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RESUMEN

La enzima convertidora de angiotensina 1 (ECA), forma parte
del eistema renina angiotensina aldosterona donde cataliza Ia
conversién del decapéptido angiotenaina 1| (Al), al octapéptido
vasoconstrictor angiotensina Il (AIl).

La ECA es una glicoproteina que se encuentra presente en casl
todos los tejidos y fluidos corporales. En el rifién estd en el
borde en cepillo de las células del tubulo proximal. Como su peso
molecular es alto, la actividad de 1a ECA en orina probablemante
derive sélo de células tubulares, sugiriendo que la determinacién
de ECA urinaria puede ser Uti! como marcador de dafic tubular. En
algunos estudios en humanos con diversas patologfias qua cursan con
dafio del tubulo proximal se ha encontrado aumento de la ECA
urinaria lo que sugiere que éste puede ser un marcador de dafio del
tubulo proximal.

El objetive del presente trabajo fué el de conccer si en ratas
con dafio dal tubulo proximal aumenta la excreci{én urinaria de la
ECA, por lo tanto se midié la actividad de la ECA urinaria, en dos
modelos de insuficiencla renal aguda experimaental (IRA): el
inducido con cloruro de mercurio (1.5 mg/Kg) y el inducldo
dicromate de potaslo (15 mg/Kg!. Ademds se midié la actividad
sérica y renal da la ECA y las protelnas totales en estos mismos
modelos, .

Se realizaron dos estudios secuenciales para seguir la
evoluecidén de la lesidn con las nefrotoxinas antes mencionadas.
Después de la Inyeccién de cloruro de mercurio, las ratas se
sacrificaron por decapitacién a las 4, 8, 16, 24, 48 horas (h) y 3,
5, 7, 9, 15, 22 y 28 dfas (n=2 en cada tiempo). La orina y la
sangre se racolectaron y ademas, se tomaron secciones de rifién para
hacer astudios de microscopia de luz, Para el estudio secuencial
con dicromato de potasio, las ratas se sacrificaron los dias t, 3,
S5, 7 y 8 (n=2 en cada tiempo); y se tomaron muestras de orina y
sangre. Tanto en suero y orina, se determinaron: la actividad de
ECA, proteinas totales, sodio y creatinina; y en suero se determiné
urea.

La IRA° se evalué con las siguientes determinaciones:
depuracién de creatinina: [ {creatinina en orina/creatinina en
suero) x flujo wurinariol; {indice de insuficiencia renal: [Na
urinaria f{creatinina urinaria/creatinina serical, relacién de
creatinina urinarfa/creatinina sérica y creatinina y urea en suero.

Los resultados de los estudios secuenciales mestraron dafo
funcional y estructural a las 24 h de la administracién de las
nefrotoxinas, vl cual se caracterizé por proteinuria, pérdida de la
integridad celular en el tubule proximal e incremento de la
actividad de la ECA en orina. Estos cambios se presentaron con un
maxima a los 3 dias y regresaron a valores basales a partir de la
administracién de la toxina a los 5 dias.

En el estudio morfolégico celular, se observé dafio
estPuctural desde las 16 h. A los 3 dias de evolucién se iniclé la
actividad regenerativa tubular que fué mas evidente a los 5 dias,
ya que, se observd la mayor parte de los tubulos revostidos por un



epitelio cuboide

Posteriormente se realizaron 2 estudios, unoc a las 24 haras
(h} (n=10 cada modelo! y otro a las 48 h (n=10 por cada modelo y
para cada tiempo} de la inyeccién. Las ratas se sacrificaron
también por decapitacién, y se obtuvieron muestras de orina, sangre
y rifén, para realfizar Jas determinaciones antes mencionadas en el
estudio secuencial. Se adicionaron estudios de microscopia
electrénica y en rifién se determinaron ia actividad de la ECA y las
proteinas totales. Ademds la integridad del! borde en ceplilo se
evaludé con las actividades de la Dipeptidil aminopeptidasa IV (DAP
1V) y N-aceti{l-B8-Glucosaminidasa (NAG) que son indicadores de dafio
celular, La proteinuria se analizé con electroforesis, comprobando
su origen tubular, ya que se registré un incremento en las
proteinas de un peso molecular menor al de albumina.

Estas ratas desarrcllaron IRA evidencliada por e! aumento en el
indice de insuficlencia renal y en la urea y creatinina sérica, una
disminucién en la depuracién de creatinina y en la relacién
creatinina urinaria/creatinina sérica. Adenas los datos
histolbgicos mostraron pérdida de la integridad celular en el
tubulo proximal renal, Ah los grupos tratados con las nefrotoxinas,
no se observé dafio a nivel giomerular.

La excrecién urinaria de ECA, aumentd en las ratag tratadas
con las nefrotoxinas, adem4s, también se observéd una disminucién de
le ECA en rifén, lo que sugliere que la disminucién del contenido de
la ECA en este tejido, puede contribuir a elevar la ECA urinari{a en
ratas con fnsuficiencia renal aguda. La excrecién urinaria dea DAP
IV ¥ NAG se incrementé significativamente indicando dafo en el
borde en cepillo del tinbulo proximal.

En conclusidén, estos estudios apoyan la hipétesis de que la
ECA urinaria aumenta durante et dafo tubular renal agudo y sugieren
que esta enzima puede ser un marcador de dafio tubular.
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I. INTRODUCCION

I.1. EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

E! sistema ronina angiotensina {SRA), @5 un sistema anzimatico
hormonal que controla el balance de electrélitos, &) volumen y la
presién arterial (1) (figura 1). En éste intervienen diferentes
moléculas: las enzimas: renina, convertidora de angiotensina 1
tECA), y angiotensinasas; los péptidos: angiotensinas (Al, Al),
All1); 1a globulina alfa 2 ({angiotensinégenoc) y la hormona
esteroide aldosterona.

El SRA funciona de la siguionte manera: la renina libera el
decapéptido angiotensina | (Al} contanido en el extremo amino de su
sustrato, la glicoproteina angiotensinédgeno cuyo principal sitio de
sintesis @5 el higado. La Al tiene poca o nula actividad biolégica,
pero cuando pasa a través de la circulacién pulmonar es convertida
por la ECA al octapéptido angiotensina Il (All) (2} el cual tiense
las siguientes acciones fisiolégicas: 1) es un potente
vasoconstrictor, 2) westimula la liberacién de la hormona
aldosterona, 3) actua directamente en el cerebro para: a)
incrementar la presién sanguinea mediante el sistema nervioso
parasimp&tico, b) estimula la sed, y c¢) estimula la secrecién de
vasopresina y de la hormona adrenccorticotrépica, 4) inhibe la
secrocién de renina, 5) estimula la secrecién de angiotensinégeno,
6) aumenta la cocrecién de catecolaminas de las glandulas
suprarrenales y facilita Ja transmisién adrenérgica (3)., La accién
enzimdtica de la aminopeptidasa A libera el acido aspartico {Asp),
produciendo el heptapéptido angiotensina [11 (Alll) que es menos
potento quae la All para estimular la biosintesis deo aldosterona y
poses s5élo una quinta parte de su potencia vasopresora. Por lo
tanto, ol SRA o5 vasoconlrictor y antinatriurético (evita !la
pérdida de sodio a través de la orinal, y en condiciones normales
actua con sistemas vasodilatadores para mantener la presién
arterial constante a pesar de los cambias &n 8l consumo de sodio y
en la actividad fisica del sujeto.

[.2. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA
I.

Skeggs y cols. (4) demostraron la existencia de dos formas de
angiotensina (Al y All}) y descubrieron una enzima en plasma equino
capaz de convertir Al en All, a la que posteriormente se le llamé
Enzima Convertidora de Angiotensina | (4-8)., Estos estudios
establecieron la importancia de la ECA en la generacién da All, e)
efoctor final del SRA.

]
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RENINA ANGIOTENSINA.



1.2.1., BI1OQUIMICA

A. CLASIFICACION. Segun la *Enzyme Comission* la ECA tiene el
siguiente numero: E, C. 3.4.15.1. Pertenece al grupo de las
hidrolasas, ya que cataliza la ruptura hidroli{tica de un enlace,
“3"; os una poptido hidrolasa pues actua sobre un enlace peptidico,
"4"; libera un péptido de un polipéptido, por lo cual se le
clasifica como una peptidil-dipéptido-hidrolasa "15", y debido que
corta e} extremo C-terminal de sus sustratos se le considera una
dipeptidil carboxipeptidasa; y su numero prograsiveo es el "1" {(10).

B. PROPIEDADES FISICOQUIKMICAS. La ECA es una glicoproteina acfdica
que contiane una sola cadena polipeptidica y un equivalente molar
de zinc (11) en su sitio activo que es esencia! para su actividad
{12) peroc no es necesariu para mantener la estabillidad estructural
{13) y tampoco desempefia un papel importante en la unién del
sustrato (14}. A diferencia de otras metaloenzimas, en la ECA al
zinc esta unido débilmente, disociidndose facilmente a pH mencr de
7 (14, 15).

C. PESO MOLECULAR Y ESTRUCTURA. La determinacién del peso molecular
{(PM) de la ECA wes complicada por su alto contenido en
carbohidratos, su tendencia a agregarse y su gran tamafic, e! PM
varia dependiendo del tipo de tejido y del método de determinacién,
cuando se utiliza filtracién en gel (16) el valor se encuentra
antre 140,000 y 180,000 d para la ECA de pulmén de conejo y la ECA
de riRén de cerdo respectivamente, con métodos de centrifugacién
las estimaciones varian de 129,000 a 199,000 d, con técnicas
alectroforéticas los valores varian dependiendo da la concentracién
de acri{lamida (11, 17, 18),

En testiculo la enzima es aproximadamente 30% mas pequefia qua
la pulmonar, su peso varia entre 100,000 y 950,000 d (19, 20).

Recientemente, se ha obtenido la informacién sobre la
secuencia de aminoacidos de la ECA en humano mediante la clonacién
de ADNc (21-27), en conejo {28, 28} y en ratén {22, 30, 31}. Se han
encontrado dos formas aestructurales de la ECA, una de ellas se
presenta en las células endoteliales y posee un peso de 170,000 d.
Una forma mas pequefia se presenta en células germinales de
testiculo y tiene un peso de 90,000 d. Asi mismo, esta técnica dae
clonacién de ADNc ha permitido establecer que astas dos formas de
la enzima {endotelial y testicular) son codificadas por dos formas
de ARNm que difieren en longitud, 3.0 y 4.3 kilobases {(kb)
respectivamente. Madiante la técnica de "Southern blot"™ se ha
confirmado que un solo gen codifica para ambos ARNm (21, 22, 25-28,
31). En humano e! gen de ECA tiene 21 kilobases y comprende 26
oxones separados por 25 intrones, observaAndose que s! ARNm de 4.3

3



kb de longitud es transcrito del exén 1 al aexén 26, con excepcién
del exén 13, y el ARNm de 3.0 kb es transcrito del exon 13 al 26,
es decir que la ECA endotelial s codificada por 26 exones mientras
que la ECA testicular solamente rst4 codificada por 14 exones. Los
exones 14 al 26 se presentan tanto en el ARNm que codifica para la
enzima endotelial como en el ARNm de la enzima testicular, y 8ol
ultimo de allos codifica para un segmento de 17 aminodcidos que os
@l que s@ ancla a !a membrana plasmatica (21, 23, 25, 26, 27)
(figura 2}.

La determinacién de la secuencia sompleta de aminoidcidos ha
esclarecido que la ECA endotelial estéd constitufda por 1,307
residuos (27} y, mediante analisis de hidropatia, se ha encontrado
que posee 2 segmentos hidrofébicos, uno localizado en el extremo
amino y el segundo cerca del extremo carboxilo (23, 26, 27}
probablemente el segmento localizado en @l extrome amino sea e!
poptido seRal, dado que en la secuenciacién del extremo amino de }a
proteina madura (constitufda por 1,277 aminocacidos) ro ue
identifica este segmento (25, 26, 27). Por otro lado, la ECA
testicular estd constitufda por 732 aminocacidos, los primaros 87
inciuyen pogsiblemente al péptido sehal y los Ultimos 657 residuos
son idénticos, a los del extremo carboxilo de la ECA endotelial.

D. COMPOSICION DE AMINOACIDDS. La enzima tiens un alto porcentaje
de residuos acidicos (21~-22%), contribuyendo en parte a su bajo
punto isoeléctrico que se encuentra entre 4.3 ¥y 5.2, La fraccién de
residuos hidrofébicos es de 44% (18} sugiriendo un grado
moderadamente alto do hidrofobicidad.

E. CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS. Consisten de fucosa, manosa,
galactosa, N-acetilglucosamina y &Acido sialico, los cuales varian
dopendiendo de la especie y del tejido que se trate, entre un 26-
30% (18), para la ECA de conejo, la ECA del rifiétn do humano
contienae de 24-28% de carbohidratos (32), en conejo la enzima
testicular contiene un 20% {(20).

F. RESIDUOS DEL SITID ACTIVO. En 1la ECA pulmonar de conejo,
reacciones de modificacién quimica han establecido la existencia,
de cuatro residuos funcionales en o cerca dael sitio activo:

tirosil, argini!, giutamil y lisil (33). La tirosina también se ha
implicado como un residuo funcional en el sitio activo de la ECA
plasmidtica de equino (34); similarmente se ha identificado al

glutamatoc como un residuo de sitio activo de la ECA pulmonar en
bovino (35).

G. PROPIEDADES CATALITICAS. a. Egpecificidad dg Sustratos. La ECA es un
tipo de exopeptidasa que a) corta secuancialmente dipéptidos del
extremo carboxilo terminal de sustratos peptidicos y b) desarrolla
su actividad sobre un amplio rango de sustratos (11, 38-40},

Aunque la enzima es, en algunos aspectos, més biédn no
gspecifica, trabajos realizados en los 70's (41-43) parecen
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indicar ciertos requerimentos para que el sustrato soa hidrolizado:
i) wun carboxilo terminal livre, i1} ausencia de un Acido
dicarboxi{lico en el eaextremo carboxilo, y 1iii} ausencia de un
penutltimo residuo de prolina (incapacidad para cortar uniones
imida). La amplia actividad hidrolitica de esta peptidasa se
demuestra en raeportes donde se usa la ECA como herramienta en el
anadlisis de secuencias C-terminal de polipéptidos t44, 451, Se ha
demostrado que puede hidrolizar neuropdptidos amidados, como la
sustancia P (46-49) y la puctancia K (49}, algunos analogos de la
colecistocinina y la gastrina (50}, la luliberina (enzima
liboradora de la hormona luteinizante), y & otras encefalinas
amidadas (50)., Ademas de otros sustratos con importancia biolégica
potencial, como por ejemplo, la neurotensina (51, 52).

Sin embargo, en tanto que existe la actividad a través de un
amplio rango de sustratos, in wvitro bajo condiciones no
fisiolégicas de altas concentracionos de susirato y/o cloruro, no
debe de confundirse con la verdadera especificidad de sustrato jin
vivo, la cual bajo condiciones fisiolégicas, es mediada por una
compleja combinacién de afinidades al sustrato, dependencia de
fones cloruro, velocidad hidrolitica vy la concentracidn de
sustratos biotégicamente relevantes.

Para medir la actividad de la ECA, se han fabricado numerosos
sustratos sintéticos tales como hipurato de histidil leucina (HHL)
e hipurato de giicil glicina (HGG) (52},

b. Inhibidores. Inhibidores exégenos. Ya que la ECA es una
metaloenzima, es inhibida por agentes quelantes (atropadores de
iones metslicos) tales como etilendinitriiotetracetato (EDTA), y o~
fenantrolina (53}. En los 60's (54), se descubrise que lous venenos
de algunas viboras na sblo son capaces de producir bradicinina,
sino que ademds contienen factores que intensifican la respuesta a
la misma. Estos slementos potenciadores son una familia de péptidos
de 5 a 13 residuos de aminoicidos que inhiben la actividad de la
ECA (llawada también cininasa 1i debido a que esta enzima inactiva
a la bradicinina, wuna aubstancia vasodiiatadoral. De estos
inhibidores, el mas estudiado es el nonapéptido teprotido (FPBYA),
©! cual actia como un inhibidor competitivo de la ECA y cuya
afinidad por ésta es mayor que la de All,

Los inhibidores de la ECA tienen los siguientes efectos:
disminucién del nivel de All, aumento en la concentracién
plasmatica de Al, aumento de la actividad plasmatica de renina.
Existen clientos de inhibidores sintéticos (coma por elemplo el
captopril) que han sido aplicados en pacientes (5%, 56) y no menos
de 15 compuestos han tenido desarrollo comercial para usarse como
agenteas antihipertensivos. Los agentes inhibidores de la ECA se
disefaron para disocifar la generacién de All y la actividad de
renina, es decir, blogquean la conversién de Al a All, Otro efecto
importante de estos {nhibidores es la depresion de la secrecién de
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aldosterona.

¢._Inhibidores endégenos. Existen compuestos presentes en la
sangre y en los tejidos propios de cada organismo que Tuncionan
como inhibidores endégenos. Hay una amplia variedad de estos
compuestos presentes en la sangre como as @l casc de los dipéptidos
histidil-lsucina y fenil~arginina, formados de la activacién de
bradicinina, respectivamente, que pusden prevenir la conversién de
Al y la hidrélisis de cininas (57),

La ECA también se inhibe por fragmentos poeptidicos de l!la All
(58), por el tripéptido glutatién (53), por la albumina sérica
bovina (60} y por la cadana B do la insulina (61).

d, Activacién por aniones y pH. La propiedad mas interesante y
peculiar de la ECA es la dependencia de su mecanismo catalitico de

la activacién por aniones, lo cual fue notado por sus descubridores
originales (4). En este caso depende do la concentracién de iones
cloruro, y o! pH. De acuerdo a esto, los sustratos se han

clasificado on 3:

i) Los sustratos de la clase 1, cuyo extremo carboxiloc o
penultimo residuo no esta cargado positivamente (59), a pH 7.5
parecen sar hidrolizados por un mecanismo ordenado de doble
reaccién en el cual el anién debe unirse antes que el sustrato
formando un caomplejo enzima—-anién que luego se une al sustrato para
efectuar la hidrélisis (14, 62, 63).

i1} Los sustratos de Ja clase |i, cuyn extremo carboxilo o
penultimo reniduo estd cargado positivamente, tiene valores de Ka
mas bajos (4 mM} y todos son hidrollzados por un mscanismo
activador no esencial,

iii) A la clase |l pertenecen los custratos cuya Ka se situa
alrededor de 25 mM y su mecanismo de activacién es igual a la de
los sustratos de la clase I1.

[.2.2, DISTRIBUCION, REGULACION Y PAPEL
BIOLOGICO DE LA ECA.

La ECA esta virtuaimente presente en casi todos los érganos y
fluildos corporales de los mam{feros (11). Se ha encontrado que la
ECA se @ancuentra en tres tipos do células: endoteliales,
epiteliales y neurocepiteliales (27, 64), y avidencias recientes
sugieren un cuarto tipo, andoécrino. Es una peptidasa
transmembranal, con un ancla peptidica hidrofébica insertada dentro
de la bicapa lipidica de la membrana plasmética.
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ECA ENDOTELIAL.

Esta presente en las capas vasculares de casi todos los
érganos, donde se encuentra unida a la mombrana ptasmatica de
células endoteliales (65-67), esta faorma de ECA es probablemente
mas abundante en capas vasculares de pulmén. Esta localizacién
permite que la enzima esté yuxtapussta a la circulacidén y asi tenga
un acceso efectivo a la Al y la bradicinina.

ECA EPITELIAL.

La ECA epitelial estd presente en grandes cantidades en rifién,
intestino, plexo coroidec, préstata, y epididimo, donde esta
asociada con una superficie enorme y est& en contacto con un
efluente, asi{ estid idealimente localizada para actuar sobre
sustratos en flujo (68).

a. RINON.

En humanos, s& encuentran, niveles de ECA en rifén (69), donde
se ha localizado en 8l borde en cepillo de las células del tubulo
proximal (88, 68, 70}, células endoteliales glomerulares (70), y
células yuxtaglomerulares (71}, En rata también se ha reportado que
ésta enzima tiene actividades en rifién, en el borde en cepillo
principalmente (72}.

La ECA renal puede tener una funcién en la rwabsorcién por la
liberacién de dipéptidos de los oligopéptidos filtrados vy
transportandolos hacia el citoplacma (68). Alternativamente la ECA
puede jugar un papel regulatorio local, generando All intrarrenal,
la cual puede estar involucrada en la reabsorcién de sodio y
fluidos (73, 7#1, y/o vasoconstriccién de los vasos aferentes y
eferentes glomerulares, por 1o tanto regula la wvelocidad de
filtracién glomerular (71).

b. INTESTING.

Se encuentran niveles altos de ECA en el intestino de)gado de
humanos (69), y en este érganc la enzima se ha localizado en las
microvellosidades (67, 68, 75). La ECA intestinal puede servir como
enzima digestiva, libarando dipéptidos C-terminales de una variedad
de sustratos {75); puede también estar involucrada en el transporte
de dipéptidos en células de la mucosa (68). También puede actuar
sobre Al, ya que se ha reportado que ta All incrementa la absorecién
de sodio y fluidos en sacos intestinales aislados (78).



c. PLEXQO COROIDEQ.

E! plexo coroideo es particularmente rico en ECA (77), la cual
estd concentrada sobre |la membrana apical de cé&lulas epiteliales y
estd unida a la membrana luminal de las microvellosidades, las
cuales estan bafiadas por flufdo ventricular (78, 68, 79). Existe
evidencia de que el SRA ovstd normalmente presente en los
vontriculos cerebrales, donde la Al! pusde ejercer efectos
hipertensivos y dipsogénicos en los érganos circumventriculares.

d. PHROSTATA Y EPIDIDIMO.

La préstata humana contiene altos niveles de actividad de ECA,
la cual se incrementa en la hipertrofia prostatica benigna (80),
donde se ha localizado en el epitelio tubutar y en el lumen,
sugiriendo que las células epiteliales de préstata humana seoretan
ECA hacia ®! ducto proustatico (Bl}. Similarmente en ¢l epididimo se
han encontrado altos niveles de ECA (72), donde se localiza en la
superficie luminal de las células epitelialues y es probablemente
también liberada hactia el lumen (82)., La funcién de la enzima en el
tracto genital masculino se desconoce.

e. PLACENTA.

Las microvelloasidades del sincitiotrofoblasto placental
contienen ECA (68, 83). Presumiblemente, la enzima regula el paso
de Al y otros péptidos en la interfase materno-fetal! (83).

C. ECA NEURODEPITELIAL,

La enzima se encuentra en regiones restringidas en el cerebro,
en ol plexo coroidec y organo subfornical (78, 87, 68, 84), con
niveles intermedios en la pituitaria, sustancia nigra (68, 78, 84,
85), y los niveles bajos en el hipotadlamo (68, 78, 84).

La ECA @n @l érgano subfornical esta probablemente inveiucrada
en la produccién local dao All (84), ya que los receptores para All
estan concentrados en esta regidén (88). Similarmente el ntcleo
magnocelular en el hipotdlamo también contiene receptores para All
(86), y All estimula la liberacién de vasopresina por éstas células
(87}. En ta pituitaria anterior la ECA estd asociada con células
endoteliales y puede estar fnvolucrada en la produccién de All en
la adenchipéfisis a partir de Al en la circulacién portal (Ba); la
All libera prolactina (868-90).

D. ECA ENDOCRINA.

a. GONADAS.



La enzima testicular ha sido localizada en las gotas
citopladsmicas del espermatozoide (91, 92), Ademas la ECA se ha
localizado an las cé¢lulas de Leydig (92, 93).

La ECA testicular estd bajo control hormonal. La enzima esta
ausente en ratas inmaduras y se desarrolia con la pubertad (72,
82). La funcidn de la enzima en esta zona se desconoce.

Muy poco sce sabe respecto a la ECA en el tracto genital
femenino, solo se ha localizado en la membrana plasmatica de
oocitos tubales y foliculares (92).

b. ADRENAL.

Est4d asociada con vasos sanguineos en la corteza adrenal (66,
84), aunque en cantidades muy pequehas (94), se piensa que juega un
pape! importante en la secrecién de aldosterona (95}, Por otra
parte, se ha demostrado, que aAn la médula adrenal existe una alta
densidad de ECA (94}, la cual puede producir All para interactuar
con receptores de All medulares (851, y asf estimular la liberacién
de catecolaminas (96).

E. ECA EN SUERO.

Se piensa que la enzima sérica representa el desprendimiento
de la ECA endotelial, y es de interés ya que se ha notado, que su
concentracién se incrementa en diferentes enfermedadevs como:
silicosis, sarcoldosis, cirrosis biliar primaria, diabetes meliitus
@ hipertiroidismo (87), y se ha observado que la enzima esta
reducida en pacientes con cancer pulwonar, tubercutosis, vy
fribrosis quistica (citado en 52).

1.3. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA.

El rifién por su funcién depuradora es especialmente vulnerable
a dafio téxico, ya que para realizarla recibe cerca do un cuarto del
gasto cardiaco, transporta y concentra una variedad de sustancias
potencialmente téxicas en el interior de su parénquima. Tanto las
células glomerulares renales vy las tubuloepiteliales son
susceptibles a dafiec téxico.

Las cnncentraciones toéxicas de los compuestos se alcanzan ya
s8a dentro v en la superficie de la célula tubular renal, debido a
las propiedades de transporte de estas células. Adicionalmente,
muchas toxinas circulan de manera inofensiva porque se encuentran
unidas a una proteina, hasta que la célula activa a la toxina,
disociandola de la proteina.

La insuficiencia renal aguda (IRA), es un sindrome comun
reversible, algunas toxinas y drogas pueden promover el desarrollo
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de la IRA por procesos prerrenales, intrarrenalus, u cbstructivos:

1.3.1. IRA obstructiva es producida por el depésito tuminal de
cristales lo que causa dafio celular.

1.3.2, IRA prerrenal es inducida por inhibidores de 1la
sintesis de prostaglandinas.

1.3.3. IRA intrarrenal es inducida, por nefrotoxinas o por
medios inmunolégicos.

1.3.3. IRA INTRARRENAL.

Los procesos intrarrenales son los que mas comunmente producen
iRA. Las drogas pueden preducir IRA ya sea por un dafié celular
repal directe o por una reaccién de hipersensibilidad aguda, siendo
el camino patogénico mas comin el prinero (98). El entendimiento de
la patogénesis de la naecrosis tubular apuda (NTA), reside en el
entendimiento de las alteraciones bioquimicas rasponsables de la
pérdida de la integridad celular renai. A continuacién se
consideraradn los siguientes puntos: a) estructura subcelular en ol
cual el dafio puede ocurrir, y b) principales eventos bioquimicos y
mediadores del dafio subcelular.

A. ESTRUCTURA SURCELULAR

a. MEMBRANA PLASMATICA. La condicién basica para la viabitidad
celular s el mantenimiento continuo de! espacio intracelular como
un compartimento distinto con respecto al fluido extracelular, estse
procese dependo do la integridad funcional y estructural de la
barrera de pormeabilidad dada por la membrana plasmatica. Esto
permite una retencidn de macromoléculas citosélicas en la célula y
restringe la permeabilidad iénica a grados compatibles con la
capacidad do energla requerida por bombas de membrana tales como la
ATPasa de Na~K y la ATFasa de caicio (88).

En particular, el area de superficie de |a membrana plasmatica
es una de las caracteristicas que determina la cantidad total de
transporte transcelular, ®©! cual pusde ser promovido por el
epitelio ya que, una consideoracién de mayor importancia en la
funcién funcién sspecifica que desempefa @l tiébulo renal. Ademas,
la membrana plasmatica es el sitio de numerosas reacciones
enzimadticas (98},

Las nefrotoxinas pueden, por interacciones directas con los
componantes de la membrana plasmatica, alterar las propiedades de
la estructura, ia permeabilidad, o la actividad de bombas y canales
importantes.

Los metales pesados, tales como el mercurio tienen efectos
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prominentes sebre la pormeabilidad de la mombrana (99), esludios in
vitro han demostrado que estos agentes pueden alterar la ATPasa de
Na-K (100). Las toxinas pueden, potencialmente cambiar el &rea
disponible para los procesos de transporte, esto puede deberse a
internalizacién de membranas, a defectos en la produccién de la
membrana y en a&! reemplazamiento de pérdidas normales, © a la
pérdida de membranas hacia el lumen del tugbulo (101, 102).

b. MITOCONDRIA. Las células del tubulo renal, contienen
abundantes mitocondrias necesarias para el metabolismo oxidativo
controlade, que produce el ATP requerido para los mecanismos de
transporte y otros procesos que consumen energla.

Despuds de una exposicién in vive a un ntmero de nefrotoxinas
y antes de la aparicién de una dako calular jetal se ha observado
que los niveles de ATP en las células de la corteza renal se
reducen (88).

Como rerultado &« la exposicién a nefrotoxinas, se producs un
incremento anormal de la parmeabilidad de la membrana plasmidtica a
cationss monovalentes como Na y K, esto produce hinchamiento
celular y alteraciones on la taza de respiracién mitocondrial (98},
Adomas la alteracién an la funcién mitocondrial puade contribuir al
dafo celular por otros ofectos, como por ejemplo: {a produccién de
radicales libres (103).

c. LISOSOMA. Los |isosomas proveen un espacio acidico
intracelular, en @! cual numerosas enzimas hidroliticas actuan para
degradar macromoléculas as!{ como orgdnulos enteros (104}, Los
lisosomas son particularmante prominontes en ! tubulo proximal, el
cual muestra una actividad endocitica muy amplia, procesande
materiales reabsorbidos del filtrado glomaorular (105). Estos pueden
actuar como gsitio principal intracelular de depésito de toxinas,
para de esta manera reducit la susceptibilidad de otros organitos
al dat%o. Sin embargo, al! mismo tiempo, los |isosomas pueden
deteriorarse estructural y funcionalmente como un resultado de la
acumulacién de toxinas pudiendo !iberarlas en cuaiquier momento y
asi servir potencialmente como una fuente intracelular de toxina,.

Se ha demostrado que esta acumulacién, da coma resultado una
inhibicién de tos procasos degradativos lisosomalas para
macromoléculas endocitadas (106). Ademds de qus se inhiben
fosfolipasas intralisosomales que resultan en la formacién de
lisosomas grandes y cuerpos mieloides prominentes (107},

d. RETICULO ENDOPLASMICO. El reticulo endoplasmico funciona
como sitio de sintesis de protelnas, sitio dm secuestro de calcio
y de variadas funciones de cxidasas, las cuales son importantes en
@l metabolismo de drogas (108); esto da como resul tado la formacidn
de radicales libres los cuales causan dafio local, y de ahf una de

‘las formas de actuar de tas nefrotsxinas.
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B. PRINCIPALES MECANISMOS BIOQUIMICOS Y
MEDIADORES DEL DARO SUBCELULAR.

&. FOSFOLIPASAS. Estas onzimas sirvon como mediadores de dafio
celular, degradando fosfolipidos de membrana requeridos para la
estructura y funcién normal y promoviendo la produccién, {(como un
resul tado de su degradacién}! de lisofosfoiipidos y 4&cidos grasas
libres, los cuvales puedon posteriormente alterar los procesos do
membrana (109). Existe evidencia de que, durante la IRA se produce
una activacién de las fosfolipasas (110).

b. OTROS FROCESUS DEGRADATIVOS ENZIMATICOS. La actividad no
regulada de varlas proteasas, nucleacas y fosfatasas puede ser
considerada como un mecanismo potenclalmente importante de dafio
celular.

¢. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES Y LIPOPEROXIDACION. Ls

lipoperoxidacién es el deterioro oxidativo de lipidos
poliinsaturados. Esto tiene grandes afectos bloquimicos,
especlalmente cuando ocurre en Ilipidos de membrana, como

consecuencia se altera dramAdticamente su estructura y funecién,
debido a efectos destructores de pérdida de lipidos de membrana,
produccion de lipldos téxicos, y dafio peroxidativo a prolefnas de
membrana. Las membranas de mitocondria y reticulo endoplasmico
poseen grandes cantidades de Acidos grasos {nsaturados, por lo que
és5tos sistemas membranosos son altamente susceptibles al dafio por
lipoperoxidacidén, ademas de que los mAs potentes inicladores de la
formacién de radicales libres incluyendo ferro y hemoproteinas, se
encuentran en estas membranas (111).

d. CALCIO. lLa mayoria del calcio intracelular se encuentra
spcuestrado en la mitocondria y el reticulo endoplasmico, entonces
e! calcio citosolico se mantiene en un rango submicromolar. Esto
permite que el calcio swa utilizado comc un mensajerc en procesos
intracelutares (112). El dafio celular letal! se caracteriza por un
influjo de calcio al interior celular y su acumulacién en la
mitocondria (113). La captacién de calcio por la mitocondria la
dafia, en gran parte por la activacién de fTasfolipasas de la
membrarna mitocondrial, la mitocondria pierde la capacidad de
amortiguar los incrementos de niveles deo calcio del ambiente que
la rodea. Niveles anormalmente altos de calcio intracelular, pueden
activar fosfolipasas que dafaridn membranas subcelulares en adicién
a la mitocondrial, puede alterar estructuras citossqueléticas, y
puede interferir con otros procesos celulares en ios que al calcio
normalmente ayuda a regular (113).
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IT. ANTECEDENTES

La proteinuria es una caracteristica de muchas enfermededes
renales, su degterminacién Jjuega un papel importante en el
repertorio diagnéstico de los nefrélogos (114). El aumento da
proteinas do alto y bajo poeso molecular en la orina de humanos son
indicadores de alteracién en la funcidn de! filtrado glomerular y/o
de la capacidad de resorcién tubular (115). Adeomads de la
identificacién inmunolégica y cuantificacién de proteinas en la
orina, s han empleado una variedad de mé&todos analitices para
estudiar la composicion fisivlégica y patolégica de las proteinas
urinarias, tales como cromatografia de columna, electroforesis on
geles de agarosa o en geles de poliacritamida (1141},

La protuinuria se define como un incremento anormal en la
excrecién urinaria de proteinas. ia conposicién normal de proteinas
urinarias &5 Ja siguiente: 40% do albumina, B% do [gG, 8% de otras
protei{nas plasmaticas, 2% IgA y 42% de proteinas de los tibulos y
tracto urinario inferior.

Las proteinas sdricas de bajo peso molecular {(menos de 50 Kd
como: glicoproteina Acida alfa-i, microglobulina alfa-i, lisozima
beta-2 microglobulina) que se filtran libremente por el glomérulo
renal en individuos normales son reabsorbidas casi completamente
por el tubulo proximal, por lo que menos del .i% de la carga
filtrada de estas proteinas aparscen en la orina. El glomérulo
impide e! paso de proteinas plasmaticas de alto peso wmolecular, por
lo tanto si oxisto da%o glomorular significativo hay una excesiva
filtracién glomerular de macromoléculas a una velocidad tal que
excede la reabsorcién tubular y por lo tanto aparecen en la orina
y cuando existe dafo tubular la proteinuria se caracteriza por la
aparicidon en orina de proteinas plasmaticas de un peso molecular
menor al de la albumina, estas no se reabsorben normalmente por los
tubulos y su excrecién es como consecuencia del deterioro de esta
funcién (Figura 3).

Segun Bernard y colis, (116}, las proteinas on orina pueden
clasificarse an seis categorias de acuerdo con su origen:

1. Proteinas plasmaticas: Esta categoria incluyo proteinas que
son constituyentes normales dal plasma y las cualas son eliminadas
en la orina por e} filtrado glomerular. Dependiendo de su tamaflio
pusden servir como indicadores de cambios Tfuncionales y/o
morfolégicos que afocten la parte glomerular o tubular de la
nefrona, Pertenecen & varios grupos bioguimicos tales como
anticuerpos, enzimas, hormonas, Aantigenos celularas, proteinas
acarreadoras, inhibidores etc.

2. Proteinas derivadas del rifién: Estas pueden ser detectadas
an la orina como consecuspcia normal del recambio y metabolismo
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celular, La !iboracién de estas proteinas se puede incrementar ya
sea por daflo al tejlido por recambio celular anormal! o por
alteracionos funcionales. La mayorfa de las enzimas urinarias con
un peco molecular mayor que la albumina tienen un origen renal. Las
enzimas tienen diferente distribucién a lo largo de la nefrona y en
el rifién, el patrén de proteinuria puede ayudar a localizar
lesiones renales. Como una regla general, la actividad enzimatica
es mayor en la corteza (tubulos proximales!) y menor an la papila y
médula intermedia. Esto significa que la anzimuria a5
particularmente sensible al dafio en el tubulo proximal.

3. Proteinas del tracto urogenital: Estas pueden daerivar del
epitelio dal tracto urogenital {(ureter, vejiga, uretra), ds
glandulas accesorias masculinas, o de secrocionss vaginales.

4. Proteinas liberadas de tejidos diferentes del tracto
urogenital: Liberadas de tejidos da2fiados o enformos con tamafio
suficientemente peoqueflo para cruzar el glomérulo (e}j. la
miogiobinal.,

5. Prote{nas asociadas al embarazo: Antigenos de tejido
placental o de origen fetal, que pueden detoctarse.en la orina de
mujeres embarazadas.

6. Protefnas derivadas de tumores: La orina de pacientes con
céncer puede contener altas cantidades de proteinas, las cuales se
utilizan como marcadores de tumor. tej. antigeno carcino
embriénariol.

También como se menciond anteriormente !a proteinuria puede
sor clasificada en dos tipos de acuerdo con el tamafo de las
particulas: de alto {(APM} y de bajo peso molecular (BPM}, la do APM
osta asociada con un incremento de la permeabilidad glomorular y la
de BPM predominantemente con dafo en ia resorcién tubular, lo que
50 observa con un incremento en la excrecién de enzimas, en el caso
tubular: de BPM como lisosima, ribcrucleasa, amilasa, tripsinégeno,
{ipasa, pepsinégeno A. Otras enzimas urinarias importantes en la
diagnésis do la integridad del tobulo proximal de acuerdo a su
origen son: a) Borde en cepillo: alanina aminopeptidasa (AAP),
gamma~glutamil transferasa (GGT), fosfatasa alcalina (ALP), al-fa-
glucosidasa, fosfatasa acida, trohalasa, dipeptidilaminopeptiidasa
IV (DAP); b) Lisosomas: B-glucoronidasa (GRS), N-acetil-g-D-
glucosaminidasa (NAG), B-galactosidasa (GAL), fosfatasa acida, y o)
Citosol: Lactato deshidrogenasa {(LDH), laucina aminopeptidasa,
ligandina y B-glucusidasa (117).

La liberaci6n de enzimas a la orina se debe a nmultiples
afectos en las cédlulas tubulares (Figuras 4 y 5) y los cambios en
la excrecién de gnzimas urinarias rgpresenta un indicador sensible
de dafio renal, aunque existen algunas que se pueden detectar antaes
que otras, |lo que contrasta con los marcadores Bas comUnmente
utilizados: microscopfa de luz y prusbas de funcién renat las
cuales son relativamente insensibles, por lo tanto no funciocnan
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para detectar lesiones tempranas (117).

En los modelos experimentales de cloruro de mercurio vy
dicromato do potasio se han registrado los cambios an la excracién
de algunas enzimas: las sales de cromato ya sea de potasio o de
sodio, afectan selectivamente la porcién contorneada del tabulo
proximal. Experimentos animales reportados se han realizado en
ratas con la administracién parenteral de cromato en una sola dosis
que varia de 1 a 30 mg/Kg, muestra gque a dosis mayores de 10 mg/Kg
hay incrementos en la liberacién de enzimas del borde en cepille
{AAP, GGT, ALP y maltasa); lisosomales (ACP, GAL GRS} y citosélicas
{LDH} asi como lisosima con un maximo de excracién en los primeros
dos dias después de la inyeccién (118},

El c¢loruro de mercurio se ha usado ampliamente como un
compussto para inducir insuficiencia renal aguda, el cual so
caracteriza por la oxcrecién urinaria de enzimas después de la
administracién de la nefrotoxina, la intoxicacidn se caracteriza
por un incremento de la liberacién de muchas de las enzimas,
espacialmente en el primer dia despuéds de la inyeccién (118). Se ha
informado la excrocién de un gran niumero de enzimas localizadas en
el borde en copillo, citosélicas, lisosomales y mitocondriales as{
como de origen sérico (117).

Kokubu y cols. (119) demostraron que la ECA aparece en la
orina de sujetos normales., De acuerdo con los trabajos de Baggio y
cols. (120) la actividad de esta enzima ee incrementa en humanos
con nefrolitiasis y pielonefritis crénica, por lo que sugiearen que
la gxcrecién de la ECA principalmente depende del dafio tubular ya
que cuando no existe alteracién ds la permeabilidad de la membrana
basal glomerular, las células tubulares renales son la principal
fuente de enzimas urinarias con un peso molecular mayor a 70,000
d., como es el caso de la ECA. Como resultado de estos estudios
proponen que la determinacién da la actividad do la ECA en la orin:
puede vtilizarse como un marcador ideal de dafo al tubulo proximal.
Tambion Hosojima y cols. (121) examinaron esta posibilidad
estudiando la excrecién de )a ECA en pacientes con diabetes no
dependiente de insulina la cual se incremwnté probablemente como
raflejo al dafo tubular. Otro trabajo que reporta un incremento de
la actividad urinaria de la ECA s el de Pitotti y cols. (122) en
pacientes que presentaron rechazo agudo al transplante renal,
apoyando que la actividad urinaria de ECA deriva del! tubulo renal,

En dos estudios previos en éste laboratorio se caracterizaraon
los cambios en la actividad de ECA wurinaria, en dos modelos
experimentales en ratas: sindrome nefrotico (SN) o intoxicacién con

tetracloruro de carbonc (CCly ). En ambos modelos, la ECA urinaria
auments. El aumento en ta ECA urinaria en e! SN parece ser
secundaria a pérdida de la ECA circulante (123), mientras que en

las ratas tratadas con CCly paroce deberse a la liberacién de la
ECA tubular dobido al dafio del tdbulo proximal producido por este
solvente (124). Sin embargo, actualmente no se conocen los cambios
en la ECA urinaria en otros modelos de insuficiencia renal aguda

experimontal, la cual pusde inducirse con nefrotoxinas que producen
necrosis an el tdbulo proximal tales como dicromato de potasio
(125) y cloruro de marcurio (126). Estas nefrotoxinas tienen
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interaccién directa con la membrana de las células de los iubulos
proximaies, lo que altera tanto la funcién enzimAtica como 1a
permeabilidad dafiando a los organitos celulares y como resultado
necrosis que viene seguida de obstruccién intratubular y
disminucién en la velocidad de filtracién glomerular.

W\

T -

GR 1 .. l

Figura 3., Manejo de protefnas de alto (9) y bajo {(» )} paso
molecular, SU~Suero, GL-Gleomérulo, TU-Tubulo, OR-Orina.
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Figura 4. Mecanismos do excracién enzimitica normal y alterada, A,
Condiciones normales, B. Destruccién de célula tubutar,

Figura 5. Diferentes estados de liberacién de proteinas tubulares
bajo condicionews patolégicas 1} Liberacién de proteinas de la
superficiede la membrana, 2) Liberacién de proteinas intograles,
enzimas del borde an cepillo y vacuolas, 3} Vacuolacién severa y
lgérdida del material del borde en cepillo.
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I11. HIPOTESIS

La excrecién urinaria de la enzima convertidora de angiotensina
puede aumentar cuando hay lesién en el tubulo proximal producida

por nefrotoxinas que causan insuficiencia renal aguda.

IV. OBJETIVOS

Demostrar en dos modelos experimentales de insuficiencia renatl
aguda, inducida con dosis unicas de cloruro de mercurio y con
dicromato de potasio, que se produce lesién en el tubulo Eroximal
de la nefrona y con ello aumenta el {ndice de excrecién urinaria de

ECA.

Demostrar si se modifican los niveles de ECA sérica, renal y

urinaria.

18



V.MATERIALES Y METODOS

V.1. REACTIVQS.

De Sigma Chemical Co, (St. Louis, MO, USA) se obtuvieron los
siguientes reactivos: Hipurato de histidii-L-laucine {HHL}, Nonidet
P-40, Tris HCl, albumina sérica bovina (ASB), reactivo de Folin &
Ciocalteu, Gli-Pro-p-Nitroanilida, glicina, p-Nitroanilina, p-
nitrafenol, p~nitrofeni!-N-acetil-fB-glucosaminide, cloruro de
mercurio y dicromato de potasio: el HHL radiactivo se obtuvo de
Dupont, New England {(Boston, MA, USA}); de JT Baker: acetato de
sodie, citrato y carbonato de sodio., Los demds reactivos fueron de
alta pureza y so obtuvieron comercialmente.

V.2. DISENO EXPERIMENTAL.

V.2.1. ESTUDIO SECUENCIAL. Este experimento se realizé
para analizar el curso del dafio producido y la fase regenerativa
del tubulo contorneado proximal.

Se usaron 30 ratas macho {cepa Wistar) con un poso de 300-400
g (dos ratas por cada tiempo). Las ratas control sélo se inyectaron
con vehiculo.

La insuficiencia renal aguda (IRA) su {ndujo de la siguiente
manera:

Al con una sola inyeccién subcutdnea do una solucién de
dicromato de potasio en solucién salina estéril a una dosis de 15
mg/Kg (125).

B) una sola inyeccién intraperitoneal de cloruro de mercurio
on solucidn salina estéril a una dosis de 1.4 mg/Kg (126, 127). Los
animales control recibieron el mismo volumen de vehiculo (solucisén
salina estéril).

Las ratas (n=2 por tiempo) se mantuvieron ean Jaulas
metabélicas durante el estudio para recolectar su orina de 24 h; se
sacrificaron por decapitacién después de 13 inyeccién de cloruro de
mercurio o del vehiculo a las 16, 24 y 48 h; 3, 5, 7, 2, 15, 22, y
28 dias. Para el estudio secuencial de dicromato de potasio, las
ratas se sacrificaron los dias 1, 3, 5, 7, 8. En estos dias se
obtuvo sangre, orina y secciones de rifién para microscopia de luz.
El suero y la orina se congelaron a -70°C, y el tejido se congeld
en nitrégeno liquide hasta su procesamiento. En suero y orina se
realizaron las siguientes determinaciones: ECA, proteinas totales,
sodio, y creatinina. En suero: se midié urea y sodio, La IRA se
avalué con la depuracién de creatinina, el {ndice de insuficiencia
renal, la relacién Cr0/CrS {0/S), la creatinina y la urea en suero.
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Se realizaron estudios con microscopia de luz de ias muestras
ronales para evaluar la alteracién histolégica celular.

V.2.2 ESTUDIO DE 24 Y 48 HORAS.

Una vez realizado el estudio secuencial, se determiné el
periodo de tiempo que reprosentaba el inicio del daflo producido por
la IRA inducida experimentaimente. por lo que se trabajé
especificamente aen 1os tiempos de 24 y 48 h.

Se utilizaron 180 ratas macho (cepa Wistar) con una peso de
300-400 g (30 animales por modelo), las cuales se mantuvieron en
Jaulas metabélicas para recolectar la orina de 24 y 48 h, se
sacrificaron por decapitacién, unas a las 24 h y otras a las 48 h,
para la obtencién del susro sanguineo y los rifionss, el susro y la
orina se congelaron a -70°7 y los riffonos en nitrégeno i{iquido
hasta su procesamiento como se indicé en el estudio secuencial. En
estos modeios seo adicionaron estudios de microscopia electrénica
y la determinacién de ECA y proteinas totales en rifén.

V.3. TECNICAS ANALITICAS.

V.3.1. DETERMINACIUON DE PROTEINAS. Las proteinas se
midieron por el método colorimétrico de Lowry (128), para lo cual
so prepararon las siguioentes soluciones:

¥ Solucién A: carbonato de sodio al 2%, hidréxido de scdio al 0.4%
y tay .rato de codio y potasio al 0.02%,

% Solucién B: sulfato de cobre al 0.5%.

# Solucién C: Una mezcia de 50 ml de solucién A mds 1 ml de
solucién B (se prepar. al momento de usarsel.

# Scolucién D: Reactivo de Folin & Ciocalteu 1 N, Se prepara apartir
de la solucidén concentrada Z N.

¥ Solucién E: AlbUmina sérica bovina (ASB) 0.5 mg/ml. Se prepara

una curva patrén con esta solucién de 5 hasta 50 ng.

La solucién de albimina o la muestra se colocan en un volumen
final de 0.2 ml, a todos los tubos se ias agrega 0.1 mi de scolucién
C, se agitan y se deljan reposar 10 minutos, después se les agrega
0.1 ml de solucién D mientras se estan agitando vigeorosamentae,
después de 30 minutos so Iee la densidad éptica a 660 nm.

Antoes de cuantificar las proteinas urinarias, estas recibieron
@l siguiente tratamiento: ee precipitaron y se lavaron con acido
tricloracético (ATA} al 10%, mezclando 0.1 m! de orina y 0.9 m! de
ATA, se centrifugé a 2500 rpm durante 15 minutos, se decanté y se
volvié & repaotir osta misma operacién 2 o 3 veces, hasta que al
sobragnadante quedé transparente, finalmente se decanté y el



precipitado se resuspendié en 2 ml deo NaDH O.1 M.

A los suercs se les hizo una dilucién 1:400, de esta dilucién
s@¢ tomaron 0.2 m! para la determinacién de proteinas. Los
resul tados se expresaron en: mg/24 h lorinal), en: mg/dl (suero) y
en: mg/m! (tejido).

V.3.2. ELECTROFORESIS: Para analizar los patrones de
proteinuria la teécnica que se realizé fué la descrita por Laemmli
y cols. (128), con geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Se utilizé
un kit con marcadores de peso molecular como estadndar de Sigma
Chemical Company para pesas moleculares entre 14,000-70,000 d con
las siguientes protelnas: albumina bovina: 66,000 d; ovalbumina:
45,000 d; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa: 36,000 d;
anhidrasa carbénica: 29,000 d; tripsinégeno; 24,000 d; inhibidor de
tripsina: 20,100 d; tactaibumina: 14,200 d; para pesos moleculares
entre 30,000-200,000 d: anhidrasa carbénica: 29,000 d; ovalbUmina:
45,000 d; albumina bovina: 66,000 d; fosforilass b: 97,400 d;
galactosidasa: 116,000 d y miosina: 205,000 d. Los geles se
tifieron con azu! de Coomassie. Posteriormente se realizé la
densitometria de las bandas, con un densitémetro de Hosfer
Scientific {San Francisco CA}.

V.3.3. DETERMINACION DE UREA, CREATININA Y
ELECTROLITOS. La urea y la creatinina se midieron utilizando
autocanalizadores (Creatinine analyzer 2, BUN analyzer 2, Beckman
Instruments Inc. Fullerton, CA, USA) y el sodio se midi¢ por
flamometria {(Fotémetro de Flama IL 433, Instrumentation Laboratory
Lexington MA). Con estos datos se realizaron los siguientes
calculos: relacién 0/S (Creatinina en orina/ creatinina en suero),
indice de insuficiencia renal (1IR)= sodio urinario/relacién 0O/S,
Depuracién de creatinina= creatinina urinaria/creatinina sérica x
flujo urinario.

V.3.4. EXTRACCION DE ECA EN RIRON. La ECA unida a la
membrana se extrajo utilizando Nonidet P-40 0.5% (123, 124, 130,
131) @l tejido se descongeld y se homogenizé (en 5 ml) durante 30
segundos con un homogenizador de tejidos {Politrén) en una solucién
amortiguadora cun la siguiente composicién: Tris~-HCl 0.1 M pH 7.8,
KC! 30 mM, MgCl2 5 mM, sacarosa 0.25 M y Nonidet P-40 0.5%, se dejé
reposar toda !a noche a 4°C; y se centrifugé a 12,500 rpm durante
20 minutos a 4°C; el sobrenadante se separé en tres allicuotas para
determinar protei{nas y ECA.

V.3.5. DETERMINACION DE ECA. E.C. 3.4.15.1. la
actividad de la ECA, se midié usando como sustrato hipurato de
histidil leucina (HHL) (121, 122), con un método radicjuimico
(132), en este ensayo se amplea una mezcla de HHL radiactivo y HHL
no radiactivo; wl HHL radiactivo estid marcado con 14-C, la ECA
hidroliza al HHL en histidil-leucina y en acido hipurico (AH). Como
58 muestra a continuacidn:
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El AH radiactive liberado se extrae con acetato de etilo y se
cuenta en un contador de radiaciones beta.

Inmediatamente antes del ensayo se mezclaron 3.5 pul de HHiI 14-
C {3 mCi/mmol; 0.0177 nmoles, 77,000 desintegraciones por minuto
(dpm)} y 3.5 ul de HHL no radiactivo 68.% mM ({preparado en
etanol:agua 6:4) por cada tubo de) aensayo. La concentracién final
de HHL fue do 5 mM.

La mezcla se secd bajo una corriente de nitrbégeno y se
resuspendis en 40 ul (por tubo) de amortiguador Tris-HCl 0,125 M,
NaCl 0.6 M pH 8.3.

Para cada muestra sea utilizaron cuatro tubos, dos '‘para el
blanco y dos para el problema.

A todus los tubos se les agregé la muestra en un volumen
maximo de 10 ul de la muestra como maximo.,

En los tubos blanco se agregaron 50 pi de HC! 1 M.

A todoc ios tubos se les agregé 40 nl de sustrato disueito en
amortiguador.

Se incubé 2 37°C &n un baho de incubacién.

Al final de la i{noubacién se adicionaron 50 ul de HClI 1 M a
tos tubos problema.

Se agregaron 300 ul de acetato de etilo con un repipeteador a
todos los tubos, empezando por los que contiensn el bianco,

Se agitaron vigorosamente en un vortex por 15 segundos.

Los tubos se centrifugaron a temperatura ambiente por 15
minutos a 2500 rpm.

Se separaron 200 sl de la fase organica (superior) y se
mezclaron con 5 ml de liquido de cetelliec en un frasco para contar
radiaciones beta.
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Los frascos se contaron en un contador de radiaciones beta y
la actividad de la ECA se calculé restando las dpm de! blanco a las
dpm del problema, utilizando la sfguiente férmula (132):

dpm problama - dpm blanco
mU/mt= —~-=—== nmoles de AH/ml|/min
AE x 0.91 x 0.67 x t x v

Donde:
AH = Acido hipurico.
AE = Actividad especifTica (310.5 dpm/nmol).
0.91 = Recuperacién de AH.
0.61 = Fraccién contada de AH.
t = Tiempo do incubacién (en minutos).
v = Volumen de incubacién (en ml).

Una unidad de ECA es la cantidad de enzima que produce un pmol
de AH/ml/min de facubacién a 37°C.

V.3.6. DETERMINACION DE N-ACETIL-B-GLUCOSAMINIDASA
{NAG) (EC 3.2.1.30). La dotorminacién do NAG (133, 134) tiene
el siguiente fundamento: la NAG libera al p-nitrofenol del sustrato
p~nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminide. la actividad do la NAG es
proporcional a Jla cantidad de p-nitrofeno!l liberado el cual se ise
a 405nm.

cH OH

Nu €O CHy NH-COLN_‘

Reactivos: amortiguador de citrato 0.1 M pH 4.4 {(congelado en
alicuotas a ~25°C), carbonato de sodioc 0.2 M, pH 10.4 (4°C), p-
nitrofenol! 0.6 mM (4°C), p-nitrofenil-N-acetil-B-glucosaminide 10
mM (congelado a —-25°C).

Muestra de orina: Se puede medir en orina de 24 h o en
muestras de orina obtenidas en menor tiempo.

Método:
1. Mezciar:
TUBD BLANCO TUBO PROBLEMA
grina o suero 0.1 ml 0.1 mi
Amortiguador ds
citrato 1.25 ml 1.50 m!
Sustrato .25 m  memmemee
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2. Incubar a 37°C durante 15 min,

3. Adicionar 1.5 mi de carbonato de sodic 0.2 M pH 10.4 para parar
ia reaccién,

4. Leer la absorbencia a 405 nm,

Calculos: Se hizo una curva de calibracién con diluciones
crecientes se una solucién 0.6 mM de p-nitrofenol.

Para realizar la curva de calibracién se preparsé una solucién
0.6 mM de p-nitrofenol, se ajusté el pH a 10-12 con NaDH y se
roalizaron diluciones seriadas por duplicado (1:2, 1:4, 1:8, 1:16
y 1:32) con agua. Se colocaron 250 ul de estas diluciones en un
ensayo, lo cual gquivale a 150, 75, 37.5, 18.75, 9.37, 4.88, nmoles
de p-nitrofenol. Estos wvalores se graficaron contra las
absorbencias para trezar la curva patrén. Los valores se exprasaron
en mU/mg de creatinina,

V.3.7. DETERMINACION DE DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA IV
(DAP 1v) EC 3.4.14.5. Fundamento: la enzima libara p-
nitroanilina del sustrato Gli-Pro-p-nitroanilida. La DAP IV tiene
una alta especificidad por este sustrato, lo cual hace qus esta
prueba se altamente espec{fica (135, 136).

Wy
o
o B
N S
M OAPTY N -+
. " ! Moy
" 1N—(H,:—(l: GLI-PRO- P-m*mom\m}a Hy N~ CHL—?‘
g 6‘-!-"0‘7-0 + ‘,_m'-koan"ln’nn

Se usé Gli-prolina p-nitroanilida como sustrato, sin embargo,
cualquier X-proiina p-nitroanilida puede funcionar. Este se
disolvié en una solucién acuosa de Tritén X-100 al 2% a una
concentracién final de 3 mM {(4°C). Este detergente no afecta la
actividad de la enzima en una concentracién final de 1 %X. Se puede
usar Nikko! al 2% o Twean 20.

Recoleccién de la muestra: La orina se recolectd sin
conservador, se centrifugé a 2000 x g durante 15 nin. y al
sobrenadantes se aimacené a 4°C,

Reactivos:
at Sustrato: Gii~Pro-p-Nitroanitida 3 mM en Tritén X-100 al 2%
(estable 7 dlas a 4°C).

b} Tritén X-100 al 2X (temperatura ambienteo).
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c) Amortiguador glicina-NaUH 0.5 M pH 8.7.
d) Ertandar de p-Nitroanilina 750 mM.
@) Amortiguador de acetatos 1 M, pH 4.2,
Técnica:
Los tubos experimentales contienen las siguientes cantidades:
=75 umoles de Glicina MaOH, pH B.7.

=1.5 pmo! de Gli-Pro-p-nitroanilida, la enzima y agua para tener un
volumen final de 1.05 mi.

- Los tubos blanco y los estandar contienen agua y 150 nmol de p-
nitroanilina, respectivaments. Los tubos control no contienan la
muestra (enzima),

Todos los tubos deben contener:

BLANCO ESTANDAR CONTROL PROBLEMA

BUFFER GLICINA 0.5 M 150 ul 150 pl 150 u! 150 pl
SUSTRATD 3.5 mM 500 pl 500 pli 500 pnl 500 ul
MUESTRA ——— - - 100 i
AGUA 400 ul 200 pl 300 W 300 gl
ESTANDAR 750 mM ——— 200 p! ———— ———

INCUBACION A 37°C por 30 min.

BUFFER DE ACETATOS ¢ M 3.0 ml 3.0 m! 3.0 ml 3.0 mi
MUESTRA ———— - 100 pi R

Se agitan para homogenizarlos. El espectrofotémetro sa ajusta
a O con gl blanco, las absorbencias del! experimental, control, y
estandar se leen a 3B5 nm on celdas de vidrio de 3 ml.

Calculos:

Los calculos de la reaccién enzimdtica en la liberacién de p-
nitroanilina se obtienen de la siguiente manera:

E-C 1 S{E-C}

===- x 150 nmol % ---— = ——=r-- nmol/min
S 30 S

E = D.0. Problema (experimental).

C = D.0. Control.

S = D.0. Estandar.

Los datos estadn expresados en mU/mg de creatinina.
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V.4, ESTUD10S MORFOLOGICOS Y EVALUACION DEL DARO
HISTOLOGICO. Para microscopia do luz (ML), las rebanadas de rifién
que inclulan corteza y médula se fijaron por inmersién en alcohol
absoluto durante 2 h, se deshidrataren ® incluyeron en parafina,
posteriormente se cortaron (6 pum).

Para micraoscopia electrénica (ME), se obtuvieron muestras de
tejido de la corteza, corteza yuxtamedular, médula y cAdlices. Los
cortes se fijaron inmediatamente por inmersién en paraformaldehido
al 4% disuelto en amortiguador de Sorensen pH 7.4 por 2 h a 4°C,
Después del lavado, los grupos aldehidos libres se bloquearon en NH

.Cl 0.5 M en fosfato por 1! h., Las muestras se deshidrataron en
alcohol etflico y se incluyeron en rosina hidrasoluble LR-White,
Las secciones ultrafinas se colocaron en rejillas de niquel con
formvar, las cuales se contrastaron con sales de uranilo y se
examinaren en un microscopio @lectrénico Zewiss EM 10,

Se evalué el dako histolégico designando valoros numéricos a
ias siguientes caracteristicas celulares: la presencia o ausencia
de vellosidades apicales {0-1), de vacuolacién citoplasmica (0-1),
edema intersticial (0-~1}), incremento del voluman celular (0-1-2) y
el grado de necrosis (1=50% 2=100%), re ohsarvaron con un objetivo
de 100x, 20 tubulos por cada rifién de rata, por cada campo se
eligieron 3 tubulos que ocupaban la parte centra! del campo, una
vez evaluados se elige otro campeo al azar hasta sumar los 20,
posteriormente so realiz6 una suma promedin y un analisis de
varianza, asl se visualizé de manera mas objetiva el dafio causado
por la nefrotoxina. Este analisis se realizé en base a los estudios
real izados por Paller y cols. (137},

V.5. ANALISIS ESTADISTICO. Se hicieron pruebas de Bartlett
pava analizar la homogeneidad de las varianzas. Para varlanzas
homogeneas se realizé anAlisis de varianza de una via (ANDEVA) y
posteriormente comparaciones miltiples con o) método de Bonferroni.
Para varianzas no homogeneas so utiiizé la prueba do Kruskal Wallis
y las comparaciones multiples se realizaron con el método do Dunn.
El andlisis se llevé a cabo con el programa "True Epistat®™. Los
resul tados estan oxpresados como ol promedio % la desviacidn
estandar. Una p < 0.05 se consideré esignificativo,.
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VI RESULTADOS
VI.1 ESTUDIO SECUENCIAL: Mercurio.

Este estudio se realizé para determinar los tiempos que mejor
reprasentaban a la [RA experimental inducida con la administracién
de cloruro de mercurio en una sola dosis de 1.5 mg/Kg. Con los
estudios funcionales renales se comprobé que exist{a dafio renal. El
volumen urinario se increment6é a partir do las 24 h después de la
inyeccién de la nefrotoxina, y disminuyd a los 5 dias (fig.6). La
urea sérica, se incrementé a las 16 h, alcanzé un maximo a los 3
dias y regresé a valores normales a los 5 dias (fig.7). También la
creatinina sérica se incremanté el dia 3, y disminuyé el dia 5
{fig.B8). Por otra parte la depuracién de creatinina disminuyd a
partir de las 16 h, con un minimo a los 3 dfas y una recupsracisn
a los 5 dias (fig.9).

Para determinar Ja funcién tubular se utilizaron dos
parametros: la relacién creatinina urinaria/creatinina sérica, la
cual disminuyé marcadamente a partir de las 16 h, alcanzé un minimo
a los 3 dias y regrasé a valores control el dfa 5 (fig.10), y el
1IR que al! contrario se incrementé a las 168 h despuds de la
inyeccién, alcanzé un méximo a los 3 dias y disminuyé a valores
basales a los 5 difas (fig.11), ambos muestran alteracién en la
reabsorcién tubular.

El mercurio produjo un incremantc on la excrecién urinaria de
proteinas a las 24 h, el cual alcanzé un pico a las 48 b,
disminuyé a partir del dia 3 y regresdé a valores normales el dia &
{fig.12). También la excrecién de la ECA urinaria se incrementé a
partir de las 16 h después de-la inyeccién de la nefrotoxina,
alcanzé un maximo a las 48 h y disminuyé a los 5 dias, pero se
mantuvo alta hasta sl final del estudio (fig.13).
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Vi.2, ESTUDIO SECUENCIAL: Dicromato.

Para este estudio se utilizé una dosis Unica de 15 mgs/Kg de
dicromato de potasio los parametros funcionales nuavamnente
mostraron alteracién funcional renal: Se incromenté e! volumen
urinario a partir del dfa 1 y regresé a valores basales a los 8
dlas {fig.14). Los niveles de urea se modificaron a partir del dia
1, incrementdndose al madximo en el dia 3 y recuperédndose a valores
controles despuds del dia 7 (fig.15). También la creatinina se
\incrementé a partir del dia 3, con un maximo en e} dia 5, y regresé
a valores basales el dia 9 (fig.16), La depuracién de creatinina en
este modelo sewcuencial disminuyé a partir del dia 3, alcanzé un
minimo ol dfa 5 y regresé a valores basales el dia 9 (fig.17). La
reabsorcién tubular de! agua se modificd ya que en la relacién Cr
urinaria / Cr sbrica se presenté una marcada disminucién a partir
de! dia 1, la cual regresé a valores basales para &l dia 9
(fig.18). El lIR, se incrementé a partir del dia 1, alecanzé un
maximo el dia 7 y disminuyeron en el dia 8 (fig.19}.

Con esta dosis de dicromato las protefinas se incrementaron
después del dia 1 y regresaron a vaiores basales para el dia 8
(fig.20).

Ya se tenia referencias de un incremento de la ECA urinaria
cuando existe dako renal, los resultados io comprusban ya que la
actividad de la ECA, presenté un incremento en el dia 1 con una
maximo para ol dia 3, y regresé a valores basales on ol dia § (fig.
21).
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V.3. ESTUDIO DE 24 Y 48 HORAS.

Los resuitados del estudio secuencial claramente demostraron
gue los tiempos mas representativos de la IRA experimental eran los
dos primeros dias, a raiz de esto se tomaron los tiempos de 24 y 4B
h para realizar un estudio mas detallado.

Los datos funcionales demuestran que a dosis JuUnicas de
dicromate de potasio y de cloruro de mercurio se produce IRA vy
marcados cambios en la ECA urinaria y renal. El volumen se
incrementé significativamente, en los dos modelous oxpurimentales a
tas 24 h el incremento fué el doble, pero a las 48 h el incremento
en @l modelo de mercurio fud casi tres veces el control (fig.22).
La urea sérica, también aumenté significativaments a las 24 hy a
las 48 h para ambos modelos, al doble dol! valor co.crol ($ig.23).

La creatinina se incromenté significativamente, tanto para el
grupc de dicromate como para el do mercurio, desde las 24 h el
aumento fué del doble de! valor basal (fig.24). Como se espsraba,
la depuracisdn de creatinina, dismlnuyd significativamente en ambos
modelos al SO0% a las 24 h y a mas del 60% a las 48 h (fig.256). Para
la ralacién Cr urinaria/ Cr sérica, se observé una disminucién
significativa tanto para las ratas tratadas con mercurio como con
las tratadas con dicromato a las 24 h Ja disminucidn fud de 70% y
para las 48 h la disninucién fué mayor (80%) (fig.26)1. El (ndice de
insuficiencia renal aumenté significativamente a las 24 h, sBOlO
para 8l modelo de dicrocato (incrementsé al triple del valor
controll, pero a las 48 h se presenté un incremento con ambas
nefrotoxinas (el doble para el modelo de dicromato y mas del triple
para el modolo de mercurio) (fig.28a), lo que domuestra alteracién
en la funclién del tubulo proximal.

A lag 24 y 48 h de 1a inyeccion de ambas toxlnas se observé
un incremanto significativo en |a excrecién urinaria de proteinas,
tres veces @l valor control para las 24 h y a las 48 h @l aumento
en el mercurio se mantuvo al triple de! valor control y en el
modelo del dicromato el incremanto fud mas de cuatro veces el valer
basal (fig.27).

La ECA urinaria para mostré un incremento significativo en
ambos grupous a las 24 y 48 h {(fig.28). La ECA sérica aumentd
significativamente a las 24 y 48 h on ambos modelos (fig.29). La
ECA renal mostrd una disminucién significativa despuss de la
inyeccién de mercurio y de dicromato {fig.30) lo que correlaciona
con el incremento de ia ECA urinaria.

A diferencia de la ECA, Ia actividad de la NAG que se
determiné a las 24 h no se incrementd significativamente, pero a
las 48 h aumentd drasticamente (fig.31), En lo que se refiere a la
DAP también se incrementd significativamente hasta las 48 h en
ambos modelos exparimentales (fig.32).
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TABLA 1.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y _FUNCION RENAL EN RATAS _CONTROL
EXPERIMENTALES 24 Y 48 HORAS.

CONTROL MERCURID DICROMATO
ECAc 24 h 0.9 * 0.44 52.4 + 10,3% 19.2 % 5,.3%
ECAo 48 h 0.9 + 0.44 50.6 * 11.9% 31.8 + 6.8%
ECAs 24 h 82.3 * 23 118 * 16% 898.2 & 22x%
ECAs 48 h B2.4 t 23 121 28.4% 121.6 * 9.8%
ECAr 24 h 136.6 + 28 68,1 + 17.5% 85.8 % 40
ECAr 48 h 130.4 = 22 52.5 * 17,7« 106 + 16%
Prot 24 h 18 + 4.9 7.6 & 14.7x 87.8 + 9.6%
Prot 48 h 18.5 £ 4.7 72 + 13.9% 145 * 12%
Cr 24 h 0.5 + 0.5 1.1 & 1% 1 T 1%
Cr 48 h 0.5 + 0.5 1.2 %+ 1% 1.4 T 1%
DepCr 24 h 1.03 £ 0.4} 0.45 = 0,17% 0.49 = 0.22#
DepCr 48 h 1.03 & 0.4 0.53 + 0.2% 0.45 + 0.2%
Vol 24 h 12,4 =+ 3 20.8 x 4.9% 20.5 % 3.16%
Voi 48 . h 12 + 3.1 31.7 & 5.7#% 23.6 & 5.9%
Urea 24 h 24.8 * 9.17 42.1 * 6,34 34.6 £ B.2%
Urea 48 h 24 + 5.6 59 + 7.44 66 * 11.7%
a/s 24 h 158.5 * 51 S1.4 * 28% 71.2 % 35%
oss 48 h 140 * 13 21.2 £ 6.9% 24,7 % 6.,1%
1iIR 24 h 1.14 * 0.3 1.26 £ 0.2 3.17 % 0.1x
1IR 48 h 1.0t = 1 3.3  2.74 1.8 + 1.6%
NAG 24 h o 3.9 % 0.92 1.22
NAG 48 h 1.1 + 0.1 334 £ B2 235 * 74%
DAPIV 24 h 0.81 15.1 % 47 3.8 * 1
DAPIV 48 h 1.74 579 % 157% 308 + G6¥*

os datos eg ed +. DS. ¥p < 0.05.
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V.4 ESTUDIO DE MICROSCOPIA DE LUZ:
MODELD SECUENCIAL. Mercurio y Dicromato

Con microscopia de luz se realizaron obsaervacionas a
diferentes tiempos del modelo secuencial: a las 4 h de la inyeccién
de cloruro de mercurio se observé la estructura histolégica normal,
de! componente medular y cortical (figura 34). A las 16 h, la
imagen histolégica muestré tanto en el componente cortical como
medular con necrosis celular caracterizada con esfacelacién y
ceélulas en el componente Juminal de los tubulos (figura 351).
También a las 16 h, se observaron multiples tubulos con céluias
necréticas en la corteza, caracterizadas por nucleos picnéticos y
desprendidas hacia las luces de los lumenes tubulares (Figura 361},

A las 24 h, se observd extensién de la lesién tubular, ias
células nocréticas se extienden hacia la porcién mesocortical y la
imagen histolégica es similar a las previas, asto es, células
nacréticas desprondidas en Ins lumenes tubulares (figura 37},

En Jla corteza renal se observé lesién necrética de los
elementos tubulares a las 48 h, fundamentaimente de los tidbulos
contorneados proximales que &8 ha extendido abarcando
practicamente la totalidad de la corteza, la lesién se caracterizé
por la presencia de multiples células de revestimiento con nicleos
picnéticos y citoplasma acidéfilo (figura 38}, con un mayor aumanto
(20x), la imagen histolégica muestra multiples tubulos corticales,
con la lesién necrética caracteristica: esto es, células con
nucleos picnéticos, citoplasmas homogeneos acidéfilos, muchas de
las cuales se@ encuentran despreondidas en los lumenes tubulares
(figura 39).

En la estructura histolégica de ta corteza rena!l a los 3 dias,
existen aun cétulas necréticas libres en los lumenss tubulares
pero hay también ya actividad regenerativa, caracterizada por la
presencia de cé&lulas cuboides, con nucleos grandes hipercromaticos
y con algunas figuras de mitosis (figura 40).

Con 5 dias de evolucién después de la inyesccién, existen
algunos fragmentos celulares necréticos en lumenes tubulares, la
mayor parte de los tubulos se encuentran ya ravestidos por un
spitelio cuboide o cilfndrico (figura 41), En la corteza renal a
los 7 dias de intoxicacién, las estructuras histoldgicac estan
completamente regeneradas, existen tan solo algunos tubulos con
fragmentos o detritos celulares en los lumenes (figura 42). Con 5
dias de evolucion, en la corteza renal se observa regeneracidén
total, los tubulos contorneados s& encuentran revestidos por
células epiteliales cuboides, y existen en algunos tubulos
fragmentos celulares en el lamen, es el tiempo fina! de
regenaraciaén (figura 43).

En la figura 44 se purde observar corlvza de rifién que ha sido
dafada por dicromato de potasio, el epitelio tubular esta alterado,
hay hinchamiento, vacuolizacién y desprendimiento celular,
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FIGURA 34. Compononte medular cortical, estructura hListolégica
normal , M-médula, G-glomérulo, C-corteza, Yc-componente
yuxtacortical (4 nhl 4x

FIGURA 35. Componente yuxiacortical (Yec), se observa necrosis
colular (nc) y células on el componente tuminal de los tubulos
C-corteza, G-Glombrulo {16 h) 10x.
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FIGURA 36. Corteza de rifon, tubulos con células nocréticas (ncl,
con ntcleos picnéticos t.), G-glomérulo (16 h) 20x,

e BRI il i St e
FIGURA 37. Componente cortical, en &l se¢ observa extensién da ia
lesién tubular, las células necréticas se extienden hacia la
porcién, mosocortical {mc) y con células necréticas (nc) en los

lumenes tubutares, G-glomérulo (24 h) 10x.



FIGURA 38. Corteza renal. Lesién necrotica (LN! de los elementos
tubulares so ha extandido a la corteza, hay prasencia de maltiples
células de revestimiento y citoplarma acidofilo, G-glomérulc (48 h)
10x.

3@3» Bl IR ¢ B . Yy

FIGURA 39. Tubulos corticales, células con nucleos picnéticos (<},
citoplasmas homogéneos acidéfilos muchas de las cuales estan
desprendidas en los lumenes tubulares (CD), LN-lesién nocrética
{48h) 20x.
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FIGURA 40. Corteza renal. Existen aun células necréticas (nc}
libres en los lumanes tubulares pero ya hay actividad regenorativa,
con células cuboidas (%), con nucleos grandos hipercromdticos y con

algunas figuras de m\tosis. LT~iumen tubular (3 dias) 40x.

g;-ﬂ A AT ! "

FlGURA 41. Corteza renal, con algunos fragmentos celulares
necréticos en tumenas tubulares (<), hay revestimiento con células
cuboides (R}, LT-tumen tubular (5 d} 10x.
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estructuras histologicas completamente
regeneradas (R), G-glomeérulo (7 d} 10x.

&
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FIGURA 43. Corteza renal, regeneracién total (R), G-gloméruto, LT~
fumen tubular (15d) 20x.
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FIGURA 44, Corteza de rifién. Epitelio de tubulo proximal daBado con
dicromato de potasio, se observa hinchamiento (h), vacuolizacién
en la porcién apical {v) necrosis (nc) y desprendimianto celular
{dc) (48h) 40x.
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V.5 - Microscopia Electrénica del tubulo contorneado
proximal en e} modelo de dicromato a 48 h.

Se observaron células cuya estructura subcelular wmostré
nuerosas ves{culas !imitadas por membranas y de aspecto vaclo con
una localizacién supranuciear, numerosas mitocondrias que muestran
hinchamiento de las crestas @ incremento de 13 densidad de Ix
matriz (figura 45). Ademas numerosas vesiculas de didmetros
diversos limitadas por membrana y de aspecto’ vacio, mitocondrias
con mGltipies alteraciones: hinchamiento, dilatacién y ruptura de
crastas con precipitados @lectrén densos en la matriz, y presencia
de cuerpos lisosomales de tamafio diverso (figura 46).

V.8 Microscopia Electrénica del tabulo contorneado
prozimal on el modelo de mercurio a 48 h.

Con mercurio los tubulos prasontaban alteraciones
astructurales como: Bl borde en cepillo destruide, el intersticio
con células en respuesta inflamatoria polimorfenucleares,
linfocitos, y monocitos (figura 47}, la porcién basal dael tubulo
proximal con mayor da®o, con vesiculas de reticulo endoplasmico
hinchado y ribosomas separados, mitocondrias que han perdideo su
morfologia {(figura 48) hinchadas, con ruptura de crestas,
precipitados slectrén densos y vacuolacién (figura 49).

v

V.7 Microceopia Electrénica del tibulo contorneado
proximat en e! modelo controt a 48 h.

Celulas normales, se observd el nicleo, los pliegues basalses,
invaginacién de ia membrana y vesiculas de reticulo endoplasmico,
mitocondrias, ete. (figura 50).
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FIGURA 45, Tres células (1,2 y 3), que musstran numercsas vasiculas
fimitadas por meombranas (v) y do aspecto vacio, nNUMOrosas
mitocondrias hinchadas y donsas {Ml), n-ntcleo, BC-borde on capillo

B

A,

o & 2 « R p
FIGURA 46. Célula gque muestra vacuolacién extensa del
citoplasmico (vc), mitocondrias amorfas que presentan precipitados
eloctrdin densos (Po), vm-vacuolizacién intramitocondrial, ned-
nucleo con cromatina dispersa (48 h).
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FIGURA 47. Imagon que muestra tres tubulos uno esta
dostruido (1, aj borde an capillo destrutdo, con
polimorfonucleares (PN}, linfocito (L1) y monocito (MO} en el
intersticio, m-mitocondria, n-nucleo (48).

| R AR TR
FIGURA 48. Porcién basal del tebulo proximal con mayor dafo, se
observan vosfculas do reticulo mndoplasmice hinchado {vre) vy
ribosomas separados, mitocondrias amorfas (ma), vesiculas
citogplasmicas (vc), y procipitados eletron donsos {(Fa) {48 hi.
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dafio extremo,
mitocondriales,
{v) (48 h).

FIGURA 49. Tubulo contorneado proximal con
mitocondrias hinchadas {mh}, ruptura de crestas
procipitados electrén densos (Po) y vacuolizacién

B
on
ik

¥ Ret
oS WA
so observa el nuacleo

FIGURA 50. Célula normal de una rata control,
ta membrana {im} vy

(n), los plieguos basales, invaginacién do
vasiculas de reticulo ondoplismice {vre}l (48 hl.
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V.B Evaluacién semicuantitativa del da®o histolégico.

Los resultados del dafo histolégico muestran que el cloruro de
mercurioc produce un dafic mayor con raspecto al dafic que produce el
dicromato de potasio.

CONTROL MERCURIO DICROMATO
.B 6.6 5.4
.6 8 5
1.8 7.8 4
1.4 6.4 5.5
.8 8.4 4.8
1.4 8.2 4.8
2.2 7.4 5.4
1 B.4 5
PROMED!D 1.2 + 0.5 7.9 % 9 % 0.4

0.6 4,
V.9 Electroforesis de protei{inas urinarias.

El analisis de la proteinuria con electroforesis on estos
modelos experimentales muestran un patrén proteico de bajo peso
molecular, como se ve en la densitomotria existe un incremento en
la albimina y en proteinas de menor pesc indicando una alteracién
an el manejo de las proteinas por el tubulo proximal, o sea una
disminucién en la resorcién tubular debido a dafho en el epiteiio
tabular que incrementa la cantidad de estas enzimas (figs. 51 y
52).
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Figura 51. Andlisis electroforédtico de
modelos control, mercurio y dicromato.
M-mercurio, C-control.

la proteinuria de los
ST-estandar, D-~dicromato,
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Figura 52. Densitometria que muestra una comparacién de la
composicién proteica de la orina de ratas tratadas con mercurio y
dicromato a las 48 h de la inyeccién.
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VIii. DISCUSION

Durante las u!timas décadas ha existido un considerable avance
en el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos productores de
proteinuria. Una gran variedad de mecanismos hemodiniAmicos o
bioquimicos, Juegan un papel que manifiesta la complejidad de ios
procesos que regulan la excrecién urinaria de las proteinas,

Una observacién interesante es que el patrén de excrecién
proteica varia cualitativa y cuantitativamente con el sitio y ia
“soveridad del dafio renal, la enzimuria de alto peso molecular {APM)
esta asociada con un incremento de la permeabilidad glomerular y la
de bajo peso molecular (BPM) con dafio en la resorcibdn tubular, un
incremento en la de BPM (<70,000}, como lisozima, ribonucleasa,
amilasa, tripsinégeno, iipasa, papsinégeno A, bata-2
microglobul ina. Ademds existen enzimas urinarias importantes en e}
diagnéstico de la integridad de! tubulo de acuverdo a su origen:
Borde en cepillo: AAP, GGT, DAP, fosfatasa alcalina, trehalosa;
Lisosomas: Beta-glucoronidasa, NAG, Beta-pgalactosidasa, fosfatasa
dcida; Citosol: Lactato deshidrogenasa, leucina aminopeptidasa,
ligandina, Beta-glucosidasa. Para poder localizar al dafio renal se
han desarrollado muchos protocolos para la identificacién y
cuantificacién de las proteinas urinarias, eon poblaciones cen
riesgo de daho renal (118). El rifién @s especialmente vulnerable a
dafio téxico por transportar y concentrar una variedad de sustanclas
en su parénquima, no es sorprondente que westos métodos han sido
extensamente utilizados por toxicélogos en estudios experimentales
disefhados para i{dentificar los sitios y/o los mecanismos de accidén
de quimicos o en estudios epidemiolégicos en las relaciones dosis~
efecto/dosis-respuesta de nefrotoxinas, El1 analisis urinario
frecuentemente representa el Gnico método practico para monitorear
poblaciones expuestas a quimicos potancialmente nefrotéxicos. La
proteinuria es asi, una caracteristica importante de las
enfermedades renales, su andlisis es clave para el uiagnéstico y
esto se realiza ya sea con pruebas especificas o con la separacién
por tamafio molecular (116).

En la IRA es importants establecer no solo un diagnéstico
corracto sino también identificar un proceso de prevencién y para
giiminar la necesidad de procaedimientos diagnésticos invasivos como
una arteriografia o una biopsia renal (98).

En el presente trabajo s produljo e) desarrollio de IRA por un
proceso intrarrenal an el que se involucraron eventos téxicos, que
se caracterizaron por dafo directo a las células epiteliales
renales. E! camino patogénico para ! desarrolliec de la IRA es el
dafo epitelial celular, y los componentes del borde en-cepillo del
tGbulo prorimal sun altamente susceptiblas a este dafo. En estudios
ampliamente documentados se han reportado los cambios que existen
daspués de la administracién de una sola dosis de claruro de
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mercurio y de dicromato de potasio (118) dafio que estad restringido
principalmente a la porcién contorneada del tdbulo proximal, los
resultados indican un patrén caracteristico de enzimuria que varia
dependiendo de las condicionos experimentales (cambiando la dosis
de la nefrotoxina o el sexo de 10s animales utilizados! y lesiones
histolégicas como necrosis de los tObulos proximales, cé&lulas
despegadas de la membrana basal, gotas eosinofilicas en el
citoplasma, infiltracién intersticial, mitocondrias amorfas vy
vacuolizacién (11B).

En condiciones normales la ECA se encuentra presente an
la orina de humanos (119) derivada probablemente como resultado
del intercambio de membranas de las células endoteliales por
divisién proteolitica de su ancla peptidica o por la pardida pasiva
de la enzima unida a la membrana (18). De tal forma, gue cuando
existen enfermedades asociadas con daho al tubulo proximal como
infecciones del tracto urinario superior (136), nefrolitiasis (136,
1373, rechazo al transplante renal (138) y diabetes melitus no
deperdiente de insulina {120), los valores normales de la enzima se
incrementan con lo quse se ha propuesto que la excrecién de la ECA
urinaria principalmente depende del dafio tubular ya que cuando no
oxiste alteracién de la permeabilidad de la membrana basal
glomerular, las células del tubulo proximal renal son la principal
fuente de enzimas urinarias con un peso molecular mayor a 70,000 d.
como es el caso de la ECA.

Aqui s@ reportan los cambios en 1a ECA producidos durante la
IRA experimental en un estudio de 24 y 48 horas, despuds de una
dosis do  las nefrotoxinas cloruro de mercurio y do dicromato de
potasio, gque interaccionarcn directamente con los componontes de
membrana de las células de los tubulos proximales, y alteraron la
integridad celular.

Daespuds de 24 y 48 h de 1a administraciédn de las nefrotoxinas,
los resultados &@n este trabajo confirman que una dosis de las

toxinas utilizadas produce cambios en el tubulo proximal renal, (lo
que se corroboré con la electroforesis que mostrd un patrén doe
proteinuria tubular) alteracién que puede liberar {a ECA,

explicando as{ el incremento de 1a excrecién de la ECA urinaria y
la consecuente disminucién de la misma en e} tejido renal. Por lo
tanto en estos modelos de IBA experimental la fuente de ECA
urinaria es de los tubulos proximales renales, lo que estd de
acuerdo con los datos en pacientes que presentan da®o tubular (120,
136-138) y apoyan la idmea de quz la excrecién de I A urinaria puede
sar un marcador util de dafo temprano al tubuio renal. La
determinacién de la ECA @s un indicador muy sensible de dafo tubulo
proximal, que detecta cambius antes que otras enzimas que
comunmente se utilizan como determinaciones diagnésticas, como la
NAG (139) y !a DAP (140) que se han utilizado como marcadores para
monj torear cambios en el tubulo proximal de rifén de ratas dafado
con nefrotoxinas. Con los trabajos de las enzimas NAG y DAP se ha
observado que existe un incremenlo en la excrecién de ambas en
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modelos de nefrotoxicidad tubular. En esta investigacién los
resul tados de la determinacién de estas enzimas, presentaron un
incremento hasta las 48 h de la inyeccién de las nefrotoxinas, a
diferencia de la ECA que mostré cambios desde las 24 h. La utilidad
del incremento en la excrecién de la ECA como un marcador temprano
se investigé, ya que es muy importante detectar el dafo renal a
tiempo, antes de que sea irreversible, esta advertencia temprana y
sensible del incremento en la actividad de la ECA se presenta antes
dae gue @l dafoc sea detectado por métodos convenclonales como
microscopia de luz y pruebas de funcién renal, incluso con otras
anzimas como la NAG y DAP.

Los ballazgos morfolégicos encontrados, demuestran pérdida de
la integridad celular en tibulo proximal renal, en los grupos
tratados con las nefrotoxinas, no se observé dafo a nivel
glomerular, rosultados que estan de acuerdo con los datos
presentados por Ellis y cols. {(141) y Houser y cols. {(142) que
muestran que no hay ninguna anormalidad estructural glomerular en
modelos de dafic tubular renal agudc con mercurio y &cido maleico,
aunque e! cloruro de mercurio se una transitoriamente a la membrana
basal glomerular {(30s~4min.) con una dosis alta (3mg/Kg). Es
preferoncialmente liberado y aimacenado en el tubulo proximal
cuando no existe una alteracién glomerular. Las celulas tubulares
renales son la fuente principal de enzimas urinarias, ademas los
resul tados de sus estudios sugieren que la albuminuria producida
por las nofrotoxinas es una indicador muy sensible de da®o tubular
renal, observaciones que concuerdan con 1os resul tadoo obtenidos an
este trabajo con el incremento de albumina que se presanté en los
modelos experimentales.

Un date de gran utilidad fue la evaluacién del dafo
histolégico la cual se realizé tomando como principal criteric ia
presencia o ausencia de vellosidades apicales, de vacuolizacién
citoplasmica, edema intersticial, incremento del volumen celular y
el grado de necrosis., A estas caracteristicas se les asigné un
valor numérico para poder visualizar de manera mds objetiva el dafio
causado por la toxina; el establecimiente del criterio tomado para
ia designacién de los valores correspondientes se basbé aon estudios
realizados por Paller y cols. (135). Estos resultados concuerdan
con los estudios de Gritzk y cols. (143) y Evan y cols. (144}
quienes encontraron alteraciones ultraestructurales después de la
axposicién con cloruro de mercurio y cromato, como: 1) hinchamiento
y pérdida de microvellosidades, 2) tformacién de vacuolas
intracelulares de tamafo variade, 3) wmitocondrias hinchadas y
redondeadas, 4} nucleos picnéticos, 5) licuafaccién citoplasmica y
descamacién, También Kirschbaum y cols. (145} proporcionaron
evidencias experimentales de anormalidades en 1los estudios
funcionales, como una disminucién en la filtracién glomerular,
transporte tubular do sales organicas y solutos, y ademds deo
alteraciones en células apiteliales como desgarramiento de la
membrana del borde en cepillo de la superficie luminal de |a
células que provoca quo las enzimas localizadas en este sitio sean
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excretadas en exceso.

Venkatachalam y cols. (102) también sugisren que el borde aen
copillo del tubulo proximal es mas susceptible a dakho que otros
componentes de la célula epitelial, lo que produce cambios en la

capacidad reabsortiva de! tubulo proximal.

Los resultados de este estudio muestran que el incremento en
la excrecidon do la ECA estd asociado con el cambio en Ia integridad
morfolégica funcional! y del tobulo contorneado proximal causado
por las nefrotoxinas y gue el incremento de ovsta enzima en orina
puade ocurrir antes de que otros marcadores de dafho aparezcan en la
orina, apoyando {a hipétesis de que la determinacién de la
actividad de la ECA puede ser un marcador util de dafio tubular.
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CONCLUSIONES.

—La ECA urinaria aumenta con ai dafio tubular agudo.

-La disminucibén de la ECA en rifién explicar el incremento de la ECA
urinaria por dafio tubular y no glomerular.

-~ La determinacién de la ECA es un

indicador temprano de dafo
tubulo proximal muy sensible.
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