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DESCRIPCION

Activacién de ACE2 para el tratamiento de enfermedades cardiacas, pulmonares y renales e hipertension.
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones y procedimientos para uso en el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades cardiacas, pulmonares y renales, incluyendo hipertension, enfermedad cardiaca coronaria, insuficiencia
cardiaca y renal, edema pulmonar, y lesién pulmonar tal como en choque t6xico o ventilacién artificial.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad cardiovascular serd la mayor carga social de cuidados sanitarios del siglo 21, y se predice que sea
la causa mas comun de muerte en todo el mundo en 2020. Un factor de riesgo principal es de enfermedad cardiaca
es la alta presién sanguinea. La hipertension es un cardcter cuantitativo multifactorial controlado tanto por factores
genéticos como ambientales. Mientras se conoce mucho acerca de los factores ambientales que pueden contribuir a
la alta presion sanguinea, tales como la dieta y actividad fisica, se conoce menos sobre los factores genéticos que
son responsables de la predisposicidn a enfermedades cardiovasculares. A pesar de la identificacién de varios loci de
caricter cuantitativo genético supuestos (QTL) asociados a la hipertensién en modelos animales, ninguno de estos loci
se han traducido en genes. De este modo, los mecanismos moleculares y genéticos que subyacen a la hipertension y
otras enfermedades cardiovasculares permanecen en gran medida oscuros.

Un regulador critico de la homeostasis de la presion sanguinea es el sistema renina - angiotensina (RAS). La
protease renina escinde el angiotensinégeno en el péptido angiotensina I (Angl) decamérico inactivo. La enzima de
la enzima conversora de angiotensina (ACE) después cataliza la escisién de la Angl en la angiotensina II (AnglIl)
octémera activa, que puede contribuir a la hipertension promoviendo la vasoconstriccion vascular del musculo liso
y la reabsorcién de sodio del tibulo renal. Los ratones mutantes ACE muestran hipotensién espontanea, infertilidad
masculina parcial, y malformaciones renales. En los seres humanos, un polimorfismo ACE se ha asociado a determi-
nantes de funcién renal y cardiovascular, y la inhibicién farmacolégica de ACE y receptores de Angll son eficaces en
la reduccién de la presion sanguinea la reduccién de la presion sanguinea y enfermedad renal. Ademads, la inhibicién
de ACE y los receptores de Angll tienen efectos beneficiosos en la insuficiencia cardiaca.

Recientemente se ha identificado un homélogo de ACE, denominado ACE2, que se expresa predominantemente
en las células endoteliales vasculares del rifién y corazén. De manera interesante, dos homdlogos de ACE también
existen en las moscas. De manera similar las funciones de ACE, ACE2 como una carboxipeptidasa, que escinde un
unico resto de Angl, que genera Angl-9, y un unico resto de Angll para generar Angl-7. Estos datos bioquimicos in
vitro sugieren que, ACE2 modula el RAS y de este modo juegan un papel en la regulacion de la presion sanguinea. Se
conoce el papel in vivo de ACE2 en el sistema cardiovascular y el RAS.

Oonoghue et al. (Circulation Research 87 (5): el - €9, 2000) describen la identificacién de ACE2 a partir de una
genoteca de ADNc.

Yagil et al. (Hypertension 33 (1): 261 - 265, 1999) realizaron una seleccién genética de los loci cromosémicos
asociados a la hipertensién en ratas.

Acton et al. en la Patente de Estados Unidos N° 6.194.556 (documento WO 02/12471), describe el uso de ACE2 en
la diagnosis y terapéutica de los estados asociados a ACE2. La patente establecié que los niveles de expresién ACE2 se
incrementan con la hipertension y de este modo los antagonistas o inhibidores de ACE2 serfan titiles en el tratamiento
de un incremento de la presion sanguinea o trastornos relacionados. La solicitud de patente canadiense n°® 2.372.387
proporciona ejemplos especificos de inhibidores de ACE2 que, se pretende que sean titiles para el tratamiento de
enfermedad cardiaca enfermedad cardiaca, tal como hipertension. Esto de nuevo enfatiza la necesidad de inhibir, en
lugar de incrementar, la actividad de ACE2. Estas referencias, que ensefian la necesidad de inhibir la actividad de
ACE2, se basan solamente en los datos experimentales in vitro. No proporcionan datos in vivo, tales como los datos
de mamiferos inactivados, para caracterizar ACE2. Hasta la fecha, no se ha aprobado ningtin inhibidor de ACE2
como compuesto farmacéutico para el tratamiento de hipertension. Ademads, el papel in vivo de ACE2 en el sistema
cardiovascular y el RAS permanece en gran medida desconocido. Permanece una necesidad de caracterizar la funcién
de ACE2 con el fin de sea capaz de disefiar ensayos de diagndstico apropiados y compuestos farmacéuticos para el
tratamiento de enfermedad cardiaca y renal.

Sumario de la invencion

La invencién proporciona un nuevo paradigma para la regulacién del sistema renina - angiotensina y muestra un
uso completamente nuevo e inesperado de ACE2, en contraste a la prediccion basada en los datos in vitro (patente
Acton) y no esperada en la técnica anterior, como un regulador critico negativo del RAS requerido para la funcién
cardiaca y control de la presién sanguinea. La activaciéon de ACE2 es critica para el tratamiento y prevencién de
enfermedad cardiaca, pulmonar y renal. La invencién muestra la primera vez que la administracién de un activador de
ACE2 a un animal previene y trata la hipertensioén y enfermedad cardiaca y renal, y lesién pulmonar. El 4mbito de la
presente invencion se define en las reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones preferidas de la invencién se describirdn en relacién a los dibujos que siguen:
Figura 1
Secuencia y mapeo cromosémico de ACE2 de rata

a, alineacion de proteina de ACE2 de rata, de ratén y ser humano, con ACE de testiculos humanos y de ratén
(T-ACE). Lo sombreado en negro indica la identidad de aminoécidos y los lo sombreado en gris indica el grado
de similitud de aminoécidos. b, Estructura del dominio esquemdtico de ACE y ACE2. Hay que observar que ACE2
solamente contiene el dominio ACE con el sitio de unién de cinc de consenso HEMGH. Los centros cataliticos se
indican en negro, el péptido sefial se indica en gris y el dominio transmembrana en lineas discontinuas. ¢, Patrones de
Expresion de los genes de ACE2 de rata y ratén en tejidos adultos diferentes y dias diferentes de desarrollo embrionario
(E7 = dia embrionario 7). Hay que observar que estdn presentes dos isoformas para ACE2 en ratones, pero no en rato
o ser humano (no mostrado), una caracteristica similar a la observada para ACE15. d, Resultados de mapa de hibrido
de radiacién de ACE2 de rata, comparado con el mapa de QTL identificado en los animales sensibles a sal ratas
Sabra (SS-X), SHRSP (BP3), y SHR (BB.Xs). Los nombres de los marcadores polimérficos se indican a la izquierda
del ideograma. Se muestran las puntuaciones de LOD vy los valores theta para los marcadores unidos a ACE2. cR =
centiRads.

Figura 2
Niveles de expresion de ACE2 en modelos de ratas de hipertension

a, andlisis de transferencia Northern de ARNm de ACE2 de rifiones de ratas Sabra SBH/y y SBN/y. La seccién
anterior muestra la representacion de transferencias de Northern con niveles de control de actina. El panel inferior
muestra los niveles relativos de mensaje de ace2 normalizado para los niveles de actina. b, Andlisis de transferencia de
Western de los nivel proteina de ACE2 de rifiones de Sabra SBH/y y sus ratas control SBN/y, asi como SHR y SHRSP
y sus ratas control WKY. La seccién superior muestra transferencias de Western representativas. Se indica la presién
sanguinea sist6lica (BP) en mmHg para las respectivas ratas Sabra. El panel inferior muestra los niveles de proteina
relativos de ACE2 corregidos para actina. Las barras muestran los valores medios +/- ETM. * = p < 0,05, ** =p <
0,01. (n = 4, para todos los grupos).

Figura 3
Rotura dirigida de ACE2 de raton mediante recombinacion homdloga

a, Estrategia de direccion de genes. Se muestra una parte del locus de tipo salvaje de ace2 murino (parte superior).
Los recuadros en negro indican exones. El vector de direccién se disefié para reemplazar el exén 9 que codifica el
dominio catalitico de unién a cinc con el médulo del gen de resistencia a neomicina (neo) colocado en la orientacién de
sentido contrario. Se usé la timidita quinasa (TK) para la seleccion negativa. Las sondas flanqueantes de 3’ y 5° usadas
para los andlisis de Southern se indican con un recuadro de linea discontinuo. b, andlisis de transferencia Southern de
células ace+/y y ace-/y ES. Se digirié el ADN gendmico con EcoRI y se hibridiz6 con la sonda flanqueante de 3’ y 5°
mostrada en (a). ¢, Andlisis de transferencia de Western de la proteina de expresién de ACE2 en los rifiones de ratones
ace2+/y ace-/y. El anti-ACE2 Ab es reactivo con una regiéon N-terminal a la supresion. d, andlisis de RT-PCR de la
expresion de ARNm de ACE en el corazén y rifiones de ratones ace2+/y y ace2-/y. Se muestran diferentes ciclos de
PCR para la amplificacién lineal y los niveles de ARNm de GAPDH como control.

Figura 4
Presion sanguinea normal y funciones renales

a, Se muestran mediciones de la presién sanguinea en ratones de 3 meses de edad ace2+/y (n = 8) y ace2-/y (n
= 8) en la ausencia (paneles izquierdos) o la presencia del bloqueador de ACE Captopril. Las presiones sanguineas
se determinaron mediante el uso de los extremos de cola y se muestran los valores medios +/- D E. Se administr
Captopril a los ratones durante 2 semanas antes de las mediciones de presién sanguinea como se describe en los Pro-
cedimientos. Estas presiones sanguineas se confirmaron usando mediciones hemodindmicas y de Langendorf invasivas
(no mostradas). Las diferencias en los ratones tanto los ratones tratados con captopril ace2+/y como ace2-/y son sig-
nificativamente diferentes de de los grupos no tratados respectivos (** p < 0,01). b, Las histologias de rifién normales
se observan en los ratones de 6 meses de edad ace2+/y y ace2-/y. Las flechas indican glomérulos.

Figura 5
Morfologia del corazon

a, Secciones teflidas H&E de corazones aislados de ratones de 6 meses de edad ace2+/y y ace2-/y. Los ventri-
culos izquierdos agrandados (LV) y ventriculos derechos (RV) se observaron en los ratones ace2-/y. Sin embargo,
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el tamafio global del corazén era comparable entre ambos genotipos y no existia evidencia de hipertrofia cardiaca,
microscépicamente o en cardiomiocitos aislados.

b, Cuantificacion de las relaciones de peso de corazén/cuerpo de los ratones de 6 meses de edad ace2+/y (n= 8)
y ace2-/y (n = 8) como un indicador de hipertrofia cardiaca. Se debe observar que los pesos del cuerpo, pesos del
corazon, longitudes de la tibia, y las relaciones de peso del corazén/longitud e la tibia no cambiaron entre los grupos
genéticos diferentes a todas las edades analizadas (no mostrado). ¢, d, Existia una fibrosis intersticial en los ratones
ace2-/y. Una caracteristica de sello para la cardiopatia dilatada es la fibrosis intersticial. Sin embargo, la fibrosis
intersticial era comparable entre los corazones de ratones ace2+/y (n = 8) y ace2-/y (n = 8). (c) muestra la tincién de
PSR de corazones individuales. Hay que observar que la fibrosis perivascular, teflido en rojo, tanto en animales de tipo
salvaje como mutantes. (d) cuantificacién de cambios fibréticos en el intersticio.

Figura 6
Pérdida de los resultados de ACE?2 en la insuficiencia cardiaca contrdctil grave

a, mediciones ecocardiogréificas de corazones en contraccién en ratones ace2+/y de 6 meses de edad y dos ace2-/y.
Los médximos y valles indican la sistole y didstole de los ritmos cardiacos individuales. Las flechas indican la distancia
entre la contraccion sistdlica (LVESD) y la relajacién sistlica (LVEDD), valores que determinan el porcentaje de
acortamiento (% FS). Hay que observar que el incremento de las dimensiones diastdlicas y sistdlicas en los ratones
ace2-/y son indicativos de la dilatacion cardiaca. Los datos experimentales se pueden observar en la Tabla 1. b, Se
observo el porcentaje de acortamiento fraccional y velocidad de acortamiento circunferencial de fibra, dos pardmetros
de sello para la contraccién del corazon, en ratones de 6 meses de edad ace2+/y (n = 8) y ace2-/y (n = 8) y ratones de 6
meses de edad ace2+/- (n=5) y ratones hembra ace2-/- (n = 5). Se determinaron los valores mediante ecocardiografia.
Se muestran los valores medios +/-DE. * p < 0,05 y ** p < 0,01 entre grupos genéticos. Loas datos experimentales se
pueden ver en la Tabla 1. ¢, Mediciones de la presién sanguinea en ratones macho de 6 meses de edad ace2+/y (n = 8)
y ace2-/y (n = 8) y ratones hembra de 6 meses de edad ace2+/- (n = 5) y ratones hembra ace2-/- (n = 5). Se muestran
los valores medios +/- DE. Se confirmaron las presiones sanguineas usando las mediciones hemodindmicas invasivas
como se puede observar en la Tabla 2..* p < 0,05.

Figura 7. La regulacién hacia arriba de los marcadores de hipoxia e incremento de los niveles de la angiotensina II
en la ausencia de ACE2 g, b, andlisis de transferencia de Northern de BNIP3 y niveles de expresiéon de ARNm de PAI-
1, dos genes inducibles por hipoxia en ratones macho de 6 meses de edad ace2+/y (n=5) y ratones ace2-/y (n = 5). (a)
muestra datos de transferencia de Northern individuales (b) niveles relativos de BNIP3 y niveles de ARNm de PAI- 1
normalizados para el control de gréfico. ** p < 0,01. ¢, los niveles de péptido de Angiotensina I (Angl) y Angiotensina
II (Angll) en el corazon y rifiones de ratones macho de camada ace2*” (n = 8) y ace2™” (n = 8). Los niveles en tejido
de Angl y Angll se determinaron mediante radioiinmunoensayos.

Se muestran los niveles de péptido medios +/- DE. ** p < 0,01.
Figura 8
Ratones doble mutantes ACE-ACE?2 no desarrollan insuficiencia cardiaca

a, Mediciones de presion sanguinea en ratones macho de 6 meses de edad ace2*” (n = 8), ace™'~ (n = 8), y ratones
doble mutantes ace™'~ ace2™ (n = 6). Se muestran los valores medios +/- DE. Las Presiones sanguineas se confirmaron
usando mediciones hemodindmicas invasivas. ** p<0.01 de mutante cuando se compara con los ratones de tipo salvaje
b, Porcentaje de acortamiento fraccional y velocidad de acortamiento circunferencial de fibra en ratones macho ace**’”
(n=8), ace2™ (n=8), ace™’ (n=28) y ace™’~ ace2™" doble mutantes (n = 6) de la misma camada. Se determinaron
los valores mediante ecocardiografia. Se muestran los valores medios +/- DE.

** p < 0,01 entre los grupos genéticos. Se pueden observar los datos experimentales en la Tabla 3. ¢, mediciones
ecocardiograficas de las contracciones de corazon en los ratones machos de 6 meses de edad ace2*”?, ace2™, ace™",y
ace™'~ ace2™"Y doble mutante de la misma camada. Se analizaron los ecocardiogramas y se marcaron como se describe
en la Figura 6a. Hay que observar que la ablacién de ACE en un fondo nulo de ace2 completamente rescata los defectos
del corazén contrictil observado en los ratones ace2™”¥ mutantes individuales.

Figura 9. Se calcul6 el porcentaje de cambio en elastancia desde el comienzo con el tiempo. Se calculd la elastancia
del pulmén dividiendo la presién méaxima traqueal por el volumen.

Figura 10. a, ADN de ACE2 humano (SEQ ID NO:1). b, polipéptido de ACE2 humano (SEQ ID NO:2).
Figura 11. a, ADN de ACE2 de ratén (SEQ ID NO:3). b, polipéptido de ACE2 de ratén (SEQ ID NO:4)

Figura 12. Polimorfismos y secuencias de nucleétidos ACE2.
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Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona un nuevo paradigma para la regulacién del sistema RAS y muestra que ACE2 es un
regulador critico negativo del RAS requerido para la funcién cardiaca y funcién cardiovascular, funcién renal y
lesién pulmonar. La invencion ensefia por primera vez el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un po-
lipéptido de ACE2 o 4cido nucleico de ACE2. Para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un
estado de disminucién de ACE2 seleccionado entre hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia car-
diaca crénica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis, insuficiencia renal o una enfer-
medad pulmonar en un mamifero, en el que la enfermedad pulmonar es enfermedad pulmonar obstructiva crdnica,
neumonia, asma, bronquitis crénica, enfisema pulmonar, fibrosis cistica, enfermedad pulmonar intersticial, hiperten-
sién pulmonar critica, Embolia pulmonar, sarcoidosis pulmonar, tuberculosis, edema pulmonar, ARDS o cancer de
pulmén.

Este resultado es completamente inesperado en vista de las referencias de la técnica anterior, tal como la Paten-
te de Estados Unidos n° 6.194.556 y la Solicitud de Patente Canadiense n® 2.372.387, descrita anteriormente, que
ensefia que la actividad de ACE2 se debe inhibir con el fin de tratar enfermedad cardiaca. De este modo es sor-
prendente que la enfermedad cardiaca se trate realmente mediante la activacion de la expresién de y/o actividad de
ACE2.

La invencion también incluye ensayos de seleccion para detector un agonista de la actividad de ACE2, que se puede
usar para tratar las enfermedades mencionadas anteriormente. Estos ensayos son in vitro o in vivo. En una realizacién
preferida la invencién incluye un ensayo de células huésped endotelial, de rifién, pulmén o corazén para evaluar si un
compuesto candidato es capaz de incrementar la expresion o actividad de ACE2. Se cultivan las células en la presencia
de al menos un compuesto cuya habilidad para activar la expresion o actividad se busca que se determine y las células
se miden para determinar un incremento en el nivel de expresién de ACE2. Otro aspecto de la invencién implica un
ratoén con inactivacion de ACE2 para identificar los compuestos que pueden superar los efectos de la pérdida de ACE2.
Los polipéptidos y moléculas organicas se ensayan en estos ensayos. La invencién incluye todos los compuestos que se
identifican con los procedimientos de seleccion de la invencién y que son adecuados para la administracion a animales
en las composiciones farmacéuticas.

Procedimientos terapéuticos

Como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, los presentes inventores han mostrado que la
expresion del gen ACE2 estd regulado hacia abajo en la hipertension, enfermedad cardfaca y renal. De acuerdo con lo
anterior, la presente invencién proporciona el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de ACE2
o acido nucleico de ACE2 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una disminucién del estado de
ACE?2 seleccionado entre hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia cardiaca crénica, insuficiencia
cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis, insuficiencia renal o una enfermedad pulmonar en un mamifero,
en el que la enfermedad pulmonar es enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumonia, asma, bronquitis crénica,
enfisema pulmonar, fibrosis quistica, enfermedad pulmonar intersticial, hipertensién pulmonar primaria, embolia pul-
monar, sarcoidosis pulmonar, tuberculosis, edema pulmonar, ARDS o cdncer de pulmén. La cantidad terapéuticamente
eficaz puede ser de moléculas de 4cido nucleico (incluyendo ACE2 o sus fragmentos), proteinas (incluyendo Ace2 o
sus fragmentos) o péptidos. Si o no el gen de ACE2 se incrementa se puede determinar facilmente por los expertos
en la técnica usando procedimientos conocidos incluyendo transferencia de Western SDSPAGE, inmunoquimica, RT-
PCR, transferencia de Northern e hibridacién in situ.

El término “animal” como se usa en el presente documento incluye todos los miembros del reino animal. Los
animales son preferiblemente seres humanos.

El término “cantidad eficaz” como se usa en el presente documento significa una cantidad eficaz a dosificaciones y
durante periodos de tiempo necesarios para potenciar el nivel de ACE2 El término “tratamiento o tratar” como se usa
en el presente documento significa un planteamiento para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluyendo los
resultados clinicos. Los resultados clinicos o beneficiosos deseados pueden incluir, pero no se limitan a, alivio o me-
jora de de uno o més sintomas o afecciones, disminucion o extincién de la enfermedad, estado patolégico estabilizado
(es decir no empeoramiento), prevencion de la extension de la enfermedad, retraso o ralentizacién de la progresion
de la enfermedad, mejora o paliacién del estado patoldgico, y remision del estado patoldgico, y remision (bien par-
cial o total), bien detectable o indetectable. “tratamiento” también puede significar prolongacién de la supervivencia
comparado con la supervivencia esperada si no recibe tratamiento.

Administracion de molécula de dcido nucleico de ACE2

En una realizacidn, la expresion del gen de ACE2 se incrementa mediante la administracion de un 4cido nucleico
que comprende un gen de ACE2 o una parte del mismo.

En otra realizacion, la expresion del gen de ACE2 se puede incrementar mediante la administracién de un agente
que incrementa la expresion del gen de ACE2 incluyendo cualesquiera agentes identificados usando los ensayos de
seleccion en esta solicitud.
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Ya que un animal que sufre de la enfermedad, trastorno o estado fisico anormal se puede tratar mediante la re-
gulacién hacia arriba de ACE2, la terapia génica para incrementar la expresion de ACE2 es titil para modificar el
desarrollo/progresion de enfermedad pulmonar renal o pulmonar.

La invencién incluye procedimientos y composiciones para proporcionar la terapia génica de ACE2 para el trata-
miento de enfermedades, trastornos o estados fisicos anormales caracterizados por la disminucién de la expresion de
ACE?2 o niveles de la actividad del polipéptido de ACE2.

La invencién incluye procedimientos y composiciones para proporcionar una molécula de dcido nucleico que co-
difica ACE2 o molécula de dcido nucleico equivalente a las células de un animal de manera que la expresiéon de ACE2
en las células proporciona la actividad biolégica o fenotipo del polipéptido de ACE2 a esas células. Se administran
suficientes cantidades de la molécula de 4cido nucleico y se expresan a niveles suficientes para proporcionar la activi-
dad bioldgica o fenotipo del polipéptido de ACE2 a las células. Por ejemplo, el procedimiento puede preferiblemente
implicar un procedimiento de distribucién de una molécula de 4cido nucleico que codifica ACE2 a las células de un
animal que tiene enfermedad cardiovascular o renal, o pulmonar, que comprende la administracién al sujeto de un
vector que comprende ADN que codifica ACE2. El procedimiento también se puede referir a un procedimiento para
proporcionar un animal que tiene enfermedad cardiovascular o renal, o pulmonar con el polipéptido biolégicamente
activo de ACE2 mediante la administracién de ADN que codifica ACE2. El procedimiento se puede realizar in vivo
0 ex vivo (por ejemplo, con células del tronco de corazén, pulmén, endoteliales o de rifién, células progenitoras u
otras células que van a ser células transplantada). Se explican los procedimientos y composiciones para administrar
ACE2 (que se incluyen en terapia) a célula aislada o un animal, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos nu-
meros 5.672.344, 5.645.829, 5.741.486, 5.656.465, 5.547.932, 5.529.774, 5.436.146, 5.399.346, 5.670.488, 5.240.84,
6.322.536, 6.306.830 y 6.071.890.

El procedimiento también se refiere a un procedimiento para producir una reserva de de virus recombinante me-
diante la produccién de virus adecuado para terapia génica que comprende el ADN que codifica ACE2. Este procedi-
miento preferiblemente implica la transfeccién de células que permiten la replicacién de virus (conteniendo el virus la
molécula de dcido nucleico) y recoger el virus producido.

Los procedimientos y composiciones se pueden usar in vivo o in vitro. La invencién también incluye composiciones
(preferiblemente composiciones farmacéuticas para la terapia génica). Las composiciones incluyen un vector que
contiene ACE2. El vehiculo puede ser un vehiculo farmacéutico o un transformante de célula huésped que incluye
el vector. Los vectores conocidos en la técnica incluyen pero no se limitan a retrovirus, adenovirus, virus asociado
a adeno (AAV), vectores herpes virus, tales como vectores de virus vaccinia, VIH y vectores basados en lentivirus,
o pldsmidos. La invencién también incluye lineas celulares de empaquetamiento y auxiliares que se requieren para
producir el vector. Los procedimientos de produccién del vector y procedimientos de terapia génica que usan el vector
y procedimientos de la terapia génica que usan el vector también se incluyen en la invencion.

La invencién también incluye una célula transformada que contiene el vector y las secuencias de moléculas de
acido nucleico de ACE2 recombinantes.

Uso de variantes de ACE2 - Modificaciones a la secuencia de polipéptido

Las variantes de ACE2 se pueden usar en los procedimientos de la invencién. Los cambios que dan como resultado
la produccién de de una secuencia de aminodcidos quimicamente similar equivalente estdn incluidas dentro del alcance
de la invencién. Los polipéptidos que tienen identidad de secuencias con el receptor de ACE2 se ensayan para asegurar
que son adecuados para el uso en el procedimiento de la invencién. Se pueden producir de manera natural variantes
de polipéptidos de la invencidn, por ejemplo, mediante mutacién, o se pueden preparar, por ejemplo, con técnicas
de ingenieria genética de polipéptido tales como mutagénesis dirigida al sitio, que se conocen bien en la técnica
para substitucién de aminodcidos. Por ejemplo, un resto hidréfobo, tal como glicina se puede sustituir por otro resto
hidréfobo tal como alanina. Un resto alanina puede estar sustituido con un resto mas hidréfobo tal como leucina, valina
o isoleucina. Un aminodcido cargado negativamente tal como 4cido aspdrtico se puede sustituir por dcido glutdmico.
Un aminodcido cargado positivamente tal como lisina se puede sustituir por otro aminoécido cargado positivamente
tal como arginina.

Por lo tanto, la invencidn incluye polipéptidos que tienen cambios o sustituciones conservadores en secuencias
de aminodcidos. Las sustituciones conservadoras insertan uno o mas aminoécidos, que tienen propiedades quimicas
similares que los aminodcidos reemplazados. La invencién incluye secuencias donde las sustituciones conservadoras
se hacen de manera que no destruyan la actividad del compuesto.

Los polipéptidos que comprenden uno o mas d-aminoécidos se contemplan con la invencién. También se con-
templan polipéptidos donde uno o mds aminoécidos estdn acetilados en el extremo N. Los expertos en la técnica
reconocen que estd disponible una diversidad de técnicas para construir miméticos de polipéptidos con la misma o
similar actividad del compuesto deseado pero con actividad més favorable que el polipéptido con respecto a la so-
lubilidad estabilidad, y/o susceptibilidad a hidrélisis y proteolisis. Véase, por ejemplo, Morgan y Gainor, Ann. Rep.
Med. Chem., 24: 243 - 252 (1989). Los ejemplos de miméticos de polipéptido se describen en la patente de estados
Unidos N° 5.643.873. Otras patentes que describen coémo preparar y usar miméticos se incluyen, por ejemplo en,
5.786.322, 5.767.075, 5.763.571, 5.753.226, 5.683.983, 5.677.280, 5.672.584, 5.668.110, 5.654.276, 5.643.873. Los
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miméticos de los polipéptidos de la invencidn también se pueden preparar de acuerdo a otras técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, tratando un polipéptido de la invencién con una agente que altera quimicamente un grupo lateral
convirtiendo un grupo hidrégeno en otro grupo tal como un grupo hidroxi o amino. Los miméticos preferiblemente
incluyen las secuencias que son o bien enteramente hechos de aminodcidos o secuencias que son hibridos incluyendo
los aminodcidos y aminodcidos modificados u otras moléculas organicas.

La invencién también incluye hibridos y polipéptidos, por ejemplo donde una secuencia de nucleétidos se combina
con una segunda secuencia.

La invencién también incluye procedimientos de uso de fragmentos de polipéptidos de ACE2 que se pueden usar
para conferir actividad del compuesto si los fragmentos retienen actividad. La invencién también incluye polipéptidos
y fragmentos de los polipéptidos de la invencién que se pueden usar como una herramienta de investigacién para
caracterizar el polipéptido o su actividad. Tales polipéptidos preferiblemente constan de al menos 5 aminoacidos. En
realizaciones preferidas, pueden constar de 6 a 10, 11 a 15, 16 a 25,26 a 50,51 a 75,76 a 100 6 101 a 250 6 250 a 500
aminodcidos. Los fragmentos pueden incluir secuencias con mds aminodcidos eliminados, por ejemplo, aminodcidos
del extremo C en una secuencia del compuesto.

Potenciacion de la actividad del polipéptido ACE2

La actividad de ACE2 aumenta o disminuye llevando a cabo mutagénesis dirigida al sitio selectiva. Un pldsmido
de ADN o vector de expresidon que contiene la molécula de dcido nucleico o una molécula de dcido nucleico que tiene
identidad de secuencia se usa preferiblemente para estos estudios usando el kit de mutagénesis U.S.E. (Eliminacién de
sitio tnico) de Pharmacia Biotech u otros kits de mutagénesis que estdn comercialmente disponibles, o usando PCR.
Una vez que se crea y confirma la mutacién mediante andlisis de secuencia de ADN, el polipéptido mutante se expresa
usando u sistema de expresion y se controla su actividad.

La invencién también incluye procedimientos de uso de polipéptidos que tienen identidad de secuencia al menos
aproximadamente: > 20%, > 25%, > 28%, > 30%, > 35%, > 40%, > 50%, > 60%, > 70%, > 80% o > 90% mis
preferiblemente al menos aproximadamente > 95%, > 99% o > 99,5%, a ACE2 humano o de ratén (o una secuencia
parcial del mismo). Las moléculas de polipéptido modificadas se describen mds adelante. Preferiblemente aproxima-
damente: 1, 2, 3,4, 5,6 a 10, 10 a 25, 26 a 50 6 51 a 100, o 101 a 250 nucleétidos o aminodacidos estan modifi-
cados.

Se calcula la identidad de acuerdo con conocidos en la técnica. La identidad de secuencia se determina lo mds pre-
feriblemente mediante la investigacién avanzada del programa BLAST version 2.1 (pardmetros como antes). BLAST
es una serie de programas que estian disponibles en la linea http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. La investigacién de
BLAST avanzada (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=1) se establece para los pardmetros por defecto.
(es decir, Matrix BLOSUMG62; Coste de existencia de hueco 11; Por coste de hueco de residuo 1; relaciéon Lambda
0,85 defecto).

Las referencias a investigaciones BLAST son: Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.-W. & Lipman, D.J.
(1990) “Basic local alignment search tool”. J. Mol. Biol. 215: 403 - 410; Gish, W. & States, D.J. (1993) “Identification
of protein coding regions by database similarity search”. Nature Genet. 3: 266 - 272; Madden, T.L., Tatusov, R.L. &
Zhang, J. (1996) “Applications of network BLAST server” Meth. Enzymol. 266: 131 - 141; Altschul, S.F., Madden,
T.L, Schiiffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D.J. (1997) “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a
new generation of protein database search programs”. Acido nucleicos Res. 25: 3389 - 3402; Zhang, J. & Madden,
T.L. (1997) “PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or automated sequence analysis and
annotation”. Genome Res. 7: 649 — 656.

Preferiblemente aproximadamente: 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 10, 10 a 25, 26 a 50 6 51 a 100, 6 101 a 250 nucleé6tidos
o aminodcidos estdn modificados. La invencién incluye polipéptidos con mutaciones que provocan un cambio de
aminodcidos en una parte del polipéptido implicado que proporciona la actividad de manera que la mutacién aumenta
o disminuye la actividad del polipéptido.

Seleccion de los activadores de ACE2

Se seleccionan pequefias moléculas organicas para determinar si incrementan la expresion o actividad de ACE2.
Los fragmentos de polipéptidos de ACE2 asi como los polipéptidos que tienen identidad de secuencia con ACE2 tam-
bién se ensayan para determinar si incrementan la actividad de ACE2 en ensayos in vitro e in vivo en lineas celulares.
Los activadores se dirigen preferiblemente hacia dominios especificos de ACE2 para incrementar la activacion de
ACE2. Para lograr la especificidad, los activadores deben dirigir las secuencias tnicas de ACE2.

La presente invencién también incluye el aislamiento de sustancias que incrementan la expresiéon de ACE2. En
particular se pueden aislar los ligandos o sustancias que se unir al gen o proteina de ACE2. Se pueden ensayar mues-
tras bioldgicas y genotecas comercialmente disponibles para sustancias tales como proteinas que se unen a un gen
o proteina de ACE2. Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de una proteina de ACE2 se puede usar para sondar
genotecas de péptidos mientras una secuencia de acido nucleico que codifica ACE2 se puede usar para sondar geno-
tecas de 4cidos nucleicos. Ademds, los anticuerpos preparados para ACE2 se pueden usar para aislar otros péptidos
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con afinidad para ACE2. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos marcados se pueden usar para sondar genotecas de
despliegue en fago o muestras bioldgicas.

Las condiciones que permiten la formacién de complejos con una sustancia y un gen o proteina de ACE2 se pueden
seleccionar para que tengan relacién con los factores tales como la naturaleza y cantidades de la sustancia y el gen o
proteina de ACEZ2. El complejo sustancia - proteina o sustancia - gen, sustancia libre o sustancia sin formar complejo se
pueden aislar mediante técnicas de aislamiento convencionales, por ejemplo, precipitacion con sales, cromatografia,
electroforesis, filtracion en gel, fraccionamiento, absorcidn, electroforesis en gel de poliacrilamida, aglutinacién, o
combinaciones de las mismas. Para facilitar el ensayo de de los componentes, se pueden utilizar anticuerpo contra
ACE2 o la sustancia, o proteina marcada, o una sustancia marcada. Los anticuerpos, proteinas, o sustancias se pueden
marcar, seglin sea apropiado, con una sustancia detectable como se describe mds adelante.

Una vez que se han aislado las parejas de unién potenciales, se pueden disefiar procedimientos de seleccion para
determinar si las sustancias que se unen a los genes o proteinas de ACE2 son ttiles en los procedimientos de la presente
invencion para potenciar la expresion de ACE2 sobre una célula y por lo tanto ttiles en el tratamiento de enfermedad.

Por lo tanto, la invencién también proporciona procedimientos para identificar sustancias que son capaces de unirse
a genes o proteinas de ACE2. En particular, los procedimientos se pueden usar para identificar sustancias, que son
capaces de unirse y aumentar o potenciar la expresién de ACE2. De acuerdo con lo anterior la invencién proporciona
un procedimiento para seleccionar un compuesto que es un agonista de la actividad de ACE2, que comprende:

a. proporcionar: i) una preparacién purificada que comprende ACE2, ii) un sustrato, y iii) un compuesto de
ensayo;

b. mezclar dicho ACE2 y dicho sustrato en condiciones tales que dicho ACE2 pueda actuar sobre dicho
sustrato para producir un producto, en el que dicha mezcla se realiza en presencia y ausencia de dicho
compuesto de ensayo; y

c. medir directa o indirectamente la cantidad de dicho producto producido en la presencia o ausencia de dicho
compuesto de ensayo, caracterizado porque dicho sustrato es angiotensina II.

Se puede usar cualquier sistema de ensayo o procedimiento de ensayo que detecta interacciones proteina-proteina
incluyendo la co-inmunoprecipitacion, reticulacién y copurificacién mediante gradientes o columnas cromatogréaficas.
De manera adicional, los estudios cristalograficos de rayos x se pueden usar como un medio de evaluar las interacciones
con sustancias y moléculas. Por ejemplo, moléculas recombinantes purificadas en un complejo de la invencién cuando
se cristaliza en una forma adecuada son apropiados para la deteccién de interacciones intra-moleculares mediante
cristalografia de rayos x. También se puede usar espectroscopia para detectar interacciones y en particular, se puede
usar instrumentacién Q-TOF. Se pueden ensayar muestras bioldgicas y genotecas comercialmente disponibles para
los péptidos de unién a ACE2. Ademads, los anticuerpos preparados para el ACE2 se pueden usar para aislar otros
péptidos con afinidad de unién a ACE2. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos marcados para sondar genotecas de
despliegue en fago o muestras bioldgicas. A este respecto los péptidos se pueden usar para desarrollar un sistema de
expresion bioldgico. El uso de estos sistemas permite la produccién de grandes genotecas de secuencias de péptido
al azar y la seleccion de estas genotecas para las secuencias de péptidos que se unen a proteinas particulares. Las
genotecas se pueden producir mediante clonaciéon de ADN sintético que codifica secuencias de péptido al azar en
vectores de expresion adecuados (véase Christian ef al. 1992, J. Mol. Biol. 227: 711; Devlin et al., 1990 Science 249:
404; Cwirla et al. 1990, Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 87: 6378). También se pueden construir genotecas mediante
la sintesis concurrente de péptidos de superposicién (véase Patente de Estados Unidos N° 4.708.871). Se ensayan
activadores en modelos de animales de hipertension, enfermedad cardiaca o renal.

Se contempla un ensayo para evaluar si un compuesto candidato es capaz de incrementar la expresion o actividad
de ACE2 mediante el cultivo de células (preferiblemente células renales o cardiacas) en la presencia de al menos un
compuesto cuya capacidad para activar la expresion o actividad se pretende para que se determine y después de esto
controlar las células para evaluar un incremento en el nivel de la expresion y/o actividad de ACE2. La expresioén y/o
actividad de ACE2 indica que el compuesto candidato es Util para tratar enfermedad cardiaca o renal e hipertension.

Un ensayo similar de seleccién se puede realizar con los mamiferos conocidos en la técnica son propensos a
enfermedad cardiaca o enfermedad renal. El compuesto candidato se administra al mamifero y se mide la expresién
y/o actividad de ACE2. El aumento de expresion y/o actividad de ACE2 indica que el compuesto candidato es ttil para
tratar enfermedad cardiaca o renal.

La determinacién de un incremento en la actividad de ACE2 preferiblemente implica la determinacion de si el
compuesto incrementa la actividad proteolitica de ACE2 (incremento de la hidrdlisis de sustratos). En una variacién
de la invencion, los ensayos de la invencidn se someten a la condicidon de que el compuesto candidato no sea una sal
de sodio - hal6geno o una sal de potasio - halégeno y el ensayo no se dirige a la medicion del efecto de incrementar la
concentracion de iones en la proteolisis de ACE2.

Los procedimientos para producir ACE2 se describen en el documento CA 2.372.387. un ejemplo de un ensayo
in vitro para la activacién de ACE2 se muestra en Vickers ef al., Hydrolysis of biological péptidos by human angio-
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tensin-converting enzyme-related carboxypeptidase. J Biol. Chem. 2002, 277(17): 14838. Otros ensayos (asi como
variaciones de los ensayos anteriores) serdn evidentes para la descripcion de esta invencidn y las técnicas tales como
las descritas en las Patentes de Estados Unidos nimeros 5.851.788. 5.736.337 y 5.767.075.

Composiciones farmacéuticas

Los activadores de la expresion y actividad de ACE2 se combinan preferiblemente con otros componentes, tal
como un vehiculo, en una composicién farmacéutica. Estas composiciones se pueden administrar a un animal, pre-
feriblemente un ser humano, en forma soluble para evitar o tratar hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva,
insuficiencia cardiaca crénica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis, insuficiencia renal
o una enfermedad pulmonar en un mamifero, en el que la enfermedad pulmonar es enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, neumonia, asma, bronquitis crénica, enfisema pulmonar, fibrosis quistica, enfermedad intersticial pulmonar,
hipertensién pulmonar primaria, embolia pulmonar, sarcoidosis pulmonar, tuberculosis, edema pulmonar, ARDS o
céancer de pulmon. La enfermedad renal incluye insuficiencia renal. Los activadores de ACE2 son ttiles para regu-
lar la presién sanguinea e hipertension arterial. La presion sanguinea normal tiene una presién sanguinea diastdlica
menor que 85 mm Hg. La alta presién sanguinea normal tiene una presién sanguinea diastélica entre 85 y 89 mm
Hg. La hipertension suave corresponde a una presién de sangre diastdlica entre 90 - 104 mm Hg. La hipertensién
moderada tienen hasta una presion sanguinea diastélica entre 105 y 114 mm Hg. La hipertensién grave tiene una
presién sanguinea diastdlica mayor que 115 mm Hg. La presién sanguinea anormal también se determina a partir
de la presion sanguinea sistdlica (cuando la presiéon diast6lica en menor que 90 mmHg). La presion sanguinea nor-
mal tiene una presion sanguinea sistdlica de menos de 140 mm Hg. La hipertension sistélica limite muestra una
presion sistdlica sanguinea entre 140 y 159 mm Hg. La hipertension sistdlica aislada tiene una presién sanguinea
sistélica mayor que 160 mm Hg. (Cecil: Essentials of Medicine, Tercera edicién por Andreoli et al. W.B. Saunders
Company (1993)). Hipertension se diagnostica en un adulto mayor de 18 afios de edad si la media de dos o méds
mediciones de presién sanguinea durante al menos dos visitas es 90 mm Hg o mayor diastdlica o 140 mm Hg sis-
tdlica. Los nifios y mujeres embarazadas tienen una presion sanguinea menor, asi una presion sanguinea por encima
de 120/80 (es decir, 120 mm Hg de presién sanguinea sistélica/80 mm Hg de presién sanguinea diastélica) indica
hipertension.

Las composiciones farmacéuticas se puede administrar a seres humanos o animales mediante una diversidad de
procedimientos que incluyen, pero no se limitan a la administracién tépica, administracién oral, administracién por
aerosol, instilacién intratraqueal, inyeccion intraperitoneal, e inyeccidn intravenosa. Las dosificaciones a administrar
dependen de las necesidades del paciente, sobre el efecto deseado y de la via de administracion elegida. Los polipép-
tidos se pueden introducir en las células usando vehiculos de administracién de in vivo tales como pero sin exclusién
a liposomas.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante procedimientos conocidos para la preparacion de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a pacientes, de manera que una cantidad
eficaz de la molécula de acido nucleico o polipéptido se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., Estados Unidos).

En esta base, las composiciones farmacéuticas pueden incluir un compuesto o sustancia activo, tal como una molé-
cula de acido nucleico o polipéptido, en asociacién con uno o mds vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, y
contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado isoosmético con los fluidos bioldgicos. Los procedimientos
de combinacién de las moléculas activas con los vehiculos o combinacién de ellos con diluyentes son bien conocidos
por los expertos en la técnica. La composicion puede incluir un agente de direccidon para el transporte del compuesto
activo a sitios especificos dentro del tejido.

Sobreexpresion heterologa de ACE2

Los vectores de expresion son utiles para proporcionar altos niveles de expresion de ACE2. Los cultivos de células
transformadas con las moléculas de 4cido nucleico son ttiles como herramientas de investigacion, particularmente para
los estudios de los estados disminucién de ACE2. Se incluyen vectores selectivos para las células cardiacas y células
de rifién preferiblemente células endoteliales que normalmente constituyen ACE2. Los ejemplos de vectores para las
células cardiacas y renales se describen, por ejemplo, en Rosengart et al. Patente de Estados Unidos n°® 6.322.536;
March et al. Patente de Estados Unidos n°® 6.224.584; Hammond et al. Patente de Estados Unidos n°® 6.174.871;
Wolfgang-M. Franz et al. Analysis of tissue - specific gene delivery by recombinant adenoviruses containing cardiac-
specific promoters. Cardiovascular Research 35 (1997) 560 - 566; Rothmann T. et al. Heart muscle-specific gene
expresion using replication defective recombinant adenovirus. Gene Ther 1996 Oct;3 (10): 919 - 26; Phillips Ml et al.
Vigilant vector: heart-specific promoter in an adeno-associated virus vector for cardioprotection. Hypertension 2002,
Feb; 39 (2 Pt 2):651-5; Herold BC et al. Herpes simplex virus as a model vector system for gene therapy in renal
disease. Kidney Int 2002 Jan;61 Suppl 1:3-8; Figlin RA et al. Technology evaluation: interleukin-2 gene therapy for
the treatment of renal cell carcinoma. Curr Opin Mol Ther 1999 Apr; 1 (2): 271 - 8; Varda-Bloom N et al. Tissue-
specific gene therapy directed to tumor angiogenesis. Gene Ther 2001 Jun;8 (11): 819-27; Scott-Taylor TH et al.,
Adenovirus facilitated infection of human cells with ecotropic retrovirus. Gene Ther mayo de 1998; 5 (5):621 - 9;
Langer JC et al. Adeno-associated virus gene transfer into renal cells: potential for in vivo gene delivery. Exp Nephrol
mayo - junio de 1998;6(3):189 - 94; Lien YH et al. Gene therapy for renal diseases. Kidney Int Suppl 1997 Oct;
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61:S85-8; y Ohno K et al. Cell-specific targeting of Sindbis virus vectors displaying IgG-binding domains of protein
A. Nat Biotechnol agosto de 1997;15(8): 763 - 7.

Se usan cultivos celulares, preferiblemente cultivos de células cardiacas y renales y cultivos celulares endoteliales,
en la sobreexpresion e investigacion de acuerdo con numerosas técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, una
linea celular (o bien una célula inmortalizada o un cultivo de células primarias) se pueden transfectar con un vector
que contiene una molécula de 4dcido nucleico de ACE2 (o molécula que tiene identidad de secuencia) para medir los
niveles de expresion de la molécula de 4cido nucleico y la actividad de la molécula de 4cido nucleico y polipéptido.
Las células también son utiles para identificar los compuestos que se unen a y activan el polipéptido.

Kits de Diagnostico que miden la actividad y/o expresion de ACE2

La medicién de la expresion o actividad de ACE2 también se usa en: i) diagnosis de enfermedad cardfaca o renal,
enfermedad pulmonar y/o hipertension ii) identificacién de pacientes en riesgo de desarrollar tal enfermedad antes
del desarrollo de la enfermedad iii) medir la respuesta terapéutica en pacientes que tienen enfermedad cardiaca tal
como enfermedad cardiaca coronaria, insuficiencia cardiaca crénica, o enfermedad renal y/o hipertensién y/o lesién
pulmonar iv). Medir el éxito de las estrategias preventivas de enfermedad experimental en tales pacientes en riesgo. La
invencién incluye un procedimiento para determinar los niveles de ACE2 en un animal que comprende las siguientes
etapas: (a) preparar una muestra de corazén o de rifién o de pulmén de un espécimen recogido del animal; (b) ensayar
la presencia de ACE2 en la muestra; y (c) correlacionar la presencia de niveles de ACE2 en la muestra con la presencia
(o riesgo) de enfermedad tal como enfermedad cardiaca o renal o pulmonar en el animal. Los niveles de ACE2 por
debajo de lo normal o por debajo de la actividad de ACE2 indican la presencia de riesgo o enfermedad.

El nimero de nucleétidos de los polimorfismos que controlan la expresion génica de ACE2, como se ha descrito
en el grafico anterior y en la Figura 11, se puede determinar facilmente por los expertos en la técnica.

Por ejemplo, un polinucleétido de la invencién se puede convertir en una sonda mediante marcado en el extremo
usando digoxigenina-11-deoxiuridina trifosfato. Tales sondas se pueden detectar inmunolégicamente usando fragmen-
tos de antidigoxigenina F (ab) de oveja policlonal conjugados a fosfato alcalino y tetrazolio azul nitro con 5-bromo-4-
cloro-3-indoil fosfato como sustrato cromogénico.

Caracterizacion de ACE2 como un regulador negativo del RAS

ACE2 se mapea en un QTL asociado a la hipertensién en tres modelos de ratas de alta presion sanguinea y niveles
de ACE2 se reducen en todas las rezas de ratas hipertensivas. En ratones, la inactivacion genética de ACE2 que usa
recombinacién homdloga da como resultado un incremento de los niveles del péptido de Angll en tejidos, regulacién
hacia arriba de genes de hipoxia en la disfuncién cardiaca, y cardiaca severa.

La ablacidn de la expresion de ACE sobre un antecedente deficiente de ace2 completamente abolia el fenotipo de
insuficiente cardiaca de los ratones con inactivacién tnica a ace2. Estos datos proporcionan un nuevo paradigma para
la regulacién del RAS e identificar ACE2 como un regulador negativo de RAS que controla la funcién cardiaca.

ACE2 y control de la presion sanguinea

La mayoria de las enfermedades cardiovasculares son caracteres cuantitativos multifactoriales controlados por
factores tanto genéticas como ambientales. Un factor principal para la enfermedad cardiovascular es el RAS. En
contraste a ACE que se expresa de manera ubicua, el ACE2 recientemente identificado muestra la expresion especifica
de tejido. ACE2 regula los niveles endégenos de Angll, compitiendo con ACE por su sustrato de Angl y/o mediante la
escisién de Angll para generar Angl-7. Antes de esta invencion, no se conocia nada sobre el papel in vivo de ACE2 en
el sistema cardiovascular. ACE2 regula los niveles endégenos de Angll. También funciona como un regulador negativo
del RAS.

En tres razas de rata diferentes que desarrollan hipertensién espontdnea o inducida por dieta y enfermedad cardio-
vascular, ACE2 se mapea dentro de un QTL definido en el cromosoma X. En todas estas razas de ratas susceptibles
a hipertension, los niveles de ARNm y de proteina de ACE2 estan regulados hacia abajo. El locus SS-X identificado
en el andlisis de QTL en ratas Sabra también se identifican como un locus que confiere resistencia a la carga de sal.
La reduccién en ACE2 in en la raza sensible a la sal y la ausencia de cualquier alteracién en su expresién en la raza
resistente muestra que ACE2 confiere resistencia a los cambios de presion sanguinea inducidos por la dieta.

La posicién del mapa y expresion reducida muestra que ACE2 es el gen que contribuye a QTL hipertenso sobre el
cromosoma X. Ademds, el incremento de la expresién de Angl y AngllI en ratones sin ace2 confirman que ACE2 es
un regulador del sistema RAS in vivo. Sin embargo, la pérdida de ACE2 en nuestros ratones no dieron como resultado
ningln cambio directo en la presién sanguinea incluso cuando la funcién de ACE estaba bloqueada. Los cambios
de la presion sanguinea solamente se producen cuando la disfuncién cardiaca extrema estaba presente en los ratones
mayos de mayor edad. Los factores genéticos que contribuyen a la hipertension ellos mismos no alteran la presién
sanguinea. En su lugar, estos QTL definen los determinantes individuales de la presiéon sanguinea, que de acuerdo
con otros polimorfismos genéticos promueven el cambio en la presién sanguinea. Los inventores han identificado la
asociacion de los polimorfismos ACE2 con alta presion sanguinea en la poblacién humana. De manera importante,
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los datos de los inventores muestran que ACE2 funciona como un regulador negativo del aumento de la presién
sanguinea.

ACE2 y el control de la funcion cardiaca

De manera inesperada, la perdida de ACE2 en ratones da como resultado una disfuncién profunda contractil que
conduce a una reduccién intensa de la presién sanguinea sistémica en los ratones de mayor edad. De manera impor-
tante, esta disfuncién cardiaca estd completamente invertida mediante la rotura de ACE que sugiere que un producto
catalitico de ACE desencadena una alteracién contréctil en la ausencia de ACE2. ya que estos defectos de contraccién
se pueden producir en la ausencia de hipertrofia o cualesquiera cambios detectables en la presién sanguinea, los datos
de los investigadores también proporcionan prueba genética de que el fenotipo de la enfermedad cardiaca regulado por
RAS puede no estar relacionado de manera genética con sus efectos sobre la presién sanguinea e hipertrofia cardiaca.

Los inhibidores de ACE y bloqueadores del receptor de Angll se ha mostrado que tienen un papel cardioprotecor
en la insuficiencia cardiaca en seres humanos, implicando de este modo AnglI en la enfermedad cardiaca. La abolicién
completa de la disfuncién cardiaca en el doble mutante ace/ace2 de los investigadores muestra que el RAS controla
directamente la funcién cardiaca y que ACE2 es un regulador negativo critico que antagoniza el RAS e insuficiencia
cardiaca. Los experimentos de los investigadores sobre experimentos de rescate genéticos indican de una manera
notable que es de hecho un producto de ACE que dirige la insuficiencia cardiaca, es decir, el incremento en Angll
observado en los corazones de ratones sin ace2 es causante de la disfuncién cardiaca. Necesita determinarse si la
inhibicién farmacoldgica del receptor de Angll rescata los fenotipos cardiacos de ratones mutantes de ace2. De manera
interesante, o los resultados de los investigadores en moscas muestran que una mutacién del elemento P asociada
al homoélogo de ACE, ACER, da como resultado un defecto grave y letal de morfogénesis del corazén (datos no
mostrados) que muestran que las funciones de ACE/ACE2 en el corazén se han conservado a lo largo de la evolucion.

El defecto en los corazones mutantes de ace2 se caracteriza por la disfuncién contrictil grave y regulacién ha-
cia arriba de los genes regulados por hipoxia con solamente ligera remodelacién en los ratones de mayor edad, sin
hipertrofia y sin evidencia de pérdida de miocitos. Estos pardmetros fenotipicos y moleculares de corazones con insu-
ficiencia en ratones mutantes de ace2 son diferentes de hipertrofia y cardiomiopatia dilatada. Bastante mds intrigante,
los corazones de mutantes ace2 se parecen a la atrofia e hibernacién cardfaca encontrado en los casos humanos de
enfermedad arterial coronaria y en los casos de cirugia de desviacién. En estas enfermedades humanas y en modelos
animales de atrofia/hibernacién cardfaca, condiciones hip6xicas crénicas conducen a cambios compensatorios en el
metabolismo de miocitos, regulacién hacia arriba de los genes inducidos por hipoxia, y funcién cardiaca reducida.
Ya que ACE2 se expresa en el endotelio vascular, y no miocitos cardiacos, es probable que los efectos de ACE2 se
confinen a la vasculatura. Por ejemplo, incrementos locales en Angll podrian conducir a la vasoconstriccién que da
como resultado hipoperfusion e hipoxia. También se ha mostrado que Angll provoca disfuncién endotelial mediante
la induccién de estrés oxidativo. Los mecanismos por los que se la pérdida de ACE2 puede dar como resultado la
regulacion hacia arriba de los genes inducibles por hipoxia necesita determinarse. De manera importante, los datos de
los investigadores muestran que los polimorfismos de ACE2 provocan la patologia de enfermedad cardfaca coronaria
en seres humanos.

Ejemplos
ACE2 se mapea en un QTL sobre el cromosoma X en tres razas de ratas hipertensas

La hipertension y la mayoria de las enfermedades cardiovasculares son multifactoriales por naturaleza y patogé-
nesis de la enfermedad esta influenciada por mdltiples loci de susceptibilidad genética. En diversos modelos de ratas
recombinantes, se han identificado QTL multiples para hipertension. Ya que ACE2 se mapea en el cromosoma X en
seres humanos y un QTL se ha mapeado para el cromosoma X en varios modelos de ratas de hipertensién sin nin-
gtin gen candidato atribuido a él todavia, ACE2 puede ser un gen candidato para este QTL. Para facilitar el mapeado
cromos6émico de ACE2 de ratas, se clon6 el ADNc de ACE2 de rata de longitud completa mediante la seleccion de
una genoteca de ADNc de rién de rata. ACE2 de rata es altamente homoélogo con ACE2 humano y tiene un 32% de
identidad y es un 42% similar a ACE humano y de ratén (Fig. 1a). ACE2 de tipo humano, el gen de rata estd cons-
tituido por un tnico dominio de ACE con un sitio de unién a cinc conservado, un péptido de sefial y un dominio de
transmembrana (Fig. 1b). Similar al ser humano, ACE2 en ratén y rata se expresa de manera predominante en rifién y
corazén, con una expresioén débil en pulmén e higado (Fig. 1c).

El mapeado del hibrido de radiacién mostr6 que el gen ACE2 de rata se mapea en el cromosoma X con puntua-
ciones de LOD significativas para los marcadores DXRat9, DXWoxI4, DXWox15 y DXRat42, colocando ace2 entre
DXRat9 y DXRat42 (Fig. 1d). El mapeado comparativo mostré que la posicién del mapa de ace2 se solapa con un
intervalo QTL para la hipertensién identificado en ratas sensibles as la sal Sabra encontrado entre los marcadores
DXMghl2 y DXRat8 (SS-X). Ademads, la regién de ace2 cromosémica se mapea en el intervalo B P3 QTL defini-
do en ratas espontdneamente hipertensas propensas a apoplejia (SHRSP), y un BB.Xs QTL hipertenso previamente
identificado sobre el cromosoma X de ratas hipertensas espontdneas (SHR) mediante anélisis congénico (Fig. 1d).
De este modo, ACE2 se mapea en un QTL sobre el cromosoma X de rata identificado en tres modelos separados de
hipertension espontdnea e inducida por la dieta.
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Regulacion hacia abajo de la expresion de ACE2 en ratas hipertensas

Ya que el rifién es un sitio principal de regulacién de la presion sanguinea, se determinaron los niveles de expresion
de ACE2 en los rifiones de tres razas de ratas hipertensas. Los niveles d¢ ARNm de ACE2 se midieron inicialmente
en los rifiones de las ratas hipertensas sensibles a sal Sabra (SBH/y) y ratas Sabra normotensas (SBN/y) de control
resistentes a sal. La carga de sal (con sal DOCA) no tenia efecto sobre la expresion de ARNm de ACE2 en ratas SBN/y
normotensas. De manera intrigante, en las ratas SBH/y, 1a carga de sal y el desarrollo de hipertension estaban asociados
a una reduccion significativa de la expresion de ARNm de ACE2 cuando se compara con las ratas SBN/y normotensas
(Fig. 2a). Hay que hacer notar que el ARNm de ACE2 también era menor en la dieta regular de alimentacién de SBH/y
cuando se compara con los controles SBN/y alimentados con una dieta similar. Este dltimo hallazgo es consistente con
la diferencia de 10 - 20 mmHg en la presion sanguinea observada entre ratas SBH/y y SBN/y alimentadas con dieta
normal.

Para medir los niveles de proteina de ACE2, se gener6 un antisuero de conejo especifico de ACE2 (aa206 - aa225
de ACE2 de rat6n), que reacciona de manera cruzada con ACE2 tanto de ratén como humano (no mostrado). En linea
con la expresion de ERNm de ACE2 disminuida, la expresién de proteina de ACE2 se redujo de manera notable en
los animales SBH/y que se alimentaron con dieta normal (Fig. 2b). El incremento en la presién sanguinea de ratas
SBH/y después de una dieta de 4 semanas de sal DOCA correlacionada ademds disminuyé la expresion de proteina
de ACE2 (Fig. 2b). la carga de sal no desencadend un incremento en la presién sanguinea ni alteraba la expresion de
ACE2 en ratas de control SBN/y resistentes a sal (Fig. 2b). Los niveles de proteina de ACE2 también disminuyeron
de manera significativa en los rifiones de animales SHRSP y SHR espontdneamente hipertensos cuando se compara
con sus controles WKY (Fig. 2b). Ademds, los niveles de ARNm de ACE2 en ratas SHRSP y SHR hipertensas (no
mostrado). La clonacién y secuenciacion de la regién codificante de ACE2 en las razas de ratas hipertensas no reveld
ninglin cambio de secuencias, indicando que la reduccidn de la expresion de ACE2 probablemente se produce a partir
de polimorfismos que controlan la expresion del gen de ACE2. La posicién del mapa y expresion reducida de ACE2 en
tres razas diferentes de ratas indican que ace2 es un gen candidato fuerte para este QTL hipertenso sobre el cromosoma
X. Ademds, la expresion reducida de ACE2 en las tres razas de ratas hipertensas sugirieron que esta enzima funciona
como un regulador negativo.

Clonacion de ACE2 de raton y generacion de ratones con inactivacion de ACE2

Para validar la candidatura de ACE2 como un QTL y para ensayar si ACE2 tiene de hecho, un papel esencial
en la fisiologia cardiovascular y la patogénesis de enfermedades cardiovasculares, se cloné el gen ACE2 de ratén
(Fig. 1a). Similar a y ACE2 humano, ACE2 murino también se mapea para el cromosoma X (no mostrado contie-
ne un tnico dominio de ACE (Fig. 1b), y de manera predominante se expresa en rifiones y corazén tl (Fig. 1c). De
manera interesante, los investigadores observaron dos isoformas para ACE2 en ratén en todos los tejidos positivos.
La sobreexpresion de ACE2 murino en COS mostré que ACE2 escinde Angl en Angl-9 (no mostrado) indicando
que ACE2 murino tiene la misma especificidad bioquimica que ACE2 humano. Para determinar el papel in vivo de
ACE2, el gen ace2 en ratdn se interrumpié reemplazando el exdn 9 con el gen de resistencia a neomicina suprimiendo
de manera eficaz el dominio catalitico de unién a cinc Procedimientos y Fig. 3a). Se usaron dos lineas de células
ES mutadas en el locus ace2 para generar ratones quiméricos, que se retrocruzaron con C57BL/6 para obtener la
transmisién germinal. Ambas lineas de ratén mostraron fenotipos idénticos. La transmisién de la mutacién de ace?2
se confirmé mediante anélisis de transferencia de Southern (Fig. 3b). la mutacién nula de ace2 se verific6 mediante
la ausencia de transcripciones de ARNm de ACE?2 y andlisis de transferencia de Northern (no mostrado) y de Wes-
tern (Fig. 3c). La expresiéon de ARNm de ACE en los rifiones y corazones no se alteré en ratones mutantes ace2
(Fig. 3d).

Ya que el gen ACE2 se mapea en el cromosona X, toda la prole de machos eran o bien no mutantes (ace2™"¥) o
de tipo salvaje para ACE2 (ace2*””) mientras que las hembras eran o bien de tipo salvaje (ace2*'*), heterocigéticos
(ace2*/), u homocigdticas (ace2™/~) para la mutacion ace2. Se debe observar que en todos los experimentos descritos
mads adelante, hembras ace2*’~ se comportaron de manera similar a las hembras ace2™'* y los machos ace2*” indican
que no existe un efecto aparente de de heterocigosis de ace2. Los ratones sin ACE2 no nacieron con la frecuencia
de las leyes de Mendel esperada, aparecieron sanos, y no mostraron ninguna alteracion detectable global en todos los
6rganos analizados. Ademads, al contrario que los ratones macho ace™’~ que muestran una fertilidad significativamente
reducida, tanto los machos como las hembras sin ace2 son fértiles.

Presion sanguinea ratones mutantes ace2

Se ha mostrado previamente que los ratones mutantes ace2 muestran reduccién de presién sanguinea y patologia
renal. Por lo tanto, se ensayé primero si la la pérdida de la expresiéon de ACE2 afecta a la homeostasis de la presién
sanguinea y/o desarroll6 o funcién renal. De manera intrigante, la pérdida de ACE2 no dio como resultado la reduccién
de la presion sanguinea en ratones machos de 3 meses de edad ace2™” (Fig. 4a) o hembras ace2™/~ (no mostrado)
cuando se compara con sus hermanos de camada de control. Ya que fue posible que ACE puede compensar la pérdida
de ACE2, los inventores trataron ratones deficientes en ace2 con captopril que bloquea ACE pero no la funcién ACE2.
Sin embargo, la inhibicién in vivo de ACE con captopril redujo la presién sanguinea de ratones macho ace™ a un
grado similar como se observé en los hermanos de camada de tipo salvaje tratados con captopril (Fig. 4a). De este
modo, incluso en un escenario de inhibiciéon de ACE, la pérdida de ACE2 no tiene efecto directo evidente sobre la
homeostasis de presién sanguinea en este antecedente de ratén definido. Basdndose en los datos de los investigadores
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de RAS QTL, los investigadores retrocruzaron sus ratones mutantes con otros antecedentes de ratén para mostrar el
papel de ACE2 en el control de presion sanguinea similar a los antecedentes genéticos en seres humanos.

Funcion renal alterada en ratones mutantes ace2

Ya que ACE2 se expresa en gran medida en los rifiones, los inventores examinaron la morfologia y funcién renal.
Todos los ratones de 3 meses y 6 meses de edad machos ace2™” y hembras ace2™/~ mostraron morfologia renal
normal y ningtin cambio aparente en cualesquiera ultraestructuras de rifién (Fig. 4b). Las estructuras celulares y renales
normales del sistema ductal y los glomérulos también se confirmaron usando morfometria de seccion en serie.

Los rifiones de ratones deficientes en ace2 machos y los hermanos de cama de la misma edad se examinaron usando
microscopia 6ptica (tincién con PAS) y electrénica (TEM) a los 3 y 12 meses de edad. La gravedad de esclerosis para
cada glomérulo se clasificaron entre 0 y 4+ de una manera ciega como sigue: 0 representa sin lesion, 1+ esclerosis de
< 25% del glomérulo, mientras 2+, 3+, y 4+ representan esclerosis de 25 a 50%, 50 a 75%, y > 75% del glomérulo,
respectivamente. A los 3 meses de edad, no existia evidencia de cambios patolégicos en los rifiones de los ratones de-
ficientes en ace2. Sin embargo a los 12 meses de edad, la microscopia 6ptica reveld un incremento de esclerosis/lesion
glomerular: 1,45 + 0,2 vs 0,25 + 0,06; n = 6; p < 0.01. La microscopia electrénica mostré un aumento en la deposi-
cion de fibrilas de coldgeno en el mesangio renal y una membrana basal engrosada. La exposicion crénica a niveles
elevados de Angll conduce a hipoxia y estrés oxidante en los rifiones de ratones deficientes en ace2. El andlisis de
transferencia de Western revel6 una expresion aumentada de factor-1lalfa (HIF1-@) inducible por hipoxia y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los rifiones de los ratones deficientes en ace2. La medicién de productos
de peroxidacién de lipidos mostré un grado aumentado de estrés oxidante en los ratones deficientes en ace2 a los 6
meses de edad: hexanal (1001 + 161 vs 115 £13 nmol/g; n = 5; p < 0,01) y malondialdehido (48 + 6,4 vs 24,3 + 2.8
nmol/g; n=135; p <0,01).

Estos resultados muestran que la pérdida de ACE2 conduce a una sefializacion de angiotensina Il potenciada de una
manera especifica de tejido que por dltimo media en los efectos perjudiciales en los rifiones de los ratones deficientes
de ace2. La disminucion de la expresion de ACE2 juega un papel patoldégico importante en la enfermedad renal.

Pérdida de ACE2 da como resultado un defecto grave en la funcion cardiaca

La inhibicién farmacolégica de ACE o receptores Angll sugirié un papel RAS en la regulacién de la funcién car-
diaca e hipertrofia cardiaca. Sin embargo, ni los ratones sin ace ni angiotensinégeno desarrollaron ninguna enfermedad
cardiaca manifiesta. Ya que ACE2 se expresa en gran medida en la vasculatura del corazon, se analizaron los corazones
de ratones deficientes en ace2. Los corazones de ratones mutantes de ace2 muestran una ligero ad wall adelgazamiento
de la pared del ventriculo izquierdo y un incremento de las dimensiones de la cdmara (Fig. 5a). El adelgazamiento
de la pared ventricular izquierda anterior (AW) e incremento de la dimension diastélica del extremo del ventriculo
izquierdo (LVEDD) en corazones deficientes en ace2 también se puede observar mediante ecocardiografia (Tabla 1).
Estos cambios estructurales se observan principalmente en ratones macho de 6 meses de edad. Sin embargo, las rela-
ciones de peso corporal corazén eran comparables entre ratones de 3 meses de edad (no mostrado) y de 6 meses de
edad ace2™” y ace2*”¥ (Fig. 5a,b). La ecocardiografia también mostré que la masa del ventriculo izquierdo (LVM) y
relaciones de LVM/peso corporal eran normales (Tabla 1). Los cambios estructurales y bioquimicos caracteristicos de
la cardiomiopatia dilatada no se observaron ya que no existia indicacién de fibrosis cardiaca intersticial (Fig. 5c,d) ni
cambios prototipicos en ANF, BNP, a- MHC, b-MHC, y la expresion del gen de actina del musculo esquelético (no
mostrado). Ademds, los cardiomiocitos individuales de ratones sin ACE2 no mostraron evidencia de hipertrofia y no
se observé ninguna evidencia de apoptosis de cardiomiocitos alterada en ratones sin ACE2 como se detecté mediante
la tincién de TUNEL (no mostrado). De este modo, a pesar de la suave dilatacion de los corazones en los ratones sin
ACE2 de 6 meses de edad, no habia evidencia de hipertrofia cardiaca o cardiomiopatia dilatada.

De manera interesante, la determinacion de la funcién cardfaca mediante ecocardiografia revelé que todos los
ratones macho ace2™” y hembras ace2™~ muestran una insuficiencia cardiaca contréctil grave como se determina por
el acortamiento fraccional disminuido (FS), y la velocidad disminuida de acortamiento de fibras diferencial (Tabla 1 y
Fig. 6a,b). La disminucién en la funcién se encontré que era mas grave en los ratones machos y hembras de 6 meses
de edad cuando se compara con los ratones de la misma edad de 3 meses de edad, que sugiere una progresion en el
fenotipo (Tabla 1). Consistente con la disminucién de la contraccion cardiaca, los ratones de 6 meses de edad ace*™”*
mostraron una presion sanguinea reducida (Fig. 6¢), una caracteristica no encontrada en hembras de la misma edad
ace2™~ y machos de 3 meses de edad, sugiriendo que la reduccion en la presion sanguinea puede ser el resultado de
la disfuncién cardiaca grave y no un efecto directo de la pérdida de ACE2 sobre la presion sanguinea sistémica. Estos
resultados sorprendentes muestran que ACE2 es un regulador negativo critico de la contraccién del corazén.

Para confirmar los defectos ecocardiogréficos en la funcién cardiaca, las mediciones hemodindmicas invasivas se
realizaron en ratones sin ace2. De manera importante, las mediciones hemodindmicas mostraron que dP/dT-max y
dP/dTmin se redujeron de manera notable en los ratones mutantes ace2 (Tabla 2), indicando alteraciéon grave de la
funcién cardiaca contrictil. La pérdida de ACE2 también dio como resultado una disminucién significativa en las
presiones ventriculares y adrticas consistentes con las reducciones observados en la contraccion cardiaca (Tabla 2). De
manera notable, los datos establecen que los defectos en la contraccién cardiaca de los ratones mutantes de ace2 se
produce en la ausencia de cualquier hipertrofia cardiaca manifiesta y puede estar no acoplada genéticamente con las
alteraciones de la presién sanguinea.
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Regulacion hacia arriba de los genes inducibles por hipoxia en ratones sin ace2

La disfuncidn contractil grave de y dilatacién suave en la ausencia de hipertrofia o fibrosis cardiaca en ratones sin
ace? se parece a la atrofia e hibernacién cardiaca en modelos de seres humanos y de animales. La atrofia e hibernacién
cardiaca son respuestas adaptativas a la hipoxia crénica tal como enfermedad arterial coronaria o después de la cirugia
de desviacion. Ya que ACE2 se expresa en gran medida en las células endoteliales vasculares pero la contraccién
se controla por los cardiomiocitos, se especuld la pérdida de ACE2 puede dar como resultado hipoxia cardiaca. Por
lo tanto los cambios en los niveles de expresion de los genes inducibles por hipoxia tales como BNIP325 y PAI-1
se analizaron mediante transferencia de Northern. En los corazones de ratones sin ace2, la expresion de ARNm de
BNIP3 y PAI-1 se regularon hacia arriba de manera notable cuando se compara con los hermanos de camada de tipo
salvaje (Fig. 7a). De este modo, la pérdida de ACE2 da como resultado la induccién de un perfil de expresion de gen
regulado por hipoxia.

Aumento de los niveles de Angiotensina Il en tejidos de ratones sin ace2

Ya que las funciones de ACE2 como una carboxipeptidasa, que se escinde en un tinico resto de Angl, para generar
Angl-9, y un tnico resto forma AnglI para generar Angl-7, se propuso la hipétesis que ACE2 puede funcionar como
un regulador negativo del RAS compitiendo con ACE para el sustrato Angl y/o que escinde e inactiva Angll. Si es
correcto, la pérdida de ACE2 debe incrementar los niveles Angll in vivo. Usando los radioinmunoensayos, los niveles
de Angll se encontraron de hecho que estaban incrementados de manera significativa en los rifiones y corazones de
ratones mutantes de ace2 (Fig. 7b). Ademds, un incremento en Angl se observé también en la (Fig. 7b) consistente
con Angl que es un sustrato de la acciéon de ACE2 in vivo. No se encontraron diferencias en los niveles de ARNm de
ACE en los corazones y rifiones de ratones mutantes de ace2 cuando se compara con los controles que indican que
el incremento de los niveles en los tejidos de Angll no se debian a un incremento de la expresion de ACE (Fig. 3d).
Estos datos muestran que ACE2 funciona como un regulador negativo del RAS y que controla los niveles endégenos
de Angll.

Ablacion de la expresion de ACE en ratones deficientes en ratones deficientes en ace2-rescata la insuficiencia cardiaca

Si el fenotipo en los corazones de ratones mutantes ace2 era debido al incremento en los niveles de Angll, la
ablacién genética de ACE en combinacién con la interrupciéon de ACE2 puede servir para reducir los niveles de Angll
rescate del fenotipo observado en los ratones mutantes de ACE2. para ensayar esta idea, se generaron los ratones
doble mutantes ace/ace2. Estos ratones doble mutantes nacieron a la relaciéon mendeliana esperada y parecian sanos.
La presion sanguinea (Fig. 8a) y los defectos renales (no mostrado) en los ratones sin doble ace-ace2 eran similares
a la de los ratones de una sola mutacidn ace. No se estableci6 la fertilidad de los ratones doble mutante ace- ace2
no se establecié. De este modo, la pérdida de ACE y ACE2 no provoca ninguna enfermedad aparente ademads de la
observada en ratones de una sola mutacion ace.

Ya que la funcién cardiaca de los ratones con inactivacién de ACE no se habia resefiado anteriormente se analizaron
primero los pardmetros cardiacos en estos ratones. En los ratones ace™'~, los corazones son histoldgicamente normales
(no mostrado) y no se pudo detectar ningtin defecto en la funcién cardiaca ningin defecto a los 6 meses de edad
(Fig. 8b,c). De manera importante, la ablacién de la expresiéon de ACE sobre un antecedente mutante ace2 abolia
completamente el fenotipo de insuficiencia de ratones inactivados una sola vez ace2 (Fig. 8b,c). Ademads, usando
ecocardiografia, todas las funciones cardiacas de los ratones doble mutantes de la misma edad de 6 meses de edad
ace-ace?2 eran comparables con la de sus hermanos de camada de una sola mutacién y de tipo salvaje ace (Tabla 1).
El reestablecimiento de las funciones cardiacas se produjo en los ratones doble mutantes ace-ace?2 tanto machos como
hembras. Estos datos genéticos muestran que la expresiéon de ACE se requiere y es necesaria para desencadenar la
insuficiencia cardiaca contractil en la ausencia de ACE2. De manera importante, no existe ninguna diferencia en la
presién sanguinea entre los ratones ace e inactivados ace/ace2 (Fig. 8a), implicando ademds que la reduccién de la
presion sanguinea en ratones macho de mayor edad ace2 se debe a la disminucién dramadtica en la funcién cardiaca.

ACE?2 controla negativamente la lesion pulmonar

El sindrome de insuficiencia respiratoria de adultos (ARDS) es una forma grave de lesién pulmonar aguda y tiene
unas tasas de mortalidad de 40 - 70% incluso cuando esté disponible el cuidado intensivo. Trauma, sepsis grave (infec-
cidn sistémica), neumonia difusa y choque son las causas mds principales de ARDS, y entre ellas la lesién pulmonar
inducida por 4cido es una de las causas mds comunes. Los mecanismos potenciales que provocan la lesién pulmo-
nar asociada a aspiracion incluyen dafio inducido por HCI a la membrana alveolar - capilar, y adhesion, activacién y
secuestro de neutréfilos polinucleares (PMN), que da como resultado edema pulmonar y el deterioro de intercambio
de gas. El tratamiento para ARDS consta de ventilacién mecdnica y continuacién del tratamiento de la enfermedad
o lesién inductora. El tratamiento soporte que usa farmacos novedosos que protegen el pulmén del dafio de la mem-
brana alveolar capilar adicional conservaria la funcién pulmonar de los pacientes de ARDS con el fin de tratar la
precipitacién de enfermedad o lesidn, que conduce a una disminucién en la tasa de mortalidad de ARDS.

Ya que ACE2 se expresa en pulmones, los inventores ha determinado si la pérdida de ACE2 tiene algtn papel en
las lesiones pulmonares agudas. La Figura 9 muestra los cambios en la elasticidad de los pulmones (EL) en ratones
tratados con HCl y de control durante un periodo de