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REBUMNEN

Las ratas con sindrome nefrético (SN} inducido con
aminonucledésido de puromicina (ANP} tienen altos niveles
plasmdticos de renina y enzima convertidora de angiotensina I
(ECA) y bajos niveles circulantes de angiotensinégeno. Ademds, la
excrecién urinaria de vrenina, angiotensinégeno y ECA aumentan
considerablemente en estas ratas. El tratamiento con captopril
hace mAs evidente los cambios en los niveles circulantes de
renina y angiotensindgeno en las ratas con 5N.

El objetivo de este trabajo fue conocer el efecto del
captopril sobre la excrecién urinaria de proteinas totales,
angiotensinégeno, renina y ECA en ratas con SN inducido con ANP.

Se trabajé con dos grupos: el primero fue el grupo de
ratas con sindrome nefrético experimental (SNE), el cual se
indujo con una inyeccién de ANP (15 mg/100 g de peso); el
segundo fue el grupo de ratas con SNE (inducideo por el método
antes mencionado) tratadas con captopril (SHE+CAPT), el cual
ingirieron en solucién (500 mg/L) durante los 25 dias que durd el
experimento; el dia cero se inyectaron todas las ratas y durante
los siquientes dias se recolecté la orina cada 24 h, el dia 26 se
decapitaron todas las ratas para obtener plasma y suero. En
orina se midié: concentracién de proteinas totales, concentracidn
urinaria de ranina {CUR), concentracién urinaria de
anglotensinégeno (CUA} y 1la actividad de ECA. En plasma se
midié: concentracién plasmatica de renina (CPR) y concentracién
plasmatica de angiotensindgeno (CPA}. En suero se midié:

concentracién de proteinas totales y la actividad de ECA.



Los perfiles de proteinuria de amhos grupos fuercon
semejantes, lo cual indica que el captopril no afectd 1la
excrecién urinarja de proteinas y por tantec no afectd la BFG,
donde el ANP produjo alteraciones, por lo que el dafio permanece Yy
la excrecién de proteinas continva. El captopril tampoco alterd
la concentraccién de proteinas totales en suere por lo que
podemos afirmar que el captopril no afecta la concentracién
gérica, ni la excrecidén de las proteinas totales por orina. Sin
embargo, el captopril si{ tuvo un efecto especifico sobre los
componentes del sistema renina angiotensina (SRA), ya que la
excrecion urinaria de wenina y ECA fue mayor Y la Qe
angiotensindgeno fue menor en el grupo de ratas nefréticas
tratadas con captopril que en el grupo de ratas nefréticas.

Pe lo anterior se concluye gque el captopril afecta
la excrecién de los componentes del SRA, no por que altere la
BFG, ya que no modificd el perfil de proteinuria, sine porque
afecta directamente los niveles circulantes de renina, ECA y

angiotensinégeno.
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I. Introduccion



I. INTRODUCCION
Los primeros pasos para el descubrimiento del sistema
renina angiotensina (SRA) como tal se dieron con los trabajos de
Goldblatt et al. en 1934 (citado en 1), quienes en una serie de
experimentos clasicos (2-4), comprobaron que la hipertensidén era
de origen renal. Produjeron hipertensién en animales de
laboratorio muy parecida a la que se presenta en humanos,
colocando un clip de plata en ambas arterias renales (2 clips, 2
rifiones) o bien sélo en una arteria (1 clip, 2 rifiones). También
demostraron que la hipertensidén producida no involucraba 1la
participacién del sistema nervioso y que no podia bloquearse por
la simpatectomia completa, ni por la destruccién de la médula
espinal o por el transplante del rifdén isquémico denervado,
Goldblatt y su grupo finalmente comprobaron que la hipertension
desaparecia si la vena renal era ocluida, el animal se volvia
normotenso y eventualmente moria de uremia lo que hizo pensar que
la elevacidn de la presidén sanguinea también tenia basesl
humorales. A continuacién procedieron a buscar este factor
humoral el cual provenia del rifnén.

La atencién se dirigidé hacia la renina descubierta por
Tigersted y Bergman en 1898 (citado en 1), estos investigadores
demostraron que el extracto saline de rifidén de conejo aplicade a
conejos producia una prolongada y sorprendente elevacion de la
presién sanguinea. Como la renina se encontraba en grandes
cantidades en rifidén se esperaba que esta fuera el agente causal

de la hipertensién arterial.



Sin embargo, en 1938 Friedman et al.(citado en 1)
encontraron que la renina, por si misma, no tenia un efecto
vasoconstrictor. Dos ahos mds tarde dos grupos de investigadores
Page y Helmer en los Estados Unidos y Braun-Menéndez en Argentina
descubrieron que la renina actuaba sobre una sustancia presente
en plasma para producir otra estable al calor, dializable, y con
un efecto presor, a esta sustancia Page y Helmer la nombraron
angiotonina, mientras Braun-Menéndez y su grupo la llamaron
hipertensina. Al reconocer a ambas coms la misma sustancia se
acordd utilizar el término angiotensina (citado en 5).

Actualmente se sabe que el angiotensinégeno, la renina,
Y la enzima convertidora de angiotensina I (ECA) actuian en
cascada para producir secuencialmente a la angiotensina I y a la
angiotensina II (AII), todos estos componentes constituyen el
sistema renina anglotensina (SRA) (Fig 1), el cual estd
directamente involucrado en la regulacién de la presién sanguinea
y en el balance de electrolitos y agua.

El SRA actua de la siguiente manera: la renina, una de
las dos enzimas mas importantes del sistema se produce
principalmente en el rifén y actua sobre el angiotensindgeno, el
cual se sintetiza principalmente en el higado, el resultado de
esta hidrélisis es la AI, este decapéptido tiene poca o nula
actividad bioldgica y constituye el sustrato de la segunda enzima
de la cascada, es decir de la ECA, la cual es sintetizada en
grandes cantidades en pulmon y remueve dos aminodcidos (His-Leu)
del extremo carboxile de la AI formando una hormona
biologicamente activa, la AII. La actividad del SRA es

2



ANGIOTENSINOGENO

Asp-Arg-Val-Tir-te-His-Pro-Fen-His-Leu- Leu-Val-Pro-Sar-R

¢———RENNA

ANGIOTENSINA |
Asp-Arg-Val-Tic-Se-Hin-Pro-Fen-Ha-Leu

“———ECA

ANGIOTENSINA
A8D-~Arg-Vei~Tir-lle-His-Pro-Fen

pigura 1. Biosintesis de AII. Tomado de Ganong WF, Fisiologia
uédics 173 (1982).
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controlada principalmente pér la velocidag de 1iberécién de
renina. La ECA no actia como un regulador del sistema (6), sin
embargo, se puede hacer una interrupcién efectiva de la cascada
~en este paso por métodos farmacoldgicos 1lo cual tiene gran
utilidad clinica (figs. 1 y 2) (5,7,8).

Recientemente algunos investigadores han demestrado por
medio de modernas técnicas bioquimicas y de biologia molecular la
expresién de los genes de renina y anglotensindgenc en gran
variedad de tejides, lo que pone en discusién que unicamente sea
el SRA ya conocido el que actua, ya que la expresidon local del
SRA puede estar involucrado en una funcidén especifica de cada
tejido (9-16).

1. BIOLOGIA DEL SISTEMA RENINA~ANGIOTENSINA.
A) RENINA

La renina es una de las enzimas del SRA, se sintetiza en
las células yuxtaglomerulares del rifién, las cuales son células
modificadas de misculo liso de la arteriola aferente, que estén
adyacentes al glomdrulo, tienen caracteristicas de células
secretoras tales como un reticulo endoplasmico rugoso bien
desarrollado, un aparato de Geolgi prominente y grénulos que
contienen renina, estan ricamente inervadas por fibras simpdticas
y son particularmente sensibles a cambios de presion sanguinea.
Estas células granulares y la mécula densa (una porcioén del
tubulo distal gque estd en contacto cen las células
yuxtaglomerulares) forman el aparatoc yuxtaglomerular (fig 3).
La renina tanbién se ha localizado en tejidos de otros
érganos tales como cerebro, pltuitaria anterior, utero, arterias,

H
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Pigura 3. Eaquema del aparato yuxtaglomerular. Tomado de Vander
AJ. Fisiologia renal 17 (1986).



corteza suprarrenal, hipotdlame y glandula submandibular (17).

La liberacion de renina estd controlada por varios
factores: a) barorreceptores intrarenales que responden a
cambios en la presién sanguinea; b) la cantidad de ién sodio (o
probablemente cloruro) que pasa por el segmento micula densa del
tibulo distal; «¢) el sistema nervioso simpatico y las
catecolaminas circulantes; d) otros estimules como la
concentracidén de potasio en suero, AII, prostaglandinas, kininas,
histamina, hormona paratiroidea, adenosina y hormona
antidiurética (18), La secrecidn de renina por parte de lasg
células yuxtaglomerulares se da en respuesta a una caida en la
presién arterial, provocandoc la produ?cldn de AII, la cual eleva
la presién sanguinea hasta valores normales,lo que es detectado
por barorreceptores intrarrenales que junto con la cantidad extra
de sodio en sangre actuan por un sistema de retroalimentacién
negetiva sobre las c¢lulas yuxtaglomerulares para que disminuyan
su actividad secretora.

La renina (EC 3.4.99.19.) se clasifica como una proteasa
4cida, a pesar de que es activa a un pH neutro, debido a que
tiene Acido aspartico en su sitio active y a que es inhibida por
pepstatina (un inhibidor de proteasas 4acidas). Tiene dos grupos
carboxilo que provienen de los residuos aspirticos en el sitio
activo que son esenciales para su funcldn catalitica.
A diferencia de todas las demds aspartil proteasas que son
vinespecificas, esta es altamente selectiva para su sustrato. Es
una glucoproteina cuya porcién proteinica tiene un pesoc molecular
de 37,235 d (5). El pH dptimo al que reacciona c¢on su sustrato

es de 5.5 a 5.6.



Se ha logrado estudiar la sintesis de renina en la
gléndula submandibular de ratén, donde se produce un tipo de
renina semejante a la renina renal. En primer lugar la renina se
sintetiza como preproenzima 1la cual pasa por reticulo
endopldsmico y se convierte en prorrenina, posteriormente esta es
procesada en el aparato de Golgi y se convierte en renina la cual
se empaqueta en granulos (8).

En plasma se encuentra renina activa e inactiva, esta
dltima constituye mas de la mitad de la renina circulante y, al
igual que la activa, se secreta de las células yuxtaglomerulares
(8). La renina inactiva puede activarse por incubacidn en frio,
tratamiento con 4acido o con enzimas proteoliticas (tripsina,
pepsina, kalicreina). Esto tiene por objeto exponer el sitio
activo de 1la enzima para que reaccione con su sustrato, el
angliotensindgeno (7,8,19).

B) ANGIOTEMSIMOGEMNO

Bl sustrato de renina o angiotensinégeno es una
alfa-2-globulina, sintetizado principalmente en higado (20), sin
enbargo, se tiene informacidn de que estaé presente en otros
tejidos tales como rifén (20) y cerebro (21)., Su concentracién
en plasma es de 4-7 mg/ml (20) y su PM es de 49,548 d (molécula
libre de carbohidratos). Es una molécula estructuralmente muy
relacionada con alfa-i-antitripsina, con antitrombina III y con
ovoalbumina (7). La produccién de angiotensinégeno estd sujeto
a un mecanismo de retroalimentacién por los componentes del SRA,
ya que es estimulada por la AII. Otros factores gue estimulan su
produccién son glucocortlcoide;s, estrégenos, tirexina y con la

binefrectomia, Por el contrario, la tiroidectonmia, la



adrenalectomia y 1la cirrosis hepatica dis;mi.miye'n‘ el nivel
plasmitico de angiotensindgeno .

La renina actua sobre el angiotensindgeno en la unidn
LetELelul, liberando un oligopé¢ptido de su extremo amino para
producir el decapéptido conocido como AI, sustrato de la ECA.

C) EMZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA I (ECA)

La ECA fue descubierta a mediados de 1950 en plasma de
caballo (18,22). Posteriormente se establecié que la mayor
cantidad de ECA se sintetiza en pulmdén (23), localizandose en la
superficie luminal de las células endoteliales de los capilares.
La ECA se encuentra en los lechos vasculares de virtualmente
todos los drganos (24=~28), lo que también apoya la idea de un SRA
local (29). Hasta ahora se desconoce el mecanismo de biosintesis
de dicha enzima (30).

La ECA es una glucoproteina mononmérica con un PM entre
130,000-150,000 d, contiene un 26% de carbohidratos y necesita
del ién zinc para su actividad por lo que se considera como una
metalopeptidasa transmembranal (inhibida por EDTA). Su actividad
es ¢6ptima a pH 8.3 y depende de la presencia de iones cloruro
(26) .

La ECA (EC 3.4.15.1.) cataliza la hidrdélisis de muchos
péptidos pero su afinidad para diferentes sustratos varia, es
considerada como una dipeptidil-dipeptido-hidrolasa ya que
remueve el dipéptido C-terminal de una cadena polipeptidica. Se
dice que tiene un efecto dual en la regulacién de la presién
vascular, pues remueve el dipéptido His-Leu C-terminal de la Al

liberando el vasoconstrictor AIJ, e inactiva al péptido



vasodiiatador bradicinina por lo que también se le ilama cinasa
IT, es decir, tiene un papel muy imporgante‘an dos sistemas que
regulan la presidén vascular (31-33) el SRA y el sistema
kalicreina-cinina.

La AI es convertida en AII por la ECA durante 1la
circulacién de plasma por pulmén principalmente, sin embargo, la
enzima puede afectar la funcién de un drgano por la formacién y
liberacion de AII localmente (31).

D)} ANGIOTENSINAS.

La AI es fisicldégicamente inactiva, sin embargo, algunas
obsarvaciones sugieren que es capaz de estimular la liberacién de
catecolaminas de la médula adrenal (8), otros autores sugieren
que este decapéptido actuya directamente en el flulo sanguineo del
ridén y en la sintesis de esteroides, sin embargo, esto no se ha
comprobade y mientras tanto estas funciones se le han adjudicado
a la AII (7). Lo que si es un hecho es gue la AI constituye el
sustrato de ECA para la produccién de AII.

La AIXI es un octapdptide fisiolégicamente activo, es uno
de los vasoconstrictores mis potentes encontrados en mamiferos.
Las acciones fisioldgicas que tiene este compuesto son: a) un
potente efecto vasoconstrictor sobre las paredes musculares de
las arteriolas disminuyendo las luces arteriolares lo que eleva
la presién arterial del sistema circulatorio en conjunto,
b) estimula la corteza suprarrenal provocando la liberacidn de
aldosterona que a su vez promueve la reabsorcion de sodioc y agua
en las porciones tubulares de las nefronas, aumentando la
cantidad de 1liquido en el sistema circulatorio, c)actua

directamente en el cerebro para incrementar la presién sanguinea
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mediante el sistema nervicso simpdtico ~y pdrésimpaﬁiéo para
estimular la sed, la secrecién de vasopresina 'y'de« la ‘hormo_niar
adrenocoréicotréplca, d) inhibe la secrecién de renina, e}
estimula la secrecién de angiotensinégeno, f) altera la velocidad
de filtracion glomerular (34); es decir, que el producto final
del SRA mantiene en equilibric la cantidad de liquidos, los
niveles de sal y la presidén sanguinea. La vida media de la AII
circulante es corta (30 seqg) debido a que sufre una rdpida
degradacion por anglotensinasas., Su produccién continua depende
de la concentracién de anglotensindgeno en sangre, la cual es
constante y principalmente de la cantidad de renina circulante
que requiere de un estimulo constante para su secrecién.
E) INHIBIDORES.

Los componentes del SRA asi comc los efectos que algunos
da estos tienen han podido conocerse gracias a la utilizacidn de
inhibidores cue blequean su produccidén o su accidn.

La cascada del SRA tiene varios sitios de inhibicién
gelectiva. Entre ellos se encuentran:
a) Los receptores de AIl que son blogueados por los andlogos de
AII, i.e. los octapéptlde (Sm:il ,Thg )~AIL, (Sa:' ,Mag y=ALIL,
(sarl ,Ilea)-AII (35,36), que actlan como antagonistas pues
compiten con la angiotensina por el sitio receptor en el misculo
vascular, en la corteza suprarrenal y en el sistema nervioso, es
decir tienen un efecto antihipertensivo (37).
b) Los receptores adrenérgicos, donde se puede limitar la
liberacién de renina., La estimulacidn de los receptores beta-
adrenérgicos aumenta la secrecién de la enzima por lo que se

utilizan blogqueadores beta-adrenérgicos para inhibirla (i.e.
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propanolol). Por otra parte la estimulacién de los receptores
alfa~adrenérgicos inhibe la produccidén de renina por lo que se
utilizan agonistas alfa-adrenérgicos para estimular dichos
receptores e inhibir la produccién de la enzima (6).

c) A nivel de 1la interaccién de la renina con el
angiotensindégeno. La renina es muy especifica para su sustrato
por 1o gue su accién puede ser inhibida con péptidos andlogos del
angiotansinégeno, pepstatina o anticuerpos antirenina (6).

d) Otro sitio donde se puede inhibir el SRA es a nivel de la ECA
ya que se bloquea la transformacién de AT a AII. Los inhibidores
de la ECA fueron descubjertos originalmente del veneno de 1la
serpiente sudamericana Bothrops  jararaca gque inhibe
especificamente esta enzima (38). Estudios subsecuentes han dado
a conocer otros inhibidores especificos para la ECA como son el
captopril (S5Q 14225) (35) y el enalapril (MK-421) (39). Muchos
investigadores afirman gue algunos inhibidores de 1la ECA como
el captopril, ademas de inhibir la actividad de esta enzima
estimulan su produccién (23, 30, 40).

El captopril, D-3-mercapto-2-metilpropanoil L-prolina,
es oralmente activo y tiene un efecto antihipertensivo neto
(41,42}, pues al inhibir a la ECA disminuye la produccién de AII
(vasoconstrictor) lo gue a su vez proveca una baja en 1la
produccién de aldesterona, ademds, evita la inactivacion del
poptido vasodilatador bradicinina. Este compuesto es un inhibidor
competitivo y especifico de la ECA, ya que posee grupos
funcionales gue se relacionan con los grupes funcionales de 1la

enzima estableciendo interacciones estereo y regioespecificas
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(£ig. 4}, El grupo carboxilo interacciona electrostaticamente con
Qn grupe catidénico derivade probablemente de un residuoc de Arg
sobre la superficie de la enzima. El grupo carbonilo forma un
anlace de hidrdgeno en el cual el itomo de oxigeno que proviene
del captopril funciona como un aceptor del hidrégeno que proviene
de la enzima. El grupc sulthidrilo llega a ser uno de los
ligandos del idén zinc que forma un complejo en el sitio active.
El anillo de pirrolidina del residuo de prolina y el sustituyente
metilo alfa del residuo marcaptopropanoilo contribuyen a afianzar
la interaccidén con la enzima restringiendo la movilidad y el
grado de libertad del inhibidor y probablemente tambion a través
de las interacciones hidrofdébicas con la superficlie de la enzima
(43).

2. BINDROME NEFROTICO.

A) BARRERA DE FILTRACION GLOMERULAR (BFG).

El rifdn regula la concentracién de las sustancias del
liquido extracelular por medic de un proceso de filtracidn que se
realiza a nivel de cada una de sus nefronas; la funcién principal
de cada una de estas estructuras es la de "limpiar™ o depurar el
plasma sanguineo de sustancias que en exceso son téxicas para el
organismo cuando se acumulan, i.e. productos terminales del
metabolismo como urea y creatinina, iones sodio, cloro, etec.
(44,45). Esto se logra cuando el plasma es obligado a pasar (por
la presién hidrostdtica) a través de la membrana de los capilares
del glomérulo, donde las moléculas transportadas encuentran una
barrera, la BFG constituida por un endotelio de células
fenestradas, una membrana basal glomerular (MBG) compuesta de

glucopéptidos y una capa de células epiteliales con
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prolongaciones, llamadas podocitos (Fig 5).

Existen dos tipos de barreras para el paso de una
molécula a través de la BFG: a) la barrera de tamafo que depende
del radie y estructura de la molécula, su existencia se ha
comprobado utilizando moléculas de dextran neutro de varios
tamafios ¥ midiendo su depuracién en orina; b) la barrera de carga
que depende de la carga de la molécula, se ha demostrado que la
depuracion de sulfato de dextran cargado negativamente es menor a
la del dextran neutro de tamafio equivalente (46).

La BFG as lo suficientemente porosa para que se filtran
por ella agua y casi todos los componentes disueltos en el
plasma, excepto las proteinas debido a la barrera de carga y de
tamafio antes mencionadas, sin embargo, en algunas
glomerulopatias, c¢omo por ejemplo en el SN, la BFG es
afectada profundamente, lo que trae como consecuencia el pasco de
proteinas a través de ella y por tanto la excrecién de estas por
orina (proteinuria).

B) BINDRONE NEFROTICO (8N).

El SN se caracteriza por proteinuria, albuminuria,
hipoproteinemia, disminucién de la presién coloidosmética,
ascltis, edema, lipiduria, retencidn de sodlo,
hipercolesteronemia e hiperlipoproteinemia (47~50). Es frecuente
en nifios, sin embargo en este caso el origen es desconocido (SN
primario) (51). En adultos se da a consecuencla de
glomerulonefritis, amiloidosis, lupus eritematoso 6 diabetes

nellitus (52).
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GLOMERULO

Tubula proximal

cuerpos celulares
de los podocitos

arteriola eferente

Barrera de filtracidn
glomerular

Piqura 5. Esquema de la barrera de filtracion glomerular.

EzEndeotelio perforado, MGB= Membrana basal glomerular, PP=
Procesos podogciticos, BEP= Espacios entre los procesocs
podociticos, CEx= Células epiteliales o podocitos, EB= Espacio de
Bowman. La carga negativa esta marcada por signos - . Notese 1la
caracteristica fibrilar del centro de la KBG. Tomado de Morris J
et al. 30:215 (1979).



'Entre.'lgs.proteinas que se eliminan por orina se
‘,'encuentra”la élbumin;, cuya sintesis mno puede compensar su
pérdida por orina lo que produce hipoalbuminemia. Muchas otras
proteinas también son excretadas por orina provocande
hipoproteinemia que trae como consecuencia una disminucidén en la
presién coloidesmética de los capilares y por tante un movimiento
del liquido vascular hacia los espacios intersticiales originando
edema y ascitis lo que repercute en una disminucidén del volumen
plasmatico lo que a su vez estimula a los receptores encargados
de la retencion del sodio.

C) BINDROME NEPROTICO EXPERIMENTAL.

Para poder estudiar el SN se han disefiado varios
modelos experimentales entre ellos se encuentran los producidos
por inyeccién de: a) suero antirindn (nefritis por suero
nefrotédxico o nefritis de Heyman) (53), b) aminonucledsido de
puromicina (ANP) (54, 55), c) adriamicina (ADR) (56),Y da)
daudomicina (57).

El ANP puede producir SN crénico y SN agude. El primero
se induce por inyecclones intravenosas a bajas dosis (5 mg/100 g}
y se encuentra asociade a proteinuria crénica y dafo
irreversible. El SN agudo se induce por una o varias inyecciones
subcutaneas o intraperitoneales que van de 50 a 150 mg/kKg de peso
corporal total, lo que desencadena una proteinuria masiva y SN al
término de 7 a 14 dias después de su aplicacién, aproximadamente
3 semanas después la proteinuria disminuye y a las 6 semanas
desaparece, es decir este modelo es reversible, y ya se ha
caracterizado y utilizado en el laboratorio debido a la
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semejanza que tiene con la enfermedad que se presenta en humanos
(58,59).

AUn se desconoce el mecanismo por el cual el ANP actua
para producir el SN. Sin embargo, se ha observado que el ANP
reduce la barrera electrostitica de polianiones circulantes,
ademds de que existe una degeneracidén de los procescs podociticos
con desprendimiento del epitelic de la MBG. El SN producido per
ANP constituye un ejemplo donde estid afectada la barrera de carga
de la BFG, en tanto que la barrera de tamafio puede ser afectada

por la aplicacidén de ADR (60, 61).
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IX. ANTECEDENTES

Se ha observado que durante el SN producido por ANP los
niveles plasmaticos de angiotensindgeno disminuyen y los de
renina y ECA aumentan (62-65). Se piensa que los cambios en la
renina plasmatica son consecuencia de la disminucién del
volumen plasmatico provocado por cambios en la presioén
coloidosmética por la pérdida de proteinas, 3o gue estimula su
sintesis, La disminucién en la concentracién plasmatica de
angiotensinégeno se puede deber a varios factores: a un aumento
en el catabolismo de la molécula o a la pérdida de esta por orina
(62). Durante el SN también se afecta la actividad de la ECA en
suero posiblemente porque existe un dafio hepdtico lo que provoca
una disminucidén en el catabolismo de la enzima y por tanto el
aumente de su concentracidn en sangre lo qgue se detecta en suere
come un aumento en su actividad (51}.

El patrén de excrecidn urinaria de angiotensinégeno y
renina durante el SN se ha estudiado recientemente en nuestro
laboraterio. El1 angiotensindégeno es detectado antes que la
renina, la concentracién de ambos aumenta cenforme avanza la
enfermedad, alcanzandoe un pico maximo para disminuir
posteriormente. Ninguno de estos perfiles coinciden con el de
proteinuria, pues los niveles de ambas moléculas disminuyen
cuando la proteinuria aun continua (66). La ECA también se ha
detectado en orina (51).

Por otro lado el captopril se ha usado ampliamente para

la eliminacion de la proteinuria en enfermedades que Se presentan
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en humanos tales como hipertensién renovascular, nefropatia
diabética y también en modelos experimentales de diabetes
mellitus inducida en ratas con estreptozotocina, hipertensiodn
renovascular en ratas, etc (67-70): algunos investigadores han
observado gue dicho inhibidor reduce la proteinuria durante el SW
producido por el ANP (71, 72), otros, sin embargo, han comprobado
que el captopril ne tiene efecto sobre la proteinuria durante el
SH (6, 73). Lo gue si es un hecho es gue el captopril afecta en
gran medida el SRA {circulante). Una caracteristica mnuy
importante de este inhibidor de la ECA es que estimula 1la
produccidn de esta enzima (23,30,40).

En ratas normales tratadas con captopril se ha observado
que la concentracién plasmdtica de angiotensindgeno disminuye
(64} esto tal vez se deba a un aumento de su consumo por los
altos niveles de renina, 1la cual aumenta durante este
tratamiento, y a un efecto directo del inhibidor sobre 1la
secrecién de angiotensinégeno (72).

En modelos experimentales de SN donde se ha usado el
captopril come inhibidor, los niveles plasmaticos de renina
aumentan y los de angiotensinégeno disminuyen en una mayor
proporcién que en el SN solo (6, 71), probablemente estos eventos
se vean reflejados en orina, lo cual se tratard de conmprobar en

este trabajo.
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III. HIPOTESIS
81 la renina y el angiotensinégeno se excretan en
. ratas con SN y si el captopril hace m&s evidente el aumento de
renina y la disminucién de angiotensindgenc en el plasma de rata
con SN, se espera que la excrecién urinaria de renina sea mayor y
la de anglotensinégeno menor en ratas con SN tratadas cen

captopril.

Si la ECA se excreta por la orina de ratas con SN y el
captopril aumenta los niveles circulantes de dicha enzima, se
espera gque la excrecién urinaria de la ECA sea mayor en las ratas

nefroticas tratadas con captopril.
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IV. Objetivo



IV.CBJETIVO

Estudiar el efecto del captopril sobre la excrecién

urinaria de proteinas totales, renina, angiotensindgeno y ECA en

- ratas con SN experimental.
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V. MATERIAL ¥ METODOS

1. DISERO EXPERIMENTAL

Se trabajé con 30 ratas macho (Rattus peorvergicus: de la
cepa Wistar) con un peso de 100-130 g.

Se formaron 2 grupos. El grupo SNE (sindrome nefrético
experimental) estuvo constituido por 10 ratas a las cuales se les
indujo SN con una inyeccidén subcutinea de ANP ( Sigma chemical
Co. St. Louis, Mo.)} en una dosis de 15 mg/100 g de peso corporal
usando como vehiculo NaCl 0.9%, la cual fue aplicada el dia cero.
El grupo SNE+CAPT estuvo formado por 20 ratas a las gue también
se les indujo SNE (usando el método antes menciopado) pero que
ademas ingirieron captopril disuelto en agua en una concentracidn
de 0.5 g/L, la dosls aproximada por animal fue de 5 mg/100 g/dia
(donade por E.R. Squibb & Sons de México S. A, de C. V.). El
nimero de ratas en cada grupo varia debido al porcentaje de
mortalidad observado anteriormente (grupo SNE 13%, grupo SNE+CAPT
37%) (73). Las ratas se mantuvieron en jaulas metabdlicas durante
los siguientes 25 dlas para obtener la orina cada 24 horas, la
cual se midlé (volumen), se centrifugd (centrifuga refrigerada
IEC PR-6000) y se congeld (congelador Revco de -70°C) . Terminado
el experimento las ratas se decapltaron (guillotina de Harvard
Apparatus Co.) y se obtuve plasma y suero.

2. ANALISIB.

En las orina se determind 1la concentracién de proteinas
totales por el método de ILowry (74). La concentracién urinaria de
renina (CUR) se midié indirectamente por radioinmunocanalisis
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(RIA) de AI (contador de radiaciones Gammacord II Micromedic
System) después de la incubacién de la muestra a pH 6 durante una
hora a 37°c (bafio de agua Precisidn GSA Corporation) agregando
un exceso de sustrato para agotar toda la renina (como sustrato
se utilizé el plasma de ratas binefrectomizadas) (75-78). La
concentracidn urinaria de renina (CUA) se midié por RIA de AT
después de incubar la muestra durante una hora a 37 °c, apH ey
con un exceso de renina porcina para agotar todo el
angiotensindgeno (75). La incubacién se hizo en presencia de la
sigulente mezcla de inhibidores: EDTA (2.6 mM concentraciodn
final), 8~OH sulfato de quinolina (3.4 mM concentracién final) y
dimercaprol (1.8 mM, concentracién final), con el fin de
proteger a la renina, al angiotensindgeno y a la Al de proteasas
presentes en orina. La excrecién urinaria de renina y de
angiotensinégenoc se calculd multiplicando la CUR (ug AI/ml/h) ¥y
la CUA (ug AI/ml/h) por el volimen urinario de 24h (6).

Fue necesario dializar las muestras de orina (bolsas de
di&lisis Spectrapor con un tamafio de poro de 6,000 d) contra una
solucién 0.9% de NaCl, para determinar 1la actividad de ECA en
orina, lo cual se realizd por un método radioquimico utilizando
como sustrato hipurato de histidil leucina (Du Pont New England.
Boston, Mass.) cada 2 dias.

En  plasma se midié la concentracién plamitica de
renina (CPR) y la concentracidn plasmidtica de angiotensindgeno
(CPA) por RIA de AI. En suero se determinéd la concentracién de

proteinas totales y la actividad de la ECA.
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3. ANALISIS ESTADISTICOS.

Los resultados estan expresados como la mediaterror
estdndar. Se hicleron anidlisis de varianza (ANDEVA) de mediciones
repetidas para las pruebas en orina y, para los andlisis en suero
Y plasma se utilizé la prueba de t (calculadora Hewlett Packard

modelo 41CV).
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VI. RESULTADOS
1. PROTEINAS URINARIAS.

En la figura 6 se presentan los perfiles de proteinuria
de ambos grupos. La concentracidn de proteinas en orina aumenté
despué¢s del dia 4, y los picos maximos de ambos grupos
alcanzaron valores aproximados a 300 mg/dia, el grupo SNE en
el dia 13 y el grupo SNE+CAPT en el dia 10. En los siguientes
dias la concentracién de proteinas disminuyé en ambos grupes, sin
exbargo, al final del experimento no se alcanzaron los valores
basales. Seqin el ANDEVA los perfiles de ambos grupos no son
diferentes, lo cual indica que el captopril no afecté la

excrecién urinaria de proteinas totales durante el SN.

2., CONCENTRACION URINARIA DE RENINA (CUR).

En la figura 7 se presenta el perfil de 1la excrecidn
urinaria de renina de ambos grupos. En los dos la CUR comenzd a
aumentar después del dia 6, sin embargo, conforme
transcurrieron los dias las diferencilas entre los valores de uno
y otro grupo se hicieron mas evidentes. Los niveles mds altos de
renina se presentaron en el grupo SNE+CAPT, alcanzando el valor
mdximo de 10.525 ug Al/dia en el dia 12, en tanto que el grupo
SNE solo alcanzé como valor madximo 0.807 ug AI/dia en el dia 11.
Finalmente, ambos grupos regresaron a los Vvalores basales
alrededor del dia 17. El ANDEVA indica gue la diferencia entre
los grupos es estadisticamente significativa lo que indica que
el captopril potencié el aumento de la excrecidén urinaria de
renina durante el SN.
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3. CONCENTRACION URIKARIA DE ANGIOTENSINOGENO.

En la fig 8 se presentan los perfiles de kla
concentracion urinaria de angiotensindgeno, los cuales son muy
diferentes a partir del dia 6, cuando la concentracién de
angiotensindgenc en orina comienza a aumentar, E1l grupo SNE
presentd mayor excrecién urinaria de angilotensindgeno alcanzando
el valor midximo de 6.226 pg/dia en el dia 92, en tanto que el
grupo SNE+CAPT solo excretd 1.398 ug/dia como maximo en el dia
10, Posteriormente la excrecidén urinaria de angiotensindgeno
disminuyd en ambos grupos, regresando a los valores basales en el
dia 19. El ANDEVA muestra que la diferencia entre los dos grupos
es significativa, lo cual indica que el captopril disminuyé la
excrecidén urinaria de angiotensindgeno en las ratas nefroticas.
4. BNZIMA CONVERTIDORA DB AXI EN ORINA (ECA).

En la figura 9 se presentan leos perfiles de ECA. En
ambos grupos la actividad de la ECA fue detectada hasta el dia 4,
a partir del dia 6 la actividad de la enzima aumentd mds en el
grupo SNE+CAPT, el cual obtuvo 157 mU/dia como valor mdximo en el
dia 12, en tanto que el grupo SNE sélo alcanzé el valor midximo de
51 mu/dia en el mismo dia. Los grupos regresaron a valores
basales alrededor del dia 20. E1l ANDEVA indica que la diferencia
entre ambos grupos es significativa, lo que indica que el
captopril aumenté la concentracién urinaria de ECA en las ratas
nefréticas.

5. PROTEINAS TOTALES EN SUEBRO

En la tabla I se observa que la concentracién de

proteinas totales no fue diferente entre los grupos por lo que se
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deduce gque el captopril no afectd la concentracidn de proteinas
totales en suero.
6. CONCENTRACION FLASMATICA DE RENINA (CPR).

En la tabla 1 se observa gque la concentracidén de renina
fue mucho mayor en las ratas tratadas con captopril, 1o cual
indica dque el captopril potencia el aumento de la renina
plasmitica en las ratas nefroticas.

7. CONCENTRACION PLABMATICA DE ANGIOTENSINOGENO (CPA).

A diferencia de 1a CPR, los valores mas altos de CPA los
obtuvo el grupo de ratas nefréticas sin tratamiento (Tabla I). lo
cual indica que el captopril magnifica la disminucién de
angiotensinégeno en plasma.

8. ACTIVIDAD DB ECA EM SUERO.

En la tabla I se cbserva que la actividad de la ECA fue
signifticativamente mayor en el grupo SNE+CAPT. Lo que indica que
el captopril aumentd la concentracidén de esta enzima en suero Yy
por tanto la actividad detectada.

RESUMEN DE RESULTADOS

El captopril no afecté la proteinuria de las ratas con
SHNE.

El captopril potencié el aumento de 1la excrecién
urinaria de renina y ECA en las ratas nefréticas tratadas con
captopril.

La excrecién urinaria de anglotensindgeno fue menor en
las ratas nefréticas tratadas con captopril.

El perfil de excrecién urinaria para cada una de las
proteinas analizadas en este trabajo fue diferente,
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PROTEINRA 7.4£0.3 + gLA8 T 237 Tno sigh.
EN SUERO (9) L EIE
g/dL
ACTIVIDAD 6044
DE ECA EN (9}

SUERO mU/mL

CPR 1443
ng AY/mlL/h Le(8)

cea 1254461 410444 -
ng AI/ml/h (8) . ().

_.TABLA I. Resultados obtenidos. de. los . andlisis en sueroc. .y en
" plasma de ratas con SNE y SNE+CAPT realizados el dia 26 cuando
las ratas ya no tenlan proteinuria. No sign.=no significative,
p=probabilidad. Entre parentesis estd el numero de

determinaciones.
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VIl. Discusion



VII. DIBCUSION

EL SRA estd profundamente alterade durante el SNE
producido por ANP, los n_iveles de renina y ECA aumentan en tante
que los de angiotensindgeno disminuyen, efectos que se han
observado tanto a nivel circulante como en orina (6, 59). El
captopril magnifica evidentemente estos efectos (64) lo cual se
ve reflejado en orina como lo muestran los resultados obtenidos
en este trabajo. El captopril afecta de manera especifica a cada
una de las proteinas del SRA, no obstante que no altera la
proteinuria. Los resultados obtenidos de este trabajo indican que
el captopril no mejora el dafioc producido por el ANP a nivel de la
BFG; por otra parte el hecho de ver reflejado en orina lo que
sucede a nivel plasmatico durante esta enfermedad representa una
ventaja que podria tener aplicacién clinica ya que en lugar de
extraer una muestra de sangre al paciente los andlisis se podrian
realizar en orina, al menos durante este padecimiento.

En el SNE induclido por ANP la BFG pierde su selectividad
(59), 1lo cual explica la proteinuria en los dos grupos de ratas,
sin embargo, en este caso, el dafio producido por ANP es
reversible vya que la proteinuria tendié a desaparecer al final
del estudio (51, 60, 61). Los perfiles de proteinuria fueron muy
semejantes entre los dos grupos estudiados, lo cual indica que el
captopril no redujo la proteinuria, estos resultados coinciden
con los obtenidos por otros investigadores (65, 60), quienes
encontraron que el captopril no afecta la proteinuria durante el
SNE, sin embargo, Tratchman gt al., (63) encontraron que el
captopril si reduce la proteinuria en ratas nefréticas: estas
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discrepancias entre los trabajos seguramente se deben a
variaciones entre los protocolos: la cepa de ratas (Sprague-
Dawley vs Wistar), la dosis de captopril (10 mg/100 g/dia vs 5
mg/100 g/dia aprox.) y su forma de administracién (en tabletas
vs. disuelto en agua para beber). Por esta razén se considera
que los resultados obtenidos en este trabajo se relacionan
mds con los de Pedraza-Chaverri et al, (64) donde si existe una
semejanza entre los protocolos, que con los de Tratchman et al.,
(71).El hecho de que el captopril no afectdé los niveles de
proteinuria indica que este compuesto no mejord el daifio producido
por el ANP a nivel de la BFG. En este trabajo se observé mayor
mortalidad en el grupo SNE+CAPT (33%) que en el SNE (10%), lo que
sugiere que el captopril no mejoré y si por el contrario empeord
el dafio producido por el ANP a nivel de la BFG, lo gque se Ve
apoyado por los hallazgos de Hall et al, (72) quienes observaron
que el captopril no beneficia el dafo producido por adriamicina
en la BFG de ratas nefréticas, y si produce alteraciones
adicionales,

El captopril tiene un efecto especifico sobre cada uno
de los componentes del SRA: aumenta los niveles circulantes de
renina y ECA y disminuye los de angiotensinégeno (62). Se
sugiere que el captopril induce 1la secrecién de renina vya
sea por que atecta directamente a las células secretoras de
renina o tal vez indirectamente por medio de prostaglandinas,
kininas, niveles locales de AII, u otros intermediarios. La
disminucién de la concentracién de angiotensindégeno en las ratas
tratadas con captopril puede deberse a un aumento en 8su Consumo,
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secundario a los altos niveles circulantes de renina o bien a que
el captopril inhiba directamente su secrecién hepatica (65). La
concentracién de renina y angiotensinégeno también se ve alterada
indirectamente por la disminucién de los niveles de AXII, ya que
desaparece la inhibicién y la estimulacién gque esta hormona
ejerce sobre la secrecién de vrenina y angiotensindgeno,
respectivamente. En este trabajo fue evidente el efecto del
captopril sobre los componentes plasmiticos del SRA, pues cuando
las ratas regresaban a la normalidad (es decir, cuando los
efectos del ANP casi desaparecieron), se observaron altos niveles
de renina y bajos niveles de angiotensindgeno en el plasma de
lag ratas tratadas con captopril (tabla I).

Como ya se menciond, el SRA también se afecta
warcadamente durante el SNE por ANP: los niveles circulantes de
renina y ECA aumentan, en tanto gue los de angliotensindgeno
disminuyen (6, 59, 62, 64), probablemente como consecuencia de
que se altera la sintesis, el catabolismo y la excrecidn urinaria
de estas proteinas (59). El aumento de los niveles plasmiticos de
renina puede ser secundaria a upa dismipucién en el catabolismo
de la wmolécula, a la caida del volumen plasmitico y/o a la
pdérdida de esta proteina por orina, lo cual estimula la sintesis
renal (y posiblemente la de otros tejidos). Los niveles
plasmaticos de angiotensindgeno disminuyen probablemente por la
pé¢rdida de esta molécula por orina, por el aumento en su
catabolismo © por un incremento en su consumo por parte de la
renina (67-70). Sin embargo no es posible explicarlo por 1la
disminucién en su secrecidén ya que se ha demostrado dque su
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secrecidén hepdtica estd aumentada (63).

En los parrafos anteriores se analizé el efecto que
el captopril y el SHE tie.nen por separado sobre el SRA. Al
utilizar estas dos variables juntas se observé gue el captopril
potencia el aumento de los niveles de renina y la disminucidn de
los de angiotensinédgenc durante el SNE lo cual sugiere que son
diferentes los mecanismos por los cuales el captopril y el SNE
afectan al SRA. Los resultados obtenidos seguramente son un
reflejo de lo que sucede a nivel plasmético; no abstante que el
captopril no afecta la concentracion de proteinas séricas durante
el SNE, los niveles plasmdticos de renina que ya son altos
durante el SNE, se ven aun mids aumentados por el captopril y por
tanto aumenta la excrecién de renina por orina (fig.7), 1la
concentracién plasmitica de angiotensinégenc disminuye aun mas en
el grupo de ratas nefréticas tratadas con captopril provocandoe
una disminucioén de la excrecién urinaria de esta molézula (fiq.
8). Lo gue sugiere que la cantidad excretada de cada una de estas
proteinas depende de su concentracidén en plasma, idea apoyada por
el hecho de que la albimina es la proteina mids concentrada en
plasma y la que mids se excreta por orina de ratas nefréticas
(79). Debido a que el captopril no altera los perfiles de
proteinuria podemos suponer que el captopril afecta el SRA a
nivel circulante y no anivel de la BFG, ya que ademds afecta
diferencialmente a cada una de estas moléculas.

El aumento de la actividad sérica de la ECA durante el
SNE puede deberse a varios factores: hiperproduccién de la enzima
por parte de varios tejidos, disminucidén de su catabolismo

37



hepatico (ya que el higado es dafiado por el ANP), aumento en las
hormonas tiroideas durante el SNE (las cuales posiblemente juegan
un papel muy importante en el aumento de la actividad) (50}, y/o
por el dafio de la membrana plasmdtica de las células endoteliales
de muchos drganos lo que provoca gque la ECA se vierta al torrente
sanguineo contribuyendo a la elevacidén de su actividad en suero.
Los resultados obtenidos por Arévalo (51} indican que los cambios
que ocurren en diferentes dérgancs durante el SNE contribuyen a
elevar la actividad de la ECA en suero lo cual est4 directamente
relacionado con la actividad detectada en orina.

Otro estimulo para el aumento de la actividad de la ECA
en suero lo constituyen los inhibidores de esta enzima. Se ha
observade que el captopril estimula la biosintesis de povo de
la enzima en diferentes organos (23). En este trabajo se observé
que el aumento de la actividad urinaria de la ECA durante el SNE
se potencia por el captopril, como podemos apreciar en la figura
9, lo cual suponemos es un reflejo de lo que sucede en suerc. No
obstante que no se han realizado estudios acerca de los efectos
del captopril sobre la actividad sérica de la ECA durante el SNE,
suponemos que el aumento en la actividad durante el SNE se verd
potenciada por el captopril, es decir, la actividad sérica de la
ECA estard relacionada directamente con la detectada en orina lo
cual se comprobarid en estudios posteriores.

En resumen, el captopril magnifica el aumento de renina y
ECA y 1la disminucién de anglotensinégeno a nivel circulante
durante el SNE lo cual se ve reflejado en orina.

' Por otra parte, los perfiles de renina , angiotensinégeno

kE:3



Y ECA no coinciden con el perfil de la proteinuria lo que sugiere
que cada proteina excretada tiene un perfil especifico
determinado por las caracteristicas de cada molécula y por la
. concentracién de cada proteina en sangre. Lo anterior indica que
la composicidén cuantitativa y cualitativa de las proteinas en

orina varian a lo largo del experimento.

A TESS MO DRRE
GHlR 1E U BULDTEGH
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VIII. CONCLUSIONES
El captopril no modificé el perfil de proteinuria, 1lo
cual indica que este farmaco no mejord el dafo producido por el
ANP a nivel de la BFG.
Sin embarge, el captopril si alteré profundamente la
excrecién urinaria de renina, angiotensindgeno y ECA
probablemente como consecuencia de las alteraciones que provoca

sobre los niveles circulantes de estas proteinas.
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