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Introduccion

La excrecion de la enzima conversora de angiotensina
(ECA) se encuentra alterada en diversas enfermedades re-
nales'3. La ECA esta presente en mecanismos relaciona-
dos con la presion arterial (retencion de sodio e inactiva-
cion hormonal?) y al mismo tiempo altos niveles de estas
enzimas son encontrados en la orina de los pacientes hi-
pertensos moderados esenciales®. En relacion a los hiper-
tensos renovasculares, las enzimas conversoras se encuen-
tran en grandes cantidades en la orina de estos indivi-
duos®7.

Este trabajo describe la purificacion parcial y algunas
propiedades de las enzimas conversoras de angiotensina
obtenidas en la orina de pacientes hipertensos renovas-
culares tratados o no con diurético y su comparacion con
un grupo de control.

Material y métodos

Fueron estudiados tres grupos de pacientes: A) pacien-
tes con presion arterial normal (112,0/70,0 £ 7,10/7,50),
cinco hombres, cinco mujeres, con edades de 25 a 40
afos; B) pacientes hipertensos no tratados, con media de
presion arterial de 153,7/98,2 £ 3,15/2,86, un_hombre,
nueve mujeres, con edades de 30 a 50 afos; C) pacien-
tes hipertensos renovasculares con presion arterial con-
trolada con clortalidona (50 mg/diarios) en uso durante
dos meses, 10 mujeres, con edades de 30 a 50 aros y
valores medios de presion arterial de 142,0/
97,0 £12,7/5,3. la funcién renal de todos los pacien-
tes era normal, determinada a través del clearance de
creatinina. Todos los pacientes mostraban analisis sangui-
neos, radiografias del torax y electrocardiogramas norma-
les. La actividad plasmatica ge renina y las arteriografias re-
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nales fueron normales para los grupos de pacientes con
presion normal. Por otro lado, los hipertensos renovascu-
lares tenian lesiones comprobadas por la arteriografia re-
nal y presentaban alteraciones de la actividad plasmatica
de renina.

Actividad conversora de la angiotensina

. La actividad conversora de la angiotensina fue de-
terminada por el método de Santos y cols.®. La orina
(300 pl) fue incubada con 240 ul de solucion de ensayo
que contenia 5 mM Hip-L-His-Leu (HLL) en 0,4 M de tam-
pon borato de sodio, 0,9 M NaCl, pH 8,3 durante tres ho-
ras a 37° C. La reaccién fue detenida por adicion de 1,2 ml
de 0,28 NaOH y a seguir adjuntando 100 ul de ophthal-
dialdeido {20 mg/ml en metanol). Después de 10 minu-
tos fueron anadidos 200 pl de 3N HCL. El producto His-
Leu fue cuantificado fluorométricamente (excitacion
365 nm y 495 emision). Fueron preparados controles por
reversién del orden de adicion de enzima y NaOH. La ac-
tividad de la ACE fue expresada en umol de His-Leu libe-
radas por min/mg de proteina.

Il. La conversion de angiotensina | (Al) para angioten-
sina Il (All) fue determinada por ensayo bioﬁ’)gico utilizan-
do (teros aislados de ratas®. Los ateros fueron obtenidos
de ratas previamente inyectadas con dietil-estilbestrol
(100 ug/100 g) el dia anterior al experimento. La Al (10 pg)
fue incubada dos horas con muestras de enzimas (200 pl)
en 0,05 M Tris-HCL, pH 8,0, y NaCl 0,05 M con volumen
final de 1,0 ml a 37°C. La reaccion fue detenida por au-
mento de temperatura en bario hirviente durante 10 mi-
nutos. .

Actividad de cininasas

Fue utilizado como monitor de la actividad de cinina-
sas el fleo aislado de conejillos de Indias. La bradicinina
(5 nmol/ml) fue incubada con enzima en tamp6n 0,05 M
Tris-HCL, pH 8,0 a 37° C. Alicuotas (1 mmol) fueron remo-
vidas a 0, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos de incubacion y di-
luidas en tampon Tyrode hasta obtener 1 ml. La reaccion



fue detenida manteniendo la mezcla incubada en bano
hirviente durante 10 minutos. La actividad residual de bra-
dicinina fue determinada por ensayo biologico utilizando
el leo del conejillo de Indias aislado, banado a 37°C en
10 ml de tampon Tyrode. Bajo estas condiciones, defini-
mos una unidad de actividad de cininasa como la canti-
dad de enzima capaz de hidrolizar 1 nmol de bradicinina
por minuto.

Determinacion proteica

La absorbancia a 280 nm en cubeta de 1,0 cm fue uti-
lizada para medida de la concentracion de proteina en
fracciones cromatogréficas.

Cromatografia de cambio i6nica

Cada muestra de orina (180 mg de proteina) fue cro-
matografiada después de dializada contra un tampon
0,02 M de fosfato de sodio, pH 7,0, en una columna de
DEAE-celulosa Cellex D (2,1 x 6,2 cm), equilibrada con
tampon fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0, y eluida con gra-
diente linear de 200 m! de tampoén fosfato de sodio
0,02 M y 200 ml tampon fosfato de sodio 0,5 M, pH 7,0.
La actividad conversora de la angiotensina fue medida so-
bre HHL como sustrato.

Gel-filtracién

Columnas de Bio-gel A 0,5m (2 x 95 cm), Sephadex
G-150 (2,4 x 96 cm) y Sephadex G-50 (2 x 87 ¢m) fueron
equilibradas y desarrolladas con 50 mM de tamp6n Tris-
HCL, 150 mM NaCl, pH 8,0. Las fracciones activas, obte-
nidas después de la gel-filtracion, fueron reunidas, liofili-
zadas y dializadas contra tamp6n 50 mM Tris-HCL, pH 8,0.
A continuacion fueran sometidas a cromatograffa liquida
de fase rapida (FPLC) en columna de Sepharose 12
(12 x 60 cm), equilibrada y desarrollada con 50 mM de
tampon Tris-HCL, pH 8,0, conteniendo 0,1 M NaCl.

Peso molecular

El peso molecular de las enzimas fue determinado por
el metodo Andrews™ en una columna de Bio-gel A, ;...
precalibrada con albimina de huevo (Mr 43 kDa), alba-
mina sérica bovina (Mr, 67 kDa), catalisa {Mr, 232 kDa) y
ferritina (Mr, 440 kDa) o en columna de Sephadex G-150
precalibrada con inhibidor de tripsina de soya, SBTI (Mr,
21,5 kDa), albimina de huevo (Mr, 43 kDa) y albimina
{Mr, 67 kDa) o en una columna de Sephadex G-50 pre-
calibrada con ribonucleasa (Mr, 13,7 kDa), SBTI (Mr,
21,5 kDa) y quimiotripsingeno (Mr, 25 kDa).

Estudio de inhibicién

Los estudios de inhibicion de la actividad conversora
de angiotensina fueron realizados usando HHL como sus-
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trato. Utilizamos cuatro diferentes concentraciones de in-
hibidores (50, 100, 200 y 300 mM) con NaCl, EDTA y cap-
topril. Los inhibidores fueron preincubados durante 30 mi-
nutos con la enzima antes de la adicion del sustrato.

Resultados

Los pools de las orinas del grupo de control y del gru-
po de pacientes hipertensos renovasculares tratados con
diurético fueron eluidos en cromatografia de cambio i6-
nica en dos picos con actividad enzimética sobre HHL. En
ambos casos, el primer pico (A0 y B0) corresponde al ma-
terial no retenido en la columna en cuanto que el segun-
do pico (A1 y C1) fue eluido en 0,7 mS. El poo! de la ori-
na de los pacientes hipertensos renovaculares no tratados
con diurético fue eluido en tres picos proteicos con acti-
vidades sobre HHL: el primero (B0), no retenido en la co-
lumna; el segundo (B1), eluido en 0,7 mS, y el tercero (B2),
en 1,25 mS. La figura 1 muestra la cromatografia de cam-
bio i6nica de los dos grupos de pacientes hipertensos y
del grupo de control. Las fracciones activas de cada uno
de los diferentes picos proteicos, resultantes de las cro-
matografias de cambio ionica, fueron reunidas en los res-
pectivos pools: A'0, A'1, B'0, B'1, B'2, C0y C'1, y fueron
dializados contra tampon 50 mM Tris-HCl, ph 8,0, liofili-
zados e introducidos en columna de gel filtracion previa-
mente calibrada: A1, B'1 y C'1 en columna de Bio gel
Agsm A0, B'0 y C'O en columna de Sephadex G-150 y
B'2 en columna de Sephadex G-50. En todas las gel filtra-
ciones fue obtenido apenas un pico proteico con activi-
dad sobre HHL. La tabla | muestra la purificacion de las en-
zimas a partir de cromatografia de cambio ionica, y la ta-
blall, los pesos moleculares asi determinados. A1, B'1,
C'1y B’2 convierten Al en All e hidrolizan bradicinina, en
cuanto que A’0, B'0 y C'0 sélo hidrolizan bradicinina. La
accion de los inhibidores sobre la actividad de las dife-
rentes enzimas se encuentran en la tabla Ill.

Discusion

El cromatograma obtenido a través de la cromatografia
de cambio i6nica de la orina del grupo de control es se-
mejante a la obtenida con la orina de pacientes tratados
con clortalidona, o sea, fueron eluidos dos picos protei-
cos con actividad sobre HHL, el primero no retenido en
la columna y el segundo en 0,70 mS. La orina de los pa-
cientes no tratados present6, ademas de los dos picos
eluidos respectivamente en la misma conductividad, un
tercero, eluido en 1,25 mS. Las enzimas no retenidas de
los tres grupos tienen pesos moleculares alrededor de
66 kDa, hidrolizan HHL, bradicinina, pero no convierten
Al en All. Las enzimas eluidas en 0,70 mS tienen pesos
moleculares alrededor de 85 kDa, hidrolizan bradicinina,
HHL y convierten Al en All. La tercera enzima que apare-
ce en la orina de los pacientes renovasculares no trata-
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Fig. 1.—Cromatografia de cambio i6nica. La cromatografia fue desarrollada de acuerdo con la descripcion en los métodos. (8———),
A280/ml; i———=), actividad enzimética; (*———*), conductividad.
Tablal. Purificacion (P) de las enzimas después de la cromatografia de cambio ionica
Hipertensos renovasculares
Control
Sin droga Con droga
Etapas
A0 Al BO B1 B2 co ca
AE P AE P AE P AE P AE P AE P AE P
Cromatografia de cambio ionica ... 0,3 1 04 1001 1 084 1008 1 001 1012 1
Gelfiltracion .......ccocviveneniineinnnnns 13 433 54 14 4.2 420 21 25 1,20 15 50 500 150 13

AE: Actividad especifica (nmol/min”"/mg™).
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Tablall. Pesos moleculares (kDa) de las distintas enzi-
mas determinados a través de gel-filtracion
Conductividad de elucion en la cromatografia
de cambio i6nica
Grupo
0,20 mS 0,70 m$S 1,25 mS
Control .....corverenrmrirnnnns 66 88 -
RVHP sin droga . 66 90 60
RVHP con droga 60 80 -

RVP: Pacientes hipertensos renovasculares.

dos difiere de las eluidas en 0,7 mS solamente en el peso
molecular. Todas las enzimas fueron inhibidas por EDTA,
ions cloreto y por captopril.

Perfil cromético idéntico fue observado en la orina de
pacientes hipertensos esenciales tratados y no tratados
con diurético ™, esto es, el pico proteico con actividad so-
bre HHL eluido en 1,25 mS, en la orina de los pacientes
no tratados, desaparece después del tratamiento con diu-
rético.

Estudios posteriores deberan ser hechos para determi-
nar si el aumento de la actividad de la enzima conversora
en la orina de pacientes hipertensos es debido o no a la
presencia de esta tercera forma de enzima, asi como de-
terminar si esta forma es una nueva enzima o es un frag-
mento de la enzima eluida en 0,7 mS, que seria la ECA
encontrada normalmente en la orina. 4
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Tablalll. Concentracion (uM) del inhibidor que provoca 50 % de inhibicion de las actividades de enzimas ordinarias
del grupo de control y de los grupos de pacientes tratados y no tratados sobre HHI. Los ensayos de inhi-
bicion fueron hechos como se ha descrito en el texto

Pacientes renovasculares

Inhibidor Controles Sin droga Con droga
A0 Al BO B1 B2 Cco C1
EDTA oo 35 2 25 25 100 20 30
cr JE R 300 30 30 30 100 400 25
Captotpril ......ccovcrmmonninniieiienis 20 75 30 30 50 75 30
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