0037 ]

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA

INTERACCION DE LA ANGIOTENSINA || CON LAS
ENZIMAS DEL METABOLISMO DE ADENOSINA EN
EL TEJIDO RENAL DE RATA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLQGIA EXPERIMENTAL

PRESENTA

A WESTIA ) OBV ol

TOMAS NEPOMUCENO MEJIA

FRANCO GUEVARA

2

[ap]

W I
CARDIOLOGIA

: [
KNACIO-Clz  MEXICO, D.Po-

U
WIE
b or ;R
H e
Ee T
By L
L M
L]

ENERO, 2005
COORDINACION

YA DHOR (A

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

[ng. Leopoldo Sllva Gutkmaz
Dimctor Ganeral de Administrmckin Escolar, INAM
Pregente

Por madic dé la prsente ma parmito informer o uatad que o7 la reunidn ordinaria dal Comité Académico del
Fosgrado en Clenciay Blokigioss, celsbrade o dia 11 de ootubre del 2004, o wcordd porer A oy
conskaracion of siaerte Jurado pera el axemen de gredo ds Maestrin en Clancies Blologloas (Blologla
Exparimental) del(a) slumnofa) Nepomucsio Mejia Tamds con nixnero de quenta 301048477, con fa teel
ttulada: “Interecclén de ln Anglotensina It con las erimes dsl metabolismo de adenoaina en o tejido
rans de (a reta”, bao la direcclin dela) Dra. Martha Pranoo Guevara.

Fresidenle: Or. Alejmridro Zeritella Dehass

Vocal: Dr. José Pedraze Chaverrd
Sacrelaro: Dre. Martha Franco Guevara
Suplere; Dr, Fadarico Martinez Montes
Suplerta: Dr. Ogoar Armando Pérez Mandaz

Sin otro particular, quedo de usted.

Alenlamania
"FOR M| RAZA HABLARA EL ERPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F, 8, 12 da anemo del 2005

o ¢.p. Expedianis dal [n{erasado



AGRADECIMIENTOS

Esta trabajo fue apoyado an su totalidad por &l CONACYT 40634-M

Afradezco Infinitaments & los mismbros da mi Comité Tutaral.
Dra. Martha Franco Guavara
Dr. Joad Padrazm Chaveri

Dr. Oscar Amando Péraz Méndez

Agradezco a loa miembroa da mi Jurado el tlempo y conasjos otorgados.
Dr. Alajandro Zentells Dehesa

Dr. Federco Martinez Monites



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION

Anglotenaina ||

Adenosina

Enzima 5 nuciactidasa

Enzima sdenosna deasaminsss
Efactos de le sdenosine
Interacckn angiotansina-adenosing
JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

Infuslbn de angiotensina ||

Datarminmcion de ka presidn arterial sistdlica

Cuaniificeckin de proteinuria

Obtenclon del tejido renal

Daterminacion da la actividad de la 6 nucleotidesa

Daterminacion de la activided de l1a adenosing desaminasa

Andlisls astadlatico

11
12
13
14
18
21
22
23
24
24
24
24
26
25
27
20



RESULTADCOS

Efecto de la ANGII gobre [a 6'nuclectidase

Efecto de [a ANGI| sobre |a adenosina desaminasa
DISCUSION

CONCLUSION

PERSFECTIVAS

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

30

30
33
38
43
44
45

87



RESUMEN

La interacclon sindrglca sntre los efectos vasoconatriciores ranales de la
sngiotensina Il (ANGII) y la sdencaina (ADO) ea blen conocide, Sin smbargo, los
mecanlsmos Intrinsacos Involucrados an estm intereccién no se conccen ocon
preclsldn; es posibie que sl slnerglsmo antre amboe autacoides Involucre
slteraciones an la concantraciin local de ADO Induclda por el octapéptido, ya que
un bajo contenido del nucledsido en & rifén estimula praferencialmenta a los
receptomss Ay produclendo vesoconstriccion.

El cbjetivo de este trabajo fus avaluar ol la ANGII afacta la activided de Ia
E'nuclectidasa (S'ND) y la adencsina dessminasa (ADA) renales, snzimas
involucrades en la sinteala y o catabollsmao de la ADO, respactivamants.

Sa utillzaron retes VWistar macho como modelo exparmental, a las que se
las infundid ANGI (435, 280 y 130 ngfkg/min) mediants una bomba minloamaética.
El grupo control we conformd con ratas a las que s¢ les realizs la crugla ficticla.
Despuds de 13 dlae de evolucldn, sa ohiuvieron ambos rifonas y se disecaron
cortaTe y rmadula, Las secclones renalss #0 homogenizaron para aialar a la 6'ND y
a & ADA por slectroforasis en geles de agarosa e (soslectroenfoqus,
respectivamente. Los geles fuaron inoubados con los sustratos easpecificon para
axhlbir la activided enzimdtica y las bandas de resccidn we estimaron por
dansitomeiria dptica.

La Infuslon de ANGII produjo hipertenelén arterlal y protelnurla en loa tres
grupos experimantaies an comparacksn con & control (185 + 387 180+ 4.1 y 155

+ 4.1* respectlvaments, va. 110 + 1.7 mm Hg pars I prasién arteral, y 122 £ 1.7,



70 £26% 2351 1.8*, va 9.9 £ 0.2 mg de protalna an orina de 24 horas, » los 14

dias de infusidn en los grupos de 435, 260 y 130 ng/kg/min y oontrol,
respactivemente, “p« 0.05). La actividad de im 3°'ND renal en las ratas control fua
de 0.66 £ 0.08 mU/ug de proteina, que disminuyd signficativarments en I corteza
renal por la infuskin de ANGIl en un 66.5%, 43.8% y 30.6% an los grupoe de 436,
200 y 130 ng/kg/min, respectivamente. En Ia médula, Ia sctividad de la enzima del
grupo cortro! fue de 0.27 + 0.03 mU/ug de protelna, y Onicamenta la dosls de 435
ng/Kg/min disminuys significativamants la actividad de la 5°ND en un 55.56%. La
actividad de la ADA no se modificé con la Infusién de ANGII en la corteze ni an In
médula renal.

Este as e primer trabajo an &l que s# demussira al efectos de la Infuslon de
ANGHI sobre enzimas involucrades en el metabollsmo de I ADQ; el péptido Induce
dieminucién de Is ectividad de la 6'ND pero no altera la actividad de la ADA, afecto
que probablements reduzoa los nivelss de ADO en el fndn. Las bajns
concentraciones del nualedaido activarian preferenciaiments a loa recaptores A,
que producen vasoconatriccldn. Este efecto pecullar de la ADO puede potenclar el
afecto vasoconstrictor de la ANGI|, contribuyendo asl a explicar el sinergismo

antre ambhos autwcoldesn.



ABSTRACT

The synergic Interaction of angfotensin Il (ANGII) and adenosine (ADO) to
Induce renal vasoconstriction is wall recognized; howevaer, tha Intrnaic machanisrm
responsible for this interaction remain unclear, We proposed that alterations In
ADO matabollsm induced by ANGI| contribute to the aynerglsm betwesn both
autacoids. We studied whether tha activity of the renal 5'nuclectidase (synthesis)
and adenosine deaminase (degradation) might be aitered by ANGI Infuslon.

Male Wistar rats (n=30) racelved ANGI) through a minlosmotic pump (436,
2680 and 130ng/kg/min) during 14 days; blood pressure and proteinures wers
measured. The kidneys wers excised, 6'ND and ADA activity were determinatad In
the cortax and medulla. Sham rats (n=10) were used as control, 5'ND and ADA
ware peparated by agarose gels electrophoresls and imoelectric focusing,
respectively. Tha gels ware Incubaied whh specific substrates and stained with
dyes to exhibit the enzymatic activity (dephosphorylation of 5'AMP and
deamination of ADO, respactively). The enzyme activitles were estimatad hy
optical densttometry. All doses of the ANGII induced marked hypartanalon (185 t
38" 180+ 4.1y 166 £ 4.1" v, 110 + 1.7 mm Hg). Urine protain sxcretion was
(122+1.7*, 70+ 2.5%, 23.6 + 1.7 va. 9.0 + 0.2 mg/24h, respectively. *p< 0.05).

Tha activity of tha 6'ND In the sham rats was 0.56 + 0.06 mU{pg proteln in
the renal cortex. This actlvity decressad significantly In a dose ralated fashion in
the cortex (0.25 t 0.0267, 0.31 £ 0.037* and 0.38 + 0.038* mU/ug protain. *pc
0.05), however only the higheat doss reduced the activity of the enzyme in the

ranal medulle (0.12 + 0.014% 0.23 £ 0.014 and 0.25 + 0.017 mU/ug protein va 0.27



1 0.029 mUfpg proteln sham rats. “p«< 0.05). The ADA renal activity did not change

naither In the corex nor in the medulla by ANGII.

Our resulis suggest that the decrasse in 5'ND activity might result In low
renal ALK content, thug enhancing the vasoactive effacts of ANGII dua to the
preferential activation of ADO A1 racaptors induced by the reduced ADO local

concantration.



INTRODUCCION

La anglotensina II (ANGII), (octepdptido del slstema renina-anglotensaina
SRA, Fig.1), e un paderosso vasaconstrictor que es conslderada como &l principal
reqguindar del volumen intravaecular y la presldn artarial. El SRA fue ordglnelments
descrito como un sistemm circulantd que participa en cambioa ardnloos que
Inveluoran |a regulacion del tono vascular. Sin embargo, los componantes dal SRA
88 encuantran presentas an muchos te]ldos como son oerebro, rifén, corazdn y
vascs sanguinece (Dzau, 1080, Danser, 1098; De Gasparc et al., 2000; Kim =
lwao, 2000) por ko qua existe produccion lkocal de ANGII, donde ejerce efectos
autocrinos y paracrinas. Eato es particulammante importante para drganos como el
rAGn, pues la ANGII sjerce efectos relevantes sobre la filtracion glomerular y los
macanismos da transporte tubular que ae regulan en forma independiante dal SRA
shlatémico.

El SRA sa activa cuando la renina hidrollze al anglotensindgeno para formar
anglotensina | (ANG 1), la cual puede ser matabolizada a ANGII (1-7) por tras
andopeptidasas nautrales (NEF) (Ferrario et al, 1097) o por la enzima
nonvertidora de anglotanaine (ECA) m ANGII (Inagami, 1898); existen vias altemas
no dapendientes da Ia ECA para que sa forme ANGII: el octapéptido puede ser
producido a partir de la actividad de la quimasa (Hollanberg et al.,, 1968), de la
carboxipeptidasa o blen de la catepsina G (Touyz y Schiffrin, 2000), La ANGII az

matabollzada a ANGII y IV por aminopeptidesss (APDS} (Fig. 1),



Anglotensindgeno

Anp-Arg-Va-Tyr-le-Hs-Pro-Pha-His-Leu-Leu-Val-Tyr

l Ranlna

Anglotensina |
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Catwpalna O
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oo b Ny

Angicterming Il — Anglotenaine IV Anglotensina Il (1-7)

Fig.1 Esquama del sistema renins-anglotenming (8RA) Touyxr, Schiffin , 2000. NEP:
endopeptidese  neutral; ECA: enzima  convertidora de  angiotenslna;  APDS:

aminopaptkdesa,

Los afectos del octapéptkdo se deben a s activacién de sus receptores de
membrana AT, y AT; que tlenen alta afinidad. Lo receptores AT, estan
ampliaments dietribuldos; se encusntran en el misculo llso vascular, en el
corazdn, ¢n [w glndula pitultaria, an of ritdn, &n las glindulas suprarrenales, an ol
higado, an sl carebro y en ol pulmén (De Gasparo et al., 2000). La ANGII
gensrada ¢n el Afon se une a los receptores ATy que ee encuaniran locallzados
en las chlules meeanglales, an Ias arteriolas pre y postglomerulares, en los vasos
rectos, en lae células Intersticinies de la médula renal y en lag odlulas del fibula
proximal (De Gasparo et al, 2000).

Lom racaptoras AT, son los mediadores de la mayor parte da (os afactos

fisloldglcos de [ ANGII como son: cantreccidn de las células mesanglales, o que



disminuye al cosficlente de ultrefitraclon: del mosculo liso vascular, lo que

aumenta la regietencla de las arterlolas afarente y eferente, por lo qua madula la
fitracion glomerular (Ichikawa y Harris, 1681; Egido, 196E). Talas wfectos de Ia
ANGII aumentan la permeabliided del glomérulo lo que favorecs un Incremento en
la excrecldn urinara de proteinae (Pavenstadt et al., 2003). Ademas, Ia ANGI|
ostimula la sintesis de aldosterona (Biron et al., 1881) favoreciendo la ratencidn de
sodio y agua (Sealay y Laragh, 1990).

La ANGII tambi&h tiere afectos locales como factor de crecimlanto (Wolf v
Neileon, 1963}, favorsce al desamolio de flbrosis (Border y Nable, 1088; Mazzano
et al, 2001), induos |a producclén de especies reactivas de oxigeno {ROS)
(Jaimas ot al., 1988; Haugen et al., 2000) y medula procesos inflamatorios (Rulr ot
al., 2001; Suzuki et al., 2003). En efecto, Ia ANGIl es capez de regular el
crecimiento de lme chlulas mewsnglales, Induciendo prolferacion e hiperirofla
(Egido, 1906). El octapéptido induoa crecimianto oslular por la transactivacidn de
los receptores con actividad da cinesa de residucs de troslna a través de
complajes vies de sefallzacion desencadenadwe por la actlvacian de las protelnas
G (Murasawa at al.,, 1808, Morlguchi ot al., 1988), sl como por el incremento de
la expresion y sintesls de factores de crecimlisnto {(FC), como al FC davivedo de
plaquetas (PDFG), el FC epidérmico (EGF), el FC tranaformanta-p (TGF-p), ol FC
semeljanie & insulina-1 (IGF-1), el FC fibroblastica (FGF) y el factor activador de
plaquetas (PGF) (Dubey st al, 1887a; Force y Bonventre, 1908). La ANGII
produce flbrosls, al incrementar Im éxpresién y aintesis de protelnas de matriz

extracetular cormo fibronectina, laminina y colagenm (Eglda, 1986), afecto madiado



por TGF-f. La admintraclén de ANGI a chlulas masanglales en cultivo

incrermenta eignificativamente la produccidn de protalnas de matrlz axtracsiuler ¥
la expragién de TGF-p en sl glomérulo (Kagem| st wl., 1864). El péptido tamblén
puede promover ia transfonmacion de fibroblastos  miofibrobimstos (Johnaon et
al., 1882) e Inducir transdiferenciacion mesenquimo-spiteiial de células tubulares a
miofibroblastos, los cualen particican en el prooeso de fibrosis y de produccion de
matriz extracelular (Lan, 2003). Los miofibroblastoa pusden proliferar & Invadic
sspaclos periglomarulares y pertubulares, o que contribuye a producir una lesién
tubulointersticial. En efecto, la Infusién créonica de ANGI a ratas causa florosls
intersticisl con depdatto de colégena tipo IV (Johnaon et al., 1802). Ademdn, la
ANGI| disminuys la degradacksn de In metriz extraos!ular &l aumentar la axpragion
de Inhibidores de proteasas, como son el Inhibidor del activador del plasmindgeno-
1 (PAl-1) (Nakamura et al., 2000) y el inhibidor tisular de metmloprotelnasas-1
(TIMP-1) (Chua et al., 1888), loa cuales inactivan proteasas renales qua degradan
la matriz extracelular. Por otma parte, 1a Infusidn da ANGII aumenta | sintesis de
titocinas como ol factor de nearosis tumoral-a (TNF-x) v I interleucina-6 (IL-8) &n
células masangiales, tubulares y vasculares de miaculo liso de arterlas renales
(Ruiz =t al, 2002). La infuskdn de! péptido en ratas cauam Infiltracién de células
Infamatcries #n ef glomérulo y en el Intersticlo (Wolf ot al., 1867; Rulz et al., 2001)
debido a que induce la expresion de quimiocinas corno Ia proteine quimioatrayante
da monocitos tipo—1 (MCP-1) (Rulz et al, 1908), de RANTES (guimiocinm
expresada en odlulas T) en células endotelinles glomerulares (Woalf ot al., 1997} v

de osteopontina (OPN) que es una molécula de adhesldn (MA) quimaotéctica para



mmcrofagos (Yu et al, 2000). La ANGI| tembién Incrementa la expresion de

moléculas de adheslon (MA) como la sslectina-E (Grife et al. 1997), ln sslactina-P
{Taysh y Scicli, 1968), la MA Intracelyler tipo 1 (ICAM-1) (Pastore et al., 1608) y la
MA de odlules vaeculares tipo 1 (VCAM-1) (Tummala et al., 1688). Cuya
expresion puede contrbuir & la Inflitracidn de célules nflamatorias y ala
parpetuacian del procasa Inflamatorio.

La expresion de varlos gense asoolados con Inflamacién son controledos
por estrds oxidativo y por factores de transoripcldn (FT) oomo & activador de
protelnas-1 (4P-1) y el factor nuclear-xB (NF-xB) (Gullarro y Egkdo, 2001).

Bajo aate contexto, ia ANGI induge Ia produccién de sspaocles reactivas de
oxigeno (ROS) a través de la NADPH oxidasa an células mesanglaies (Jaimeas at
al, 1998). El anlén superdxido O y el perdxido de hidrégeno (H;0z) puadan
difundir al nicleo celular e Inducr la expresién y sintesis de moléculas
quimlotécticas y proinflamatorine que causen dafo renal (Haugen =t al., 1900). El
0" puade Interactuar con al 4xido nltdao (ON), lo qua causa su Inactvacldn y |a
produccion de peroxinitrite (ONOQ') (Backman y Koppeniol, 1606), el cusl pusds
activar a I ciclooxigenasa-2 (COX-2) y favorecer I sintesis de proataglandinee
con efecto inflamatorio como PGH; (Landino et al,, 1994).

La ANGII también activa @ ios FT AP-1 y @ NF-xB en varioe tipos calulares
an cultivo como eélules glomerulares (mesangiales y endotellales). La activacion
de factores de transcripclon en células endoteiimles del glomérulo de rata, es

mediada por los dos receptores AT, y AT; (Ruiz et al., 2001b; Wolf st al., 2002).



Los receptores AT: son expresados en niveles afios durante sl desarollo

fatal; sin ambargo, sU expresion disminuye despuds dal nacimisnto (Nahmlae y
Strosberg, 1895). En tejidos adultos los receptores AT: son delectables en el
péncreas, corazdn, rifon, suprarmenales, cersbro y en los vasos (Berry et al,
2001). La funcibn de los receptores AT: aln no estd bian establecida, pero
parecen antegonizar los efectos de los receptores AT, bale condiclones
fisiokogices; inhiben el crecimiento celular (Nakaflma et al, 1886), producen
vasodiiatacion (Scheuer y Parmone, 1883) e inducen apoptosiw {(Horiuchi et al,
169%). Estudios reclartes (Ding et al., 2002; Lodha ot al., 2002; Bhaskeran et al.,
2003) hnn‘ damosirado que la apoptosis de células mesanginles, da células
tubulares proximales y de célulse epielistes Inducida por la ANGII, Invaolucra un
Incremanto en la producclén de TGF-p y de espacles reactlvas de oxigeno, ael
como Ia fosforilacidn de l[a MAPK/p3E, |a expresion de genes prospoptoticos como
Fas, Fasl y de Bax, tamblén la activacion de |a cespasa-3 (protessa altosdlica
fundamental en & desarrollo de la apoptosls). Todoe estos efectos han sido
inhibldos cuando se utliizan antagonistas de los receptores ATy y ATz, sugirendo
que las acclores apoptoticas de la ANGII son medlados no adlo por ATz, sino

tamblén por AT;.



Qtro compuesto vasoactivo, la adenosina (ADQ) tiane efectos relevantes en

la circulacidn sistémica, regula la funcion ranal, promueve el tranaporte de sodlo
an las células tubulares renales (Macalm y Hayslett, 2002) y posiblemsnte
conatituye la safial que activa el siateme retroalimentario tubuloglomerular (TGF)
en la macula densa (Osswald et al., 1891; Ran et al., 2002).

La ADO es sintetizada a partir de la hidrdlisls del 5'AMP por la
S'nucleotidasa (6'ND) (McCoy at al., 1663; La Hir y Kaisaling, 1993) o blen por la

conversion enzimatica da la S-adenosllhomocistaine (Lioyd at al., 1888; Fig. 2).

ATP-maps ATP B-adenosllhomoolataine
Pl 4
ADP AMPc S-AHCH
ADP-anas
Bl Fosfodienlarana
"
AMP w hormoolateine
Pi ADO -
ADA ‘LTAK
Incalrun

Flg. 2. Reprasentacidn esquematica del metsbolamo de la ADQ. ATP, adancsine
trifosfuto; ADP, adancsina difosfato; AMP, sdanceine moncfosfate: AMPe, adenceina
monofosfato olallco; 3'ND, 5'nuclectidasa; ADA, adenosing desaminasa; AK, adenosine
cinasa; 5-AHCH, S-mdanonilhomodateina hidrolasa; Pi, fosfalo.

Las concentrmciornes de ADO estdn reguladas por I activided de
cotransportadores qua la dirigen fusra de la cdlula por difusién facllitada (Meghjl et
al., 1985} o bien, oste molcula es degradede en pocos segundos por la
sdenceina desaminasa (ADA) a Inosine o por la adenoaina clhase (AK) para

formar 65°AMP (Spialman y Thompaon, 1882; Fig.2).
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Enximas #'ND y ADA.
La 5'ND catallre in sinteals de ADO » partir dal 5 AMP, esta via de sintesls

del nucledskdo s la mas importante sn ol rifidn (Splekman y Thompson, 1882).

a héfice de unidn de
e dos dominioa.

Flg. 3. Estructura de |a 5'ND (Knotel, 199%9).

La 5'ND es una glicoprotelna de aproximadaments 4 KDa, qua se pusds
locaiizar an el citoplssma y también anciada en la mambrans celular con Ia
oxposicion dal sitio catelitico hacla el espacio extracslular (ecto-enzima). Esta
enzima consia de dos dominios que estdn unidoa por una alfa hélice larga. El sitlo
catalltico de la enzima contiene iones divalentes como el Zn®* que mctdan como
cofactores; eata Interaccidn se llava 2 cabo por & extramo aminc de la protaina
(Fig. 3). En =l extremo carboxilo se anouantre el dominio de Intersccldn con el
FAMP {Knofal y Strater, 19098). En ol rifidn, se ha datectado la enrlima por
inmunochistoquimica en células tubulares proximales, en células mesangiales
glomerulares, en fibroblastos Intersticiales y an odlulas intercaladas de los tabulas

colectores (Le Hir y Kaissling, 1981).



Una de las dos enzimas de dogradacion de ADO es la ADA. La ADA es
una && una glicoprotaina que cataliza la desaminacidn de 'a ADO para produalr
inosine. Esta proteina aa monomérica con un pesa aproximado de 40KDa

(Dolezal, 2001).

Fig. 4 Eatructura de Im ADA
La degradacion de ADO en &l rifidn sa llave a cabo principaimente a ravis

de la ADA, con una contribucién menor de Ia adenosina cinasa, la cusl fosforila la
ADQ para sintetizar 5'AMP (Nishiyarna ot al., 2001). Eata anzima ae localiza
principaimenta an el cltoplasma celuler. Sin embargo, se ha descrio qua s ADA
también e sncuantra unikla a la cara externa de la membrans celuiar (acto-
enzima) (Harrara of sl 2001). Sa ha detectado la exprealon y la sctividad de la
ADA en ol glomdnilo, en tibulo proximal, an la porcion grusesa cortical y medular

del asa de Hanle, en al tibulo colector cortlcal y madular (Wu et al., 1909).

13



Ung da las don snzimas de degmdacion de ADD o8 W ADA. La ADA o8
une wa uns glicoproteina que cataliza la desaminacion de la ADXO para produair
inosina. Esta protelna es monomérica con un paso aproximado de 40KDe

(Dolezat, 2001).

Fig. 4 Eatructura de la ADA,
La degradackin de ADO en el fifdn se leva s cabo princlipaimente a travis

de la ADA, con una contrlbucién menor de la adencsina cinase, la cusl fosforlle |a
ADO para sinistizar 5°AMP (Nishlyama et al., 2001). Esta enzima se localiza
principaiments en ef citoplasma celukar. Sin embargo, e he descrito que s ADA
tamblAn ea sncuantra unkda & 2 cam exdema de la membrana oolulsr {(scto-
enzima) (Herrars ot al, 2001). Sa ha detectado [a exprealdn y le actividad de |a
ADA an ol glomérulo, en tibulo proximal, en le porcidn gruesa cortical y medular

del ana de Hanls, an el tdbulo colector cortical y madular (Wu ot al_, 1859).



Los efactos peracrinos da la ADO son medlados por custro subtipos de

racepioren de membrana, & A;, Az, Az y Az (Fredholm et al, 2001). Los
recaptoras A; estAn acoplados a protefnas Gy que Inkiban a I adenllato clclasa
(AC) y tamblén tlene la capacidad de activar a la fosfolipasa C (PLC), rmientrae qua
los Ay ademas de estwr acoplados a G, tamblén puaden safalizar por la via del
GMP ciclico. Los recaptores Az sefalizan principalmente via G,, estimulando & la
adenliato clclaga y la produccién de AMPa (Jackson y Dubay, 2001) y los A
ademnién de extar acopladoa a G, pueden esfializer via PLC y movilizacién de
calalo Intracelular (Faoktistov y Biagglonl, 1696).

Los receptores A; que son de aita wfinkiad se han encoantrado por la
expresidn del ARN mennajero y au protaine (Zou ot al, 1600) en la arteriola
aferarta, en &l glomérulo, en ol tibule proximal y en los tibulos colectores (Mo
Coy ot al., 1983; Haneen y Schnermann, 2003a). La unién de la ADO & los
receptores A, produce vasoacnatriccion de las célulns mesangiales (Olivera ot al.,
19885), da las arteriolas aferentes (Haneen et al, 2003b) y aferentes (Nishiyama st
al., 2001) con lo que sa regula [a filiracién glomerular, ol flyjo senguineo renal v sl
tono vascular en al rifign (Madlinger y Walch | 2003).

Da lon efactos looaless de la ADO vie los receptores A, se encusntra ia
suprestdn de la secracion de renina (Welhprecht et al.,, 1880}, Inhiblolén de la
adonilato ciclase (Palmer, 16867), actlvaclén de canales de potaslo, inactivacidn de
canales da calcio ipo N, Py Q, asl como activacldn de la PLC (Shim ot al., 2002);
esic produce la hidrdlisls de fosfoinositidos o membrane  produciendo

diacliglicerc! & incaltal tifosfato, movillzaclén de calclo intracelular y actlvaclén de



protelnas cinasas como C (PKC) (Gerwins y Fredhalm, 1695) y do la cinasa

regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2) (Faure at al., 1984).

Por su parte, los receptores Azs han sldo ldentificados en el dnén mediants
la determinaclén de ARNm en la paplla (Weaver y Reppert, 1682), en |a vasos
raectoa descandentes de la médula axisrna (Kreleberg et al., 1997) y su protelna se
ancontrd en la corteza y en la médula (Zou at al., 1960).

La activacion de los receptores Az produce vascdllataclon parciaimente
dependiente del andotello (Hansen y Schnermann, 2003a). En efecto, la ADO
Incremanta la actividad de la NOS endotellal y ia liberacién de ON via Ags (Wyatt
of al, 2002), eofecto que sumenta Ia concentracidn local de compuestos
vasodllatadores, por lo qua la activacion de eate receptor puade antagonizar la
vasoconstriocldn Inducida por el receptor A, La activecion de los receptores Az
produce vasodilatacién de las arteriolas aferentas y eferantes (Nishiyama et al,
2001), o que cause un incremento en al flujo sanguineo renal y en ia filtracion
glomerular (Levens et al., 1981), por [0 que el receptor atenda Indirectamants la
reabsorcldn de sodlo (Zou at al., 1698b).

Ademds de sus efectos hemodindmicos, la adenosine vie esie receptor
tisne un efacio directo sobre los neutrdflion y las odlules endoteliales para reducir
In inflamacién (Cronsetein, 1984). Sa ha demostrado que la unldn de la ADO a los
recaptores Az, expresados en neutrdflos activados reduce Ia liberecidn de
espacies reactivas de oxigeno como el 07 vy Hy0; (Cronsteln, 1984), asl como la
adhesitn de neutrdfilos a las células endoteliales (Bullough et al., 1998). En un
modealo de isquemls-reparfusion an ffdn de rate sa demostrd que la activacldn de

los recaptores Ags disminuyd eigniflcativements lm infliracidn de neutrdfilos y
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wienud la disfuncidn en el ffidn (Ckusa ot al, 1995), sugitiendo que los efectan
antlinflamatorios de la ADO thena un pape| relevants acbre ia funcldn ranal.

Tabla 1. Caracteristicss de los receptores A ¥ A (Fredholm et al. 2001; Juckeon
ot al. 2002I.
Receptor

Caracteristican

Ay A

il
= 7 dominlce trenemembrane |- 7 dominlos transmermboans
- 410 aa. - 325 an
- 45 KDg - b2 KDa
- baja afinidad

- IP4/DAG (PLCt

Los roceptores Agzsn mon expresados abundantementa an & vasos
preglomerulares (Jackson et al., 2002). Estdn presentes an la corteza y en la
médula renal {Zou et al., 1999). La activacién de estos receptores resulta en
relajackdn de la microcirculwcion renal (Hansan y Schnermann, 2003a). Ademds,
aste racaptor inhibe & cracimiento de células mesanglalea (Cubey et al., 1997b) vy
da chlulas vesculares de mdsculo llao (Dubay et al., 2000), lo que se ha sugerido
por la dieminuckon de la sintests de ADN, de proteines totales v de la actividad da
las MAPK (Dubay et i, 1087; Dubey et al. 2000). Por otra parts, la ADO
exdgenn, via al receptor Agg, Inhibe |a sintesls de colagene, por lo que reduce ol
depoaito da matriz axtrece/ular (Dubey et al. 1868). Todos astor afactos sugiersn
qua la ADO podria jugar un papel Importants como agenta Inhibiaro local,
mgulando la hipartrofia de célulsa de misculo liso vasculer y de células

mesangiales en condiclones patolégioas.
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Lon receptoras A qua aon de baja afinidad, han sido poco estudiados, paro

ss conoce que utlizan GMPc como sequndo mensajero para aefallzar
Intrecalularmante (Mlller y Hoffman, 1854). Eatos receptores sa han encontredo an
vesos preglomerulares (Jackson et al., 2002), en I corteza y In médula renal (Zou
of al., 1999). La activaclén de los receptores A, produce wpoptosis de células
mesangliales glomerulares (Zhao et al., 2002); Ia axposicion de astas células a
ADO o IB-MECA (agonista Ay} produce apoptosis, la oual fue Inhlblda cuando las
odlulsy & Incubaron con MRG1181 (antagonista As). La muerte da lms célules
mesangiales fus indepandients de camblos en fas concantraclones de AMPc, lo
que sxcluys |a partlcipacién de los reaceptores Ay 0 Az, El mecanismo por o cusl el
raceptor Ay produce apoptosts involucra la adtivacldn de PLC, Incremento en la
expresion de bak (protelna pro-apoptatica) (Kohno et al, 1656), disminuckin de
bal-2 (proteina anti-apoptotica) el como la activackdn de la caspasa 3 (Shnayvays
ot al., 2000). La apoptosis deo células mesanginies en nefropatias prolferativas
puede ser un mecanlamo homeostdtico que reguls e poblecidén del mesanglo, al
remover célulae no detandas (Ihimizy ot al., 1095), v por tanto tisne un afacto
bendfioo. 5in embargo, &n nefropatiae no prollferativas, este mecanismo de
muerte cefular puade eatar involucrado en la pérdida de odlulae glomerulares que
aon reamplazadas por matriz extracelular (Suglyama et al., 1508), por o qua en

asie caso, la apoptosls puede tenar un afacto deletéran sobra Ia funcldn renal.



Como se puade deducir de lo axpuasto, tanto la ANGII como la ADO tHenen

efectos Importantes m nivel renal. A sste respacto, es relevantes al hecho de in
axistencla de una interacclon especifica y elindrgica antra la ANGIl y la ADO para
produclr vasoconstricclon renal (Osswald et al, 1975; Hall, et al., 1985 Hall y
Granger, 1586; Walhpracht et al., 1984), msi como que este fandmeno e obsarve
an forma exclusiva en ol lecho vascular ranal. Lw especifickdad de este Interaccién
s# ha demosirado en arierias cardtidas sn donde se observd que ia Infusién de
ADC no tiene ningdn efecto sobre (a vasoconstriceion Induclda por ANGIL (Aki at
al, 2002) y o&n arterise meassntéricas la infuslkén da ADD wienio Ia
vasooconstriccién induckda por ln ANGH (Holycross y Jackson, 1988). Es blan
conocido que en Ia mayorfa de los lachos vasculares la ADO causa vasodilatackon
al ctivar a |los recaptores Az, sin embargo, In infusidn de ADO en o rlAGn produce
vasoconatriccion, al estimular preferancialments a los recaptores A; (Wehprecht
et al, 1862; McCoy st al., 1693). La relncion entre los efactos de In ADO y el SRA
ha sido ampliamante estudlada; asl, se ha obsarvado que la sdministracion de
una diete alta en sal que disminuye 'a motividad del SRA también Inhibe Ia
vasoconstricolon renal Inducida por la Infusién del nucleésldo en la aorta toracica
de rata (Ovewald et al, 1975). También, so ha demostredo que la Infuslon de
saralasing (antagonieta de ANGII) atenda la respuesta constrictora induckda por la
ADO (Eplelman y Oaswald, 1978). El grupo de Hall et al. (1885), obtuvo
resultados simllares al reducir la formacién de ANGII con un inhibldor de 1a ECA;
obsarvaron una disrninucién en ln respuesta presora renal de a ADO, que se

reatablecid por la imfuslén intravenosa de ANGII. Eatos estudios sugieren gue la
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vasoconeticcldn renal mediada por lm ADO ss depandients de lw actividad del

SRA.

Por otra parte, el desarrollo de mgonlstas y antagonistas sapecificos para
los diversos subtipos de receptores de ADO ha permitido entender con Mayor
detalla ios efectos del nucledside. Utlizando estoa nuevos compueatos se ha
enocontredo que la caida en la preslon glomerular Inducide por clclohexiladanosina
(CHA, agonistsa A;) ee antagonizada por la administracién de saralasing
(Walhprecht et al_, 1994). En este astudio, se demostrs en forma adlclonal, que la
disminucién da |a presion glomerular producide por la infusion perfubular de
ANGII wn ol rindn fue completamants bloqueada por CPX (antagonista A;). Los
resultados sugieren gue la unién de la ADO & los Ay contribuye a potenclar s
vascoonstriccidn producida por la ANGI en la microairoulackdn ranal Yy que egta
respussta es sindrgica més que aditiva.

El dasarrollo de modelos exparimentales con supresiones an los fahes que
codifican para los raceptores de ANGIl y de ADO, ha psmitido svaluar en formm
mas especifloa la Interaccion entre ambas molécules durante la ausencia de
receptores AT:a y de A.. En efacto, la vasoconstriccidn praglomarular induclda por
la unian de I ADO al receptor A, fue Inhibide en ratonea deflolentes del receptor
ATia (Traynor et al., 1698); &n edte estudlo se infundid CHA » ratones +/- y -/- para
ol gen del racaptor AT a y 88 observo que se atsndo la magnitud de s reducctén
en ia presion glomerular Inducida por la CHA, Estos resultados apoysn el afecto
sinérgico de la ADO y la ANGI sobre (as artericlas aferentes. Evidencias reclentes
indican que la respuests vasoconstrictora renal de ia ANGII también se encusnire

atenuada en ratones knock-out para el recaptor A; (Hansen &t al., 2003c); en este
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eatudlo, se infundid ANGII » astos ratones en forma agude y se obsarvd qua la

reduccion on el fluje sanguineo renal y la calda de fa filtracidn glomerular inducida
por el péptilo se redujo significativamenta. Cuando se cuentifics la expreslon de
los receptores AT, por PCR da tiempo real, se encontrd que (os nivelas de ARNm
fusron kuales en ratones +/+ y 4~ parw el gan dal recaptor Ay, o que demuestre
gue la densided de astos racaptores no contribuye en n disminucion del efacto de
ANGII. Tampoco se obsarvaron cembios an la expresion del ARNm de los
recaptoran Ags y Az, antré los ratones -/- versus +/+ para el gen del racaptor Ay, ko
que descarta |l participacién de los receptores Az, Se puede conclulr que la
susencia del receptor A, disminuye la eficlencis de 8 ANGIl para producir
constriceién de los vasos renales y para reducir la filiracién glomerular, ko que

apoya el alnerghemo que existe entre ambas maléculie.
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JUSTIFICACION

La ANGIl es un podaroso vasoconstrictor eietémico y renal, sin ambargo |a
magnitud de los efactos del péptido puade asr modulada en forma Importants por
factores humorales producidos por af tejido renal. La noraplnefrina y la adencsins
son responsablas de la varebilidad de los efectos de la ANGI en la
microciroulacion renal; al respecto, (8 vascconstrccidn causada por la adenosina
depande del nival intrarenal de la ANGII. De manera similar, la infusidén de ANGII
produce una mayor vasoconstricclon cumndo se Infunde almutdneaments con
adencsine. La intersccldn de ambos compuastos vasoactivos probablements se
debe a un componente que ea Independients de ambos autacoldes. Hanta ahora,
ol sinarglamo entre eatos compuastos as ha estudiado farmacolégicamants, con la
coadministracion de antagonistas y agonistes de ANGI y ADO. Sin embargo no se
ha profundizmdo en los posibles mecaniemos celularas.

Puesto que la concentracidn de adenoelna es determinante para la
activaclon de loa diversos subtipos de recoptores dal nuciadsido, es posible que (s
ANGIl pueda modular alguna de las enzimes del metebolamo de adencsine,
modificando su concentraclon y posibiamants actlvar en forma praferencial a los
receaptores que Inducen vasooconstriceldn; por o anterior ee decklid eatudiar &l
afacto de I ANGI sobre lag anzlmes que participan an forma importaote en la

producclén (5'ND) y degradacion (ADA) de adenosina.
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HIPOTESIS

La Infualdn da ANGI| es capaz de modificar la actlvidad de la 6'ND (sintssla de

ADQ) y de la ADA (degradacion de ADO) en un modelo de Infuslén temporal de

ANGII an rifidn de rata.
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OBJETIVOS

Objstivo general:
- Evalusr si In ANGII modifica In actividad de la 5'ND y/o de la ADA, principales

anzimas lnvoluoradas an al matabolismo de lm ADO an al rifdn.

Objetivos particulares:

- Daterminer ln sctivided de la 5'ND en Ia corteza v médula renml de rates
tratadas con ANGII.

- Datarminar la actividad de la ADA an ia corteza y medula ranal de rates

trateces con ANGI,
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MATERIAL Y METODOS

infusldn de ANQII

Sa utllizaron ratas Wistar macho, con un psso de 350-380 g con dwta
normel (Hardan Co 0.4% de NaCl) y libre acceso para beber agua. Bajo aneatesla
genenal con bter etilico, se efectud una incisidn en el dorso de la reta, dorde se
oolood una bomba minloasmdtica (Alzet modaelo 2002, Alza Corp, Palo Alio, CA) en
ol tejido subcutineo. Se utilzaron tras grupos de ratds (h=10/ grupo) a las que we
las infundieron 436, 280 y 130 ng/kg/min, respectiviments y un grupo de rates
control (n=10). La {nfuslén da ANGIl sa maniuve durante 14 dias, al final de lon
cualen as sacrificaron los animales. Esta técnica ha sido proviementa velideda

(Franco ot al., 2007).

Determinaclén de la preslén arterdal alatSllca

Sa datsrmind [a presidn areral sistbllca mediante pletismografia, an ratas
consciertes, que se colocaron en une jaula de restricoldn. Se colocd un manguito
en Ia cola del animal y se raglatré el pulso en un fisidgrafo (NARCQO BIO-
SYSTEMS, USA). Esta determinacidon se realizd en al perlodo basal, alos 7y a

los 14 dias despuds de iniciada |a Infusldn de ANGII.

Cuantificaclén de protelnuria
Lan ratas se cokcaron en [auins matabdlicas oon agua y comide ad fbitum. Se

recolactd Im orina d& 24 h en un perlodo basal y & los 14 dims de Ia infusién de
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ANGIl. La proteinurie ge cuantificé por el método de scldo tricloroacético,

utllizando albimina sérica bovina como eetdndar (Henry et al., 1958). (ANEXO A)

Obtenclén del te]ldo renal

En ol dia 14 después de Iniclada la Infuslén de ANGII, las ratas se
anssatesiaron con pentobarbital, se expuslaron loa dos rifionas y ae extrajeron. Los
rifonies e colocaron an goluclén saline frie vy fusron disscados en corteza y
médula m 4*C. Se hicleron alicuotas de las secciones renales, se congelaron en

nhrdgeno liquido y sa almacenaron & -B0°C hasta su utilizaclon.

Determinaciin de la actlvidad de la 5'ND

Las sacciones renales fusron homogenizadas en smortiguador de fosfatos 160
mM pH 838 ocontenlendo Zwittergent 3-14 al 0.73% (Calblocham). Los
homogentrados fueron sonicados durante 15 w tres veces a 456 W en un
procesador ultrasénico (ulirasonice processor). Los llsados de las secclones
renales y 2 millunidades (mi)) da la enzime pura (Slgma) fuercn incubmdes con

Zwittergent 3-14 al 0.75% durante la noche a 4°C, para liberar a la 5'ND de |a

mambrana celular. Se depositaron 6 pg de protelne y la 6'ND fue ssparade par
alactroforasls en geles de agarcaw (EEQ=0) de 0.5 mim (ICN Blomedical Inc) en
una camara horizontal. La electroforesls se afectud a 20 Viem durente 2.6 h a
4°C. Poaterlorments, &l gel fue Incubado con una scluckin amortiguadora de
reaccldén de Tros-maleato (Tria-HCI 60 mM y Maleato 50 mM pH 7) conteniando

5'AMP 1 mM, nitrato de plomo 2 mM y nitrato de manganeso 50 mM, a 37°C

15



durante 3 h. Despuds ! gel se lavd tres veces durante 5 min con agua deatltada y

{m actividad de la 6'ND sa pusc de manifiesto al incubar el gal con sulfuro de sodio
al 2%. La reacciin produce bandas de color café producto de la actlvidad
enzimética da e 5'ND (Fig. 6). Para valorer lm especlicldad de la reaccitn
catalizada por la enzime se agregd 3 uM de o p-metilenadenosine-5"-difosfato, un
inhibidor sslectivo de Ie 5'ND, a la soluokn smortigusdors de reacclén. La
intensidad de las bandas de reaccidn msultantes dae la actividad de s snzime se
astimd por densitomedria Gptica (imaging Dennl't&mtor Model GE-870, BIO-RAD)
y 86 compararcn con e intensidad de la 6°'ND pura dapositeda en el mismo gel. La
concantracidn da protelnas de los homogenizados renales fus determineda por el

método de Lowry (Lowry et al., 1851) ANEXO B.

3
—_— + PQ,
3 OPOCH, 0
HO' OH HO" OH
5 AMP ADO
2p0,? + A Ph{NO,): ———p  PBy(PO,),
PbuylPO + I Nn 8 —_— 3PBA E;Hr:.unnum-

Fig 5 Esquema del método para determinar ln activided de @ S’ND. PO.?, hcido
fosfdrico; Ph (NOy);, niirato de plomo; Pby (PO,), fosfato plimbico; Nag8, mulfuro de
sadlo; PhE, sutfure de plomo.
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Datearminacion de Ia aotlvidad de la ADA

Las coriezas y médules renales fueron homogeneizadas en unm salucion
amortiguadora de Tris-HCI (Trie-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, 2-marcaptostanol 1 mM,
pH 7.4). Las mueatras fueron sonicadaw por 16 & tres veces a 45 W an un
processdor ulirasnioo (ultrascnics processor) y centrifugadas a 84,000 g por &
min antes de wer depositadas en ei gal. Se dapoaltaron 5 ug de proteina y la ADA
pressnts en los homogenizados, se separd por [soskectroenfoque en geies de 0.5
mm que contentan acrildmida 4.85%, bisacrilmmida 0.16%, anfolltos pH 3.6 w 9.5
{BIO-RAD) 2% v/v, sacarona 300 mM y riboflavina 2 pM. La solucion de comide
para o dnodo fue Acido acético 150 mM y para el citodo etanolamina 160 mM. Se
splicd una corrlente de 160 Viem y I wepammciin se realizd a 4°C por 3 h.
Fosterlormente, ol gel se cubrié con una capm de sgar noble al 1% contenlando
aoma solucldén revelante: adencsina 1.6 mM, sal da tetrarolium MTT 0.2 mM,
fenazin metasulfato 0.3 mM, xantine oxidasa 0.3 U y nucletsido fosforilasa 3 U en
amortiguador da fosfatos 0.1 M pH 7.5 (Fig. €). El gel sa incubd por 2 h a 37°C. La
sparicion de una banda azul que represanta la produccldn de formazan equivale a
la actividad de |la ADA (Fig. 7). La espaciicidad de la reaccldn catallzada por |a
ADA fue sveluada al agregar a la capa de agar noble un Inhlbldar seleativo de |a
anzima, al aritro-8-(2-hidroxil-3-nonil) adenlna (EHNA). La intensidad de las
bandas de reacclon producto de a activided enzimdtica de la ADA se estimé por
densitomatria dptica y 38 compard con la actividad de 1 mU de ADA pura. La
concentracion de protelnas de los homogenizedos renales se cuantificd por el

método de Lowry (Lowry ot al., 1051).
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Fig 8. Esquama del matabollamo de ADO. ADA, adencelna dasamingea; INQ, (noslna; NF,
fosforlless de nucledakdo, HPX, hipoxenting; X0, xantna oxidase; XAN, xanting; HyOg,
pardxido de hidrégana.
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Flg. 7. Esquama de |a reaccién que produce formmzen, compussto de coloracién azul
purpura, cuya apariclén es equivalants a ta sctividad de la ADA y que se cusniiica por
densltometria optica, Como ea describld en los métodos, me Wliizé wal de tatrezollum MTT
la cual we reducida por el fenazin matasulfato {moldculs que transfiers slacirones del H,O,
ganerada durants |a reaccion ssquamatizade en (a Fig. 8) pera genarar |a sal iInsoluble de
formazran.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como la medla + error esténder (EE). El anallsis
estndistico sa realizd mediante andlisls de varlanza seguido de ia prusba de
Bonferroni para determinar lm  diferencia antre los grupos. Se conslderd

significativa una P 0.05.
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RESULTADOS

Como era de eaparame la Infusidn de ANGI produjo un Ingremanto
slgnificative da la prosidn wrtaral sistdlica (anexc C) y a nival renal, Incremento 1a
exareckon urinarla de protelinas (anexo D).

Se realizaron curvas de callbraclén para cada enzima y se valord I
sspecifickiad de la raancién. Los resultados obtenidos demuestran que la actividad
de la 5'ND y de ta ADA ea lineal y especihica (anexo E y F).

EFECTO DE LA ANQII 80BRE LA ACTIVIDAD DE LA B° ND

La Infusién de ANGII produjo una diaminuckon de la activided de la 5°ND
que fus depandlenta de la doals an la corteza renal como se pusde obsarvar an la
figura Bay Bb y e resurre en ka tabia 2 (anexo ). La actividad de la enzima en
la cortaze del grupo de ratas control fue de 0.55 + 0.081 mU/ug de protelna. La
dosals da ANGII de 435 ng/kg/min causd una disminuckin signifioativa dael 54.3%
(Fig. Ba y 8b). Con Ia dosis de 260 ng/kg/min de ANGI| |a actividad de la 5'ND
renal disminuyd significativemente un 43.6% (Fig. 8a y Bb). La wctivided de la
enzima se redujd en un 30.0% en la corteza da Ias rates que reclbleron 130
ng/kg/min. La espaatficidad de |a raacclon catalizada por la 5'ND an las cortezas
renales de los grupos sa avalud al kcubar a la enzime con o, f-metilanadenosina-
5 difosfato y bajo esiss condicionss no se detedtd actividad (Fig. 8¢).

Los efectos da la mdministrecion de ANGII acbre |a actlvidad de s 5'ND en
lm médulm renal as resumen en |a tabla 2 (anexo G) y se musstran en s Fig. Ba y
gb. La actividad da la 65'ND en al grupo de ratae control fue de 0.27 + 0. 026

mUing de protaine, La infusidn de 436 nghkg/min de ANGI disminuyéd
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significativarments la actividad de ta 5'ND medular en un 55.8% (Fig. 9a y 9b). La

dosis de 260 ng/kg/min a pesar de que causa una disminucién del 14.8% (Fig. 9a
y 8b) no tiene diferencla con el control. La infusion de 130 ng/kg/min del
octapéplido causé una disminucién del 7.4% (6a y 8b). Al Incubar el gel en
prasencia da o, f-matilanadencsina-5'-difosfeto no se detectd activided de la 5'ND

(Fig. ge).

) linea c}

h)

z

mU/pg da prokeina
2
=
1

U.OD o i
control ANGII 130 ANGH 260  ANGI 435

“p= 0.08 va. santiol

Fig. 8. Efacto da lm ANG |l sobre Ja actlvidad de |la 6 "ND an la corteza renal. (&) Imagen
del gel. Linea 1, control; linea 2, ANGII 130; linea 3, ANG Il 280; linea 4, ANGI| 438 (b)
Represertacion grifica del efecto de la ANGIH eobre la 5'ND. (¢) 5’ND + op-
metimnadanosine-3 -difosfato, Los datce estédn presantados como (m madis + EE. *P<0.08
v, control (me10).
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Fig. 8. Efacto de I ANGH wobre ia actividad de i 5'ND en la méduia renal. (a) Imagen del
gol. Linea 1, control, linea 2, ANGI 130; linea 3, ANGH 280; Iinaa 4, ANGII 435. (b)
Representacion grifica del efecto de la ANGI wobre 6'ND medular. (c) 5'ND + a.p-
metilenadenosina-& -difoafato. Loa datos astdn presentados como la medis £ EE. "P<0.06
ve. gontrol (h=10).
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EFECTO DE LA ANGII SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ADA

Los sfectos de la infusldn de ANGII sobre e actividad de la ADA an la
corteza renal ae resumsn en |a tabla 3 (anexo G) y B pusden ohaervar en as
figuras 10a y 10b.

En Ia corteza del grupo control |la activided de 1a ADA fus de 0.202 + 0.007
mU/ug de proteina. La Infusidn de 435 nghg/min da ANGII produjo un incremento
del 4.5% en la actividad de Ia sanzima en ks corteza renal, efecto que no aloanzd
significado estadistico (Fig. 10a y 10b). La dosls de 260 ng/kg/min del péptido
aumanté discretamants la activided renal de la ADA en un 11.4%, Ingremento no
significativo. Y la sdministracion de 130 nghkg/min da ANGII Incremantd levamants
la actividad de [n ADA an un 6.9%, resultado gus tampoco aloanza significancia
sutadistica. Para evaluar la especticided de la reaccion que cateliza la ADA en las
sacclonas da ln cortaze renal de los grupos da estudio, as agregd a in mezcla da
raacolén EHNA, bajo astas condicionas no se detects actividad (Fig. 10a).

Los efectos de la infusidn de ANGI! sobre I actividad de la ADA an Ia
médula renal sa resumen an la tabla 3 y se pusden cbeervar an la figura 11ay 11
b. Lw activided de la enzlma en las médulas control fue da 0.126 + 0.047 mU/pg de
protelna. La infuskbn de 436 ng/kg/min da ANGII produje un incremento lave en la
actividad de la ADA renal del 6.4%, efecto no significative (Fig, 11a y 11b). La
dosls da 260 ng/kg/min def octapéptido disminuyd en un 1.8% la actiidad de la
enzima (Fig. 11a y 11b), mientras que la adminlatraciin de 130 ngMkg/min de
ANGI| digminuyds an un 2.4% |a activided de I ADA renal, afecto no significativo

(Fig. 11a y 11b). La espacificidad da la rewccidon da la ADA renal de las secclones
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medulares sa avalud con EHNA, bajo estas condiciones no ee detectd activided de

In anzima .

m)

linem o}

0.3 1

kg e prodsing

oontral ANOH 120 ANGH 28 ANGE 48

Fig. 10. Efeclo de la ANGII| sobre |a actividad de [s ADA en la corteze renal. (a) Fotografia
del ged de acrilamida. Linea 1, contrel; linsa 2, ANGI 130; linew 3, ANG || 260; linea 4,
ANGII 435; linea 5, ADA pura (1mL). (b) Reprasentacion grifice del efecto de Ia ANGII
wobra ADA an I corleza. (c) ADA + ENHA., Los datos eatan prasantedos como la medie +
EE (n=10).
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oontrol ANGE 120 ANGE 280 ANGE 5

Fig. 11. Efecto da la ANGI! sobre |8 sctivided de la ADA an la médula rensl. (a} Fotografia
dal ged de sorilemide. Lines 1, control; linea 2, ANGI 130; linea 3, ANGIL 280; linea 4,
ANGII 4238, liraa 5, ADA pura (1mU). (b) Repressntacidn grifice del sfecto de la ANGI)
uobre ADA an |a médula, (c) ADA + ENHA_ Loa datos son prassntados como la medie +

EE (n=10).
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DISCUSION

Como ha wido descrito (Lombardl ot ml. 1999; Nishiyama et al. 2003) la
infuglén sostenida de ANGII se caracterizd por elavacién significetivaments de la
presidn arterlal alstSlica y e nivel renad por produccldn de proteinuria.

Entudios de Nishiyama ot s, (2003) han demosirado que a los 14 dias de
la infualdn de ANGII, ol péptido se encuentra slevado sn al ffGN; ssto e debe o
acumulacion de ANGIl administrade. Sin embargo, la ANGIl endégena sa
mantiens dentro da valores nommales & pasar de una disminucidn marcada an la
sacrecion de renina, lo que Indica une reguiaciin anomal del SRA. La elevada
cantidad de ANGII axdégane acumulada en el rifdn produce una vesoconstriccin
ranal eevers que dieminuys la filtrackdn glomerular. Por lo anterdor, sl método
empleado an este trabajo e ol sdecuado para estudlar & intersccion entre la
ANGII y |n adencaina “In vivo™,

Para investigar 6l mecansmo de la interacclon entre la ANGIl y ta ADO, an
analizd ol afacto de Ia infusidn de ANGII scbre la actividad de la 6'ND y de Ia ADA
gua son las principaies snzimas involucrades en la produccion y degradacion del
nucletsido an el rifdn (Spieiman y Arend, 1801). Los resultados del presente
estudio demuestran que e infusidn de lan tres dosls de ANGII disminuyan
significativaments la actividad da ta 5°'ND an Ia cortaza ransl y que sdlo In dosis de
435 ng/kg/min fue capaz da disminuir ln sctividad de la enzlma an la médula renal.
Ento suglers que la conoanfracidn local de adenceina pusde disminulr, por lo que
ee estimularia preferencialmente » los recepltores A; {(aita afinidad). La activacldn

de los receptores A; produce conatriccldn del mosculo liso vascular;, aste afecto
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podria potenclar la vasoconstricolon renal Inducida por I ANGII, y explicar a|

sinérgismo exidtante sntre la ADO y ln ANGH sobre al lecho vascular renal,

Se han descrito contenklos renales bajos de ADO en un modelo de
hipotiroidismo experimental (Franco et ai., 1998). Bajo estas condiclones
fialopatoldgicas, se observa una marcade vasoconstricolén renal, que es reveride
al utilizer blogueadores especificoe de los receptoren Ay, Por ofre parte, Akl et al.
(2002) conflrmaron que la Infusidn Intrarenal de ADO incrementa sindrgicaments
log efectos vasoconstrictoras de la ANGIH (Hall y Granger, 1686) y también de la
norepinefrina vlia el raceptor A+. Sin embargo, los autores no cbservaron cambloa
en |as conoentraclones interstialales del nucledsido obtenidas por microdidlisis del
rifdn “in vivo™ al administrar de forma aguda ANGII (30 ng) o norepinefrina (500
ng). Por lo anterior, son neceaarios estudios adiclonales para determinar si In
disminuckén de |a mctividad de la 5'ND renal Inducida por la infusion de ANGI
obasrvada an nuestro eetudio a5 suficiente para producir bajos niveles localea de
ADO.

For otra parte, podemos especular una posible explicacidn parm la
Intaraccion windrgica entre la ADCQ (50 a 200 nM; Walhpracht et al. 1684: Hansen
y Gchnermann, 2003) y la ANG N pude sar la intarcomunicacion (oroas talk) entre
los receptoras acoplados @ proteinas G triméricas (subunidad « y el dimera py)
como son los Aq vy los AT, (Dickenson y HIIl, 1984). La unidn de la ADC a los
receptores A, causa la Iberacién de la subunided o, ln cusl Inhibe |la actividad de
la adenilato ciclmes, produciendo una disminucion en los niveles de AMP clclico: el

receptor A; tamnblén sefallza a través de |a PLC (Hansen et al., 2003b). Por su
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parte, la ANGI| estimula a los receptores AT, y adtiva a la PLC (Alexander et al,

1905); estos ofacios InCrementan la producciin de Py, por lo que les
concentraciones de Ca®’ intacelular aumentan. En estudios previos, ss he
demostrado que la edenosine y la ANGIl incrementan los niveles de Ca™
citopléamico en toda la extensldn de la arterlola aferente (Gutlerrez et al., 1868). El
Ca?* actim como un segundo mensajero, capaz de activer el sisterna calcio-
calmoduling (Ce?*-CAM), qua & su vez activa proteinas cinasas que fosforilan una
de las cadenas ligeras de lm miosine 1. Esta foaforllacidn produce oambloa
conformacionakes que favorecen la interacclon sntre la miosina 1l y los fillamerntos
da acting, produdiando confracolén de ins oblules muscularas (Alberis et al |, 2002),
asl, la unidh simultanea de la ADO v de ANGII & sus feceptores A; y AT,, podria
producir al afecto sindrglco que tienen estcs compuestos achre I vasoconsirdooldn
renal.

El mecanlsmo reasponsable de la disminuclén en la actividad de la 65'ND
renal inducide por Ia ANGIl no se ha sstudisdo; este trabajo as el primerc an
reportar este afecio del péptido. Al respecio, se pusde sugerir gue & Macanikmo
responsable de aste afactc se pusde tccalizar a varlog nivelas; a) repraaidn de la
trarscripcidn del gen, b) degradacikin dal ARNm, ¢} dlsminucidn en la sintesis de
la proteinm, d) degradwcion aceleradw de la proteine o &) modificacionas
postreducclenales. Sln embargo, hasta el momento, no existe ningunn evidencia
que demuestre que la ANGI pusda producir alguna atteracion on la 65'ND. Sin
smbargo, exiaten estudios en loa que se demueatra que el dxido nitrico (Siegfried
ot al, 19606} y el astrés oxidativo (Kocic G et al, 1908) puaden modifioar la actividad

de la 6'ND. Como sa menciono, la ANGI Incremsnta la produccion de dxldo nitdco
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y ROS, por lo tanto &8 pasible que la disminucion de la actividad de la 5°ND sea

debldo a estas viasa.

A este raspecto, las princlpeles caractaristioas de |as enzimas son su akla
aficiencin, especificidad, estereoselectividad y su capacidad para ser reguladas.
Un punto Importante para la regulacion de la ectivided enzimética son lan
modificaciones posatraducclonales, que preducen cambios conformacionalos ios
cuales activan o inactivan protelnas. Entre las modificaclones postraducclonales
qua sufren las enzimas se pusden mancionar la S-hitrosllacidn, la oxidaclén y la
fosforilackdn. Ea poslble, que migunm de eatas vies estd Involucrade on e
disminuckon de i actividad de la 5°'ND obsarvada sn nuestro estudio. Sin embango
antes de eatudiar estas posiblidades seria necesario valorar poslbles camblaos en
in cantidad totel de la 5'ND por medio de lnmunoensayos tipo  "western blot”.

1} Inhiblgidn de Ia 5'ND por S-nitroslimcitn,

Se ha demostrado que lm S-nitrosllacién de protelnet es un Mecanismo
postraduccional que implica la transfarencim de alguno de los intermediarios del
dxido nitrico (ON) como son &l ON' ¢ &l ON al grupo tiol de residuos de clateina
yio metionine y al grupo -OH de los reslducs de tirosina. Este reaccion regula la
actividad de protelnas nucleares, cltoadlices y da las que sa encusntran unidas »
la membrana celular (Stamler, 1084),

Se ha demostrado que los donmdores da QN Inhiben la actlvided de (w
%'nucleotidasa en oélulaa eplisliisles renales en cutivo y en homogenados de
tajiclo renal; también se ha observado que la sobrepreducddn in vivo da ON
duranta lesion renal por isquemia/reperfusién produce disminucidn da la activided

de |l snzima, efecto mntmgonizado con I infusién de L-NAME (Slegired ot al.
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1958). Previaments, se demostrd que la ANGIL fus capez de estimular la [baracién

de ON on chlulas do la miécula denaa an cultivo via la nNOS da una manerm dosie-
dependiente (Llu, Parasson, 20(M). Estos hallazgos van de acuerdo con las
cbservaciones da Moreno et ml, (2002), quienss reportaron que la infusldn aguda
de ANGII Incremento b actividad paro no la exprasion de las NOS dependiantes
de Ca* en la corteza y médula renal. Tamblén cbeervaron que la Infuslén cranica
del paptido Incremento la actividad (solo en la corteza) y n expresion de las NOS
(eNO3S y de nNOS) en la corteza y en la médula renal. Por dlimo, Chin et al.
(1800) demostraron qua |a Infusién de ANGII por 13 diase ingremento la acthvidad
da las NOS dependlentas de caicio v produjo sobre-expresion de [a eNOS y ia
nNOS.

Con base en o anterlor, es posible sugerir que (s disminucion de ta 5'ND
inducide por In ANGI| sea debida, enire otras causas, a un macanismo da S-
nitrosilecion,

b) Inhibicién de la 5’ND por oxidaclan.

Como se ha descrito anterlormenta, ia ANGH Incremsnta la concantraciin
de especies reactivas de oxigeno, El efectc del estrds oxidativo catalizedo por
matales de transkion como el Fe®*, tiens un papel relevante para Ia funcién y
estructura de proteinas integrales de la membrana oelular (Koclo et al. 2001). A
aaie raspacta, sa ha descrito que la ecto-6'ND as susceptible a ser modifloada por
oxidaclén mediada por on el Fe®*, Koclc G et al. (1998) evaluaron el efecto de
diferantas slatemas de produccién de radiceles libres (FeCl/ascorbato,
xantina/xantina oxklasa, HyO3). Ellos, observaron que el FaCly/asaorbato y al Hy O3

disminuyd la activided de la 3'ND en hepatocitos y en &l madio axtracelular. E
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slatema xantne/xentine oxidasa sslo tuvo efectc sobre la actividad de la 3°ND en

hepatocitos; esto sugiere que un probable mecanismo que puede causar
madificaciones en la estructura de (a enzima y disminuclén de su actividad podria
ser [ unlon de radicales libres con ios iones divalantes contenidos en el aitlo
catalitioo de la enzima {In 5'ND dtillza como cofactores iones divalentes como e
Zn™* o el Mn™") (Kool et al. 1998). Por otra parte, 88 ha demostrado que la
hiperglicem/a, es une condicidn fislopatolégica en la cual el aistema renine-
angiotensina me ancuentra activo (Leshey ot al. 2000), existendo altas
conoantraciones locales de especies reactivas de oxigeno. Con basa an esto,
Koclc G et al. (2002), aveluaron los efectos da un Inhibidor de la ECA (captoprl) y
de algunos antioxidanias (glutation y melatonine) sobra In sctividad de la 5'ND an
chlules mesangiales en cultivo en condicionee de hiperglicemia. Se observd que
Dajo watan condiclonas, sa favorece una reduccisn an e produccidn de ADO via la
5'ND y la disminucidn de la degradmcion del nucledskio por la ADA, efactos que
fusron revertidos por captopril y por glutatidn,

Por lo anterior, a8 posible sugerr que la disminucidn de la actividad de Ia
6'ND renal observeda en nuestro ttabajo o8 debida, entre otron efectos, a
modificaciones postraduccionales medisdae por estrés oxldathvo.
c) Inhlblcidn da la 5'ND por fosforilacion.

La fosforlacién de enzimas es el macanlsmo méa utlilzado por la célulm
para reguinr la sctivided de protainas. La fosforilacion es un medic flaxible y
reversible de regulacidn que jusga un papel central en la tranaduocldn de safinies.
Las proteinms son fosforlladas principalments sobra residucs de serna/traonine y

sobre reaiduos de tirosina, ocasionalmente en dcldo aspartloo o histidine. La
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raspuesta de la proteina después de ser fosforlada as rmediada por las

propiedades del grupo fosfato, el cual tiene dos cargas negativas a pH neutro. La
pressncia de cuatro Atomos da oxigeno del grupo fosfato favorece la formaclén de
puentes da hidrégeno los cusles puaden unir diferentes partes de la protelne entrs
sl. Por lo qus [as interacclones electrostatican y ia formackon de enlaces de
hidrégeno, producen cambios conformacionmies de la protelna, regulando su
actividad (Krauss, 2001). Sin embargo no existe avidencls de que la ANGII
produzca fosforiteciones en la 6°'ND,

Por otro iado, los resultados de este trabajo demuestran que la aotividad de
ln ADA renal no ss modifind nl en la corteza nl an la médula, La disminucion de la
sintesls de adenceina, en presancla de una degradacion normal, sugiere la
poslblidad de oconcentracicnes renales bajes del nuckedsido, como hemos
augerido en nuestra hipdtesla; aato activaria preferencialmente los receptores A,
rasponsables da producir vasoconetricoldn renal. Ests efecto peculiar de la ADO
puade potenciar &l efecto vasoconstrictor de la anglotensine I vy explicar
sindrgiemc entre ambos compueatos vesosctivos. Para commoborar la hipdtesis,
ante trabajo requidere de mediciones locales de ADO Intrarenalea; aln ambergo no
oxista un método adecundo para medir con cereze concantraciorms locales de

aste autacolda.
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CONCLUSION

Este as el primer trabajo que demuestra que la Infuaibn de ANGII reduce
significativaments a actividad de (s 5'ND an la corteza y l[a médula renal (sdlo la
dosis alta) y que no afecta ia activided de la ADA, efecto que probablemente
ceuna disminucion de les concentraclonea renalea de ADO. Las bajas
concentraclonas del nucledsido activarian preferencialimente a los receptores A,
qua producen vasoconstricoldn renal. Este efecto peculiar de W ADO pusde
potenciar el afecto vasoconstrictor de la ANGII, contribuyendo asl m explicar el

sinerglsmo entre ambos autacoldes.
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PERSPECTIVAS.

«  Desamollar un método sensible para determiner lae concantraclones da ADQ
ranales an cada uno de nuestros grupos de experimentacion.
- Determinar las concentraclonas de ARN m y de |a proteine para la 5'ND y Ia

ADA ar la corteza y la rédula renal.
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ANEXO A

Determinacion de concentracién de proteinas por el método de dcido tricloro
achtico (TCA).

Soluciones,

#) Soluclon saling

b) Soluclon de Acldo tricioro acétlen (TCA) al 10%

¢} EatAndares de alblmina

Prooedimlento.

1) Se hace una curva estAndar de alblimina. For duplicado (un tubo as el blanco y
ol otro e la muastra).

2) Sa reallzan las dliiuciohes de las muestras. Por sjamplo 1:20.

Se toman 50 pl de orina + 950 uL de solucion salina. Agitar y agregar 260 plL da

TCA, 10%. Por duplicedo

3) Incubar por 10 minutos & temperatura amblents y cantrifugar sdlo los blancos &
12,000 RPM por 5§ minutos.

4) Lesr & 420nm
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ANEXO B

Daterminacién de protelnas por &l método de Lowry.

Solucionas,

a) Soiuclén da carbonato da sodio anhidra 20%

b) Solucidn de tartrato de sodlo/potasio 1g + sulfato de cobre 0.5g en 250mL de
agua

¢) Soluckin de hidréxldo de sodio 0.BN

d) Solucldn da SD3S 10%

e) Solucién de albimina (1mg¢mL) como estandar.

Procedimisnto

1) Mazclar:

1 voiumen da la solucidn de carbonato de sodlo,

1 volumean de |a solucién de tartrato de sodlo/potasha.

2 volGmenas de hidréxido de sodio. Solucldn A
2 voldmenes de SDS.

2 volomenes de agua.

2} Hacar una curve sstdandar eon albdmina.

I I el
. ‘ . . ! f
I I

3} Hacer las diluclones de la musstra.

4) Agregar 1mL de la solucldn A por tubo e incubar 10 minutos protegldo da (a
luz.

5) Agreger 500uL de reactivo de Folln 1:6 & incubar por 30 minutos protegido de
la luz.

Leer a 730nm.
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ANEXO C
Efacto de la ANGI! sobre fa presidn artardal eletdlica (TAS).

Como se esperaba, las tres dosle de ANGII slevaron significativaments (s prasian
arterial sistolica. La dosis de 436 ng/kg/min causé un Incrementn significativo de
84% m lca 7 dims y de 65.2% a loa 14 dias (Flg. 12). La administracin de 260
ng/kg/min del péptido resultd en un aumento del 55.5% y del 83.6% mics 7 y 14
dias, respactivarnents (Fig. 12). La infusién de 130 ng/kg/min Incremento ta TAS

en un 38.6% a los 7 dims y del 41.4% a loa catorce diss (Fig.12).
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Fig. 12. Efeotos sistémicos de la ANGI. Las tres dosis de ANGI infundide produjo
hipertensaldn arterial. Los datos aon prasentados como |a madia + EE. *P < 0.05 va. control
{n=10).
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ANEXO D
Efacto de la ANGI| sobre la proteinuria.

La ANGI produjo proteinurla como ee cbaarva en la figurm 13. La Infusian de 435
ng/kg/min de ANGI| predujo un incramento severs en la axcrecidn de protelnas
urinarla de aproximedamente 12 veces mas que las ratas control (Flg. 13). La
dosis de 280 ng/kg/min aumentd 7 vecss |a proteinura en comparaclén con el
control {Fig. 13). La administracion de 130 ng/kg/min incrementd 2 veces la

excracion de proteinas en ls arine de 24 h (Fig. 13).
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Fig. 13. Efectos ranales de la ANGII manifeatados por la excrecidn de proleinas en la
orina recolectada durante 24 h a loe 14 diss de la Infuslén del péptido. Los detos won
pressntados comao |a media + EE. P« 0.06 va. contral (n=10).
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ANEXO E
Curva de callbraclén pare e actividad de la 5° ND.

Se efectud una curva de callbrackin con 5'ND pura con oonosntraciones
crecientes de la enzima da 1 m 8 mU. La enzima se separd por slectroforesis en
geias de agarosa bajo condlolones no desnaturafizantes como se degeribld on e
aecckdn de material y métodes. La dansided dptics de la activided enzimitica de 1a
5'ND aumentd de manera depandlents de su concentracion (Fig. 14a y 14b). Para
determinar s especificidad de la remccién catelizada por la enzima, la 5'ND as
Incubd con o p-metilenadenceina-6'-difosfato, un inhibidor eslecttivo. En astas

cordicionss no se detectd actividad anzimdtica (Fig. 14c).

u)

N

28 y = 0.312x-0.0584
1 A = 00050

0

148 -

E'ND (mLl)

1.0

08 | m

0 7 . " ' 3°'ND B5'ND + o [-martilan
adenoninn-§"-diosfata

SND (mU)

Fig. 14. Curva da calloraciin de la 3'ND. (a) Loa puntos muesiran la comelackin entre 1a
concentraclon de ia enzima purificada va. (8 densided dptica por milimetro cuadredo (DO -
mm®) de las bandas de reacclén espacifioas de ln 5°ND. (b) Fotografle qua musstre |a
actividad enzimatica de la b'ND. (c) 6'ND + a,f-metilansdenosine-6 " -difosfsto.
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ANEXO F

Curve de calibrmcién para la actividad de la ADA

Se realizd una curva da calibracidn con ADA comarcial con conosntreclonss
creclentes de ia enzima de 0.6 & 2.0 mU. La enzima fue separede por
Isoslectroanfoque como ee detalld an la seccion de materlal y métodos. La
densided dptica de la actividad de |a enzima sumentd de manera dependlants de
su concentracion (Flg. 16a y 15b). Para detsrminar la espacificidad de |a reacaldn,
la enzima se incubd con EHNA, un inhibldor selectivo de la enzima. Bajo estas

vondiclones no se detectd mctividad de la ADA (Fig 15¢).

u) b)
.
y = 0.7812x-0.2308 : ‘
| \
- [ T Rl ] [ Ki} 13 FX
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a T T 1 1 ’ “ Pl
0 0.8 1 15 2
ADA ADA + EHNA
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Fig. 15 Curva de callbracion de la ADA. {a) Los purtos musstran la comelacion antre a
concentracién de la enzime purificada ve. la denslded dptica por millmaetro cuadrade (DO *
mm® da les bandas de reaccidn especificas de s ADA. (b) Fotografls que muestra la
actividad anzimibtions de (s ADA. () ADA + EHNA .
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ANEXO G

Efecto de [a infusién de ANGI| sobre las snzimas del metebalismo de ADO

Tabla 2. Efecios de la ANGI sobre la activided de la 5°ND renal.

ml/pg proteina g prot g prots J/ug prots

[ Medum § o027:008 § 02650017 | o023:0014 F 01250014 |
Los datos son preseniados como s medie + EE. P« 0.05 va. control (ne10).

Table 3. Efactos de la ANGH) sobre [a actividad de Ia ADA renal.

Seccion renal Control ' ' ANGI 438
n‘}uf e by O Col L mllug da iado mu/ug da tefdo

[ Cortsra N 020230007 | 0216:0169 [ 0.226+0.1288 0 02311£0.047 |
| Madus  J 012050047 § 012220040 0 0123+0068 J 013310030

Loa datow son rostrados como la media + EE.
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