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RESUMEN
L.a enzima convertidora de angiotensina I (E.C. 3.4.15.1) (ECA),
forma parte del sistema renina angiotensina aldosterona en donde
cataliza 1la conversidn del decapéptido angiotensina I al
octapéptido angiotensina II, el cual tiene un intensec efecto
vasoconstrictor. Ademds la ECA inactiva a la bradicinina, el cual
tiene un efecto vasodilatador. La ECA estd presente en casi todos
los tejidos y fluldos bicldgicos.

En estudios' previos en nuestro laboratorio se ha encontrado que
la actividad sérica de la ECA aumenta en ratas con tindrome
nefréotico experimental (SN) inducido con amincnucledsido de la
puromicina (ANP), sin embargo, los mecanismos invoclucrados en
este aumento no estan esclarecidos. Tampocos se sabe si la
actividad tisular de la ECA cambia en estas ratas y/o si la ECA
se pierde en la orina en este modelo experimental. En este
estudio se usaron ratas macho de 90 a 110 g de peso a las cuales
se les indujo SN con una sola inyeccidn de ANP (15 mg/100g); el
grupo control recibid el mismc volumen de vehiculo.

Las ratas se sacrificaron por decapitacién los dias 2, 6, 11y
16 después de la inyeccidn: la orina y la sangre se recolectaron,
y se tomd una porcién de los siguientes tejidoe: aorta, cerebro,
intestino delgado, testiculo, corazédn, rifith y glandulas

suprarrenales. En suero, orina y tejidos se midiercn proteinas



totales vy actividad de 1la ECA, tambieén se midid la creatinina
urinaria. La ECA se extrajo de 1los tejidos con un amortiguador
que contenia detergente (Nonidet P-40), el cual liberd a la ECA
unida a la membrana; después se midid la actividad de 1la ECA por
un método radioquimico usando como sustrato hipurato de histidil
leucina marcado con 14-C.

La hipoproteinemia fué evidente en los dias 6 y 11, vy la
proteinuria en los dias 6, 11 y 16. La actividad de la ECA en
suero aumentd los dilas 2, 6 y 11; en orina se elevd los dias 6 y
11. La proteinuria y la actividad de ECA en orina, mostraron una
correlacién positiva, 1lo que sugiere que la ECA proviene del
suero. La actividad de ECA en testiculo aumentd loe dias 2 y 6,
en pulmén y aorta los dias 6 y 11, en glandulas suprarrenales e
intestino delgado el dia 11 y en rihén los dias 11 y 16. La
actividad de ECA en corazdn disminuyd los dias 2 y 6,y aumentd
en los dias 11 y 16; en cerebro, disminuyd el dia 6 y se elevd en
el dia 11. Estos resultados sugieren que los cambics en el
contenido de ECA pueden contribuir a elevar los niveles

circulantes de esta enzima en suero en &ste modelo experimental.
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I. INTRODUCCION

1. EL_SISTEMA_ RENINA-ANGIOTENSINA_ ALDOSTERONA

El sistema reanina-angiotensina-aldosterona {SRAA}, es un
sistema hormonal que juega un papel central en el balance de
liquidos y electrolitos y de la presién sanguinea de vertebrados
{1,2), ‘ademds, participa de manera importante en la génesis de la
hipertensién, lo cual ha estimuladoe el interés por conocer la
estructura, localizacidn, regulacién de sintesis y secrecion,
asl como el mecanismo de accion de cada uno de sus componentes
(Fig. A).

Las moléculas que componen éste sistema son las enzimas renina,
convertidora de angiotensina I (ECA) y angiotensinasas; los
péptidos angiotensina 1! (Ang 1I), angiotensina II (ang II) y
angiotensina I11 {Ang III); la globulina alfa 2
{Angiotensindgeno) y la hormona esteroide aldosterona. De manera
resumida, el SRAA funciona de la siguiente manera:

1. La fuente principal de renina circulante es el rifién, especi-
ficamente las células del aparato yuxtaglomerular de cada
nefrona.

2. En 21 plasma, la renina, actua sobre el sustrato angiotensi-
ndégeno, el cual es sintetizado en higado, y mediante una reaccién
hidrolitica, produce el decapéptido Ang I.

3, El decapdptido Ang I, que es bioldgicamente inactivo, es hi-
drolizade por ECA, que renueve el extremo carboxilo histidil-
leucina, para asl producir al octapéptido Ang II que tiene

intensa actividad bioldgica.



FIG. A PRINGIPALES COMPONENTES DEL SRAA
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4, La Ang II, es transformada, mediante la accion de la angio-
tensinasa A, a Ang IIlvy la cual remueve el aminocAcido del extre-
mo amino (Acido aspArtico) de la Ang II para formar el heptapé-
ptido correspondiente. La Ang II tiene mubltiples acciones biocléd-
gicas entre las que se encuentran: la estimulacién de la
liberacidén de aldosterona de las glandulas suprarrenales, la
inducecidn de la sensacidn de sed en el hipotalamo, 1la
estimulacion de la secrecidén de angictensindgeno en el higado; e
inhibe la secrecidén de renina en las células yuxtaglomerulares.
5. La Ang III es prdducida por la accidén de la angiotensinasa A
sobre la Ang II, é4sta enzima hidroliza el extremo amino (Asp) de
la Ang 1I para formar el heptapéptido correspondiente, el cual
estimula también la secrecién de aldosterona, pere tiene un
efecto presor menor al de la Ang II. Como angiotensinasas se
conpocen colectivamente a un grupo de enzimas hidrolltiéas
{aminopeptidasas, endopeptidasas N carboxipeptidasas) que
degradan a las angiotensinas a sus correspondientes aminoicidos.
La renina es 1la enzima que desencadena la actividad vy esm
limitante de la velocidad del SRAA, es sintetizada, almacenada y
secretada por las cé&lulas granulares del aparato yuxtaglome-
rular. de los riffenes (Fig. B). Su estudioc se inicid desde su
descubrimiento en 1898 por Tigersted y Bergman {(citado en 3),
quienes demostraron que se produclan elevaciones repentinas y
proléengadas de la presidén sangulnea cuando se administraba a

conejos extractos de rifidn de la misma especie.
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Debido a que en el tejido renal habla gran cantidad de renina,
se pensd que éste era el ag=nte causal de la hipertensidn, sin
embargo, la importancia de la renina no fue valorada, sino hasta
después de varios experimentos realizados por Goldblatt y cols.
en 1934 (4), los cuales demostraron que la hipertensidén tenia
bases humorales y era de origen renal. Demostraron que una
reduccidn moderada del flujo sanguineo, producida al cclocar una
pinza en cada arteria renal, o bien, solo en una arteria,
producia una forma de hipertensidn arterial persistente parecida
a la forma humana de la hipertensidén. Posteriormente demostrd que
el sistema nervioso no participaba en la hipertensién experi-
mental producida de esta forma y que si las venas renales se
ligaban, 1la presién sanguinea del animal regresaba a valores
normales y éste moria por uremia.

En la actualidad se han descrito al mencs 5 mecanismos

fisioldgicos que regulan la secrecidn de renina en rindn (5):

a) Un barorreceptor intrarrenal que responde a cambios en la
presidn sangulnea.

b} La cantidad del ién sodio (o posiblemente cloruro) que pasa
por el segmento de la mdcula densa del tubulo distal renal,

c) El sistema nerviaso simpatico y las catecolaminas

circulantes.



d) Factores hormonales tales como Ang II, prostaglandinas,
adenosina, esteroides, factor auricular natriurético y
endotelina.

e) La concentracidn de los electrolitos plasmaticos (Ca+, K+,
ete. ).

Los mensajeros intracelulares que regulan la secrecidn de reni-
na son AMPc, Cas+2, inositol trifosfato, vy protelna cinasa ¢
(6,7).

£l sindrome nefroético (SN), es un padecimiento que se presenta
en humanos de todas las edades, Bin embargo en los niffos el
origen se desconoce, pero en logs adultos puede ser secundario a
una glomerulonefritis o a una intoxicacidn; ademds se puede indu-
cir experimentalmente, Se caracteriza por proteinuria, hipopro-
teinemia, albuminuria, disminucién de la presiodn coloidosmética,
ascitis, edema, lipiduria, retencién de sodio, hipercolesterole-
mia e hiperlipoproteinemia (8-14).

El aumento en la permeabilidad glomerular a las protelnas
plasmaticas inicia las alteraciones sistémicas metabélicas que
caracterizan al SN, La hipoalbuminemia en SN es secundaria a un
aumento en el catabolismo, y a la pérdida de albuimina por orina.
Las consecuencias de la hipoalbuminemia son muchas (8), entre

ellas destacan:



a)Hiperlipidemia: La hipoalbuminemia produce una disminucién en
la presién oncodtica, lo que a su vez estimula la produccién de
lipoproteinas a nivel hepdtico. Este aumento, Jjunto con una
disminucidn en el catabolismo de las lipoproteinas, produce
hiperlipoproteinemia.

b)Edema: La disminucién en la presidén oncédtica, favorece el
movimiento de fluldog del compartimiento vascular al intersticial
causando edema y ascitis.

El aumento en la filtracién de proteinas trae como consecuencia:
a) Disminucidén en la inmunidad humoral. Esto es secundario a la
disminucidn en el nivel de inmunoglobulinas producida por pérdida
de ellas en la orina y a una disminucidén en su sintesis, vy a que
el factor B del complemento disminuye. Al alterarse 1la inmunided
humoral, se modifica la inmunidad celular debido a la interacciédn
de ambos procesos 1o cual lleva a un aumento en la suceptibilidad
a infecciones por organismos oportunistas (p.e. neumococos] que
son causa de muerte en SN.

b) Deficiencia en elementos traza (Cu,Fe,2n) que se pierden por
la orina.

c) Alteraciones en el metabolismo hormonal, pues se pierden por
orina proteinas acarreadoras tales como la globulina tran;por—
tadora de tirosina.

d) Deficiencia de calcio y vitamina D.



e) Un estado hipercoagulable, secundario a alteraciones en casi
todos los factores de la coagulaciodn.

Los modelos experimentales usados para estudiar el SN son los
producidos por inyeccidn de:

a) suero antirifién

b) aminonucledsido de puromicina (ANP)

c¢) adriamicina

d) daunomicina

Debido a que el SN inducido en ratas con ANP se parece mucho al
sindrome con lesiones minimas encontrado en humanos, se ha utili-

zado comdo uno de los modelos para estudiar SN; los cambios en el
SPAA han sido previamente caracterizades en este modelo (9,10,12-
14). Se han descrito dos variantes de la nefrosis inducida por
ANP, el modelo agudo y el modelo crénico (15). E1 modelo agudo,
se induce por una o por varias inyecciones subcutdneas o intra-
peritoneales que van de 50 a 150 mg/kg de peso corporal total,
éstas inyecciones desencadenan una proteinuria masiva y SN al
término de 7 & 14 dias después de su aplicacién; alrededor de 3
semanas, la proteinuria disminuye ¥y desaparece a las © semanas;
éste modelo es reversible.

El modelo crénico se induce por una o varias inyecciones intra-
venosas a bajas dosis (5 mg / 100 g) y se encuentra asociado a

proteinuria crénica y dafio irreversible.



Se plensa que 1los radicales libres, tales como peroxido de
hidrégenc, superdxido e hidroxile, producidos durante el metabo-
lismo del ANP son los responsables del daffo celular.

El ANP es producido por la hidrélisis del residuo p-metoxitiro-
sil que =se encuentra unido al grupo amino del residuo
aminorribosa del antibiético puromicina; el aminonucledédsido esta
relacionado estructuralmente a la adenosina; cuando se acetila el
grupo amino del residuo aminorribosa no es nefrotéxico y se
excreta sin cambioc en la orina. No se metaboliza in vive ni in

vitro. Esto sugiere que el grupo amino es muy importante para
producir el efecto nefrotéxico (ver Fig. C) (15).

Hasta ahora, el mecanismo por el cual el ANP produce daffo renal
se desconoce, s5in embargo, hay evidencias que el metabolismo del
ANP es indispensable para producir el daffo renal. El ANP produce
una reduccién en la densidad de carga de las células epiteliales
debido a que se pierden sialoproteinas y heparan sulfato
proteoglucanos, que como se sabe, participan de manera importante
en la funcidn de la filtracidn de proteinas plaspidticas aniébni-

cas. (13).
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Fishman y Karnovsky (citado en 15), describieron recientemente

los efectos del ANP en celulas epiteliales del rindn in vitro, vy
encontraron efectos directos sobre la membrana celular,
presumiblemente, una desorganizacién proteico-lipidica asociada a
desarreglos metabdlicos, tales como un aumento de heparan sulfato
proteoglucanos y una disminucidén en la glucosamina y sulfato en
la superficie celular, esto lleva a la hipdtesis de que el ANP
produce un desarreglo en la barrera de carga (por las pérdidas de
sialoprotelnas y heparan sulfato proteoglucancs) y de tamafic que
existen en la barrera de filtracién glomerular. Observaciones por
microscopla electrénica han revelado que las células epiteliales
renales (podocitos) se encuentran fusionadas, indicando un serio
dafio astructural en todo el epitelio glomerular (dentro de la
capsula de Bowman) (15).

El efecto nefrotdxico del ANP es especie-especifico, es decir,
solo produce dafio renal .en rata y en humano pero no en conejos y
en cobayos. En los perros produce proteinuria transitoria, sin

llegar a causar todas las caracteristicas del SN (15).

La enzima convertidora de angiotensina I (ECA), fue descrita par
primera vez del plasma de caballo por Skeggs y cols. en 1954

{16), ellos observaron que esta enzima convertia el decapéptido
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angiotensina I, a un octapéptido: la angiotensina II; mas tarde,
Ng y Vane demostraron que #&sta enzima era primordialmente
responsable de la conversidon in vivo de 1la angiotensina I
circulante a angiotensina I1 en pulmdén (citado en 16), poco
después Erd¥ds y cols. (citado en 17), encontraron en una fraccidn
de homogenado de rifitn de cerdo y también en una fraccién de
globulina de plasma humano, wuna enzima que inactivaba a la
bradicinina al liberar el péptido Fen-Arg del extremo carboxilo;
‘en un principio, ésta enzima fué llamada cinipasa II, después se
demostro que se trataba de la misma enzima descrita por  Skeggs y
cols. (18). Para demostrar esto, se usaron métocdos de cromatcgra-
fia y bioensayo con una enzima parcialmente pura e inhibidores
especificos, posteriormente se obtuvieron las enzimas puras, lo
cual permitid corroborar lo anterior (18).

También se ha visto que la ECA hidroliza a encefalinas 'y otros

numerosos polipéptidos y tri-péptidos N-acilados (19).

La enzima convertidora es una molécula proteica monomérica
con un punto isoeléctrico alrededor de 4.5, consiste de una
cadena simple de aninocdcidos y el centro activo de la enzima

contiene zinc (20}.
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El peso molecular depende del tejido de origen y del metodo de
determinacidn, para pulmén varla de 126 a 185 kDa por electrofo-
resis bajo condiciones desnaturalizantes. Con técnicas de filtra-
cién en gel son valores mucho mis altos (21).

Segin la Enzyme Comission, su clasificacién es E.C. 3.4.15.1.,
pertenece al grupo de las hidrolasas, ya que cataliza la ruptura
hidrolitica de un enlace, "3"; es una péptido hidrolasa pues
actya sobre un enlace peptidico "4", libera un paptido de un
polipeptido, por lo cual se 1le clasifica como una peptidil-
dipeptido-hidrolasa "“15", vy debido a que corta el extremo C-
terminal < de Bus sustratos se le considera una dipeptidil
carboxipeptidasa; y su numero progresiveo es el "1" (22).

Cabe mencionar, gque 1la estructura y comportamiento fisico-
quimico de esta importante enzima, varia de acuerdo a la especie,
por ejemplo, en el humano la enzima parece ser mas hidrofébica
que en un extracto de pulmén o rifidn de otra especie (23).

La enzima humana @s una glucoproteina de una sola cadena que
pesa alrededor de 140 kDa y que contiene aproximadamente un 25%
de carbohidrates (16).

La ECA es una peptidasa transmembranal, con un ancla peptidica
hidrofédbica insertada dentro de la bicapa lipidica de la membrana
plasmatica (16). La ECA en testiculo de conejo pesa alrededor de

100 Kba (21}.
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Se . ha determinado el contenido metdlico de 1la ECA por
espectrofotometria de absorcién atdmica y se demostrd la
presencia de Zn, pero no de Mg, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Cd, vy
Mo ; contiene 1 atomo de zinc por mol de enzima el cual se
requiere para su actividad catalitica, la funcidén del Atomo de Zn
en la ECA es muy similar a la funcidn del Atomo de Zn en la
carboxipeptidasa A y en la termolisina, de hecho, es una buena
razén para soepechar que el mismo mecanismo catalitico funciona
igualmente para las tres enzimas. Se ha sugerido que el residuc
glutamil del sitio activo tiene un papel catalitico andlogo a2 la
funcidn del Glu-270 en la carboxipeptidasa A y el Glu-143 an la
termolisina; el sitio de unidén de la ECA contiene un residuo de
arginina que interactua con el grupo carboxilo del sustrato, tal
como lo hace Arg-145 en la carboxipeptidaza A; 1la termolisina,
siendo una endoproteasa, no requiere tal residuo (Fig. D). La ECa
contiene un residuoc de lisina que media el efecto de activacidn

del cloro (24).
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3b.LOCALIZACION Y DISTRIBUCION

La enzima se encuentra ampliamente localizada en la superficie
de vasos sanguineos y es abundante en pulmén, aunque también se
encuentra en otros tejidos tales como sangre, rifién, testiculos,
corazdn, e intestino (25-39). Se localiza también en vasos
sanguineos del iris de la rata (30), en ovarios, cerebro (31) v,
recientemente se descubrié que también se encuentra en los
fibroblastos de 1la piel en humano (32), asi como en la corteza y
la médula de rifidn de rata (33), en a2l tubulo proximal (34).,en la
pared adrtica (35), y en el suero (36).

El origen de la enzima circulante no estd esclarecido, sin
embargo se ha sugerido gue es liberada a la sangre durante el
recambio normal de las membranas celulares que la contienen.

La enzima no solamente se considera como una parte esencial
dentro del SRAA (37). sino que se le ha asociado, debido a su
amplia 1localizacidén, a otros sistemas hormonales que no estan
asociados con el SRAA, como en la hidrolisis de analogos de
colecistocinina y  gastrina liberande el dipéptido de carbono
terminal amidado (38); ademds se le ha considerado esencial en la
movilidad de espermatozoides, asi como en los mecanismos de

inmunidad (39).
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Las enzimas que se encuentran en testicule y en pulmédn difieren
en estructura, y por tanto, son consideradas 1icoenzimas, cabe
mencionar que la primera es catallticamente similar a la segunda,
sin embargo, 1la ECA de testlculo aparece déspués de la pubertad
y, a diferencia de 1la de pulmén, su tamafio es menor (40); las 2
proteinas difieren en sus grupos NHq- y COOH-terminal, é&sto se ha
demostrado clonando la secuencia correspondiente de su A4cido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) (41).

La distribucién a nivel tisular de la ECA varla segin la
especie, por ejemplo en riffones de conejos, humanos y monos, se
encuentra en mayor concentracidn ‘en corteza comparada con la
medula o papila: en cambio, en rata, parece ser que la concentra-
cién es mayor en la médula que en la corteza. en rifidn de perro,
la distribucién de la ECA en la corteza no es homogénea,
aumentando a medida que se acerca a la médula (42). En humaneo la
ECA se distribuye en mayor cantidad =n el aparate digestivo,
principalmente en los intestinos, después an pulmén, ovarios,
higado, musculo, piel v suero (25)

La actividad de 1la ECA en el suero también varia segin la
especie siendo la actividad mds alta en cobaye y la mds baja en

perro (43,44).
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3¢. PROPIEDADES FISICQ-QUIMICAS

La actividad de la ECA es dependiente de iones cloruro. Los
grupos funcionales esenciales en el sitio active de 1la ECA
incluyen los aminodcidos arginina, -tirosina, 1lisina, y Acido
glutaAmico, y el complejo idénico de zinc (24,45). La lisina esté
involucrada en el mecanismo de activacién por el ién cloro, que
junto con otros aniones monovalentes aumentan la actividad hasta
un grado limite que varla de acuerdo a la estructura del sustrato
y al pH (24,45). La ECA es una proteina poco acida, y es suscep-
tible a desnaturalizarse por calentamiente (45). E1 pH
fisioldégico al que la ECA tiene su maxima actividad es alrededor

de 8.0.

3d. SUSTRATOS_ESPECIFICOS

Los requisitos que debe tener un sustrato para ser hidrolizado
por la ECA son:
1)Ser un polipéptido que posea un C-terminal (45).
2)Tener un aminocdcido cargado positivamen;e en la penultima
posicien (46).
Los péptidos que contienen aminodcidos acldicos son pobres
sustratos para la ECA, los péptidos con aminodcidos arométicos

son usualmente buenos sustratos (45).
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En algunos casos, se ha visto que puede hidrolizar sustratos
peptidicos amidados, como en el caseo de la substancia P, un
neuropéptido que se encuentra en cerebro y que se ha identificado
como neurotransmisor y modulador del sistema nervioso central y
periférico (31), algunos andlogos de la colecistocinina y la
gastrina (38), a la luliberina (enzima 1liberadora de la hormona
luteinizante), y a otras encefalinas amidadas (38).

Se han encontrado sustratos con importancia biolégica potencial
ademds de las cininas, Ang I o encefalinas, come por ejemplo, la
neurotensina, un tridecapéptido, que es mas largo que los otros
sustratos de ECA, sin embargo, este es hidrolizado 4in vitro
mediante la ruptura del dipeéptido C-terminal Ile~Leu (23).

Se han fabricado numerosos sustratos sintéticos tales como
hipurato de histidil leucina (HHL) e hipurato de glicil glicina
(HGG): los ensayos para medir la actividad de la ECA se basan en
la medicidn de la cantidad de dipéptido liberado del sustrato, o
bien, en 1la porcidén N terminal protegida por 1la molécula
hidrolizada del sustrato (44,47). El dipéptido puede medirse por
un -método de flujo continuo automatizado, en un analizador de
aminodcidos o en un contador de radiaciones (si el dipéptido fue
marcado con un isdtopo radiactivo), o bien a un fluorbmetro
{(después de unir el residue histidil a un compuesto fluorescente)

(44) .



20

El Acido hipurico (AH) 1liberado de sustratos tales como HHL o
HGG, se puede medir después de la extraccién en 1la mezcla de
incubacidn con un solvente orgadnico o registrando directamente su

liberacidn en el espectrofotémetro (44).

3e. INHIBIDORES

La ECA es inhibida por numerosos compuestos, entre ellos estan
los dipéptidos liberados de la Ang I o de la bradicinina (His-Leu
y - Fen-Arg respectivamente}; agentes gquelantes como EDTA, o~
fenantrolina y 8-hidroxiquinolina; compuestos sulfhidrilo (SH);
analogos estructurales de 1la Ang I modificados en algunas

posiciones de la cadena polipeptidica; insulina; glutatién; los 9

péptidos derivados del venenoc de Bothrops Jjararaca (una especie

de serpiente) algunos de los cuales ya se han obtenido
sintéticamente; captopril (SQ 14,225) vy otroz analogos que han
sido wusados como drogas antihipertensivas, y han mostrado ser
inhibidores efectivos (45}.

El desarrollo de inhibidores especificos de la ECA, ha puesto
de manifiesto la importancia del SRAA en el desarrollo de la hi-
pértensibn; los primeros estudios con péptidos en venenos de
serpientes demostraron que la inhibicidén de la ECA podtia

proporcionar una via para el manejo de la hipertensidn (45},
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estos estudios culminaron con 1la sintesis del captopril, que es
el inhibidor especlfico mas efectivo de la ECA ya que la inhibe a
concentracicnes nanomelares y es altamente competitivo vy
reversible. Este inhibidor se ha empleado para establecer la
identidad de la ECA en estudios in vitro, y para bloquear la

conversidén de Ang I o la inactivacidén de una cinipa ip vitro
(44) .

En 1989, Ikemoto y cols. (48), identificaron una substancia en
al corazén de rata que inhibe a la ECA, este . inhibidor tiene una
localizacién endégena y puede modular la actividad de ECA en
respuesta a las alteraciones en el balance de oxido-reduccidén en
el tejido, y parece ser una proteina con grupo sulfhidrilo.

Los inhibidores con un grupo sulfhidrilo son también muy
efectivos ya que se unen idnicamente al sitio activo de 1la ECA
cargado positivamente y el segundo carboxilo del inhibidor
interacciona fuertemente con el ién Zn cataliticamente funcional
de la ECA, por lo tanto, estos inhibidores actian ligando

fuertemente al Zn (45).

Se ha observado que la ECA esta reducida en suero en pacientes

con cancer pulmonar, tuberculosis, y fibrosis quistica; por el
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contrario, los individuos que tienen sarcoidosis e histoplasmo-
sis, muestran niveles séricos elevados de la ECA, esto parece

estar asociado al proceso active de la enfermedad; en otras
enfermedades también 8e han observado niveles elevados de ECA
como en la lepra y en la enfermedad de Gaucher; en la sarcoidosis
se ha propuesto como herramienta auxiliar de diagnéstico (citado

en 44)}.



I. ANTECEDENTES
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II. ANTECEDENTES

En estudios previos (9,12,44,49) se encontrd que la actividad
sérica de la ECA aumenta en ratas con SN experimental inducido
con ANP. Sin embargo, los mecanismos involucrados en este aumento
no estan esclarecidos. Tampoco se sabe si la actividad tisular de
la ECA cambia en éstas ratas y si la ECA se pierde por la orina
en este modelo experimental reversible.

En otros experimentos con este mismo modelo (12,13,14) se ha
seguido secuencialmente el desarrcllo de la enfermedad enfocada
al comportamiente de los componentes del SRAA, lo que permitid
caracterizarlo y estudiarlo con facilidad logrando asi separar
varias etapas durante su desarrollo después de la inyeccibdn:

a) La etapa prenefrética que va desde los dlas 0 a 2.

b) La etapa nefrotica que inicia el dia 6 y continda hasta el dia
14,

c) La etapa de remisién que se inicia el dia 15 y que continua

hasta que desaparece la proteinuria.
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Conociendo lo anterior, el empleo de éste modelo en el presente
trabajo facilita de manera importante el estudio de 1la actividad
de la ECA durante el transcurso de estas etapas en suero, orina y
en tejidos, por lo cual se eligieron los dias 2, 6, 11 v 16.

Debido a que se demostré 1la presencia de la ECA en varios
tejidos. (28-36) tales como pulmén, corazdn, rifién, intestino,
aorta, cerebro, glandulas suprarrenales y testiculos asi como en
suero, resulta interesante conocer la actividad de la ECA que
presentan durante el curso del SN, para tratar de esclarecer si
estos tejidos contribuyen o no a elevar la actividad de la ECA en
suero, si hay algin mecanismo que dispare este aumento, o si

existe alguna relacién con la proteinuria.



MHIPOTESIS
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IIX. HIPOTESIS

~ El aumento en la actividad de la ECA en el suero de ratas con
SN experimental puede deberse a cambios en la actividad tisular
de la enzima.

- Ya que hay una pérdida urinaria abundante de proteinas
plasmadticas en estas ratas, es posible que la ECA circulante se

pierda también por orina.



IV.OBJETIVOS
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IV. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabaijo son:

- Medir 1la actividad urinaria y sérica de ECA y estudiar su
relacién con la proteinuria en ratas con SN experimental los dlas
2, 6, 11 y 16, después de la inyeccidn del ANP.

- Investigar si la actividad de ECA se altera en pulmén, corazdn,
riffén, intestino delgado, cerebro, aorta, glandulas
suprarrenales, y testiculos, los dlas 2, 6, 11 y 16, después de

la inyeccién de ANP.



V. MATERIALES Y METODOS
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V. MATERIALES Y METODOS

Los siguientes reactivos se compraron de Sigma Chemical Co.:
reactivo de Folin & Ciocalteu, ANP, albumina sérica bovina (ASB),
HHL no radiactivo, Nonidet P-40 y Tris-~HCl; el HHL radiactivo se
compré de DuPont, New England (Boston, Mass.); los demas
reactivos fueron de alta pureza y se obtuvieron comercialmente.

2.DISENO_EXPERIMENTAL

Wistar) con un peso inicial de 90-110 g de peso.

El sindrome nefrético se indujo con una inyeccién subcutdnea
dnica de una solucién de ANP al 2% en soluciédn salina (15 mg/100
g, refs. 9-10, 12-14, 49). Los animales control recibieron el
mismo volumen de vehiculo (solucién salina). Los animales se
mantuvieron en jaulas metabdlicas durante el estudio; las ratas
fueron sacrificadas por decapitacidn los dias 2, 6, 11, y 16
después de la inyeccidn del vehiculo & del ANP. En éstos dlas se
obtuvieron sangre y los siguientes tejidos: glandulas
suprarrenales y upa porcidn de cerebro, pulmén, intestino
delgado, testiculo, aorta, corazdn, y rifién. El suero, la orina y
los tejidos se congelaron a -70°C, hasta que se determind la

actividad de ECA y la cantidad de protelnas.
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Los datos obtenidos de las ratas control los dias 2, 6, 11 y 16
después de la inyeccién del vehiculo fueron idénticos, vy por lo

tanto se reunieron en el mismo grupo {grupo control).

3.DETERMINACION DE__PROTEINAS: Las protelnas se midieron por el
método colorimétrico de Lowry .(50), para lo cual se prepararon
las siguientes soluciones:
Solucién A. Carbonato de sodioc al 2%, hidréxido de sodio al 0.4%
y tartrato de sodic y potasio al 0.02%.
Solucidén B, Sulfato de cobre al 0.5%.
Solucioén €. S0 ml de solucitn A mds 1 ml de solucidn B (se
prepara al momento de usarse}.
Solucién D. Reactivo de Folin & Ciocalteu 1 N. Se prepara a
partir de la solucidn concentrada 2 N.
Solucién E. Albumina sérica bovina (ASB) 0.5 mg/ml. Se prepara
una curva patrén con esta solucion de S hasta 50 ug.
La solucidén de alblmina o la muestra se colocan en un volumen
final de 0.2 ml, a todos los tubos se les agrega 1 ml de solucidén
'C. se agitan y se dejan reposar 10 minutos, después se ies agrega
0.1 ml de solucidén D mientras se estan agitando vigorosamente,
después de 30 minutos se lee la densidad optica a 660 nm.
Antes de cuantificar las proteinas urinarias, estas recibieron

el siguiente tratamiento: se precipitaron y se lavaron con acido
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tricloroacético (ATA} al 10%, mezclando 0.1 ml de orina y 1.9 ml
de ATA, se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos, se decantd y
Be volvid a repetir esta misma operacidn 2 o 3 veces, hasta que
el sobrenadante quede transparente, finalmente se decantd y el
precipitado se resuspendid en 2 ml de NaOH 0.1 M.

A los sueros se les hizo una dilucidén 1:400, de ésta diluciodn
se tomaron 0.2 ml para cuantificar proteinas. Para los tejidos
(sobrenadante) se les hizo una dilucién previa, segin el tejido,
y después se tomd 0.2 ml para cuantificar proteinas. La curva
patfén se mnmuestra en la Fig. E. Los resultados de proteinas en
orina se expresan en mg/24 h, en suero se expresan en mg/dL vy en’
los tejidos en mg/ml.

4. EXTRACCION DE_ECA_EN LOS TEJIDOS

Los tejidos (aproximadamente 1 g excepto glandulas suprarre-
nales y aorta, que por su tamaffo se extrajeron totalmente) se
descongelaron y se homegenizaron {(en 5 ml exceptoe glandulas
suprarrenales y aorta que se homogenizaron en 1 ml} durante 30
segundos con un homogenizador de tejidos (marca politrdn) en una
solucidn amortiguadora de la siguiente composicién: Tris-HCl 0.1
M pH 7.8, KC1 30 mM, MgCl 5 mM, sacarosa 0.25 M y nonidet P-40
al 0.1% (51.52), se dejd reposar toda la noche a 42C y se centri-
fugd a 12,500 rpm durante 20 minutos a 4°C; el sobrenadante se

- separo en tres alicuotas, para determinar proteinas y ECA,
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Fig. E CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION

DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.
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sustrato hipurato de histidil leucina (HHL) (43,44), y se utilizd
un método radioquimico (53), porque tiene la ventaja de aumentar
l1a sensibilidad y rapidez del método, en este ensayo se emplea
una mezcla de HHL radiactivo y HHL no radiactivo; el HHL radiac-
tivo esta marcado con 14~C. La ECA hidroliza al HHL en histidil-
leucina y en acido hipurico (AH) (Ver Fig. F). El AH radiactive
liberado se extrae con acetato de etilo y se cuenta en un conta-
dor de radiaciones beta.

- Inmediatamente antes del ensayo se mezclaron 3.5 Fl de HHL 14~
o] (3 mCi/mmol; 0.0177 nmoles, 77,000 desintegraciones por minuto

(dpm)} y 3.5 p1 de HHL no radiactivo 68.1 nmnM (preparado en
etanol:agua 6:4) por cada tubo del ensayo. La concentracién final
de HHL fué 5 mM.

- La mezcla se secd bajo una corriénce de nitrdgeno vy se
resuspendié en 40 pl (por tubo) de amortiguador Tris-HCl 0.125 M,
NaCl 0.6 M pH 8.3,

- Para cada muestra se usaron 4 tubos, 2 para el blanco y 2 para
el problenma (de preferencia tubos cénicos)

- A .todos los tubos se les agregd 10 Pl de la muestra como
mAximo.

~ En los tubos blanco se agregaron 50 pl de HCl 1 M.
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- A todos los tubos se les agregd 40 pl del sustrato-
amortiguador.

- Se incubd a 379C en un bafio de incubacién.

- Al final de la incubacién se adicionaron S0 pl de HCl 1 M a
1os tubos problema.

-  Se agregaron 300 yl de acetato de etilo con un repipeteador a
todos 1los tubos, empezando por los que contienen el blanco.

- Se agitaron vigorosamente en un vértex por 15 segundos.

~ Los tubos ge centrifugaron a temperatura ambiente por 15
minutos a 2,500 rpm.

- Se separaron 200 pl de la fase orgdnica (superior) y se
mezclaron con 5 ml de liquide de centelleo en un frasco para
contar radiaciones beta.

-~ Los frascos se contaron en un contador de radiaciones beta y
la actividad de ECA se calculd restando las dpm del blanco a las

dpm del problema, usando la siguiente férmula:

dpm problema -~ dpm blanco
mU/mls e = nmoles de AH/ml/uin

AE x 0.91 x ' 0.67 x t x v



34

donde:
AH = Acide hipurico
AE = Actividad especifica (308 dpm/nmol)
0.91 = Recuperacién de AH
0.67 = Fraccion contada de AH
t = Tiempo de incubacidn (en minutos)
v = Volumen de incubacién (en ml)
Una unidad de ECA es la cantidad de enzima que produce un
nanomol de AH/ml/min de incubacidn a 37°C. Los resultados estan

expresados en miliunidades/mg de proteina en 1 ml.

6.PRUEBAS DE_REPRODUCIBILIDAD

a) Interandlisis: Se realizé la determinacién de la actividad de
la ECA de una misma mezcla de sueros de ratas normales en
diferentes ensayos y se calculéd el coeficiente de variacibn (CV).
b) Intraanalisis: Se realizé la determinacién de la actividad de
la ECA de una misma mezcla de ratas normales 10 veces dentro de

un mismo ensayo y se calculd su CV.

7.CURVAS DE_LINEARIDAD

Antes de estudiar la actividad de la ECA en orina, sueroc y los
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diferentes tejidos, se selecciond 1la cantidad de muestra y el
tiempo de incubacidén a usar; debido a que el volumen en el ensayo
radioquimico usado es de 10 pul como maximo, las curvas que se
construyeron fueron a diferentes volumenes de muestra; es decir
eran de 2.5, 5, 7.5, y 10 pl, completando a 10 pl, con solucidn
salina al 0.97%, con un tiempo de incubacidn que variaba segin el
tipo de muestra; estas curvas se repitieron 5 veces (ns5) y se
calculo el indice de correlacién (r). Se selecciond el punto
medio de cada recta, para medir la actividad de ECA en todas las
muestras de los grupos experimentales. E1 analisis de correlacién
entre la actividad de 1la muestra y el volumen fué calculado por
el meétedo de minimos cuadrados en una calculadora Hewlett Packard

modelo 32E.

8.PRUEBAS_DE_INHIBICION

Con el fin de asegurarse que en el ensayo radioquimico se
estuviera midiendo la actividad de la ECA, a las muestras se les
agregd un inhibidor especifico de esta enzima (captopril, 10 pM)

10 minutos antes de correr el ensayo.
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Para cuantificar la cantidad de ECA que pudiera haberse quedado
después de extraerse el sobrenadante de los tejidos, se midid la
actividad de ECA al precipitado, para ver que tan efectiva habla
resultado la aplicacién del detergente nonidet-P40, que sirve

para liberar a la ECA unida a la membrana.

Los resultados estdn expresados como el promedio + desviacidn
egtdndar. Se hicieron analisis de varianza de una via (ANDEVA)
con el propdsito de investigar si habia grupos diferentes del
control. El ANDEVA se realizdé wusando una calculadora Heuwlett
Packard modelo 41CV. Debido a que el ANDEVA solo indica si existe
0 no diferencia significativa entre los grupes, peroc no sefala
los grupos diferentes al grupo control es necesa;io realizar otro
andlisis, por lo tanto Be escogid el meétodo de Bonferroni (citado
en 54), el cual se basa en el uso de valores de t modificados;
mediante estos valores se puede observar que grupo experimental

.difiere del grupo control. Una P <« 0.05 se. considerd

significativo.

10.1 _Coeficiente de Variacidén _(CV). El CV se calcula de la

siguiente manera:
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desviacidén estandar

promedio

y s5e expresa en X%

10.2 CORRELACIONES. Se realizd una correlacién entre la excreciédn

total de ECA y la proteinuria por el método de minimos cuadrados.



VLRESULTADOS



38

VI. RESULTADOS

El CV de las pruebas intra e interanalisis de la determinacidn
de ECA fueron menores al 5% (n=50) y menores al 8% (n=20),

respectivamente. (n = numero de ratas)

2.CURVAS DE_LINEARIDAD

Se probé la linearidad (r = 0.99) de la actividad de la ECA en
suero y tejidos de ratas normales y en orina de . ratas nefroticas
(Fig. 1), estas curvas se hicieron 5 veces y de acuerdo a ésto ese

eligieron las condiciones de ensayo optimas como se muestran en

las tablas I y II.
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FiQ. t CURMAS DE LINEARIDAD DE ACTIVIDAD DE ECA EN SUERO,
ORINA Y WVRRIOS TEJIDOS DE RATA

1.0
1.5
1.0
0.8 0.8
0.0 R )
1 E)
nmoles
0.8
r=0.0982
DE AH

ne8
LIBERADO

0.4

0.2

e ree—]
0O 2 4 6 8 10 12

VOLUMEN DE LA MUESTRA (L}

X sTESTICULO +<8UERO O «CORAZON @ “GLAND, SUPAARRENALES ® =AORTA -
A PULMON  [1-CEREBRO #+RIRON & «INTESTINO DELGADO ¥ ~ORINA



40

TABLA I.~ CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD

DE LA ECA EN SUERO Y ORINA DE RATA.

TIPO DE MUESTRA CANTIDAD TIEMPO DE INCUBACION
(pL) (minutos)

SUERO 5 5

ORINA 10 60

TABLA II.- CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD
DE LA ECA EN DIFERENTES TEJIDOS DE RATA.

TEJIDO CANTIDAD TIEMPO DE INCUBACION
(pL) (minutos}

PULMON 10 5
TESTICULOS 5 10

RiNON 10 20

INTESTINO DELGADO 10 .20

CEREBRO 10 20

CORAZON 10 20

GLANDULAS

SUPRARRENALES 10 30

AORTA 10 30
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3. _PRUEBAS DE_INHIBICION

Al realizar el ensayo radioquimico en los tejidos en presencia

de captopril, se obtuvo una inhibicion del 98%.

4. ANALISIS DEL_PRECIPITADO DEL_TEJIDO _DESPUES DE_AGREGAR_NONIDET

P-40
El ensayo mostrdé que se habla extraido mas del 957 del total de
la enzima en todos los tejidos, lo que indica, que este
detergente ayudo a extraer casi en su totalidad a2 la ECA que se
encontraba unida a la membrana y que los resultados de la

actividad de la ECA son representativos.

5. _GRAFICAS

5.1 PROTEINAS. En las Figs, 2 y 3 se muestran los resultados
obtenidos de la determinacién de proteinas en orina y en suero,
Se observd proteinuria e hipoproteinemia en los dias 6 y 11i. lLa
proteinuria disminuy¢ significativamente el dia 16, aunque no

desaparecio totalmente. En el dia 2 1las ratas no proteinuria o

hipoproteinemia (etapa prenefrdtical.
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Fig. 2 PROTEINAS EN ORINA
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5.2 ACTIVIDAD DE_ECA EN_ORINA Y SUERQO

En las Figuras 4 y 5 se muestran los resultados obtenidos de
actividad de ECA en orina y en suero respectivamente.

La actividad de ECA en suero aumentd los dias 2, 6, vy 11
(fig.5) v en orina 1los dias 6, 11 y 16 (fig. 4). Los valores
madximos. de la actividad de ECA en suerc y en orina se obtuvieron
el dia 6.

No se detectd actividad de ECA en la orina de las ratas control

v en las inyectadas con ANP el dia 2.

En la figura 6 se muestra la correlacidn que se obtuvo de 25
ratas de los grupes nefréticos, que son las que mostraron tener
actividad de ECA.

Se obtuvo un indice de correlacién (r) = 0.6856, v una P ¢ 0.05.
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FIG. 6 CORRELACION ENTRE
ACT. URINARIA DE ECA Y PROTEINURIA
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5.4 _ACTIVIDAD DE ECA EN TEJIDOS

En las figuras 7 - 14 se muestran los resultados obtenidos en
la determinacién de ECA en tejidos. La actividad de ECA en
pulmén, rifidn, intestino delgado, testiculo, aorta y glandulas
suprarrenales aumentd después de la inyeccién del ANP (Figs. 7,
8, 9, 10, 11 y 12, respectivamente). Sdélo en testiculo la
actividad de 1a ECA (Fig. 10), aumentd antes de la proteinuria,
en los otros tejidos el aumento fue durante la proteinuria (dias
6, 11 o 16). La actividad de ECA en cerebro y corazén (Figs. 13 y
14 respaectivamente) mostrd un patrdn bifdsico; primero se
observd una disminucidn (corazén en el dia 2, y cerebro en el dia

6) y segundo un aumento (terebro en el dia 1i y corazén el dia

16).
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Fig. 7 ACTIVIDAD DE ECA
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Fig. 11 ACTIVIDAD DE ECA
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Fig. 13 ACTIVIDAD DE ECA
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VII., DISCUSION

En los ultimos afios se ha demostrado que la ECA no s0lo juega
un papel importante dentro del SRAA, sino en otros sistemas de
regulacién hormonal y metabélica (39)

La actividad de la ECA en diversas enfermedades tales como SN
experimental inducido con ANP resulta importante pues no se
tiene informacién si 1los tejidos presentan algun cambio en la
actividad de esta enzima y si esta actividad contribuye a elevar
la actividad en suero y en orina de ratas con éste modelo, aunque
se conoce que en el suero la actividad de la  ECA se encuentra
elevada (14,44-49); en el presente trabajo se aportan datos
acerca de la actividad de la ECA en orina, suero vy diversos
tejidos de ratas con SN inducido con ANP.

Los resultados obtenidos confirman datos previos en el sentido
de que el aumento de la actividad de la ECA es reversible en
ratas c¢on SN inducido con ANP (9-12). Ademds se encontrd que
existen cambios en la actividad de la ECA en tejidos v en orina
de éstas ratas. El estudio secuencial muestra que los cambios en
la actividad de 1la ECA son tiempo-dependientes y tejido-
especificos. En éstas ratas la actividad de la ECA durante la
etapa prenefrética (dia 2), solamente aumentd en testlculo, mien-
tras que durante esta misma etapa, los demas tejidos no tuvieron
cambios, a excepcidén del corazén que disminuyd; en la etapa
nefrética (dias 6 vy 11) la actividad de la ECA aumenta en pulmén

Yy aorta, en el dia 6 el rifidn, intestinc delgado vy las glandulas
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suprarrenales, no mostraron cambio alguno, sin embargo, 1la
actividad de ECA en corazén y en cerebro disminuyé, en el dia
11, La actividad de 1l1la ECA se elevd drasticamente en rifién,
intestino delgado, aorta, glandulas adprarrenales y corazén, para
después, en la etapa de remisién del SN (dia 16), disminuir la
actividad a excepcién del rifidn y del corazédn, que aun mostraban
valores elevados todavia mayores que el dia 11

El mecanismo 1involucrado en el aumento de la actividad de 1la
ECA en el suero de ratas con SN inducido con ANP es multifacto-
rial. Se ha informado que los inhibidores de la ECA (55) y las
hormonas tiroideas (56) aumentan la actividad de ECA en suero. En
este trabajo, este aumento no se debid a inhibidores de la ECA,
ya que las ratas no fueron tratadas con éstas drogas. Glass et
al. (57), encontraron un aumento en triiodotironina en ratas con
SN inducido por ANP por lo que no se descarta la posibilidad de
que - las hormonas tiroideas Jjueguen un papel importante en el
aumento de la actividad de la ECA en ratas nefrdéticas.

Otros autores sugieren que el aumento en los niveles
circulantes de 1la ECA en diversas patologias se puede deber a un
dafio en el endotelio vascular (58-60), una hiperproduccién de la

‘ECA a nivel tisular (61,62), y una disminucidn del catabolismo

- hepatico de ECA (63).
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Se ha informado que el ANP produce lesiones en el corazén (64)
vy en el higado (65), y que, probablemente, este dafio estd mediado
por radicales libres (66-67). El aumento de ECA en suero en el
dia 2 puede ser ocasionado por la liberacidn de la enzima desde
los tejidos o desde el endotelio vascular daffado por el ANP. De
hecho, la actividad de ECA en corazdn disminuye en los dlas 2 y
6, lo cual puede ser el resultado secundario de la liberacién
ocasionada por un efecto tdxico del ANP sobre este tejido.

De manera interesante, el dafioc pulmonar inducido por otras
sustancias toxicas como la tiourea (58) o el paraquat (59) causa
una disminucidn en la actividad pulmonar y sérica de la ECA. El
contenido de 1la ECA en corazén se eleva los dlas 11 y 16. Esto
muestra que el efecto del ANP sobre el corazén es reversible.

Ademds, ya que el ANP produce dafio hepadtico antes de la
aparicién de proteinuria (64), es posible que el higado de estas
ratas tenga un catabolismo de ECA disminuido, lo cual por si solo
pueda contribuir a aumentar los niveles de la actividad de la ECA
en suero. Sin embargo, no se conocen los sitios en donde la ECA
se cataboliza, por lo tanto, este mecanismo requiere ser

estudiado adicienalmente.
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fa actividad de la ECA en testiculo aumenta en el dia 2,
sugiriendo un efecto directo del ANP Bpobre éste tejido. Se
desconoce si el aumento de la actividad de la ECA en testiculo
contribuye al aumento en la actividad en el suero en éste dia. La
razén por la cual el ANP tiene efectos contrarios sobre la
actividad de la ECA en corazdn y en testiculo es incierta. No hay
estudlos de daflo comparativo producido por el ANP en diferentes
tejidos.

El aumento en la actividad de la ECA observado en otros tejidos
en los dias 6 vy 11 pueden contribuir al aumento de la actividad
de ECA en suero en estos dias. Otros autores han encontrado una
relacidn estrecha entre el aumento de la actividad de la ECA en
suero y en la actividad en pulmén en ratas tratadas con captopril
{55). Ademds la hiperproduccién de la ECA en los tejidos sugiere
que puade actuar como mediador en el aumento de la actividad de
ECA en suero en la enfermedad de Gaucher (62}, y en la sarcoi-
dosis (61).

De manera interesante no todos los estimulos que aumentan la
actividad celular de ta ECA, aumentan la actividad de ECA en el

suero o en ios medios de cultivo de la ECA (68,69).
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Los mecanismos responsables del aumento de la actividad de la
ECA en 1los tejidos en las ratas con SN por ANP no estén
esclarecidos aun. Estos resultados estan de acuerdo con los
encontrados por Ingelfinger et al. (70), quienes encontraron que
la actividad de 1la ECA se encuentra elevada en el rifidén, 2
semanas despueés de la inyeccién del ANP, y que la actividad de la
ECA en el suero no cambia en esta etapa del sindrome.

En este trabajo se esperaba encontrar que la actividad de la
ECA en rifidn disminuyera el dia 2, debidc al daffo del ANP sobre
los tubulos renales, pues se conoce que los tubulos renales
contienen gran cantidad de ECA, pero no sucedié asi, sino que la
actividad de 1la ECA se mantuvo dentro de lo normal, hasta el dia
11 en gque se encontrd un aumento notable, y atin en el dia 16 se
encuentra elevada. Se ha demostrado recientemente que otros
componentes del SRAA e excretan por la orina de éstas ratas ,
como renina y angiotensindgenoc (71). También s8e encontrd
actividad de la ECA en la orina de ratas nefroéticas, pero no en
ratas control o en ratas del dia 2, con o sin dialisis, esto
puede -deberse -a que la ECA en estas ratas. se encuentra en
concentraciones muy bajas en la orina; sin embargo, no hay otros
informes de actividad de ECA ep ratas normales, sélo hay

informacion de actividad de ECA en humanos normales (72), la cual
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se deriva probablemente de los tubulos renales y no del plasma,
como lo sugiere el hecho de que aumenta por infecciones renales,
una funcién anormal tubular, poliuria o transplante renal
(73,74).

En ratas tratadas con ANP, la ECA puede provenir del suero,
esta idea se basa en el hecho de que la ECA urinaria no aumenta
en ausencia de proteinuria y por el hecho de que la ECA urinparia
muestra una correlacién positiva con la proteina urinaria.

Otra posibilidad es que la ECA en orina provenga del rifidn como
consecuencia del dafio producido por el ANP a los tubulos renales;
sin embargo es poco probable ya que la ECA no se excretd durante
el periodo prenefrético (dia 2), en donde se esperaria que el
dafio tubular fuera evidente; ademas de que la actividad de la ECA
en rifén no disminuydé en el dia 2.

En resumen, los resultados obtenidos indican que los cambios
que ocurren en la actividad de la ECA en los tejidos contribuyen
a elevar la actividad de la ECA en suero en ratas con SN inducido

con ANP.
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VIXI. CONCLUSIONES

Las ratas con sindrome nefrético experimental inducido con ANP
muestran grandes alteraciones en la actividad de la ECA en suero,
orina y en los tejidos estudiados.

Las grandes variaciones observadas en los tejidos pueden ser
causadas por dafio tisular producido por ANP & por aumento en la
biosintesis de la enzima. Estos cambios en los tejidos pueden
contribuir a aumentar los niveles circulantes de la enzima en el
suerc de estas ratas. El estimulo que dispara la biosintesis de
la ECA en los tejidos no esta claro audn.

El origen de la ECA en la orina de las ratas es, muy
probablemente, la enzima del suero. Esto es apoyado por el hecho
de que existe correlacién en la enzima excretada y  la
proteinuria, v por el hecho de que en ausencia de proteinuria no
hay enzima en orina.

Por ultimo, la pérdida de la ECA en orina puede ser un estimulo

que dispare la biosintesis de la enzima.
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