucién
posterior 1:5 y se determiné el sodio por flamometria. Antes de la adicidn del agua
se filtrd para eliminar los residuos no digeridos. El resultado en mg Na/100 g.

2.2 CREATININA

a) Creatinina sérica. Este pardmetro se midid en los siguientes grupos de ratas:
BIN, N, URE, DESH, ¥MNa, Na 1% y Na 2%. Se usé un autoanalizador que usa la reaccifn
de Jaffé. Los resultados se expresan en mg/100 ml.

2.3 PROTEINAS TOTALES:

a) Proteinas séricas. Para esta determinacidn se usd un método modificado de
. Lowry et al. (79) usando-como patrdn ASB. E1 método fue el siguiente: Se prepararon las
siguientes soluciones :
Solucion A: Carbonato de sodio al 2%, hidrdéxido de sodio al 0.4% y tartrato de sodio
al 0.02%.
Solucion B: Sulfato de cobre al 0.5%
Sotucién C: 50 m1 de A + 1 ml de B. Se prepara al momento de usarse
Solucidn D: Folin 1 N, se diluve la solucidn concentrada 2 N con agua.
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Solucién E: Solucidn patrdn de ASB, 1 mg/ml

Para la determinacién se tomaron 0.05 ml de una dilucifn 1:100 de la muestra o
1a cantidad correspondiente de la solucién E + 1 m1 de ia solucién C. Después de 10
min se’adiciond 0.1 m1 de solucidn D, y después de 30 min se leyd la D.O. a 660 nm

contra su propio blanco. La curva patrdn se muestra en la Fig 7. Los resultados se
expresan como mg/100 ml.

b} Proteinas urinarias. Esta determinacidn se hizo de 1a misma manera que en el suero,
solo que en este caso se utilizaron 0.05 ml de la myestra concentrada y cuando se
requirid se diluyd la muestra. Los resultados se expresan como mg/24 h. Las muestras
se dializaron previamente durante 24 h contra solucidén salina al 0.9% y a 4°C. Para
este fin se usaron las bolsas de did@lisis de un tamafo de poro de 6000 a 8000 d.

Las determinaciones de proteinas séricas y urinarias se realizaron en las ratas
de los grupos N y NEF.

2.4 ACTIVIDAD PLASMATICA DE RENINA (APR) Y CONCENTRACION PLASMATICA DE RENINA (CPR).

Estas se midieron por RIA de AI. En Ta medicidn de APR se usé el sustrato endd-
geno y en la medicién de la CPR se adiciond un exceso de angiotensindgeno (plasma de
ratas binefrectomizadas 24 h antes). Las muestras se incubaron a pH 6.0 y 37°C durante
1 h en presencia de EDTA Na,» 8-hidroxiquinoleinay de dimercaprol (inhibidores de la
ECA y de las angiotensinasas). Una alicuota de la muestra se incubd en forma parale-
la 2 4°C. Una alicuota de estas muestras se sometié a RIA de Al, se incubd Ta muestra
con cantidades constantes de anticuerpo y angiotensina I - 1251 (aproximadamente
6000 cpm) durante 18 a 24 h, a 4°C. Al final de este perjodo se separd la radiactivi-
dad 1ibre de 1a unida .al anticuerpo con una solucidén de carbdn al 0.6% con dextrdn al
0.0625% y se conté el sobrenadante {radiactividad unida al anticuerpo). Se trazdé una
curva patron graficando el logit (logit = log %é%%EE } contra el logaritmo de la con-
centracidn del patrdn usado (0.1 a 5.0 ng de AI/mi}. Una curva tipica se muestra en
la Fig 8. La CPR se midié en las ratas de 7los grupos N, AN y NEF, y 1a APR se midid
en las ratas de los grupos N, CLO, ISO y PRO.

Z.5 ALDOSTERONA:
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a) Aldosterona plasmitica. La aldosterona en el plasma de las ratas N y NEF se
midid por RIA directo. Se incubaron 0.1 ml de muestra con 0.7 ml del amortiguador
de fosfatos con la sal sédica del dcido B-anilino-1 naftalensulfdnico. Se adiciond
una cantidad constante de a]dosterona-1251 {aproximadamente 900C cpm). El anticuer-
po viene unido a los tubos. Se incubd a 4°C durante 18 a 24 h. Los tubos se decanta-
ron, se enjuagaron y se contd 1a radiactividad unida. Se trazd una grdfica logit-log
similar a la usada para el RIA de AI. Los patrones usados fueron de 50 a 1000 pg/ml.
En 1a Fig. 9 se muestra una curva tipica para esta determinacidn.

b} Aldostevona urinaria. Esta se midi6 después de la hidedlisis dcida de la o-
rina: a 0.5 m1 de orina se le adicjond 1 ml de HC1 0.2 M para 1llevar la muestra a
un pH de 1.0. La muestra acida se <incubd durante 15 a 20 h a 30+2°C. La aldostero-
na se midid en 40 ul1 de Ta orina hidrolizada. A cada tubo se le adicionaron 100 ul
de ASB al 30%. El1 ensayo se realizd como se describié para plasma. Los patrones u-
sados para hacer la curva patrdn fueron de 0.78 a 25 ng/ml y esta curva se muestra
en 1a Fig. 10. Esta determinacifn se realizf en los grupos de ratas N y NEF.

2.6 TENSION ARTERIAL.

Este parametro se midid con un fisidgrafo en las ratas de 1os grupos N e HIP
REN. E1 manguillo del fisibgrafo se colocd en la base de la cola de los animales
previamente calentados para ladilatacidn de 1a vena caudal.

2.7 ACTIVIDAD SERICA DE LA ECA

La medicidn de la actividad de l1a ECA se realizé de acuerdo al método de Lie-
berman et a1.(57); el cual es un método modificado del-método original descrito por
Cushman y Cheung (31)}. En este trabajo se sustituyd el agua por el alcohol etilico
" para resuspender la muestra despuds de la evaporacidn del acetato de etilo por pro-
blemas de turbidez. E1 esquema para la determinacidn

de la actividad de 1a ECA se
muestra en la Fig. 11.

2.7.1 FUNDAMENTO. La ECA hidroliza al HHL en AH y el dipéptido His-leu (Fig. 12)
E1 AH se extrae con acetato de etilo y se mide su extincign a 228 nm. La actividad de
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BLANCO PRUBLEMA
0.125 ml. HC1 1 N 0.075 m1. SUERO
0.075 ml. SUERO 0.050 mi. HHL 5 mM
0.050 ml. HHL 5 mM

L ]

INCUBAR A 37°C‘DURAMTE 10 min.
. ADICIONAR 0.125 ml. DE HC; 1 N AL PROBLEMA
ESPERAR 5 min.
ADICIONAR 0.750 m1. DE ACETATO DE ETILO
AGITAR EN VORTEX EXACTAMENTE 15 seg.
CENTRIFUGAR A 2500 rpm DURANTE 1b min.
SEPARAR 0.5 ml. DEL SOBRENADANTE
COLOCAR A 1204% DURNATE 10 min.
ADICIONAR 1.5 m1 DE ETANOL
AGITAR EN VORTX DURANTE 15 seg.

DESPUES DE 15 min LEER A 228 nm vs., BLANCO DE ETANOL

FIGURA 11. ESQUEMA PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ECA SEGUN EL METODO
UTILIZADO EN ESTE TRABAJO.
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FIGURA 12. REACCION EN LA QUE SE BASA EL METODO UTILIZADO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE ECA (32)
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Ta ECA se expresa en nanomoles de AH por ml de suero por minuto de incubacidn a 37°C

.2.7.2 RECUPERACION DE AH. Antes de montar Ta técnica para medir la actividad
de la enzima, se midié la recuperacidn del AH adicionando al suero sanguineo una
cantidad conocida de AH duesustituye 2l sustrato en el esquema de la Fig. 11 en las
muestras problema. Esta cantidad conocida de AH fue de 0,05 ml de una solucidn
2.5 mM. En las muestras blanco se agregd 0.05 ml mds de amortiguador para mantener
los mismos voldmenes. lLa concentracién y la cantidad total de AH extraido se calculd
aplicando la Ley de Lambert y Beer. E1 coeficiente de extincidn mM del AH es de 9.8.
La recuperacién se calculd dividiendo la cantidad extraida de AH entre la cantidad
adicionada. La recuperacidn se midié en cada ensayo a 1o largo del presente trabajo.

2.7.3 PREPARACION DE SQLUCIONES.
a) Amortiguador de fosfato de potasio 500 mM-cioruro de sodio 750 mM, pH 8.3
Solucidn A: 8.7 g/100 ml1 de KZHPO4 + 4.38 g de NaCl
Solucidn B: 6.8 g/100 m}! de KH,PO, + 4.38 g de NaCl
Se adiciond suficiente solucidn B a los 100 ml de la solucién A para lievar el pH a
8.3. E1 amortiguador se almacend a 4°C.

b) HHL 12.5 mM. E1 HHL tiene un PM de 429.5 d y contiene 3 moléculas de agua
de hidratacién, por lo tanto el PM total es de 483.5 d. Se disolvieron 60.4375 mg
en 10 ml de amortiguador de fosfatos pH 8.3. Se almacend a -20°C y antes de usarse
s& puso en bafio 2 37°C para disolverlo totalmente,

¢) HCT1 1 N. Se tomaron 8.3 mlde HC1 concentrado (PM 36.465, densidad = 1.1875,
%P/P = 37) y se aforaron a 100 ml

d) AH 2.5 mM. Se hizo una dilucién 1:20 de una solucion 50 mM. E1 PM del AH es
de 179.2, por lo que esta solucién se prepard disolviendo 89.6 mg en 10 ml del amor-
tiguador de fosfatos.

2.7.4 CALCULO DE LA ACTIVIDAD DE LA ECA

3
(AZZS'AZZB bianco) X 10

EXaXbXcXd

nm AH/ml/min =

Coeficiente de extincidn mM del AH (9.8 mM™} em™))
a = Fraccidn de AH extraida (calculada para cada ensayo)
b = Fraccién transferida del extracto de acetato de etilo (0.67)



c = Tiempo de incubacidn en minutos (variable)
d = Mililitros de suero por tubo (variable)
AZZB = D.0. a 228 nm.

103 = Factor para convertir a milimoles.

2.7.5 PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD.

a) Interensayo. Se hizo la determinacién de la actividad de la ECA de una misma
mezcla de sueros de ratas normales en diferentes ensayecs. Se calculd el coeficiente
de variacidn.

b) Intraensayoc. En este caso se hizo la determinacion de la actividad de la ECA
de 1a misma mezcla de sueros de ratas normales 7 veces dentro de un mismo ensayo.
Este experimento se repitiGé 3 veces, y, al igual que en el caso anterior, se calcuis
el coeficiente de variacion.

2.7.6 CALCULO DEL GASTO DE SUSTRATO. A 1o largo del presente trabajo se calculé
1a cantidad de sustrato consumido en la reaccién enzimdtica. Para realizar este cal-
culo se tomd en cuenta que se adicionaron 625 nanomoles de HHL (50,u1 de una solu-

+ cidn 12,5 mM)}. Después se calculd 1a cantidad de AH producido en el tiempo total de
_incubacidn, tomando en cuenta la actividad de la muestra. En seguida se calcula la
relacién entre AH producido y la cantidad de sustrato original.

2.7.7 CURVAS DE LINEARIDAD. Antes de estudiar la actividad de la ECA en las
diferentes especies (incluyendo a la rata), se selecciond la cantidad de muestra
y el tiempo de incubacidn a usar, probando que estuvieran en un rango lineal. Para
este fin se construyeron curvas a diferentes voldmenes de suero (cantidad de enzima)
con un tiempo de incubacidn fijo para cada especie y se selecciond el punto inter-
medio de cada recta. En el caso de la rata también se hizo una curva a volumen de
suero constante y tiempos de incubacidn variables. Para construir estas curvas se
hizo una mezcla de 10 muestras de suero para cada especie.

2.7.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ECA DE LAS DIFERENTES ESPECIES Y MD-
DELOS DE RATAS. Validado el método y encontradas las condiciones de ensayo, se midid
la actividad enzimdtica para las muestras de las distintas especies, asi como de
los diferentes modelos de ratas.

-2.7.9 CURVAS DE SATURACION. E1 siguiente paso en la caracterizacidn de 1a enzima ~
de las diferentes especies fue la determinacion de la Km y la Vmax. Estos datos se
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obtuvieron de la curva de saturacidn de la enzima con el sustrato. Las concentracio-
nes {mM) de HHL utilizadas fueron: 7.5, 5.0, 2.5, 1.667, 1.25, 0.75 y 0.625. La Km
y la Vmax se calcularon a partir de la grdfica de Lineweaver-Burk (1/V vs (S ) y
esta informacidn se verificé usando la grifica de Hanes-Woolf { §5) /v vs (S} ). E1
valor de Km estd expresado en mM v la Vmax en nm de AH/mi/min.

2.7.10 CURVAS DE INHIBICION. E1 G1timo paso en la caracterizacion de la enzima
de las diferentes especies fue el cdalculo de la Izn ¥y de la Ki para el inhibidor cap-
topril. La 150 se calculd usando una concentracidn de sustrato de 5.0 mM y las si-
guientes concentraciones (M) de captopril: 1 X 10_8, 3 X 10'8, 1 X 10_7, 1 x 1078 ¥
1 X 1677, En el caso del ratdn se usaron las siguientes concentraciones (M}: 1 X 10'7

1%x10°% 2x10° 3%x10°, 5%x10% y 7x10%y en el caso del borrego fueron
las siguientes concentraciones (M): 1 X 10'9, 3 X 10'9, 5 X 10"9, 7% 10'9, 1% 10-8
y 3 X 10'8. La 150 es la cantidad de captopril que inhibid el 50% de la actividad
enzimdtica calculada graficamente. E1 captopril se prepard en amortiguador de fosfa-
tos pH 8.3 a una concentracidn de 1 X 1w03m {PM = 217). A partir de esta solucidn
(2.2 mg/10 m1) se hicieron las diluciones correspondientes. Se colocd en frasco am-
bar y se guardd a -20°C. La Ki para cada especie se calculd a partir de la Km y de
la Ig4, utilizando la férmula de Cheng y Prusoff (80):

R

a) Error patran. Los resultados de las distintas determinaciones estdn expre-
sados como el valor promedio + errvor patrdn (EP), que es igual al cociente de la
desviacidn patron (DP) entre la raiz cuadrada del nimero de determinaciones (n}).

2.8 PRUEBAS ESTADISTICAS.

b) Andlisis estadistico. Para el andlisis estadistico se aplicé la prueba
"t" de Student para diferenciar entre dos medias. Se us$ el programa correspondiente
de una calculadora Hewlett Packard (HP 33E). Cuando el valor de p fue menor o igual

a 0.05, la diferencia entre las dos medias se considerd estadisticamente significa-~’
tiva.

c) Coeficiente de variacién. Se usd como prueba estadistica para la recupera-
cién de AH y para las pruebas de reproducibilidad. Este se define como el cociente
de la DP entre la media, multiplicado por 100 (CV).
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RESULTADOS

1. VALIDACION DEL METODO PARA LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ECA

1.1 RECUPERACION DE AH. .

Se mididé la recuperacién de AH en Tas mismas condiciones de ensayo como primer
paso antes de montar la técnica para medir la actividad de la ECA, obteniéndose un
valor promedio de 87.64 + 0.72%, CV = 8.8%, n = 120.

1.2 PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD.

En las pruebas de reproducibilidad realizadas se obtuvieron los siguientes re-
sultados: a) Interensayo. Actividad promedio de ECA = 163.98 + 7.2 . CV = 10,7%,
n = 6. b) Intraensayo. Ensayo 1, actividad promedio de ECA 166.11 + 4.03, CV =
6.42%, n = 7; ensayo 2, actividad promedio de ECA = 176.89 + 3.91, CV = 5.85%,
n=7.

1.3 CURVAS DE LINEARIDAD Y GASTO DE SUSTRATO.

Se probé la linearidad de produccién de AH contra tiempo de incubacién (Fig.
i3} y contra concentracidn de muestra (Fig. 14-A) en syero de rata. De acuerdo a
estos resultados se decidid hacer las determinaciones en el suero de los diferen-
tes 'grupos de ratas, segin lo muestra la tabla V. Al medir la actividad sérica de
ECA de 1los distintos modelos también se calculd el gasto de sustrato {tabla V).-
La linearidad de las diferentes especies se muestran en las Figs. 14-A, 16-A,
18-A, 20-A, 22-A, 24-A, 26-A, 28-A y 30-A, y las condiciones de ensayo y gasto de
sustrato se muestran en la tabla VI.

2, CURVAS DE SATURACION.

Uno de Tos pasos para la caracterizacion de la enzima de las diferenfes espe
cies fué la construccidn de curvas de saturacién con HHL (Figs. 14-C, 16-C, 18-C,
20-C, 22-C, 24-C, 26-C, 28-C y 30-C), calculando con Tos métodos de Lineweaver-Burk
y Hanes-Woolf sus Km y Vmax para el HHL {Figs. 15, 17, 19, 2%, 23, 25, 27, 29 y 31).
Las diferencias de estos valores en las diferentes especies se pueden apreciar en
Ta tabla VII.
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TABLA V. CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYD PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE
ECA, ACTIVIDAD DE ECA Y GASTO DE SUSTRATO EN CADA GRUPO DE RATAS.

GRUPO VOLUMEN DE TIEMPO DE ACTIVIDAD DE ECA GASTO DE SUSTRATO
INCUBACION INCUBACION

(u1) {min) nm AH/m1/min. %
$Na 50 10 115.0 9.20
BIN 50 10 121.5 9.72
PRO 50 10 130.4 10.43
CLO 50 10 132.9 10.63
DESH 50 10 135.0 10.80
IS0 50 10 135.4 10.83
Na 1% 50 10 143.8 11.50
AN 50 10 144.9 11.59
Na 2% 50 10 146.5 11.72
N 50 10 152.6 12.21
URE 30 10 163.8 7.86
HIP REN 30 10 174.5 8.38
NEF 25 10 309.5 12.38

3. CURVAS DE INHIBICION.

También se construyeron curvas de inhibiciGn con captopril que, ademds. de
probar que se estaba midiendo 1a ECA, nos di6 informacién acerca de 1a sensibi-
1idad diferencial (en las distintas especies) a la inhibicién por esta droga. Las
curvas de inhibicidén se presentan en las figuras 14-8, 16-8, 18-8, 20-B, 22-B,
24-B, 26-B, 28-B, 30-B. A partir de estas curvas de inhibicidn se calculé 1a‘I50
y la Ki para cada una de las especies. Estos resultados se encuentran resumidos
en la tabla VII. Como se puede observar la especie que presenta una Ki mayor es
el ratén y la que presenta una Ki menor es ei borrego.

4. ACTIVIDAD DE ECA EN LAS DISTINTAS ESPECIES ESTUDIADAS

Estos resultados de actividad de ECA se muestran en- 1a tabia VI y en la Fig. 32.



TABLA VI. CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYO, ACTIVIDAD DE ECA Y GASTO DE SUSTRATO EN

CADA ESPECIE ESTUDIADA

75

Vol. Inc. Tiem nc. Act. EC Gasto Sust.
ESPECIE (1) ' oy i S
Cabayo 5 10 937.7 7.50
Ratdn 30 10 282.9 13.58
Rata 50 10 152.6 12.21
Hamster 50 10 72.9 5,83
Caballo 50 10 43.3 3.46
Conejo 50 20 38.3 6.13
Hombre 50 20 22.9 3.66
Borrego 50 20 22.7 3.63
Perro 50 26 12.8 2.05
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TABLA V11 CARACTERISTICAS DE LA ECA EN LAS DIFERENTES ESPECIES ESTUDIADAS EN ESTE TRABAJO.

ESPECIE

COBAYO

RATON

RATA

HASMTER

CABALLO

CONEJO

HOMBRE

BORREGO

PERRO ~ .

'ACTIVIDAD

am AH/ml/min
937.7 -
282.9

152.6

38.3
22.9
22.7

12.8

Km
mM

2.

2.53

1.38

3.256

Ymax

nm AH/m1/min

1330.1

493.2

257.3

200.9

62.8

92.5

39.7

30.1

20.0

Ig
M

W]

Ki
M

1.95 X 10”7

6.92 X 107"

5.2 x 1078

1.84 x 1078

1.12 X 10°8
7.56 X 1078
5.41 X 10

1.26 X 10

1.01 X 10
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Como se puede observar la especie que presenta la mayor actividad sérica de ECA es
el cobayo, y es casi 80 veces el valor obtenido para el perro, que es Ja especie
que presenta la menor actividad.

5. CARACTERIZACION DE L0S DIFERENTES MODELOS FISIOLOGICOS Y PATOLOGICOS DE RATAS

5.1 SODIO

Los valores de Na urimario en los grupos de ratas normales y con distintas
dietas de cloruro de sodio se observan en la Fig. 33 comparados con los valores
séricos de ECA. Se puede ver que en el grupe de dieta baja en Na hay una excrecidn
muy reducida de Na con respecto a las normales (p<0.005) y en los grupos con die-
tas de Na al 1% y al 2% el aumento en la excrecion de Na es significativamente ma-~
yor que en et grupo de ratas normales (p< 0.005 en ambos casos), presentando la
mayor excrecidon el grupo de Na al 2%.

Con respecto a2 la concentracidon de Na sérico se observa un aumento en los
grupos Na (p<0.025), Na 2% (p<0.05), DESH (p<0.005) y AN (p<0.025). Se obser
va una disminucién en los grupos BIN (p<0.025) y URE {p<0.01). E] dnico grupo
que no presentd diferencia significativa en este pardmetro fué Na 1% (Fig. 34).

5.2 CREATININA

Los resultados de creatinina sérica obtenidos est4dn graficados en la Fig.
34, donde podemos observar los cambios que presentan losdiferentes grupos de ra
tas en este parametro junto con la actividad de ECA y el Na en suero. La concen-
tracion de creatinina en el suero de las ratas URE y BIN estd marcadamente eleva
da con respecto al resto de los grupos, lo cual confirma la insuficiencia renal
aguda de esas ratas. lLas ratas de estos dos grupos tuvieron anuria como era de
esperarse. En el caso de las ratas URE se observd un considerable aumento en el
tamafio de sus rifiones,

5.3 RENINA

La secrecidn de renina estd aumentada en l1a dieta baja en Na, y en las
ratas deshidratadas (ver figura 3 a). La secrecién de renina estd suprimida en
las ratas del grupo BIN. La anestesia aumenta considerablemente la secrecion de
renina, y este aumento puede explicarse de manera muy importante por el aumento
de la actividad adrenérgica, ya que es bTogueado casi en su totalidad por el
propranalol (81). E1 isoproterenol agonista beta puro aumenta la secrecion de
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FIGURA 33. COMPARACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE ECA Y EL SCDIO EXCRETADG EN LAS
RATAS CON DISTINTAS DIETAS DE SODIO. :
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renina considerablemente (81, 82), al igual que la clonidina (82}, un agonista al-
fa-2 adrenérgico (83) (Tabla VIII). Las ratas urémicas (URE) no muestran cambios en
ta secreci6n de renina (84). En las ratas hipertensas renovasculares (HIP REN) es
bien conocido que 1a hipertensidén es causada por un aumento en 1a secresifn de reni
na (2), ya que es revertida por blogueadores del SRAA. La secrecién de renina esti
aumentada en el sindrome nefrdético experimental (85).

TABLA VIII. MODULACION ADRENERGICA Y POR ANESTESICOS DE LA SECRECION
DE RENINA (81, B2).

CPR
CoNTROL  58%6  n=7
ETER 250549  n=g
RPR
CONTROL gfo.4 n=10
cLo 1%0.4 n=10
150 100%5.0 n=10
PRO 1%0.2 n=10

Todos los grupos presentan una diferencia estadisticamente signifi-
cativa con: respecto al control,

5.4 TENSION ARTERIAL
Las ratas HIP REN presentaron un aumento en la tensién arterial media de 100t8
mm de Hg en las controles a 17826.9 mm de Hg (n=9), p 0.005.

5.5 SINDROME NEFROTICO
El sindrohe nefr6tico se caracteriz6 por proteinuria, hipoproteinemia, alta
concentraci6n de aldosterona en suero, alta concentracién de renina, disminucién
de la excrecifn de sodio, aumento en la excrecitn de aldosterona y disminucidn de
1a concentraci6n de angiotensinfgeno (Tabla IX).

En l1a tabla X se resumen los parimetros por medio de los cuales se validd ca-
da uno de los modelos fisiolSgicos y patolSgicos estudiados.
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TABLA IX.  DETERMINACIONES REALIZADAS PARA CARACTERIZAR AL SINDROME NEFRO1ICO.

PARAMETERD CONTROLES NEFROTICAS

PROTEINA EN SUERO 7.39%0.32 4.88%019
{g/100 m1)

PROTEINA EN ORINA 8.26%3.45 300.00%5]
(mg/24 h)

CPR (ng AI/m1/h) 29.33%8.33 177.33%16.67

ALDOSTERONA EN 351.30%43.48 808.70%95.65

PLASMA (pg/ml)

ALDOSTERONA EN - 20.69%1 327.50%26.21
ORINA (ng/24h)

SODIO EN ORINA 0.94%0.06 0.20%0.09
(mEg/24 h)

NOTA: Todos los valores son significativamente diferentes del control (p<0.005)

TABLA X, RESUMEN DE LOS PARAMETROS QUE CARACTERIZAN A CADA MODELQ USADO.

MODELO PARAMETROS
DIETA BAJA EN SONIO (iNa) Sodio urinario y sérico, renina
DIETA CON NaCl 2% (Na 2%5 Sodio urinario y sérico, renina

* DIETA CON NaCl 1% (Na 1%) Sodio urinario
DESHIDRTADAS (DESH) Sodio sérico, renina
BI&EFRECTOMIZADAS {BIN) Creatinina, renina, angiotensindgeno
ANESTESIADAS (AN) Renina
UREMICAS {URE) Creatinina, angiotensindgeno
ADRENERGICOS (ISO,PRD,CLO) Renina

HIPERTENSAS (HIP REN) Tensign arterial, renina.
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6. ACTIVIDAD DE ECA EN LOS DIFERENTES MODELOS FISIOLOGICOS Y PATOLOGICOS DE RATAS.

Los valores obtenidos para la actividad sérica de ECA en los distintos grupos
de ratas estudiadas se muestran en la tabla V y en la Fig. 35. Como se puede obser-
var, los grupos con diferencia significativa son: a) Con valores menores gue el gru-
po normal: 4 Na, DESH, BIN, IS0, PRO y CLO; b) Con valores mayores que el grupo nor-
mal: HIP REN y NEF. )
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DISCUSION

La ECA es una enzima muy importante dentro del SRAA. Para tratar de investigar
el posible papel regulatorio de esta enzima y sus caracteristicas en diferentes es-
pecies de mamiferos que pueden ser utilizados en un momento dado como animales de
experimentacion, se realizd el presente trabajo escogiendo y desarrollando un mé&to-
do para medir la actividad sérica de ECA. Aunque hoy en dfa existen diversos méto-
dos .para medir su actividad (46-51, 86), el mis utilizado ha sido el método espec-
trofatométrico de Cushman y Cheung (32) con algunas variaciones {57, 87). Este fue
el método utilizado a 1o Targo del presente trabajo encontrindose que es un método
sencillo y sensible que requiere solo de equipo de laboratorio comin y es relativa
mente barato. Ademis, este método ha sido comparado con otros (48) y utilizando o-
‘tros sustratos (86) encontrindose una alta correlacidn.

Aunque algunos autores (86) afirman que este mitodo no es bueno para determinar
la actividad de la ECA en muestras que contengan altas concentraciones de 1ipidos de
bido a que estos pueden extraerse y absorben a 228 nm, por la experiencia en el pre
sente trabajo, sobre todo en el caso de las muestras de ratas nefréticas que presen
tan una lipemia bastante marcada, se puede decir que esta afirmacibn no tiene vali-
dez, ya que, aunque s1 se observa una absorbencia mayor en estas muestras que en el
resto que no presentan lipemia, esta posible alteracitén en 1a determinacién de la
actividad de la ECA se evita al restar la absorbencia de las determinaciones blanco
a las problema. Por otra parte, cuando Se empezd a mantar ta técnica para medir la
actividad de 1a ECA se tuvieron problemas de turbidez al redisolver en agua destila
da 1o extraido con el acetato de etilo, estos problemas seguramente se debian a gue
no solo se extrae el dcido hipilirico producido durante la incubacifn en el acetato,
sing también otros componentes del suero como por ejemplo 1ipidos. Esto se pudo re-
solver resuspendiendo 10 extraido con el acetato de etilo en etanol quedando las
muestras tota]menté transparentes.

Algunos autores como Baggio et al (70) han reportado una disminucitn en la ac-
tividad de 1a ECA en muestras que han sido sometidas a congelaciones y descongela-

ciones sucesivas. En contraste, otros autores como Pietild y Koivula (88) han encon
trado un aumento de aproximadamente un 15% en 1a actividad de ECA en muestras conge

ladas y descongeladas { a menos 20 o menos 70“C una sola vez). Sin embargo, en el
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presente trabajo se observé que si la muestra de suero se congela y descongela una so
la vez, la actividad de 1a ECA es la misma que aquella determinada recién obtenida la
muestra, independientemente del tiempo de congelacidn (hasta 5 meses) a menos 20°C,
pero si la muestra se congela y descongela por segunda vez ia actividad'de Ta ECA dis
minuye. Por esta raz6n todas las muestras usadas en este trabajo fueron congeladas y
descongelas una sola vez, o bien se les determind la actividad de ECA recién obteni-
das.

La validaci6n del método se 1levd a cabo de ta siguiente manera;

a) Como primer paso se realizaron pruebas de recuperacién de dcido hipGrico ohtenien
do un promedio del 87.64% el cual se puede considerar como bastante aceptable. Ade-

mis, en cada ensayo a lo largo del trabajo se hizo una prueba de recuperacién corri

giendo con esto el factor de cdiculo para cada uno.

b) E1 segundo paso fueron las pruebas de reproducibilidad intra e interensayo aue,
por los coeficientes de variacién obtenidos en estas, se puede decir que este es un
método altamente reproducible.

c) ‘La tercera forma de validar el método fueron las pruebas de linearidad. Aunque el
gasto de sustrato en algunos casos fud relativamente alto (tablas V y VI}, y la con-
centracion del mismo no fué mucho mayor que 1a Km, se consider§ estar trabajando en
condiciones en 1a que el sustrato no era una limitante para la reaccidn (condiciones
de saturacifn) al probar la linearidad de la preduccifn de Scidc hipdrico por ia ni-
drélisis del sustrato (HHL) contra el volimen de muestra utilizado (concentracidn de
enzima) en cada una de las especies estudiadas, donde se puede ver que si se duplica
el volimen de sueroc usado, la produccién de dcido hipirico también se duplica (89).
Ademds, como se puede ver en las curvas de saturaci6én de cada especie, el HHL a gran
des concentraciones (mayores de 5 mM) inhibe la reaccion, observacidn también encon-
trada por otros autores {31, 33, 47). Segin Lanzillo (42) a concentraciones arriba
de cuatro o cinco veces i1a Km Ta ECA presenta una inhibicidn por sustrato o por una
retroalfmentacidn negativa por producto.

d) Como G1timo paso se realizaron las curvas de inhibicifn con captopril, probando
con esto que efectivamente se estaba midiendo la actividad de ECA ya gque &ste es un
inhibidor especifico de la enzima.



87

Probando previamente las condiciones de ensayo que se deben usar, este método
es una herramienta (itil para comparar la actividad de ECA en diferentes mamiferos
que tengan una angiotensina I con 1a misma secuencia de aa (11e5-angiotens1na 1),
ya que se intentds medir la actividad de ECA en vacas (Bos taurus) que tienen una
Val “-angiotensina I y no se detecté actividad alguna.

Las especies estudiadas en este trabajo presentan diferentes valores de Km
(tabla VII) 1o cual puede indicar que la ECA de las diferentes especies presenta
distintas afinidades por el HHL. Las diferencias tan grandes en la actividad de
1a enzima podrian ser resultado de esto y no de una diferencia real en 1a concen-
tracidn sérica de ECA en cada especie, pero la actividad de la enzima no refleja

la afinidad por el sustrato segin los resultados obtenidos en este trabajo (tabla
VII).

Al igual que existen diferencias en la actividad de ECA de las diferentes espe
cies por el sustrato, también el captopriil, aunque en todos los casos mida la enzi-
ma presenta una afinidad distinta por la ECA de cada especie como se puede ver por
las diferentes Ki e 150 obtenidas (tabla VII). Esto es @iti1 saberlo, ya que al tener
una potencia de inhibici6n diferente para la ECA de cada una de las especies de ma-
miferos estudiadas, se necesita el uso de diferentes dosis de captopril en distintos
animales de experimentacifn s5i se desea loagrar el mismo efecto. Como se puede ver en
1a tabal VI, no existe relacidn entre ta actividad sérica de ECA y l1a capacidad de in
hibici6n de captopril en las especies estudiadas.

E1 calculo de Ki no se hizo de la manera clidsica (haciendo curvas de saturacién
con dfferentes concentraciones de dinhibidor) si no que se utilizd el método descri
to por Cheng y Prusoff (80) que resulta ser mucho mis sencillo y préctico,

Aunque no en todos lo casos, si en la mayoria, los valores de Km y Vmax calcu
lados por el método de Lineweaver-Rurk (donde b=1/Vmax y x=-1/Km} coincidieron con
1os valores calculados por el método de Hanes-Woolf (donde x=-Km y m=1/Vmax). Los
dos casos en los que estos valores difieren ligeramente son la rata y el hamster.

Las grandes diferencias de Km, Vmax y Ki e 150 para el captopril entre las di

ferentes especies tal vez estin reflejando diferencias en la estructura tridimensio

nal de cada una. Aunque algunos autores han reportado semejanzas en cuante a la se-
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cuencia de aa su estructura o conformaci6ntridimensional puede ser distinta. De hecho,
la dependencia al cloro, aunque es similar, no es igual entre las diferenetes especies
y esto puede ser el reflejo de diferencias en cuanto a su conformacifn ya que se pien-
sa en el cToro como un modificador conformacional de l1a enzima (29).

Se han hecho estudios comparativos de la ECA en varias especies. Takada et al
(90) estudiaron algunas caracteristicas bioguimicas e inmunoldgicas de ECA de rifbn
de humano, ‘bovino, perro, cerdo, conejo, rata y borrego. Encontraron que el peso mo-
tTecular de Ta ECA renal de perro, humano, cerdo, conejo y rata era de 290 000 d, mie-
tras que Ta de bovino y borrego era de 340 000 d, después del tratamiento con neuro-
aminidasa. Las propiedades sinéticas de estas preparaciones fueron similares con res-
pecto al valor de Km, activaci6n por cloruro e inhibicién por inhibidores de la ECA
(captopril y SA-446). Los autores concluyeron que las propiedades cataliticas de la
ECA renal de las especies de mamiferos son similares. En este mismo estudio, Tos an
ticuerpos contra ECA de rifitn humano inhibieron parcialmente la actividad de las en
zimas de perro, cerdo y rata, pero no las de bovino, borrego y conejo. No hay una re
gla general en relacifn a las propiedades cataliticas e inmunolégicas de Ta ECA de
rifidén entre las siete diferentes especies desde el punto de vista filogenético, con-
clusifn que también se puede sacar de Tos resultados obtenidos en el presente traba-

Jo.

Por otra narte Miyasaki et al (29) han estudiado Ta ECA vascular de hombre y o-
tras especies. En cuanto a la dependencia del cloro encontraron que las actividades
miximas de ECA de diferentes tejidos de perro, humano, mono y conejo fueron de 800,
600, 600 y 300 mM. Las concentraciones Optimas de cloro fueron idénticas para dife
rentes tejidos y plasma de la misma especie. Tambi&n se estudi§ la inhibicibn por SA
446, la cual fu& dependiente de la concentracidn. La {50 no difirié apreciablemente
en arteria pulmonar y renal, pero la diferencia entre las especies no fué estudiada.
También encontraron que la ECA en plasma de diferentes especies cambia en el siguien-
te orden, de mayor a menor: rata, monn, humano y perro, resultados que coinciden con
los datos obtenides en este trabajo.

Existen diferencias considerables en cuanto a la distribucidn tisular de Ta en-
zima de distintas especies. Por ejemplo, el rifnbn de rata es pobre en ECA, mientras
que el rifién humano es rico en esta; en perro, el plexo coroideo presenta mucho mayor
actividad de ECA que la corteza cerebral, en cambio en mono la corteza cerebral es mds
rica en ECA que el plexo coraideo. (29).
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De las especies en las que se ha determinado, el cobayo es el que presenta el ni-
vel mds alto de actividad de ECA sérica y se puede especular que esto puede proteger
al animal por la inactivacién ripida de 1a bradicinina ya que el cobayo es un animal
altamente sensible a l1a broncoconstricci6n y Ta bradicinina es un potente broncocons-
trictor. Ademis, la conversidon rdpida de Al a AII en 1a sangre de cobayo puede causar
1a 1iberacidn de catecolaminas, 1as cuales lo protegen contra la broncoconstriccidn.
Este es el dnico caso en el que se ha encontrado una explicacidn al nivel de activi=
dad de ECA sérica, pero en términos generales el significado fisioldgico de las gran-
des diferencias de actividad sérica de ECA y distribucién tisular entre las diferen-
tes especies de mamiferos estudiados no es claro. No existe ninguna correlaci6n entre
los pardmetros determinados para 1a ECA de cada especie estudiada (actividad, Km, Vmax
Yy Kie 150 para el captopril) y las relaciones filogené&ticas entre ellas, ast como su
tamaiio, tipo de alimentacibn, forma de vida, etc. i

Debido a que la ECA se encuentra en miltiples tejidos, probablemente sus funcio-
nes tambien sean miltiples. Por ejemplo, en el pulmdn la enzima se localiza en el en-
dotelio vascular y las arterias pulmonares contienen mds ECA que otros vasos. De aquf
que la ECA pueda ser importante en la regulacifn de la presiGn sanguinea sistémica al
metabolizar péptidos vasoactivos por liberacién de AlI, por inactivacidn de bradfcini
na, e, hipotéticamente, por la ruptura de enlaces accesibles en otros péntidos circu-
lantes. Debido a que la enzima es inhibida con relativa facilidad por p&ntidos que es
tin presentes en la sangre, tal como el sustrato competitivo bradicinina, insulina y
sus fragmentos, estos inhibidores pueden influir en la accidén de la enzima.

En el cerebro y 1a hip6fisis, 1a ECA puede ser importante para convertir Al de-
- bido a los efectos de AII sobre 10s centros simpdticos y sobre el reflejo de 1a sed.
ta presencia de la enzima en el plexo coroldeo sugiere 1a importancia de la conver -
sién de Al para el reflejo de la sed, ya que este se encuentra pr6éximo al cuerpo sub
fornical, sitio en el que la AIl puede producir su accion dipsogénica.

Debido a que el rifidn presenta una. alta concentracitén de ECA es probable que ,
al contrario que en el pulmdn, 1a ECA renal no metabolize péptidos en 1a circulacidn
sistémica, sino que tenga un papel intrarrenal, ya que la enzima dentro del rifién se
localiza no solo en el endotelio vascular sino tambiSn en otros tipos de células ta-
Tes como las células tubulares.

La adicidn de Al en las arterias de perro aisladas expuestas a soluciones arti-
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ficiales produce un ripido desarrollo de 1a contraccidn, el cual es suprimido por el .
taramiento con jnhjbidores de 1a ECA, La enzima presente el al pared arterial parece
ser suficiente para conyertir Al ripidamente a AII, Ta cual actda sobre los recepto-
res de All en midsculo 1iso responsables de la contracci6n arterial y sobre las termi

.. maciones adrendrgicas nerviosas responsables de al acelerada liberacifn del neurotrans
misor noradrenalina.

Segiin Tos estudios de Qats et al. sobre la ECA durante el embarazo (68), esta
enzima se encuentra inversamente alterada con respecto a otros componentes del siste
ma como por ejemplo la APR, es decir, este pardmetro aumenta pero la ECA disminuye.
Estos resultados 1levaron a los autores a pensar que la ECA puede tener un papel re-
gulatorio del SRAA. Por otra parte, se ha observado que en humanos a grandes altitu-
des se presenta una alta APR y una baja concentracifn de aldosterona , y esto se pue
de explicar por una baja actividad de ECA, lo cual se ha comprobado por los experi -
mentos realizados por Milledge y Catley (45). Estas observaciones también 1levan a
pensar en un posible papel regulatorio de 1a ECA sobre el SRAA, En resumen, si la ECA
Juega ﬁn papel regulatorio dentro del sistema, su actividad debe modificarse de ma-
nera opuesta al flujo de la via.

Los modelos fisjolégicos que apoyan 1a teoria de que la ECA puede jugar un papel
regulatorio en la actividad del SRAA son:

a) {Na,- En estas ratas se pudo observar una disminuci6n estadisticamente significa-
tiva en la actividad sérica de la ECA. Esto puede ser una respuesta al aumento de 1la
APR, es decir, al haber un exceso de renina hay mucho sustrato para la ECA (Al) 1o
cual agota las reservas de ECA y por 1o tanto disminuye su actividad sérica. Por otra
parte, tambien se puede deducir un papel regulatorio de 1a ECA dentro del SRAA a par-~
tir del hecho de que la APR aumenta y, apesar de la disminucién de Ta actividad de 1la
ECA, el sodio sérico también se eleva; si 1a actividad de la enzima se mantuviese nor
mal o se elevara, la retenci6n de sodio serfa adn mds marcada y llevaria a concentra-
ciones suprafigioldgicas de este pardmetro.

b) DESH.~- En -este modelo, como era de esperarse, la concentracion de sodio sérico au-
menta significativamente y el valor de APR aumenta por la necesidad de restablecer el
volumen sanguineo reteniendo agua, sin embargo, la actividad de ECA disminuye, lo cual
puede deberse a que se reguiere la excrecidn se sodio para llevar la concentracién s@

rica de este pardametro a niveles normales. N
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c) 150.- En el grupo de ratas al que se le administrd esta droga, la APR se encuen-
tra significativamente elevada, sin embargo, la actividad sérica de ECA estd dismi-
nuida. Al igual que en los dos casos anteriores, aqui 1a ECA puede estar jugando un
papel regulatorio de l1a actividad del SRAA compensando, hasta cierto punto, los efec
tos que puede acarrear la marcada elevacidn de la APR. )

Los modelos fisiglégicos en 10s que la ECA se mantiene en niveles normales a pe-
sar de las alteraciones que pueda presentar el SRAA son:

a) Na 2%.- Este es un modelo de deshidratacidn ya que al ingerir grandes cantidades

de sodio es necesario excretarlo, y para lograrlo se necesita también excretar gran-
des volamenes de agua, por 1o que el animal necesita beber mds, pero al hacerlo estd
ingiriendo mds sodic. En los resultados obtenidos se pueden observar altas concentra
ciones de sodio tanto en suero como en orfina al igual que grandes vollmenes urina -
rios. La ren1na‘se encuentra elevada de la misma manera que en el modelo de deshi -
dratacitn sin agua de beber por la necesidad de restablecer el volumen sangufneo re-
teniendo agua, pero en este caso la ECA se mantiene en niveles normales, 1o cual Ne

va a una retencidn mayor de sodio-que en el modelo de deshidratacidn sin agua de be-
ber.

b) Na 1%.- En este grupo se puede decir que el solo hecho que 1a renina disminuya, es
suficiente para excretar el exceso de sodio ingerido, ya que los niveles de natriure-
sis son marcadamente altos, lo cual 1leva a niveles normales de sodio sé&rico y no es
necesario un cambio en la actividad sérica de ECA.

c) AN.- En este modelo de ratas Ta CPR se encuentra significativamente elevada pero

1a ECA no presenta ningiin cambio significativo, por 1o que los niveles de sodio s&-
rico también se elevan significativamente,

d) URE.- La 1igacjdn ureteral induce una elevacibn de la concentracién del sustrato
de renina (angiotensin6genc) en suero (B4), sin embargo, aunque por esta razfn se

* pueda pensar que la actividad del SRAA se encuentra elevada, el sodio sérico dismi-
nuye y la actividad sérica de ECA se mantiene en niveles normales. E1 hecho de que
el sodio disminuya a pesar de que se esperaria que aumentara por la obstruccién de
su excrecidn, puede deberse a que también se evita la salida de agua por 1o que el

sodio se diluye en la sané}e.
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Los modelos fisiol6gicos en los que la actividad sérica de ECA se altera en for-
ma paralela a la actividad del SRAA y, por Vo tanto, contradicen la teoria de que la
ECA puede jugar un papel regulatorio dentro del sistema son:

a) PRO.- Esta droga es un antagonista beta por 1o que 1a APR en este grupo de ratas se
encuentra significativamente disminufda, y, en este caso, la actividad sérica de ECA
tambien disminuyd.

b) CLO.- Esta droga, al jgual que la anterior, hace que disminuya 1a APR, solo que en
este caso es por medio de su cardcter de agonista alfa,. Aqui también la actividad sé
rica de ECA disminuye significativamente.

"c) HIP REN,- Al contrario que en los dos casos anteriores, en este modelo 1a APR se
encuentra significativamente aumentada y la actividad sérica de_ECA también. Este ti

po de hipertensi6n se puede controlar utilizando inhibidores de la ECA como ya se ha
dicho.

d) NEF.- En este modelo todos los parametros que indican 1a actividad del sistema se
encuentran en niveles significativamente elevados, incluyendo la actividad sérica de
ECA. Si se sigue Ta evolucidn del sindrome en el tiempo, se puede observar que la re-
tencién de sodio caractristica del sindrome se inicia antes de que se eleven los nive
les de renina, pero coincide con la elevaci6n de la actividad sérica de ECA, por 1o
que se puede decir que, aunque la modificacibn en la actividad de ECA es en sentido
paralelo a2 1a modificacidn en la actividad del SRAA, la enzima puede estar regulando
el efecto final de la actividad del sistema.

e) BIN.- Al extraer los dos rifiones a estas ratas, se estd quitando la fuente de re-
nina por lo que su actividad plasmitica es practicamente nula. Por esta razén no hay
.produccitn del sustrato de ECA (AI) y la actividad de esta disminuye, aunque no desa
parace. Probablemente este sea un indicio de un mecanismo regulador de l1a produccidn
de ECA. La concentracidon de sodio sérico puede deberse a 1a misma razén que en el ca-
so de la ratas urémicas.

La concentracién fistoldgica de AI (uM) es un orden de magnitud menor que el va-
lor de Km de 1a ECA para este sustrato (mM), 1o cual puede asegurar que la ECA no sea
un factor Timitante para la produccidén de AII, pero, como 1o ya 1o hemos visto, exis-
ten ciertos estados fisioldgicos v patoldgicos donde efectivamente la actividad séri-
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ca de la enzima varia y este fen&meno no solo se ha observado en los modelos estudia-
dos en el presente trabajo sinoc en muchas otras enfermedades y estados fisiolbgicos
anterformente mencionados como la sarcoidosis y la hopoxia, Los factores que regulan
Ta producciSn de ECA no se conocen del todo, A pesar de su importancia, hasta la fe-
cha se conocen solo 3 estimulos que aumentan la biosintesis de ECA: tratamiento con
glucocorticoides {54), activacién de macr6fagos (56) e inhibidores de ECA (91), pero
el mecanismo por el cual estos estimulos regulan 1a produccién de ECA se desconoce.

La importancia fisiol6gica de 1a ECA es bastante clara y, como se puede ver, se
han hecho estudios comparativos entre la enzima de diferentes especies y sobre la re-
gulacién de 1a actividad de la enzima bajo muchos estimulos, pero la informacidn es
atin muy escasa y falta mucha mds investigacisén al respecto. E1 presente trabajo es
una pequena contribucidn al conocimiento del papel fisiol6gico de 1a ECA y, al ca-
_racterizar también la enzimg de diferentes especies de mamiferos que pueden ser uti-
1izados en un momento dado como animales de experimentacifn, se proporciona un medio
para corroborar 10s resultados obtenidos en diferentes modelos de estudio en una es-
pecie dada y se da un panorama mis general de 1o que es la enzima convertidora de an
giotensina I,
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CONCLUSTIONES

ET1 método utilizado en el presente trabajo para la determinacidn de la actividad
de la ECA es un método reproducible, sencillo y sensibie que requiere solo de e-
quipo de laboratorio comin.

La ECA de cada una de las especies de mamiferos estudiada parece tener una estruc
tura tridimensional de} sitio activo distinta, ya que los valores de Km, Vmax, 150
y Ki obtenidos para cada una de ellas son diferentes. Oe aqui se puede inferfir que
ia estructura primaria de estas enzimas puede ser diferente.

La actividad de ECA de las diferentes especies no correlaciona con sus vaiores co
rrespondientes de Km, por 1o que se puede decir que las diferencias en Ta activi-
dad observada en las diferentes especies es real. El1 significado fisiol6aico de

1as marcadas diferencias en actividad de 1a £CA observada por el momento no es
claro.

No existe ninguna correlacién entre los parametros determinados para ta ECA de ca
da especie estudiada (actividad, Km, Vmax v Ki e 150 para captopril) y las relacio

nes filogenéticas entre ellas, asi como su tamafio, tipo de alimentaci6n, forma de
vida, etc.

A -pesar de que en la literatura no se considera que la ECA juegue un- papel regula
torio dentro del SRAA salvo en algunas excepciones sitadas en la presente tesis;
informacifin obtenida en algunos de los modelos fisiol6nicos estudiados en este tra
bajo indican que Ta ECA si puede 1legar a jugar un papel regulatorijo al cambiar su
actividad de manera fnversa al flujo de 1a via (SRAA). Sin embargo otros modelos

no apoyan esta teoria.
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