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I. INTRODUCCION

1. BL SISTZMA HENINA-ANGIOTEBNSINA ALDOSTERONA
El sistema renina-angiotensine aldosterona (SRAA) juege un

papel central en la homeostasis de los flufdos, electrdlitos y
de la presidn senguinea (1,2).

Las moléculas que componen éste sistema eon las enzimas re—
nina, convertidora de angioteneina I (BCA) y angiotensinasas;
los péptidos angiotensina I (Ang I), angiotensina II (Ang II)
y angiotensina III (Ang III); la globulina alfa 2 (Angiotensi-
négenc) y la hormona esterocide aldosterona. (Pig. 1)

El rifi6n es la fuente principal de la renina circulante, es
vecificamente lae células del aparato yuxtaglomerular de cada
nefrona, aunque se ha demostredo que otros tejidos tales como
el cerebro, el misculo 1iso arteriolar, el misculo lies uteri-
no, la placenta, las gléndulas submandibulares y ciertos tumo-
res también producen renina y actian sobre el sustrato angio-
tensinégeno, el cusl se sintetiza principalmente en el higado
cuyo producto de hidrélisis es el decapéptido Ang I que es bio
18gicamente inactivo y constituye el sustrato de la segunda en
zima, que remueve el extremo carboxilo histidil-leucina (His-
Leu), para aei producir el octepéptido Ang II que tiene inten-
s8 actividad biolégica y, a su vez, es transformado, mediante
la accidén de la angiotensinaea A, & Ang III, la cual remueve
el amino (écido aspértico) de la Ang II para formar el hepta-
péptido correspondiente. La Ang II es el efector més importan
te del SRAA ya que es un potente vasocostrictor, estimula la
liberacién de aldosterona de lae glandulas adrenales, induce
1s sensacion de sed en el hipotdlamo, estimila la secrecion de
angiotensindégenc en el higado e inhibe la secrecidén de renina
en las células yuxtaglomerulares.



ANGIOTENSINOGEBNO
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Ia aAng III me produce por accién de ls angiotensinass A so-
bre la Ang II, ecta enzims hidroliza el extremo amino (Asp) de
1a Ang 1I para formar sl Reptapéptido correspondiente, el cual
estimila también la secreciSn de aldosterona, pero tiene un
ofecto presor menor al de la Ang II, Come angiotensinasas se
conocen colectivamente a un grupo de enzimas hidroliticas (ami
nopeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas) que degradan
& las angiotensinas a sue correspondientes aminodcidos.

La actividad del SRAA se controla principalmente por la ve-
locidad de liberacién de renina, aunque existe evidencia de
que en algunos casoe la actividad de ECA puede regular también
1a actividad del sistema por métodos farmacoldgicos lo cual
tiene grsn dtilidad clfnica (4-8).

2. RENINA
La renina es una de las enzimas del SRAA que se pintetiza

en las células yuxtaglomerulares del rifién en respuestz 2 un
est{mulo tal como 1la hipotensién y disminucién deliberada de
80dio del tdbulo distal en los sitios de la mAcula densa (Pig. 2)
{9). La renina también se ha localizado en tejidos de otros ér
ganos tales como cerebro, pituitaria anterior, dtero, arterias,
corteza adrenal, hipotélamo y gléndula submandibular. Su esty
dio se inicié, desde su descubrimiento en 1898 por Tigerstedt
¥y Bergman (10,11), quienes demostraron que se producian eleva-
ciones repentinas y prolongadms de la presidn ssngufnes cuando
ee adminigtraban a conejos extractos ae riiién de la misma espe-
cie, sin embargo la importancia de la renina no fué valorada,
gino hasta despuds Ge Vurios experimentos realizados por Gold-
blatt y cols. en 1934 (11,12) que demostraron que la hiperten-

eibn ten{a bLases humorasles y era de origen renal.
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&n la actualidnd se han descrite al menos $ mecenismos fi-
siolégicos que regulen 1la secrecidén de renina en Tién (6,13,
14 ¥ 15)s

a) Un barorreceptor intrarrenal cue responde a cambios en
1a presifn sangufnea.

b) La cantidad del ién sodio (o posiblemente ecloruro) que
pasa por el segmento de la mécula densa del tibulo distal re-
nal.

¢) £l sistema nervioso simpatico y las catecolaminas circu
lantes.

d) Pactores hormonales tales como ang 1I, prostaglandinas,
adenosina, esteroides, factor auricular natriurético y endote

1ina.
e) La concentracifn de los electrdlitos plmsmAticos (ca'f
K*. etc. ).

La secrecién de renina por parte de las células yuxtaglome
rulares se da en respuesta a una caida en la presién arterisl,
provoeando la produccidn de ang II 1la cual eleva la presifn
sanguinea hesta valores normales, 1o cue se detecta por baro-
rreceptores intrarrenales que, junto con la cantidsd extra de
so0dic en sangre, sctian por un sistema de retroalimentacidn
negativa sobre las células yuxtaglomerulares para que disminu
yan su activided secretora.

La renina se sintetizu como un precursor inactivo, vrepro-
renine, que es convertido a otra forma inactive prorenina, 1la
cusal después se vrocesa a renine activa (1lb).

£1 caleio juega un papel primordiel en la regulscidn y 1li-
beracién de la renina (16), En contraste con la secrecién de
otras hormonas, la secrecidn de Ce*en las células citosbélicas

yuxtaglomerulares y se inhibe por un aumento en la concentra-



cidén ael Ca*®citosblico. La activacién de barorreceptores por
mecanismos de la mécula densa liberan renina por reduccibn en
los niveles de Ca*’citosélico. El aumento en la presidn de la
arteriola aferente depolarize las células yuxtaglomerulares
provocundo un ineremento en la entrzade de Ca*2y eleva los nive
les citogdlicos ce Ca*®con la consecuente reduccidén de la se=-
crecion de renina.

Los mensajeros intracelularee oue regulan la secrecién de
renina son AblPc, 3a*? inositol trifosfato, y proteina cinasa C;
mientrag que le Ang IL, vasopresina y el augunistuo-adrenoa-
ceptor de la noradrelina actian directamente en las células
yaxtaglomeruleres para inhivir la secrecion de la remina (16).
kBl efecto innibitorio de estas hormonas son dependientes de la
presencia de ca*?extracelular ¥ pueden ser antagonizades por
canales bloqueadores de ca*? Estos hallazgos indican que la
Ang 1I, vasopresina y noradrenelina inhiben la secrecidn de re
nina por un aumentc del intlujo ae ca*?en 1as células yuxtaglo
merulares.

tn plasme se encuentra tanto renine activa como inactiva,
esta Yltima constituye mAs de la mitad de la renina circulante
¥, al igual que la activa, se secreta de las células yuxtaglo-
merulares (6), La renina inactiva puece activarse por incuba-
c¢ién en frio, con un tratamiento con Acido o con enzimas pro-
teoliticas (tripsina, pepsina, kali-refna)., Esto tiene por ob
jeto exponer el sitio activo de la enzime pnra oue reaccione
con su sustrato, el angiotensindgeno (2,6 y 17), el cual es .. .
sintetizado principalmente en el hfgedo y cuya produccidn estd
sujete u un mecanismo de retroalimentacién por los componentes
del SHHA, ya que se estimula por la Ang II. Otros factores
que estimulan su produccién son glucocorticoides, estrdgenos,

tiroxina y binefrectomia.



3. SINDROME NBPROTICO

El sindrome nefrético (SN) es un padecimiento que se presen
ta en humanos de todms las edades; ademés se puede inducir ex-
perimentalmente y se caracteriza por proteinuria, hipoproteing
sia, albuminuris, disminucién de la presién coloidosmética, ag
citis, edems, lipiduria, retencién de sodio, hipercolesterole-
mia e hiperlipoproteinemia (18).

En el laboratorio se han desarrollado modelos experimenteles
para estudiar el SN; enire ellos se encuentran los producidos

por inyeccidn de 3

a) suero antirifién (19,20)

b) aminonucledsido de puromicins (ANP) (27)

¢) adriamicina (ADR) (21,22)

d) dsunomicina (23)

El SK experimental inducido por el ANP ha recibido gran =
atencién debido a que es muy similaer al SK con lesiones mini-
~ mas que se presenta en humanos, adexis este modelo ofrece la
ventaja de seguir la evolucién de la enfermeded en condiciones
controladas y gracias a estoc los cambios en el SRAA han sido
previamente caracterizados (5,24,25,26). Se han descrito dos
variantes de la nefrosis inducida por ANP, el modelo agudo y -
ol modelo crénico (27). El primero se induce por una o varias
inyecciones subcuténeas o intraperitoneales que van de 50 a
150 mg/kg de peso corporal total, desencadenando una proteinu
ria masiva y SN al términa de 7 a 14 dfas después de su apli-
cacién; alrededor de 3 semanas después, la proteinuria dismi-
nuye y desaparece a lus t semanas; este modelo es reversible.

El modelo c¢rdénico se induce por una o varia® inyecciones
intravenoeas a bajas dosis (5 mg/100 g de peso corporal total)
Y 8s encuentra apociado & proteinuria cronica y dafio irrever-
eible.



Bl mecanismo por medio del cual €1 ANP produce el dafio renal
;o ha sido totalmente esclarecido, sin embargo se piensa que
los racicales libres, tales como peroxido de hidrdgeno, super-
éxido e hidroxilo, producidos durante el metabolismo del ANP
son los responsables del dafic celular; tembién se ha observado
cue el ANP reduce la barrers electrostitica de polianiones cir-
culantes, ademds de que existe una degeneracién de los procescs
podociticos de la membrana basal glomerular (¥BG)., El ANP pro-
duce una reduccién en la deneidad de carga de las célules epite
liales debido a que se pierden simloproteinas y heparin sulfato
proteoglucanos, gue, como se sabe, participan de manera impor-
tante en la funcién de la filtracién de proteinas plasmiticas
anidnicas (Pig. 3).

4. BENZIMA COMVERTIDORA UZ ANGIOTENSINA I.
La enzima convertidora de angiotensina I (ECA), es un compo-

nente del SRAA, oue convierte el decapeptido Ang I inactivo,
después de que este es liberado por renina, al octapeptido
Ang II sctivo.

Pué descrita por primers vez en plasma de caballo por Skeggs
y cols. en 1954 (28); mie tarde, Ng y Vane demostraron que éata
enzima era responsable de le conversion in vivo de la Ang I
circulante a Ang II en pulmén (28). Poco después Erdda y cols.
(29) encontraron en una fraccidn de homogenado de rifin de cer-
do y también en una fraccién de globulina de plaeme Mumrmo una
enzima que inactivaba a l1a bradicinina al liberar el péptido
Pen-Arg del extremo carboxilo; & ests enzima se le llamé ini-
clialmente cininasa II. El sitio del metabolisumo para los dos
péptidoe que paean através de la circulaciém pulmonar es el en-

dotelio vascular; por 10 que se concluyd que el pulmén es el lu
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gar exclusivo para las conversién de la Ang I circulante en hu-
manoe (30).

Ltumbién se be visto gue la BCA hidroliza & encefalines y
01ros numerosos polipéptidog y tri~-péptidog N-aciledos (31).

La BCA es une molécula proteica monomérica con 2n en el cen
tro active, con un punto iroeléctrico alrededor de 4.5 y pH 62
timo de 8.4 y su uctividad depende de la presencie de iones
cloro. Su peso molecular depende del tejido y mds importante-
mente del método de determinacién, as{ para pulmén vaer{a de
126 a 185 kba determinado por electroforesis en gel y bajo con
diciones desnaturulizantes, observindose los valores més altos
cuando se emplea técnicas de filtracidén en gel (32,33).

Probablemente 1la ECA es una peptidmea transmembrenal, con
un ancla peptidica hidrofébica inserteda dentro de la bicapa
lipfdice de la membrans plasmatica (34) y en humanos la enszima
parece ser mds hidrofébica que la extraida del pulmén o rifién
de otros animales {35}, Debido a que gran parte de la enzima
esta unide a la membrsna, se usan detergentes y solventes orgg
nicos para extraerla de homogenados crudos.

Los grupos funcioncles esenciales en el sitio activo de 1a
BCA inecluyen los aminofcidoe arginina, tirosina, lisina y de¢i-
do glutdmico y el complejo del ién Zn el cual se recuiere para
su wctividad catelftica (30), aperentemente el Zn estd involu-
crado en la ruptura del enlace amida escindido por la polariza
cién del grupo cerbonilo y de la amide facilitando el ataque
nucleofilico ael carboxilato glutfmico (Pig. 4)., Bl residuoc
ATg probeblemente se recuiere para le interaccién idnica con
el grupo carboxilo terminal del sustrato y la lisina debe de

estar involucrada en el mecanismo de activacién del iénm C17;

10
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asimismo la activacién por este anién parece tener una papel re
Tegulatorio en los sitios extracelulares donde se encuentra la
ECA, excepto en las microvellosidades intestinales (1). 321 flu
jo ae los iones Gl e hidrégeno pueden reguler la 304 intracelu
larmente aumentando la actividad hastz un grado limite que va-
ria de mcuerdo a la estructurs del sustrato y el pH, por ejem-
plo, ia hidrélisis de la Ang I se lleva acabo s88lo en precencia
de C17, pero este no es indispensable para la hidrélisis de 1la

bradicinina.

4a. SUSTRATOS ESPBCIPICOS
Una gran variedad de péptidos con diferentes secuenciss en

¢l C-terminal pueden servir como sustrato pare la ECA; de los
péptidos bioldgicamente sctivos, los que pe hidrolizan més ré-
pido in vitro son las bradicininas o Ang I, ya que son les que

rresentan mayor afinidad por la ECA, sin embargo, los recuisi-
tos gue debe tener un sustratc para ser hidrolizado por le ECA
gons

1) Ser un polipéptido cue posea un C-terminal (36).

Z2) Tener un aminoacido cargado positivamente en la penidltima
posicidén (37},

La estructura general de los susiratoe es Rl-R2-R3-OH. la
enzima se ancla a2l Rl e pertir ae R2; Rl puede ser un amino=
4cido protegico o un péptido; RI un aminodcido con un C-termi
nal libre pero no écido glutdmico y R2Z cualquier aminodcido
excepto proiina poroue los péptidos que tienen prolina en la
posicién B2 no son hidrolizados. Este hecho explica por qué
la Ang 1I no er hidrolizade adicionalmente por la ECA.

1os péptidos que contienen mmnoécidos aclidicos son pobres



pustratos para la BCA, mientras que los péptidos con aminodci-
dos aromiticos son buenos sustratos (36). También los pépti-
dos con el residuo prolina C-terminal pueden unirse excepcioe
nalmente & la ECA y funcionar como buenos sustratos.’

En algunos cesos, se ha visto que la ECA puede hidroligar
sustratos peptidicos amidados como la substancia P (38), and-
logoa de la colecistocinina y la gastrine (39), a la luliberi-
na (enzima liberadora de la hormona luteinizante), sdemés de
les cinines, Ang I o encefalinas, siendo estos sustratos de im
portancia biolégtca potenciml.

Se han fabricado numerosos sustratos sintéticos tales como
hipurato de hiptidil leucina (HHL) e hipurato de glicil glici-
na (HGG). Los ensayos para medir la actividad de 1la ECA se ba
san en la medicién de 1a cantidad de dipéptido liberado del
sustrato, o bien, en la porcién N-terminal protegida por 1la mo
l8cula hidroligada del sustrato (7,40). Bl dipéptido puede me
dirse por un método de flujo continuo automatizaﬁo, en un ana-
lizador de amino&cidos o en un contador de radiaciones (si el
dipéptido fue marcado con un isdtopo radimctivo), 0 bien a un
fluorémetro (despuds de unir el residuo histidil a un compues-
to fluorescente) (7).

Bl Acido hipdirico (AH) liberado de sustratos tales como HHL
o HOG, se puedc medir después de la exiraccidn de la mezcla de
ineubacidn con un solvente orgénico o0 registrando directamente

su liberacién en el espectrofotémetro (7).

4b. LOCALIZACION
Se sabe oue la £CA estd ampliamentie distribuida y localize-

da en la superficie de vasos sangufneos y es abundunte en pul-

13



mén y testiculos, aunque también se encuentra en cerebro, ri-
fin, intestino, corteza adrenal, tejido ocular, plexo coroides,
ovarios, boraes de la placenta y recientemente se descubrié que
también se encuentra en los fibroblastos de la piel en humano
(36).

Bn diversos tejidos, la ECA se encuentra unida por una peque
fia ancla nidrofébica en células como endotelio, epitelio, neurg
epitelio y otros tipos de cflulas. Se ha encontrado ECA solu-
ble en pleamo seminal Yy en homogenndos de préatate § epidfdimo,
y en flufdo amniftico o cerebroespinal. También se encuentra
en microgomas o veasficulas endoc{ticas que estén en el medios in-
tracelular. Ls KCA testicular ha sido localizada en gotas citg
plasmiticas y células de leidig.

El origen de la enzima circulante no esth esclarecido, sin
embargo se ha sugerido gque se libers & la sangre durante el re-
cambio normal de las membranas celulares que la contienen. BEn
humano, la ECA se distiribuye en mayor centidad en el apasrato df
gestivo, principalmente en los intestinos, después en pulmén,
ovarios, higado, misculo, piel y suero (41).

4c. INHIBIDORES
La 3CA se inhibe in vitro por numerosos compuestos, entre

loe que estén los dipéptidos liberados de la ang I o de la bra-
dicinina (His-Leu y Pen-Arg); agentes guelantes como EDTA, fe-
nantrolina u 8-hidroxigquinolina; compueptos sulfnidrilo (SK)
que potencian la actividad in vitro de la bradicinina ya cue sge
unen iénicamente al sitio activo de la ECA cargado positivamen-
te, y 81 segundo carboxilo del inhibidor interacciona fuertemen
te con el i6n Zn catalfticamente funcional de la ECA, por lo
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tanto, eatos inhidbidores actian ligendo fusrtemente sl Zn (41).
Coppuegtos como el mercaptostanol o dimercaptepropancl que in-
orementan la accién hipotensiva de ls bradicinina en varios ani
wales experimentales (30}, los andélogos setructurales de la

Ang I modificados en algunas posiciones de la cadena polipepti-
ales; la insulina: el glutatidn; el veneno de algunae serpien~
tes como Bothrops jersraca y sus 9 péptidos derivados, también
potencian la aceidn de la bredicinine in vitre e in wvivo por la
inhibicidén de ls RCA. Algunos de estos péptidos ya han sido
sintetizadoa (42), como el nonapéptido SQ20BBl (BPP qa, tepréti
do, © bien V-b-1) y otros andlogos gue han pido usados como drg
g8s antihipertensivas y han mostredo ser inhibidores especifi-
cos de 1a ECA (36).

Los primeros estudios con péptidos de venenos de gerpientes
demostraron que le inhibicién de 1a BCA podile proporcionar una
vie para el manejo de la hipertensién dando paso sl demcubri-
miento de la droga antihipartensiva Captopril (D-3 mercapto-2
metil propanoil) I~prolina, nonapéptido deacrito como e} inhibi
dor especifico més efectivo de la RCA ¥a que iphibe & concentra
ciones namomolares Yy ee altamente competitive y reversible. Su
accidn antihipertensiva esth besada en la innibdicidn de ECA, al
inhibirse este enzima ee inhibe 1a produccifn de Ang II y degra
dacibn de bradicinina (43). Bl captopril inhibe & la enzima de
bido a que posee grupos funcionales gue se relacionan con los
grupes funcionales de la enzima estableciendo interacciones es-
tereo y regioespecificas haciéndolo un inhibidor especifico
{rig. 5).» Bl grupo carbonilo interacciona electrostdticamente
econ un grupo catidnico; forma un enlace de hidrégenc en el cual
el &tomo de oxfgeno que proviene del cnptopr114funciona como un
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aceptor de hidrégeno que proviene de la enzima, £l grupo sulg
hidrilo llega a ser uno de los ligandoe del anillo de la pirrp
1idine del residuo de prolina; este sustituyente metilo alfa
afianzas 1la interaccidén con la enzima restringiendo la movili-
dnd y el grado de libertmd del inhibidor (36). MAs ain, el
captopril no pilerde actividad cuando se le suministra oralmen-
te y por lo tanto ha sido emplimmente utilizado en el trata-
miento de la hipertensién y en estados de exceso de Ang II as{
como en 1la insuficiencie cardfiaca congestiva severa (44).

Recientes eptudios experimentales han permitide establecer
que la respuecta hemodindmica a la adminietracién del capto-
pril en smimales de experimentacién y en humanoe puede expli-
carse por cambios en la concentracién plasmitica de Ang II y
bradicinina. ®s decir la administracifn del captopril produce
una disminucidén de bradicinina, de Ang II y de aldosterona
plasméticas, ¢ induce cambios cue es%én asociados con la eleva
cibén de la actividad de renina plasmitica y niveles de Ang I,
Por otro lado la combingseidn del captopril y la bradicinina in
crementan la liberacién de dcido arrguiddnico y sintesis de
prostaglandinas por el simple efectic aditivo de estos dos com-
ponentes (45,46,47),

En slgunos estudios se ha enconirudo gque el ceptopril ate-
nda la elevacidn de la presidn manguines durante el ejercicio
indicando que no hay ninguna accién antihipertengiva,

El captopril también disminuye la exerecién de albimina
uripnria en pecientes con dimbetes dependiente de insulina, mo
derando 1la hipertensién arterial y disminuyendo le filtracién
de proteinas a iravés del glomerulo (48). =1 efecto positivo
del ceptopril en la proteinurias eh pacientes con hipertensién

17
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arterial estd acompuiiado por el incremento en la albidmine sé-
rica y diaminucidn del colesterol sérico (47).

El tretamiento crénico con cappoprll puede incrementar ia
EC4 no solamente‘en el plasma, sino tembién en tejidos cere-
brales como la médule oblongada, hipotdlamo o neurohipéfisiss
también se ha observado el incremento en la concentracién de
renina en estas érens (47,48,49),

También es posible que el captopril disminuya cuelquier
proliferacidn celular por inhibicidn de la produccibn de
Ang IX (43).

S5 ECA_Y ENPEHMEDAD
WMichos investigadores han estudiado cambios en la actividad
de ECA en el plasma humano observando que la actividad de ECA

ee mayor en hombree que en mujieres de edad comparable y es ma-
yor en nifios que en adultos, ecté reducida en el suero de pa-
cientes con céncer pulmonar, tuberculosis, y fibrosis quistie
ea., Por el conirario, los individuos que tienen sarcoidosis e
histoplasmosis miestren niveles séricos elevados de la EC4, lo
cual parece estar msociado al proceso activo de la enfermedad,
En otras enfermedades también se han observado niveles eleve-
dos de ECA como en 1lg lepra y en la enfermedad de Gaucher. En
la sarcoidosis se ha propuesto como herramienta auxiliar de
diesgnéetico (9).
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IX. ANTECEDENTES

Actualmente no se conoce la fuente de BCA en suero, psro se
sabe que este ce pintetiza en tuchos tejidos (50), los cuales
pueden liberarla a la circulscién., Los nicos estimsulos como-
cidos que aumentan lop niveles circulantes de ECA son los inhi
bidores de BCA (51) y las hormonas tiroideas (52). Se pienea
que la ECA que aparece en la orina de sujetos normales (53), ¥y
cuya excrecién aumenta en sujetos con infecciones del tracto
urinerio (54), proviene del tibulo proximal.

Bn estudiosg previos se caracterizaron los cambioe en la ac-
tividad de ECA tisular, urinaria y sérica en dos modelos expe-

rimentales en ratas: asfndrome nefrético (SN) inducide con ami-

nonucledsido de puromicina (ANP) e intoxicacién aguda con te-
tracloruroc de carbono (CCl,) (55,56). En ambos modelcs, la
BCA sérica y urinaria aumenté, y la BOX .tisular sumenté en al-
gunos tejidos y disminuyé en otros. El sumento en la ECA tisu
lar en sstos modelos parecen deberse a un asumento en la biosip
tesis de la encima, mientras que la disminucién parece ser se-
cundaria & 1la liberacién de la ECA por daflo tisular. El sumen
to de la ECA sérica en éstos modelos parecen deberse & un mu-
mento en la bios{ntesie y liberacidén de ECA en algunos tejidos
¥y/0 a una liberacién inespecifica de la enzima tisular a la
circulacién (55,56).

Por otra parte, el mimento en la ECA urinaria en el SN pares.

ce ser secundoria a pérdida de la ECA circulante (55), mien-
tras que en lac ratas con 0014 parece deberse a la liberacién
de la BCA subular debido al dafio del tibulo proximal producido
por eate solvente (56).

Gomo ya ee menciond, los inhibidorss de ECA aumentan los ni
veles circulantes y en pulmén de esta enrima, por 1o que se ha

13
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sugerido que el aumento de la enzima en pulmén puede 'explicar
el aumento en los nivelos circulantes (57). También se conoce
que el captopril aumenta los niveles circulantes de renina y
disminuye loa niveles circulsntes de asngiotensindgeno (58,59).
Bagados en astas observnciones, sn el laborstorio se demostrd
recientemente que el captopril potencis el sumento en renina
y hace més evidente la dieminucifa en angiotemsinfgeno carac-
terfeticon de las ratas con SN experimental (60). Ademfs se
demostrd gue estos cambios producidos por captopril em los ni
velss circulantes de renina y de angiotensinfgeno se reflejan
en lm excrecifén urinaria de astas proteinas, esto es, las ra-
tas con SN tratndas con captopril excretan mfs renina y menos
angiotenaindgeno que las ratas con SN sin eaptopril (61,62).

Por 1o tanto, en el presents trabajo me sstudid el efecto
del captopril sobre 10s niveles circulantes, tisulares y uri-
narios de la ECA en ratas con SN experimental para ayudar a
conocer 1lom mecanismoe de regulacisn de la BCA en este modslo
sxperimental,
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1II. HIPOTESIS

= Bl captopril puede magnificar el aumento en la ECA circulante
y urinaria en ratas con SN experimental inducido con ANP.

- Bl captopril puede modificar el patrén tisular de BCA en ra-
tas con SK experimental inducido econ ANP.

21
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IV. OBJBTIVOS

Los cbjetivos de este trabajo sons
= Aportar informacién que permita conocer el mecanismo por me~
dio del cual la BCA c¢irculante cambia ern &l SN experimentsl
usando como herramienta el captopril.

- Medir los niveles de ECA en los siguientes tsjidosi riftém,
corazén, ceredro, testiculos, gléndulas adrenales, aorts, pul-
mén, intestino e higado con cuatro diferentes tratamientos :
1) SN sin captopril, 2) SN con captopril, 3) control, y 4) con
trol con captopril. *

= Medir los nivelea circulantes y la excrecidn urinaris de ECa
en las ratas con loa tratamientos citados arriba.
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V. MATERIALES Y MsTODOS

1. REACTIVOS

los siguientes reactivos se compraron de Sigma Chemical Co,:
reactivo de Polin & Ciocalteu, ANP, albfmina sérica bovina
(ASB), HHL no radiactivo, Nonidet P=40 y Trie-HCl; el HH1 ra=
diactivo se compré de DuPont, New England (Boston, Mass.); los
demds reactivos fueron de alta pureza y se obtuvieron comercial

mente.

2, UISERO BXPRRIMENTAL
Bn ente trabajo me usaron ratas machos (Rattus norvegicus;
cepa Wistar) con un peso inicial de 100 m 120 g de peso.

Las ratas se dividieron en cuatro gruposs a) SN, b) SNeCAP,
c) C, @) C+CAP, Bl sindrome nefrdtico se indujo con una inyec-
¢ién subcuténea Ynica de una solucibn de ANP al 24 en solucién
salina (15 mg/100g, refs. 5-24, 25-62) la cual fué aplicada el
dfe O. El tratamiento con captopril se inicié 2 diams antes de
1a inyeccidn del ANP o vehiculo; este se les administr§ disuel-
to en el agua de beber en una concentracién de 0.5 g/L (66), 1m
dosis aproximada por animal fué de 5 mg/100g/d{a; a las ratas
control y con SN que no recibieron captopril sflo se les did
agua.

Los animales se mantuvieron en jaulas metabdlicas durante el
estudio para recolectar la orina de 24 hrs; posteriormente las
ratas fueron sacrificadas por decapitacién los dias 2, 6, 11,
16 y 20 después de la inyeccibn del ANP o del vehiculo (n= 10
para caua dfa y para cada grupo, total 200 ratas). En estos
dias se obtuvieron sangre y los siguientes tejidos: cerecbro, cg
razén, higado, aorta, glindulas adrenaleas, intestino, riiién,
testiculo y pulmén. E1 suero, la orina y los t®jidos se conge-
laron a -70 °C, hasta que se determind la mctivided de ECA ¥y la



cantidad de proteinas.

3. BXTRACCION DE ECA =N LOS TEJIDOS
Los tejidos (aproximadesmente 1 g excepto gléndulas mdrena-

lea y aorta, cue por su tzmofio se extrajeron totelmente)} se
descongelaron y se homogenizaron durante 3O segundoe ¢on un
homogenizador de tejidos (merca Politrén) en 5 ml (excepto
gléndulas adrenales y aorta cue se homogenizaron en 1 ml) de
una solucién amortiguadora de la siguiente compomicidn: Tris-
HC1 0.1 M pH 7.8, KC1 30 mM, MgCl 5 mM, sacarosa 0.25 M ¥ no=
nidet P-40 al 0.1% (64)., Bl homogenado se dejd revosar toda
la noche a 4 *C, y se centrifugd a 12,500rpm durante 20 minu-
tos a 4 °C y el sobrenadante se separd en tres al{cuotas para
determinar proteinas y B0A.

4, DBTERMINACION DS BCA

La activided de BCA, se¢ midid usando como sustrato hipurato
de histidil leucina (HHL) (7,55) y se utilizé un método radio~
quimico (65,66), ya que tiene la ventaja de aumentar la sensi~-

bilidad y rapidez de la determinscién. En este ensayo se em~
14
[+

plea una mezcla de HHL rediactivo marcado con Yy HHL no ra
diactivo. la ECA hidroliza al HHL en histidil leucina y en
&cido hipirico (AH) (Pig. 8). BEl AH radimctivo liberado se
extrae con acetato de etilo y se cuenta en un contador de ra-
diaciones beta.

= Inmediatiumente entes del ensayo se mezclaron 3.5 pl de HHL
¢4 (3 mCi/mmol; 0.0177 nmoles, 77,000 desintegracionee zor
minuto (dpm) y 3.5 pl de HHL no radiactivo 68.1 mM (preparado
en etanolsagua 6314) por cada tubo del ensaye. La concentra-
c¢ién final de HHL fué 5 ni.

24



0

0
- -
GLT HIs LEU C GLI HIS LBU
L

HIPURATO bE HISTIDIL ACIDO . HISTIVIL
LEUCINA HIYURICO LEUCINA

PIG. 6 HBACCION BN LA QU3 SE BASA LA LITERMINACION
DE LA AQLIVIDAD DE LA BCA

52



- La mezcla se secd baje una corriente de nitrégeno y se resus-
pendid en 40 ul (por tubo) de amortiguador Tris-HC1l 0.125 ¥,
NaCl O.6 WM pH 8.3.

- Para cade myestra ge useron 4 tubos, 2 para el blanco y 2 pe-
ra el problema (de preferencia tubos cénicos)

= A todos los tubose se les agregaron 10 3 de 14 muestra como
miximo.

« En 10s tubos blanco e agregaron 50 pi de HC1 1 M.

= A todos los tubos se les agregaron 40 pl del sustrato amorti-
guador.

= Se incubd a 37°C en un bafio de incubacién.

= Al final de la incubacibn se adicionaron 50 ,11 de HCl 1 ¥ &
los tubos prodlems.

= Se agregaron 300 pl de acetato de etilo con un repipeteador a
todos los tubos, emperando por 1l0s que contenian el blanco.

= Se agitaron vigorosamente en un vértex por 15 segundos.

- Log tubos se centiritugaron a temperatura ambiente por 15 minu
tos a 2,500 rpm.

- Se separaron 200 pl de la fase orgdnica (superior) y se mez-
claron con 5 ml de liquido de centelleo en un frasco par: cone-
tar rcdisciones beta.

= los frascos se contaron en un contador de rediaciones beta y
18 actividad de ECA se calculé restando las dpm del blango a
1es dpm del problema, usendo le siguiente férmulasg

dpm problema - dpm blanco
pl/mls - - - - — - - = = = = - - = nmoles de AH/ml/min
AB x 0,91 x 0.6T X ¢t x V¥



dondes AH = Acido hipurice
AE = Actividad especifica (308 dpm/nmol)
} 0,91 = Recuperacién de AH
~ 0,67 = Praceidn contade de AH
t = Tiempo de incubacién (en minutos)
¥ = Volimen de incubacién (en ml)
Una unided de ZCA es la cantidad de enzipn que produce un na
nomol de AH/ml/min de incubacién a 37°C. Los resultedos estén
expresados en miliunidades/mg de proteina en 1 ml.

5. DBTSEMINACION DE PROTEBINAS

Las protefnas se midieron por el método colorimétrico de Low-
ry (63), para lo cual se prepararon las siguientes soluc}onee:
Solucidén A. Carbonato de sodio al 2%, hidréxido de sodio al 0.4%
y tartrato de sodio y potasio al 0.02%.

Soilucién B. Sulfato de cobre al 0.5 %.

Solucién €. 50 ml de solucién A mhs 1 ml de solucién B (se prepa
re al momento de usarse).

Solucién D, Reactivo de Folin & Ciocalteu 1 N« Se prepara a par
tir de la solucidn concentrade 2 N,

Solucidn E. Albdmina eérica bovina (ASB) 0.5 mg/ml. Se prepara
una curva patrén con esta solucién de 5 hasta 50 BE.

La solucifn de aldbimina o la muestra se colocan en un volumen
final de 0.2 ml. A todos los tubos se les agrega 1 ml de solu-
cién C, se agitan y se dejan reposar 10 minutos. Después e les
agrega 0.1 ml de molucién D mientras se estén agitando vigorosa-
mente. Después de 30 minutos me lee la densided Sptica & bbOnm.

A los suercs se les hizo une dilucién 13400, de sate dilucién
so tomaron 0.2 ml para cuuantificar protainag. A los tejidos (sg
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brenedante) se les hizo una dilucién previs, sesin el tejido,
y despuée e tomsron 0.2 ml pare cuantificar proteinas. La
curva patrén se muestra en lam Pig. 7. Los resultados de pro-
teines en orina se expresan en mg/24h, en suero se expresan
en mg/dl y en tejidos en mg/ml,

Pué neceesario diflizar las muestras de orina (bolsas de
didlisie spectropor con un tamaiio de pore de 6,000 4) contra
une golucién de NaCl C.9% para detarminar la actividacd de ZCA
en orina,

6. DETER¥INACION DE CHEATININA

La determinacién de creatinina se realigzo con el eetuche
de reactivos para creatinina, utilizando el Analizador 2 de
Creatinina Beciman. Un volumen preciso de muestra se inyacta
con el reactivo de Jaff2é modificado en une celdilla de reac-
cién. Se mide la velocidad del mumento de absorcidn debido
a 1a formacién del complejo alcalino de Picrato de Creatininas.
La velocidad de formacidn de color del complejo es directa-
mente proporcional a la concentracién de creatinina en la
mentra. (Pig. 8).

Bl analizador utilize un pistems de deteccién éptice, em-
pleando una fuente luminosa, un filtro interferencial de 520
nm, un fotodetector y un cireuito electrdnico que mide ol cam—
bio en absorcién de la solucién de picrato alcelino daspueées de
1a adicifn de la miestra. Cuando se inyecta uns muestra con
el reactivo de picrato amlcalino, la creatinine de lu muestra
se combina con el Acido pferico en presencia de iones OH en el
- reactivo, y produce un complejo de color rojo.
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Se midié tanto la creatinina en Orina COMO en suero para
calcular ia depuracidn de creatinina {(D{), mediante la sigui-
ente férmula,

DG = (Great oving mg/dl) x flujo urinarig (m}/min)
[reas suero mg/ai}

Plujo Urinario = ml_oripe en 24 h_ = gl orine

24 x 60 (min/dfa) 1400 min

7. ANALISIS BSTADISTICOS

10s resultados estin expresados como el promedio ¢ desvia-
cibn estdndar. Se aplicd el andlisis de varianza de una via
(ANDEVA) con el propésito de investigar si habia grupoe aife-
rentes del contral. El ANDEVA se reelizd ugando una calculadg
ra Hewlett-Packard modelo 41CV. Debido a que el ANDIV: solo
indica ei exists o0 no diferencia significative entre los gru-
por, pero no sefinla 1los grupos diferentes al grupo control,
e necepario realizar otro nnalisis, por lo tanto se escogad
el método de Bonferroni (b6), sl cusl se basa en el uso de vae
lores de ¢t modificados; mediants estos valores se puede obsex
var qué grupo experimental difiere del grupo control. Una
P<L0.005 se considerd significativa.
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VI. RESULTADOS

1. PESO (gr)

En 1la Tabla I se muestran los pesos obtenidos durante el es-
tudio observéndose gue las ratas con SN y SN+CAP tuvieron una
menor ganancia de peso corporal, aunque si aumentaron de peso
a 1o largo del estudic y sblo se mostro una difereacia signifi-
cativa 6l df{a 11 en el grupo SN+CAP con respscto al grupo SN.

2. YOLUMEN URINARIO (V/ml) .

Bn la Tabla Il se suestran los volumenes urinarics obtenidos,
no encontrando significancia entre los grupos experimentales con

respecto al gruvo C.

3¢ PROTRINAS URINARIAS (mg/24h)

BEn la Tabla III ge presenton los datos de proteinas obteni-
dos en los 4 grupos. la concentracidn de proteina en orina
aunentd on el grupo SN potencidndose el aumento en el grupo
SN+CAP. Segin el ANDEVA, anmbos grupos son diferentes a partir
del dia 6 con respecto al grupo control, lo cudl indics que el
captopril potencia el efecto del SN sobre la excrecién urina-
ria de prote{nas totales.

4. PHOTEINAS TOTALES =N SURR0 a1

Bn la Tabla IV se obmerva que 1a concentracidn sérica de
protefnas entre los grupos SN y SN+CAP no fué diferente en nin
gin df{a, por lo que se deduce que el captopril no afectd la
concentracién de protefnas totales en suerc. las prote{nae to
tales en estos 2 grupos disminuyeron los dias 6, li ¥ 16 con
respecto a los grupos C y C+CAP, regresando a valores normales

para el d{a 20.
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5. USPUHACION DE CREATINIMA (mléminz
¥n la Tabla V se observs que la depuracién de creatinina dis
minuyd significativamente los dfas 2, 6 y 11, tanto en el grupo
SN como en el SNeCA?Y ¥y mostrando diferencias significativas es
te Ultimo grupo con respectc al grupo C+CAP los dias 6 y 11 in-
dicando que hay disminucién en la riltracidn glomerular, y daio

del tubulo.

6. CREATININA &Y SUERO (mg/d1)

En la Tabla VI se observa gque la concentracidn de creatinina
en suero aumentd significativamente el dfa 6 en los grupos SN y
SN+CAP siendo mayor el aumentic en-el grupo SN+CAP, volviendo a
un estudo normal a partir del dia 11, '

T. ACTIVIDAD UE ECA_BN SUZRO_(mU/ml)

En la Tabla VII ge observa gue la activided de ICA aumentd
ol df{a 6 en'el grupo SN y fué significativamente mayor en sl
£rupo SN+CAP en el cual tanto se present§ un aumento significa-
tivo 1los dias 2, 11, 16 y 20 con respecto al grupo C y SN. &1
ETupo C+CAP también aumentd significativamente todos los dfas
con respecto al grupo C. Lo que indica que el captopril aumen-
%6 1a concentracién de ésta enzima en suero ¥ por lo tanto la
actividad detectada,

8. ACTIVIDAD DE ECA 3N ORINA (U/ml/24h)

En la Tabla VIII se presentan los resultados de ECA en orina
donde 1a actividad de BCA presentdé un aumento significativo en
el grupo C+CAP con respecto al C los dfas 2, 16 y 20 asumentan~
do mfs en los grupos SN y SN+CAP el dfa b, .siendo éste dltimo
significativamente mayor con respecto a log grupos C y SN.
los grupos regresaron a valoTes normales a_ partir del dfa 11,

“
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2L ANDEVE indica que la diferencia entre ambos grupoe es sig-
nificativa parz el dia 6 lo cual implice que el captosril au-
mentd la concentracidn urinaria de ECA en las retas nefrdticeas.

9, AUTIVIDAD DE ECA EN TBJIDOS (mU/mg proteina)

1 la Tabla IX se muestran los resulindos obtenidos en 1la
determinacidn de ECA en tejidos del dia 6. La actividad de
ECA en pulmén, higade y testfculo mumenté, mientras que en. ri-
fién, intestino, aorta y adrenules permenecid sin cambio, y en
cerebro y coragén disminuys en el grupo SN. Sin embargo, to-
dos los tejidos tuvieron un aumento significativo en el grupe
SN+CAP tanto con respecto al grupo C como al C+CAP, asi como
una disminucién significativa con respecto al grupo C en aor-
ta, adrenal, cerebro, corazén y tésticulo en el grupo C+ChP,
Por 1o tanto los efectos del captopril y el SN son aeditivor.
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(10) (10) (9 (5) %
20 20+17 2A7:18 WL+ 7 143 & 48
(10) (10) (%)% (7)%

B

TA®A I Penc corperal (gr). Los resmltados estin exprasados
como 8l promedio & DE,
El nlinerc ds determinaciones asid entre paréntesis,
«p£0,005 V3, ¢
TP<LI,U08 V5. S



GRUFOS
DIA c J+CAP - SNCAF
H 10+ 2 92 §+2 b2
(s) (s) (1%) (10)
6 61 94 624 743
(N (9) Q) (9)
n L EX) ©+7 522 8+3
(10) (10) () 2)
14 1% s 4 15+ 5 1M+3 15 23
(10) (10) 9} (9)
20 124 19s5 13+4 1249
(10) (10) (9) 7)

TARLA IX Vollmen urinario (V/al). lLos resultades estén
expresados como el promefic = IR,
E) niimero de determinaciones esth entre paréntesis,




GRUPOS
DIA C C+CAP 3N SNeCAP
2 523 £23 Lz2 Sl
) (3) , (10 (20)
L) 321 10¢ 4 107 ¢ 52 188 ¢ 29
{10} (10) 3« (2)n7
n 4L 108 190 3 93 193+ 93
(10) (10) (5)% (2) %
16 3s:1 17 2 A 196 ¢ a1 215 & 50
(10) (10) (o) % (5)®
20 4+ 17+ 7 100 + 27 204 + 62
(10) (20) ()% (7) »
TAPIA IIIProteinas urinarias (mg/24h). Los resultados sstén

expresadcs como el proradio + IE.

21 nlmerc de determinaciones estd entre paréntesis.

& P 0,005 V3. C
T P 0,005 V5, SN
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CRUPOS

DIA ¢ CoCAP sY SYsCAP

2 9.9 30,9 9.4+ 0.8 8,2+ 0,8 8,3:+0,48
(103 (3) (9 {9}

6 92 £ 0.3 8.7 0.7 S»l 2 008 8.4 s 0.6
(1c) (9) (20) % () &

n 93 4 0.3 91+ 0.3 6,220 21 :+09
{10} (To) Y N Y

14 9. £ 0.4 9,2 ¢ 0.8 Te2 2 0,8 8,3 £ Q.3
(10} (9) {10) & 5) »

20 94 ¢ 0;3 9.4 ¢ 0,3 94 2 0.6 9,2 20,6
(2) (10) {9) (9)

TARLA BV Proteinas totsles an suero (g/dl), Los resultades

estdn expresados como ¢l promedic & DE
El nfrero de detarminsciones esth entre paréntasis,
S#FL0,00%5 V3, C




SRUFOS
DIA c CerAP s1 _Swepp?
2 0486 £ 0,1  0.42 ¢ DU 0.23 £ 0,15  0.29 £ 0.10
(5) (5) o (10} %
6 0.41 £ 0,18 0.6 ¢ 0.27 0,04 + 0,03 0,03 ¢ 0.01
(o) or (®) %o
1 0,35 £ 0.028 0.3 ¢ 0,27 0,08 £ 0,03 0,10 & 0.06
(3) (7 (5) & {7) wo
2 0,55 &£ 0,19 0,43 £ W 0u3F £ 0,19 0,74 £ 0,35
(9) (9) (8) (%)
ac 0.70 1 0,33 0.61 & 0,41 0,58 ¢ 0,30 0,77 & 0.00
(10) (9) (#) {s)

TAPLA V Depuracién de Creatirina {al/ain). Llor rssultades
esthn axprasados como el promsdio & IE,
El nimerc de determinaciones estd entre pardntasis.
*F <€0.008 VS, C
OPL0.005 V3, CeCAP

e



QrRUPOS

DIA L CACAP. SN SM+OAF

2 0630 2 0 0436 2 0,12 du32 £ 0,06 0.3 % 0.0
(10} (10) {3¢) (10)

3 0.2% » 304 0.8 & 0,07 0,49 & 0,16 0,79 ¢ 0,08
(1) (9 (10)% (9)#oT

1n 0.33 £ 0,04 0.31 & 0.07 0,37 2 0,09 0,38 ¢ 0,21
(10 &) m ()

15 0.33 + 6,04 0,35 + 0,08 0,30 2 0,05  0.40 ¢ 0,10
(30) (10} (8 (5}

20 G.42 £ 0,08 0,44 & 0,07 0,32 2 0,04 0,39 ¢+ 0,00
n (10) (9) (8)

TARIA VI Creatinina sn suero (mg/dl), Los resultados estén
exXpresadces como el promedio & IE,
El rimero do determinaciones estd entre paréntesis.
#P L0008 VS, C
QPLO0.005 VS, C+CAP
TPLO.005 V3. SN



FETS0S
DIA ¢ CoCAP i S¥eap |
2 65 + 18 11 4 2% 61 23 103 & 40
# (M {10) (10}¥T
b 67 +11 L6+ 38 18 + 47 Ne 2 78
(=) (9)m (10)% {(10)4T
1 TI+19 1% » 37 83 +13 136 & 18
(®) 3e (10) (20) &
13 €3+11 1N+ 7™+ 120 + 34
(7 (10)% {7 {5)%T
20 68 ¢20 163+ 39 57 + 2 182°% 41
(8) (10) & (%) (7) &t

TABLA VIT Astividad de ECA en sverc (al/ml). Les resultados
esthn expresados come el promedic & DE.
El nimero de dsterminacicnss estd entre paréntesis,
#P<0,008 V8, C
TP<LO,0085 v, Y

AL



GRUPOS
DIA c CeZAP SN SYeCAP
2 3305 824 2+ 0.0 341
(5} ) m (8)
[ Lel fs3 % sl 188 & 42
(9) (s) (5)% (6)eT
1 s LI} 2 20,5 4+l
10) (9) (53 (3)
15 2 : 31 4309
(10) (e) m )
20 6+ 2 U+ 7 3+2 63
(8) &) (©)] (s)

TATLA TIII ECA Urinaria (U/ml/2:h),

expresados como el promedio & IR,
El nimerc de determinacicnes esté entre paréne

tasis,

#PLC.005 V5. ©
TP<O,005 vS. SX

Los resultados estn

42



GRUTPOS
TXJIDO [+ CsCAP su 3NsCabP |

Pulpén 30 46 221 55 ¢ 9 9
9 (2) (2)= (=) #or
Rif6n 1202 0.8 ¢ 0.1 1o+ 0,19 2t 042
(€)) (8) (2) o)sor
1. delgado 3 2 0.6s 2 & 0.l 4+ 0420 8 2 0,86
8) E) () 3)soT

Korta 172 11 » 0,87 1+ 8 25+ 7
(e) He (® (8)sorT
3. adrenal 431 +1 4 & 0,88 7 £ 0,99
(2) (3 * ) (8)%oT
Ceredro 92 621 + 0,90 11 * 0.80
(8) (8)% (8)+ (2) %o
Corasén 421 23 0.33 2 £ 0,30 7 % G4
®) 2N 24 (8)wgT
fil{gado G.2% »0,08 0,29 ¢0.09 0.49 £ 0.08  0.61 + 0.17
(2) C)] G (*MkaT

Testiculo S L Y 1M+ 4 2% ¢+ 6 N:H
(8) (8 (B (BMcT

TAEA IY Actividad de ECA en tejidos (my/mg prot.) del dia 6,
Los resultados esthn expresades como 8l promedio » IE.
£l nimero de determinaciones esth entre parfntesis.

# P£0,008 v8, C

QPLO,CCE VS, CeCAP

T F £0,008 v3, SN
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Vil, DISCUSION

Bn los dltimos aros se ha demostrando que la ¥CA nmo solo Jug
ga un papel importante del SHAA, sino en otros sistemas de re
gulacidn hormonal y metabSlica, asf mismo el SHAA en circula-
eidn juega un papel central en el mantenimiento de la rresién
panguinea y en la homeostasia de fluidos y electrdlitos, Be-
tudios de la actividad de BCA en conejos han sugerido gue 1ls
activacidn elorhidrics representa un mecanismo regulatorio po=-
tencial y aque la BCA activada intracelulermente ee regulada
por hidrégeno y cambios en .la concentracibn del ién 01~ (42),

Tanhién se sabe que hay sustancias oue estimulan la brosine
tesis de ECA tales como glucocorticoides, inhibidores de ECA,
hormonas tiroideas y AMPc (67}, 5Se saba que 1a renina es un
modulador de la actividad del SRAA circulants, sin embargo, s}
funos autores han propussté un papel regulatorio de 1s 2CA en
la actividad del sigtema renina durante la prefisz e hipoxia.

Bl SRAA ssté profundamsnte alterado durante el SN producido
por ARK, los niveles de renine y BECA sumentan en tanto que los.
de angiotensinfgenc disminuysn, efectos gque se han observado
tanto a nivel circulants gomo en orina (24, 25, 61, 62 y 68),
¥1 sumento de ECA en suero se magnifica emnlaando inhibidores
de BCA y hormonap tiroideas.

Ios resuliados obtenidos en trabajos anteriores confirman
detos previos en el sentido en gue el aumento de la actividald
de ECA es reversible en ratas com SH inducido con ANP (24,25).
Ademis se encontré que existen cumbios en la actividad de la
ECA en tejidos ¥y en orins; mostrando en un estudio sscuencial
que los cambios en 1a actividad de la ECA son tiempo-dependien
tes y tejido eepecificos. Sin embargo algunos autores han su~
ger.do que el aumento en los nivelss ciroculantes de la ECA en
diversas patologf{es se puede deber a un dano en el endotelio



vascular (69,70), & uns hiperproduccién de 1la ECA & nivel tisu
lar (71,72}, y/¢ & una dieminucidén del catabolismo hepético ds
BCA (T3).

In vive ls sctividad de 1a renine plasmética se regula por
un mecanismo de retroalimentacidn negative aue inhibe la libe~
racién de reninm en respuesta & una aleveeidn de bradicinina o
de la Ang II plessmitica. la inhibicién de 2CA con captopril
puede prevenir el incremento de la concentracibén de Ang I pa-
ra ger convertida a Ang II, por lo tanto se ha demostrado cue
1a aaministracidn oral del captopril, produce una disminucidsn
de bradicinina que esté asociado con la cafda de la concentra~
cidn de Ang II y aldosterona plasmltice {10).

Bl captopril es um potente inhibidor del sitic activo de 1=
ECA tanto de plasm® como de tejidos, De acuerdo con las obser
vaciones de otros investigadorea, dosis de captopril dan como
resultado la atenucacién de la ECA en plaema &al como un apa—
rente efecto inhibitorio reversible., Bl caytopril por tanto
e un inhibidor competitivo de lr enzima, Recientemente me ha
demoatrado ogue una administracidén crénica del captopril dursn~
te una tase crénica de hipertensién produce una disminucion en
1a presion sangufnea, la cusl puede estar relacionada con la
pérdida de sal y volumen de agua que acompaila a la administra-
‘¢1b6n del captonril.

For otire parte el captopril potencia el incremento eun la re
nina y la dieminucidn en el angiotensindgeno en el plasma (45).
Log cambios en la renina circulante y angjotensinégeno estén
probablemente mediudos por cambics en la sintemis y secrecidn
de proteinas. Asimismo se ha demosirade gue el captopril aumen
%8 el ARNm de renina renal (60}, y dieminuye la produccidn he-
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pltica de angiotensindgeno (61).

gn el presente trabajo se empled el captopril como herramien
ta psra tretar de conocer el mecaniemo por medio del cual la
ECA circulente cambia en el Sk, Se obzservé en los resultados
obtenidos gue el ANF dieminuye la ganancia de peso corporal co-
mo se puede apreciar en la Taola I, sin embargo esta modifica-
cifn es mis notable en lams ratas del grupo SN¢CAP, auncue sf ga
nan pego 8 lc largo del estudiog al iguasl que los otros grupos.
Las diferencias significativas con respecto al grupo control se
obgervan a partir cel oie b, mientrus cue la pérdida de peso
ocon respecto al 5Y solo es pignificetiva el dia 11 cuando el
grupo SN+Cal si disminuye de manera notable el peso corporal.
Estos datos de crecimiento sugieren que el captopril no sélo no
mejora, sino que empeorn, ls vrogresidn de lu enfermedad (5).

Se ha observaco cue el captopril estimule la oiosintesis de
Novo de la enzima en diferentes érgenos. En este trabajo el ayu
mento de la actividad urinaria de la ECA durante el SN se poten
cia por el captopril el dfa b y en el grupo C+CAP los dim 2, 16
y 20; mientrus cue 'las protefnas urinurias presentan un cambio
significativo en el grupo SN con resvecto al control, los dias
6, 11, 15 ¥y 20 y e} aumento se potencie en el grupo SN+CAP el
dfa 6 piendo significativo con respecto al grupo control y Si,
indicando oue el captopril potencia el' efecto del SN sobre la
excrecidn urinaris ae proteinms totzles.

Bato, se supone es un reflejo de lo cue sucede en suero, ya
oue, se observé cue hay una disminucidn de protefnas séricas en
los grupos SH ¥y SNeCiP en comparacidn con el grupo control y
d{a 2, con unz trancs hipoproteinemia los dfus 6, 11 y 16, mien
tras cue 1l uwctivided de ECA en suero presenta un aumento en el

N



47

dia & en 108 grupos C+CAF, SM y SN+CAF siendo mayor el aumento
en este Ultimo grupo, 1o cuaml indica que los efectos del SN y
del CAP son aditivos. Es decir, la actividad sérica de la ECA
ests relacionada directuamente con le detectada en orina, con
10 que se esteblece gque la ECA urinaris es de origen sérico y
no de los tibulos renmales, lo cual se basn en el hecho de que
la ECA urinaria en ratee tratadas con captopril no asumenta en
ausencia de proteinuria y por gue muestra una correlacibn posi
tiva con las proteinss urinarias (45,55).

Se ha observado que el aumento de la actividad de la ECA en
tejidos en el dis & pueden contribuir al aumento de la activi=-
dad de 1la 3CA en suero, Otros autores han enconirado una relp
cién estrecha entre el sumento de la actividad de lm #CA en el
suerc y en la actividad en pulmén en ratas tratadas con can}o-
pril (51). Ademds la hiperproduccién de la ECA en los tejidos
sugiere que puede actuar como mediador en el aumento de la ac-
tivided de la ECA en suero en lu enfermedad de Gaucher (72}, y
en la Sarcoidesis (71).

También se encontird cue existen cembios en la actividngd de
BG4 en tejidos en el dfa 6. Bn el grupo SN la actividad de la
enzima sumenté en pulmén, higado y testfculo, disminuy$ en ce-
rebro y corazén y permanecid igual en rifién, intestino, adre-
nales y sorta. Sin embargo todos los tejidos tuvieron un nu-
mento signiticative en el grupo SN+CAP, tanto con respecte nl
grupo ¢, C+CAP y SN, indicando gue los efectos del captopril y
el SN son mditives. El grupo C+CAP sdlo disminuyd en morta,
adrenal, corazfn,y cerebro, es decir, el captopril como tal w

vo un efecto sobre la actividad de la ECA en tejidos. Todo eg



t0 sugiere que los mecanismos por medio de los cudles la 2CA
auments en el SM v con captopril son diferentes, y sor lo tan
to el captopril no nos permite conocer el mecanismo vor medio
del cunl la ZC# cireulante cambis en el SH experinental.

£1 captopril inhibe completamente el efecto preser de la
ang 1! y la degradscidén de la bradicinina dentro del organiemo
¥ es una rorca a8 probar su aceidm. Asimismo, el captopril in
crementa el fluje renal sanguineo y disminuye la fraccidn de
filtracidn; en el preseate trabszjo esto se comprueba mediante
1a depurmcidn de creeiinina, observandose una disminucidn sig-
mificative ol dia 6 tunto en el SN como en el SNH+CiPF. Emto 1
mits la reabsoreidn en el tibule proximal porcue la prestdn og
mética en los capilares disminuye ¥ is presién aumenta.
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VIILI. CONCLUSIONES

- La activided urinaria de la ECA esté relecioneda directamen
te con la detectzda en la actividaa de la ECA sérica, estadble-
ciendo que la ECA urinaria es de origen sérico y no de los ti-
bulos renales.

- Bl captopril no disminuyé la proteinuria, lo gue indica que
no mejora el daifo producido por el ANP,

- Bl captopril potencia el aumento de la 2Ca en el SN, es de-
eir el efecto es aditivo; lo que sugiere que los mecanismos
por medio de los cuales aumente la ECA en el SN y con cadto-

pril son diferentes,.

= El captopril potencia el aumento de la ECA en todos los te
jidos en el SN, pero no permite conocer el mecanismo por me-

dio del eual la 2CA circulante cambia en el SN.
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