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RESUMEN

El objetive de este trabajo fue 1la caracterizacion
secuencial del sistema renina-angiotensina-aldosterona en el
sindrome nefrdético experimental inducido en ratas, por una
inyeccidén dnica de aminonucledsido de la puromicina, para evaluar
su posible relacidén con las alteraciones bioquimico—-clinicas que
se presentan en el sindrome nefrético, fundamentalmente con el
aumento de la retencién de sodio.

Se utilizaron ratas cepa Wistar, machos de 90~115 g de peso.
Para las determinaciones en oripa y en suero o plasma, se
estudiaron dos grupos: a) grupo control al cudl se le inyecté
subcutaneamente solucién salina al 0.9% y b) grupo ANP al cudl se
le inyecté también en forma subcutanea el aminonucleésido de la
puromicina en una concentracidén al 2% en solucién salina at 0,9%
a una dosis de 15 mg/100 g de peso. Para las determinaciones en
orina ambos grupos se mantuvieron en jaulas metabélicas desde el
dia -2 hasta el dia 2t en que concluydé el estudio con 1 fin de
recolectar diariamente su orina.

Fara las determinaciones en suero o plasma se usaron 995
ratas (15 para el grupo control) y el resto para el grupo ANP (5
ratag diarias desde el dfa 1 hasta el dia 10 y luego los dfas 12,

14, 1&, 18, 20 y 21),



Las determinaciones realizadas fuerons

a) orina: volumen, sodio (por flamometr{a), proteinas
{l.owry) y aldosterona (por radioinmuneanalisis),

b) suero: sodio (flamometria), protefinas (Lowry) y actividad
gérica de la enzima convertidora de angiotensina 1
(espactrofotometria ultraviocletal.

c) plasma: angiotensindgeno, concentracidn plasmdtica de
renina y aldoesterona (por radiotnmunoandlisis).

f.as ratas tuvieron una proteinuria masiva desde el dia 3
alcanzando valores de hasta 1 g/24 by, lo cuadl confirmé la
wtistencia del sindrome nefrético. LLas proteinas séricas
disminuyeron desde el dia 3. El volumen urinpario aumentd del dia
7 al 10, coincidiendo con la desapariciéon de 1la ascitis. La
eworecidon  de sodio disminuyd significativamente del dia 2 al 7,
El sodieo sérico se elevd el dia 7 y regresé a valores basales el
dfa 21, E1 angiotensinégeno disminuyd los dias 5 al 10, La
concentracién plasmatica de renina aumentd los dias S5, 6 y 7
asociandese  con la hipoproteinemia. La enzima convertidora de
angiratensina I aumenta los dfas 1 y 2 y luego del 4 al 9 con un
maitime Jde actividad el dia 6. La aldosterona urinaria aumentd del
dia 2 al 4 y de nuevo se rlevd del dia & al G, La aldosterona
plasmitica aument¢ del dia 1 al Z y nuevamente los dias S y 6.

El aumento de la secrecién de aldosterona y de la actividad
“¥rica de la enzima convertidora de angiotensina I antes de la

artivacidn de renina puede explicar ¢l aumento de la retencioén de



sodio antes de la activacidén de la secrecidn de renina.

Se puede concluir que:

a) en el sindrome nefréotico experimental inducido por el
aminonucledésido de la puromicina hay profundas alteraciones de
los componentes del sistema renina-angiotensina—-aldosterona y que

b) el aumento de la retencién de sodio no puede ser
explicado por el aumento en la secrecioéon de renina debido a que
égte es un fenomeno posterior. Es probable que el aminonucleésido
de la puremicina o sus mertabolitos actuen directamente a nivel de
las células que sintetizan y almacenan aldosterona y enzima
convertidara de angiotsnsina 1 vy que por eso aumenten
tempranamente, Otros factores, probablemente intrarrenales,
pueden estar involucrados en el aumento en la retencion de sodio

en el sindrome nefratico experimental.
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1.— INTRODUCCION

1. SISTEMA RENLIMA-ANGIOTENS INA-ALDOSTERONA.

1.1 General:dades

£l sistema renina-angiotensina-aldosteromna (SRAA) es un
sistema hormonal cuya participacién en el balance de liquidos
v electrolitos y de la presién arterial es primordial. Desde el
descubrimiente de la enzima renina por Tigerstedt y HRergmann en
1898 (1), ha continuado la investigacidn y en las dltimas décadas
se ha avenrado mucho en el conocimiento de la bioquimica vy
fisiologla del SRAA, Farticipa de manera impertante en algunos
tipos de hipertensidn, lo cual, desde el punto de vista clinico,
ha estimulads #l interés por conocer la estructura, localizacidn,
regulacidn de sintesis, secrecidn y mecanismoe de accién de cada
uro de los componentes.

Las moléculas gue componen este sistema son (Fig., 1)3

Encimas: a) renina (EC 3.4.99.19), b) convertidoera de
angiotensina [ (EC 7.4.19.1) y €) angiotensinasas.

Feptidos: a) el decapéptide angiotensina 1 (A D), el
octapéptido angictensina 1 (A (1) y c} el heptapéptido
angrotensina f11 (A [TD).

Glucuprotelna: angiotensindgeno (sustrato de renina).

Hormona esteroides aldosterona,




ANBIDTEMS INOGENO HUMANG
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s Risto de la molécula

Fig. 1.- COMPONENTES DEL S!STEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERDNA



1.2 Bioguimica

£} higado produce el sustrato de renina 1lamado
angiotensindgeno y lo libera al plasma.

La renina actua hidrolfticamente sobre el angiotensinégeno
para liberar a partir de su extremo amino el péptido A I (Fig.1).
La remina es una enzima producida principalmente por las células
yuxtaglomerulares del rinén y se libera a la circulacién general
a través de las venas renales.

El decapédptido A I no tiene actividad vasopresora directa,

La enzima convertidora de angiotensina I (ECA), que se
encuentra principalmente en el pulmén, hidroliza a su sustrato
A 1 en el plasma, liberando los dos aminodcidos (aa) del extremo
carboxilo. Como resultado de la accion de 1a ECA se forma el
octapéptido A Il. Las acciones fisiolégicas de la A II son: a) su
potente efecto wvasoconstrictor (S0 wveces mayor al de la
norepinefrina), b) estimulacidn de la liberacidn de aldosterona,
la que a su vez promueve la reabsorcién de sodio y agua, c) actua
directamente en el cerebro para incrementar la presidén sangulnea
mediante el sistema nervioso simpatico vy parasimpatico para
estimular la sed y la secrecidén de vasopresina y de la hormona
adrenocorticotrépica, d} inhihe la secrecién de renina, e)
estimula la secrecion de angiotensindgeno, f) aumenta 1la
secrecién de cvatecolaminas de las glandulas suprarrenales y

facilita la transmisién adrenérgica.

w



La accién enzimatica de la aminopeptidasa A para liberar el
fcado  Aspartico (Asp) amino-terminal (N-terminal) de la molécula
de A II, produce el heptapéptido A II1. Como se muestra en la
Fig. i, este heptapeptido también puede formarse por accidn de la
ECNA scobre =) rnonapéptido des—Aspl AT, La A Ill es menos potente
que 1a A 11 para estimular la biosintesis de aldosterona y posee
s6lo una guinta parte de su potencia vasopresora (2}. Como
angiotensinacas se conocen colectivamente a un grupo de enzimas
hidrollticas (amineopeptidasas, endopeptidasas y carboxi—
peptidasas) que degradan a las angiotensinas a sUS
correspondientes aminocacidos.

t.an molécwl as componentes del sistema renipa—-angiotensina-
aldosterona constituyen wun sistema que se activa en forma de
cascada y que juiga un papel mdy importante en la homeostasis de
L premidn sanguinea y en la regulacidn del volumen sanguineo

circutante (Fig. 2).

1.3 Componentes
1.3.1 Angiotensineueno

1  angiotensindgeno humano es una glucoproteina de peso
molecular (FM)  de 61,400 daltones (d) vy el de la molécula libre
de carbohidratos (452 aa) es de 49,770 d (3. El
angiotensinogeno de rata tiene un PM de 65,000 d vy el de la
molécula libre de carbohidratos (477 aa) es de 49,548 d (4).

€1 angieotensinogeno es la molécula que sirve de sustrato a



DISMINUCION DE LA FRESION SANGUINEA O DEL CONSUMD DE SODIC

A RENINA

ANGIOTENSINA 1

ANG TOTENS INOBEND
GLOBULINA ALFA, FLASMATICA

ENZ IMA CONVERTIDORA
DE ANGIQTENSINA I

HIDROLIZADA FOR FEPTIDASAS
r%RAGMENTOS INACTIVOS ‘\ ANGIOTERNSINA 11
CIRCULANTES Y TISULARES
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SECRECION DE. REMINA

FIG. 2.- REGULACION DEL VOLUMEN SANGUINED Y DE LA +RESION
ARTERIAL POR MEDIO DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA.
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la enzima renina para obtemer A I. Su concentracién en plasma es
de 4-7 mg/ml {3). Su principal sitio de sintesis es el higade (&,
7)1, el cudl no contiene depodsitos significatives, aunque también
hay evidencias que sugieren gue puede ser sintetizado en e] rinén
y &n el cerebro (8, 7). En modelos in vitro se han estudiado los
factores que regulan la secrecion de angiotensinégeno y se ha
demostrado gque los estrégenos, los glucororticoides, la insulina,
las prostaglandinas, 1la A Il y la binefrectomia estimulan la
secrecion de angiotensinégeno (10, 11>, Por el contrario, se ha
visto que 1a tiroidectomfa y la adrenalectomia disminuyen el
nivel plasmadltico de angiotensinégeno.

Algunos antores han reportade que la concentracion
plasmatica normal de angiotensinégene es 10,000 veces la
concentracién molar normal de A 1 y de A Il circulantes (12) vy
por ésto los cambios a corto plazo de la concentracidén de
renina tienen poco efecto en los niveles de sustrato plasmatico

que permanecen bastante constantes,

1.3.2, Renina

La renina es la enzima limitante de la velocidad del SRAA y
estd presente en grandes cantidades en el rifnén., Fué descubierta
por Tigerstedt y Bergman en 1898 (1).

La renina es sintetizada, almacenada y secretada por las
células yranulares del aparato yuxtagloemerular que son células de

masculo liso diferenciadas, localizadas en les paredes de cada



arteriola renal aferente adyacente al glomgrulo (Fig. 3). Se
almacena en forma de grénules en las ceélulas yuxtaglomerulares,
las cuales coptiensn reticulo endoplésmico y aparate de Golgi,
caracteristico de las celulas con funcién endéorina.

Un &rea del tabulo distal, la macula densa, permanece  en
estrecho contaclo con las células yusxtaglomerulares en el hilio
del glomérule. Estas gelulas estdn ricamente inervadas por
fibros simpaticas. Son particularmente censibles a cambios en la
preuvidn s-~-nguinea.

La renina también se ha localizado en varios tejidos tales
cwne  mdsculo  liso  wterino, placenta, cerebro, hipotdlamo,
glandula prneal , pared de arterias y venas, glandula submaxilar y
crertos tumures también la producsn,

En la actualidad se postulan al menos 9 mecanismos
fisiclogicos que regulan la liberacién de renina en rindén y son
(13, 1ay:

a) un barorreceptor intrarrenal que responde a cambios en la
tension arterial de la arteriola aferente,

B) la cantidad del ién sodio ( © gquizd cloruro) gque pasa por
el scgmento de macula densa del tuibule distal renal,

<) el si1stema nervioso simpa&tico y las catecolaminas
circulantes,

[1D] factores hormonales tales como prostaglandinas,

easburoides, A 11, etc.,



TUBULO PROXIMAL

MUSCULO
Liso

ARTERIOLA AFERENTE  CELULAS GRANULARES TUBULO DISTAL

. YUXTAGLUMERULARES
Fig. 35A.~ Relaciones anatémicas de las células granulares del
aparato yuwitaglomerular, Jac cuales sintetizan y liberan reninag

y la artericla aferente, los nervios simpaticoes renales y las
células de la macula densa del tubulo distal.

GLOMERULO

'INTERSTICIO RENAL
NERVIOS RENALES

ARTERIOLA y
EFERENTEN, 4

CELULAS YUXTANR \ \

GLOMERULARESN s o reRioLA AFERENTE

Fig. 3JH.- Diagrama del aparato ywitaglomerular. Se muestran en
mds detalle las relaciones anatémicas de la f1g. 3A.
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@) " otros ..electrolitos plasmaticos (como calcio, potasio,
eta).

El -papel ' fundamental de las células yuxtaglomerulares es
résponder a una calda de presion arterial secretando renina, que
al ‘producir A Il actts elevando la presion arterial hasta valores

“normales. El efecto ne es permanente porque la centidad extra de
sodio en la sangre vy el aunento de presidén dentro de la
arteriola, actdan haciende que las células vyuxtaglomerulares
diaminuyan sU actividad secretora. Estos mecani smos de
retroalimentacion negativa evitan que la presidén arterial se
conserve en valores excesivamente altos.

La enzima renina es una glucoproteina con dos moléculas de
Acido Aspdrtice en el sitio active (Fig. 4) y que escinde el
enlace Leu-ieu (posiciones 10 y 11 en al caballo, cerdo y ratal) o
Leu-Val (posiciones 10 y 11 en el hombre) del sustrato
anglotensindgeno para producir el decapéptido A 1. Se sintetiza
como wna preproenzima cuya secuencia de aminodcidos ha sido
determinada (15). Estd formada por 406 residuos de aa. El PM de

la prepro-renina humana es de 45,067 d y el de la renina humana

La Fig. 5 muestra esquemdticamente las estructuras de la
reninag de la gldndula submaxilar de ratén y de la renina de rindn
humanao.

Lta prepro-renina es hidrolizada por una peptidasa en el

ret{culo endopldsmico rugeso para producir pro-renina. En el



PREPEPT DO PROSEGMENTO PROTE INA MADURA

—

(~20 AA) l (-45 AA)

(~340 AA)
-65 —45 1 340
ASP-TRE-GL | -SE ASP=TRE-GL |-TR
32 215 ALA

FIG. 4.~ ESTRUCTURA GENERAL DE LLAS PROTEASAS ACIDAS. ESTAS SON SINTE-
TIZADAS COMO PREPROENZIMAS Y CONTIENEN EN SU SITI0 ACTIVO AMINOACIDOS
TALES COMO EL ACIDO ASPARTICO. LA RENINA PERTENECE A ESTE GRUPO DE EN-
ZIMAS. LAS SECUENCIAS ASP-TRE~GLI-~SER Y ASP~TRE-GL!-TRE INDICAN EL Si-
Ti0 ACTIVO DE ESTAS ENZIMAS.
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PRECURSOR DE LA PRECURSOR DE LA

RENINA DE GLANDULA SUBMAXILAR RENINA DE RINON HUMANO
DE RATON
1 2 3 1 2
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FIG. 5.~ MADURACION DE LA RENINA DE RINON HUMANO Y DE GLANDULA SUBMA-
XILAR DE RATON. LAS FLECHAS MUESTRAN LOS S!TIOS DE CORTE ENZIMATICO.
LA RENINA DE RINON HUMANO -EN CONTRAPOSICION A LA RENINA DE LA GLANDU-
LA SUBMAXILAR DE RATON- ES UNA SOLA CADENA POLIPEPTIDICA Y ESTA GLUCO-

SILADA. '



aparat§ de Golgi ésta es convertida en 1S minutos (min) a la
renina que oz entimidticamente activa (Fig. 6).

VVSe ha observade que parte de la renina circulante se
encurntra en estado inactivo y tieme un FM superior a la renina
madura o activa (1&8). La renina inactiva se transforma en una
enzimna anrtiva por varios procedimientos, incluyendo
agidificacion, la accidn de la tripsina o exposicidén prolongada a
temperaturas comprendidas entre Oy s°c {17,18).

También = ha encontrade una forma inactiva de renina que
const, tuye el 10 al 90% de la concentracidn total de renina
plusmitica en individuos normales, Se cree, pero no se ha podido
Jemoastrar, que la renina  inactiva del rindn es el  precursor
biasintatice de 1A pro-renina.

Les  primeros métedow de medicidén de renina dependlan de
ensayes biluldgiaos para determinar A I. La confiabilidad en estos

2ENSayes 5@ considerd critica para confirmar que la sustancia

modtda wra roalmente A [ (19-2

A fines de  la década de los 60 ‘s se introdujo el
radicinouncandlisis (RIA) de A 1 facilitando ampliamente la tarea

dee medir la aclividad de renina (24, 29).

Los inimbidores de la renina incluyen anticuerpos
manoclonal ow especificos {261, andlogos sintéticos del
angiotensindgenc (27) y  fragmentos de la secuencia de la

proremna, v han servido para demostrar claramente el papel de

la renina an la homeostasis de la presion sangulnea.



GEN _% 234 8 aAsn k]
1rnnnscmpcwu
lKbp

MADURACION DEL
Pre-ARNm

l(EMPALME)

PRE-ARN~

NUCLEO

CITOPLASMA
RETICULO

ENDOPLASMICO —_ ARNm MADURO
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1.3.3 Angiotensina !

lLa A I es el producto de la reaccién de la renina sobre el
angiotensinégenoe. lLa N 1 es un decapéptide de poca o nula
actividad biolégica.

Su secuencia de aminodcidos en mamiferos tales como
caballo,cerdo, rata, perro, conejo y humane es la siguiente:

H-Asp-Arg-Yal-Tir-Ile-His-Pro-Ffen—His-Leu-0OH
1 4 ] b 7 a ? 10

Comparando la secuencia de aminodcidos anterior con 1a

encontrada en varias especies de vertebrados, sg puede observar

que los aminocdcidos que cambian son el 1, el §y el 9. Ejemplos:

Rana toro (anfibio) H-Asp-Arg-Val-Tir-Val-His-Pro-Fen-Asn~Lou~-0OH

Serplente H-Asp-Arg-Val-Tir-Val-His-Pro-Fen-Tir-Leu-0H
Follo H-Agp-Arg-Val~Tir-Val-His-Fro-Fen-Ser-L.eu-0H
Salmén H-Asn-Arg-Val-Tir-Val -His-Fro-Fen-Asn-Leu-0H
Posicidn 1 2 3 4 S & 7 a8 ? 10

lLa primera preparacién pura de angiotensina se obtuvo por

incubacién in vitro de renina cruda preparada a partir de rinfén
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de cerdo, con sustrato de renina preparado de plasma de caballo

(28). Al poce tiempo se elucidéd su secuencia de aminoacidos (29},

1.3.4 Enzima convertidora de angiotensina I (ECA)

Su clasificacién segun la Comisién de Enzimas (EC) de la
Unidn Internacional de Bioguimica es E.C. 3.4.15.1., es decir,
pertenece al grupo de las hidrolasas, vya que cataliza la ruptura
hidrolitica de un enlace ("3"); es una péptidohidrolasa porque
actua sobre un enlace peptidice ("4"); libera un péptido de un
polipéeptido, por lo que se clasifica como una peptidil-dipéptido-
fhtidrolusa ("15"), y por cortar el carboxilo terminal (C-terminal)
de sus sustratos se considera una dipeptidil-carboxi-pepticdasa
{2,

ta ECA libera los aminodcidos C-terminales de una enorme
variedad de sustratos sintéticos y de los sustratos fisliolégicos
A 1 y bradicinina (Fig. 7).

La ECA fue descubierta en plasma de caballo por Skeggs et,
al. en 1930 (1) cuando se dieron cuenta de que la A 1 al perder
el dipeéptido His-lLeu del C-terminal se convertia en A 11
biolégicamente activa., Ademds de convertir la A I en A II,
también 1pactive a la bradicinina. La hidrdlisis de ésta procede
por liberacidén de los dipéptidos Fen~-Arg y Ser-Pro del C-terminal
del peptido. De esta forma la misma enzima que produce la

sustantia vasoconstrictora (A I1), tambi#n inactiva otro péptido

15



ASP-ARG-VAL~TIR-1LE~HIE-PRO~FEN-HI S-LEUJ
ANGIDTENSINA 1

ARG-PRO-FRO-GL1-FEN-SER-FRO
HEPTAFEPT1DD INACTIVO

ENZIMA CONVERTIDORA

ANGiIOTENSINA 1

ASP-ARG-VAL-TIR-1LE-HIS~PRO-FEN
ANGIOTENGINA 11

ARG~FRO-FRO-GLI-FEN-SER-PRO-FEN-FRO

ERADICININA

|

v

VASOCONSTRICCTON VASODILATACION
ANTIDIURESIS DIURESIS
ANTINATRIURESIS NATRIURESIS
FIG.

CONVERTIDORA DE ANGIDTENSINA 1.
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con potentes efectos vasodepresores (bradicininal.

La enzima es una metaloproteina (es inhibida por EDTA) v es

dependiente de cloruros. Otros aniones monovalentes como los
bromuwos, los fluoruros o 1los nitratos pueden sustituir al
cloruro en la medicidén de la actividad enzimatica in vitro.
La enzima en mamiferos es una glucoproteina de un PM de 130,000-
140,000 d, que estl compuesta de una sola cadena polipeptidica y
que tiene asociado un equivalente molar de Zinc. La enzima existe
en una amplia variedad de organismos desde bacterias hasta
mam{feros (31). Est&d presente en todos los érganos y liquidos
corporales de los mamiferos, principalmente »n el endotelio
vascular del pulmén. En contraste, la bradicinina que tiene una
vida media mds corta en sangre que la Al o A II, es casi
completamente inactivada en la circulacidén pulmonar.

Se han desarrollado inhibidores especificos y potentes de la
ECA en base a sus propiedades y mecanismos de accion. Estos
agentes suprimen la respuesta vasopresora de A 1I, potencian los
efectos vasodepresores de bradicinina y revierten la hipertensién
experimental dependiente de renina. Uno de los inhibidores mas
usados en humanos es el captopril (SQ 14,225).

Se han obtenido anticuerpos especificos contra la ECA humana
y se han usado pora realizar la caracterizacidén inmunelégica y el
radioinmunoandlisis de la enzima. Los niveles de ECA en el plasma
normal estan dentro del orden de lO-9 mol/l. La ECA inmuno-

reactiva aumenta en pacientes con sarcoidosis; la enzima en esta
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enfermedad es idéntica a la enzima del plasma normal (32), Se
sabe poco acerca de la regulacion de los niveles de ECA en el

plasma.

1.3.5 Angiotensina 11

En la década de los 40's Page y Helmer en Estados Unidos
(33 demostraron que la renina por si misma no producia
vasoronstriccidn sino que producia en plasma una nueva sustancia
estable al calor, de accién corta y que si era vasoconstrictora.
Denominaron & la nueva sustancia "angioteonina®, Por 1a wmisma
época Braun-Menéndez, et. al. en Argentina (34) descubrieron 1la
misma «sustancia y la denominaron hipertensina®. En el aro 1941
se llegd al acuerdo de adoptar el término hibride “angiotensina”.

La A Il es el componente activo del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, Ejerce accion directa sobre lasg
arteriolaz estimulande sus paredes musculares para gue se
contraigan, lo cuadl disminuye el calibre de las luces
arteriolares y ésto eleva la presion arterial en el sistema
circulatorio en canjunto y ademas estimula la corteza suprarrenal
gara producir aldosterona, la cuadl actua en las porciones
tubulares de 1las nefronas, bhaciendo que conserven mas sodio Yy
agua y ésto aumenta el contenido de liquidos del sistema. Aumenta

la reabsorcion de agua, el velumen sanguineo y digsminuye el

volumen urinario,
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La vida media de ta A II circul ante es' corta,
aproximadamente de 20 segundos debido a una rdpida degradacion
por angiotensinasas gque circulan en la sangre y su produccién
continua depende de la presencia de angiotensinégenc, Sin
embargo, la concentracién de éste en sangre es generalmente
constante y de hecho es la cantidad de renina circulante 1la
limitante principal en la produccion de A Il in viva. A pesar
de que la renina tiene una vida media mucho mads larga en
circulacién {de 4 a 15 minutos), se requiere de un estimulo
constante para su secrecién.

Celio e Inagami {3I5) demostraron usando técnicas
inmunohistoquimicas, la presencia de A Il inmuno-reactiva en las
células yuxtaglomerulares del rifén de rata y su coexistencia con
ranina. Ellos proponen que A Il no sdlo se sintetiza en el
torrente circulatoric sino gue se forma intracelularmente y se
almacena en grdanules, al igual gue la renina, en las celulas

yuxtaglomerulares.

1.3.6 Angiotensina II1

La A Il es transformada al heptapéptido A 1I1 por 1la
liberacién enzimatica de una molécula N-terminal de Acido
Aspartico, catalizada por la aminopeptidasa A (Fig. 1).

La A II1 posee la quinta parte de la potencia vasopresora de

A II. Estimula la secrecion de aldosterona pero también en menor
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grado gque la A I1 (2),

1.2.7 Aldosterona

La aldosierona es una hormona esteroide de PM de 360.4 d que
ps secretada por la zona glomerulosa de la corteza adrenal. Es el
regul ador mds potente de la excrecidn de electrolitos. Su accidén
e manifiesta por aumento en la reabsorcidén de sodio vy cloro y
facilita 1la encrecioén de potasio. Un aumento en la osmolalidad
extracelular estimula la secrecisdn de ADH (hormona antidiurédtica)
y ésta facilita la conservacidn renal de agua. E1 sodio, cloro vy
agua son generalmente retenides o excretados juntos, vy la
aldosterona promueve, indirectamente, la reabsorci6on tubular
renal de agua.

La estructura de la aldosterona es la siguiente:
CHZ—OH
[}
O=c-H C=0

0
El mecanismo que regula la secrecién de aldosterona es

responsable de 1los cambios en la hidratacién del cuerpo.
El sistema renina-angiotensina-aldosterona es el principal
mediador de la respuesta adrenocortical a cambios en la

hidratacién del organismo (36)., La A Il estimula la secrecién de



aldosterona ademids de su accioéon vasopresara.

La secrecidén de aldosterona también es influenciada por: a)
la concentracidén de  potasie en los fluidos corporales: la
deplecidén de potasio la disminuye; mientras que la retencidén de
potasio aumenta su secrecién, b) la hormona adenocorticotroépica
estimula su secrecidn, ¢) la concentracidn de sodio en Fluidos
corporales: la deplecién de sodio aumenta unas 5 veces la
secrecién de aldosterona mientras que la retencidén de sodie

disminuye la secrecidn de la hormona (37).

2.- SINDROME NEFROTICO.

2.1 Generalidades

El sindrome nefrético (SN) se caracteriza por proteinuria
(principalmente albuminuria), Hhipoalbuminemia, disminucién de la
presion coloidosmética, ascitis, edema generalizado,
hiperlipemia, hipertrofia hepdtica con aumento de acido
ribonucléico (ARN) y Acideo desoxiribonucléico (ADN}, incremento
en la sintesis de proteinas plasmaticas, aumento en la retencién
de sodio. El aumento en la sintesis de albimina se ha demostrado

in_ _vivo e in vitro en higado aislado de rata, as{ come en un

sistema de lisado de reticulocitos de conejo programado con ARNm
de higado de rata nefrética (38). La sintesis de proteinas

hepAticas totales no cambia o aumenta ligeramente. En el sindrome



nefrético también hay alteraciones del metabolismo del calcio vy
vitamina D.

ta explicacion fisiopatoldgica cldsica de la retencidén de
sodio es que la cafda en la concentracidén de albumina plasmatica,
y por lo tanto en la presidn oncética, conduce a una transudacidn
del Fluido a través de los capilares y a una reduccién del
volumen sanguineo, lo cudl estimula entonces al sistema renina-
angiotensina—-aldosterona para retener sodio y agua. Sin embargo,
evidencias recientes demuestran que muchos pacientes con sindrome
nefréotico tienen actividad plasmatica de renina (APR) baja o
nermal aun cuandoe estén reteniendo activamente sodio. Lo anterior
sugiere que existen mecanismos intrarrenales gque provocan la
retenci16n de sodio,

For otra parte, el captopril no tuve efecto s=obre la
retencién de sodio en pacientes nefréticos que estaban reteniendo
activamente sodio (39), lo cudl sugiere que esta retencién es

independiente de la actividad del sistema renina-angiotensina.

2.2 Modelos oxwperimentales

Hay diversos modelos experimentales para estudiar el
sindrome nefrético. Entre ellos se encuentran los siguientes:

&) inyeccion de suero anti-rifndén de rata (40-42),

b) inyeccién de aminonucledsido de la puromiclna (ANP): & di

. / : - : : . .
metilamino-9- (3 amino — 7 ~ desoxi -D-beta-ribofurannsil) purina

22



tinyecclén unica o dosis repetidas) (38, 43, 44),
c} inyeceidn de adriamicina (donerubicina) (4%,
d} inyeccidn de davnomicina (o daunorubicina) (44).

Las estructuras de estos compuestos se muestran en la Fig.

El sindrome nefréotico enperimental inducido por el
aminonucledsido de la puromicina se parece mucho al sindrome con
lesiones minimas encontrado en humanos (43, 47},

Grond, J., et. al. (48) reportaron que inyecciones repetidas
del aminonucledsido (nafroesis crénica) producian un dano renal
irreversible, Observaron que habfa presencia de esclerosis en las
células mesangiales (acunulacidn de lipidos). En el nmodelo de
nefrosis aguda por el derivado de la puromicina también habfa
acﬁmulacibn de 1lipidos en el &rea mosangial. En el caso del
sindraome producido por una snla inyeccién de 3 mg/kg de peso de
adriamicina (proteinuwria por meses), nho se obuervé esclerosis
glomerular. Las lesiones Ldbulo interaticiales parecen ser el
determinante mds inportante para la progresién del dafio renal  en

aste modelo (49, S,

2.3 Mecanismos de proteinuria

Ba plensa yue la proteinuria es el resultado de 1a
dustruccion dr la barrera ‘de filtracién de las proteinas
séricas de las paredes de los capilares glomerulares. DRicha

barrera estd compuesta de 2 sistemas:t a) la barrera del tamano

N
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Fig. B8.- Estructura de los compuestos usados para producir &N
experimental, La Ppuromicina se muestra como comparacién con el
ANP. Todus son antibitticos. Los numeros corresponden al Index
Mercky décima edicidn. La puromicina es producida por
Btreptomyces alboniger, la doxorubicina por la variante caesius

de Streptomyces peucetius y la dadnorubicina es un  antibisético
del grupo rodomicina producide por Streptomyces peuchtius.
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‘cuya funciéﬁ estd determinada por la efectividad del tamano del
poFo ‘de los capilares glomerulares y el radio molecular de la
albumins sérica y h) la barrera de carga en la cudl la repulsidn
eléctirica entre los =atios anidénicos de los capilares
gl&merulares v las cargas negativas de la albdamina es crucial,

Ern ratas con sindrome nefrético se ha reportado una
disminucién de las cargaes eléctricas. Los sitios aniénicos de la
barrera de carga estdn compuestoes primariamente de Acido sidlico
y glucosamineglicanos. El1 primero, tiene una carga negativa
fuerte debide & la polaridad del grupo carboxilo, y es uno de los
componsntes de la cubierta de las células epiteliales, que es
necesaris para la filjacion de dichas células a la membrana basal
glomeralar (MBG) (51),

De 1lum dos barreras antes descritas, la pérdida de cargas
negativas parece ser la causa mas importante del dano, vya que

puermite la filtracioen de protefnas cargadas negativamente (52),

Z.49 Alteraciones inmunolégicas

Shelloub  propuse que el mecanismo patogénico de la nefrosis
lipofdica puede ser el resultado de un dano primaric ©n la
funcién  de las células T. Hay una disminucion de IgG e Igh v un
aumente de IgM. La disminucion en la sintesis de lgG, funcion de
las célules B controlada por células T, se revierte en la

remision  del elndrome nefrético. En nifdos con weste sindrome  se

rJ
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encontraron cuentas’ ‘aumentadas de plaquetas y ademds se bha
obgervado .que  dichos pacientes estén predispuestos a contraer
infecciones por organismos encapsulados. Lo anterior demuestra

una hipofuncion esplénica (52)

2.5 Anormalidades en la coagulacién

En pacientes con sindrome nefrético se ha visto un  aumento

de casos con trombosis venosa (S2).

2.6 Factores genéticos

Se ha asociado 1la incidencia de sindrome nefrotico al
sistema HLA (antigenos de histocompatibilidad B12, B8 y DR7). Se
encontré que el antigeno B12 lo tenfan 54% de los pacientes con

diche sindrome contra un 13% de individuos nermales (52).,

2.7 Alteraciones en la membrana basal

En el sindrome nefrdétice la gluceosa y la manosa se acumulan
principalmentes en las glicoproteinas componentes de la membrana
hasal glaomerul:r e inducen cambios en la orientacién de su

estructura  tridimensional. Esto produce cambios marcados en el
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ﬁamano da;los poros que conducen a un aumento en la excrecién de
brote(nas; Se ha propuesto que es 21 conjunto del efecto total de
la-interaccidn molecular de lipidos, proteinas y carbohidratos y
ne de la accidn de alguno de ellos por separado.

Se ha visto ques los glucocorticoides {usados en la terapia
del sindrome) alteran la composicidn quimica de la membrana basal
glemerular tanto en condiciones normales como de proteinuria,
influenciando las actividades metabdlicas y biosintéticas de las
ctlulas glomerulares (53,54),

Estudio:z realizados por Caulfield, et. al, (59) muestran
que esta membrana estd doenada en el sindrome nefrotico producido
por el aminonucledsido de la puromicina y que ésto permite la
peérdida de proteinas, Sin embarqo, parece que 21 principal sitio
de accidn del aminonucledsido de la puromicina es en el epitelio,
cunduciendo a la produccidn de una membrana basal glomerular
defectuona,

En el sindrome nefrético producido con el aminonucledsido de
la puromicina se ha visto (54) que la hipoxantina es a) producto
de degradacion del aminonucliedsido y b) substrato para la xantina
oxtdagea fque cataliza su conversidn a zantina y Acido urico,
produciéndose el anion superdéxido en el proceso) (Fig. 9. &e
watudid  si lows radicales libres del osigeno contribufian a la
aparicadn de proteinuria en el modulo de SN por ANF, Se usaron
las  ensimas catalasa y superditido dismutasa, as{ como el

alopurinol {inhibi1dor de la nxantina oxidasal. Los ¢rupos con
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superénido dismutasa y alopurinol mostraron disminucidén en 1la
proteinuria comparados con el grupo con ANF solo. Lo anterior,
Junto con observaciones al microscopio, dan evidencia indirecta
de que los radicales libres del oxigeno generados son importantes

mediaderes de la proteinuria inducida por el ANP,

Al opurinol

santina
ANF

>Adenosina dHiposantina DXantina + 02-

oxidasa

superdéiido

catal asa S > H202<
dismutasa

Dimetil sulfoxido i > o

Fig. 9.- Degradacidén metabdlica del ANF., Se ilustra la formacion
de radicales libres de oxligeno via xantina oxidasa. 02_3 Aniodn
superéitido, H:‘O’z: perdxido de hidrégeno, aH: radicales
hidroxilo. Lam flechas con dos cruces indican inhibicién
(alopurinel), funcién barredora o lavadora (dimetil sulféxido) o

catalizadora de la hidrolisis del H,0, (catalasa) (56).
272
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2.8 hlteraciones en las lipoproteinas del plasma

Se ha postulado que la hiperlipemia del sindrome nefrético es
debida a una sobreproducciéon hepatica de lipoproteinas
plasmaticas que son muy grandes para ser eliminadas en la orina.
Se ha comprobado la sobreproduccidn hepdtica en higado perfundido
aislado v en rebanadas del drgano. En SN producido con suero
anti-rindn e ha visto que hay hipertrofia hepatica (aumenta el
peso el higado un 304 de lo normal). Con aminonucledsido de la
puromicing no se observa hiperplasia tal vez porque los
aetsholitos actives de  dicho aminonucledsido son inhibidores de

la sintesis del ARN (57) .,

Durante la etapa de proteinuria, se encuentran elevados los
nivelas de triglicéridos y del colesterol. €n la fase de remisién
{a1n proteinuria) la distribucién y composicion de lipoproteinas

es similar qua en los controles sanos (58),

2.9 La_concentracién de albumina plasmatica en el sindrome

nefrotico

Es la ads abundante v la mds estudiada de las proteinas de
la carculacidn.  Su concentracién en plasma ha sido usada como un
indicador de salud + enfermedad. A la albimina e le han

atribuido dos  funciones principales: el mantenimiente de la

13l
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presién  coleoidosmética (PCO) y el transporte de diferentes
sustancias (dcidos grasos de cadena larga, calcio, vitaminas,
etc.). La albumina Jjuega wun papel muy importante en el
metabolismo de las grasas, une los Acidos grasos liberados por el
tejido adiposo y loz transporta en forma soluble en el plasma
(38) .

Al  aumentar la presidén coleoidosmética la sintesis de
albumina disminuye Yy viceversa. En la cirresis, SN vy edema
pulmonar hay disminucidn de la FPCO. En el SN se ha propuesto,
como causa de los bajos niveles de albumina, ademds de la pérdida
en la orina, al aumento de la degradacién de ésta por les rifones
(38).

En los animales nefroticos, el edema y la ascitis se deben
a la disminucidn de la FCO provocada por la pérdida de proteinas
plasmaticas, principalmente albumina. Durante el SN aumenta la
permeabilidad  de la membrana basal glomerular a proteinas
séricas de PM intermedioc (60,000-200,000 d). La albumina es la
proteina predominante en la orina de estos pacientes, pero
también hay cantidades importantes de otras proteinas de tamano

intermedio tales como la transferrina vy la Ig6 (38).

2.10 El sodio y el sistema renina-angiotensina-aldosterona en

el sindrome nefrotico

El sodio es el pFincipal catidn de los fluidos



entracelulares. Bajo condiciones normales, la pérdida de sodio
por la piel es despreciable. Dicha peérdida puede ser considerable
i aumenta la temperatura ambiental, o bien con Ffiebre o
ejercicio muscular. En el caso de un individue sane, si aumenta
la temperatura ambiental, la principal regulacion de sedio ocurre
en los rinones, El balance de sodio es influenciado por 1la
secrecion adrenal de aldosterona, el inhibidor natural mas
potente de la excrecion renal de sodio.

Fara poder establecer el mecanismo causante de la retencién
de sodio en este sindrome, es esencial estudiar al paciente (o al
animal de experimentecidn) cuando este reteniende sodio. Se deben
eavitar mamiobras que se sepa de antemano gue activan el sistema
renina~anylotensina-aldosterona. En diversos estudios reportados
en le literatura se concluye que el sistema se activa al
disminuir tanto la albimina como el volumen sanguineo. No parece
haber evidencia de que el sistema renina-angiotensina-aldosterona
intervenga en la retencién de sodio en el sindrome nefrético
(59-63).

Bohlin, et. al. (64), establecieron gue la retencién de agua
en el sindrome nefrdtico (25 niffos estudiados) es secundaria a la
retencton de sodio.

En  estudios en ratas con proteinuria unilateral producida
por  perfusi6on renal con ANF, se encontréd que la excrecién de

sodio estaba aumentada en el rindn control sano y que en el rifidn



perfundide estaba disminuida. Se observé que la excrecidn
aumentada de sodio del rindn sano se compensaba con la retencién
de sodio del rindn proteindrico (69).

For lag caracteristicas de este sindrome y los antecedentes
mencionados, se escogid el modelo de sindrome nefrético inducido
con aminonucledsido de la puromicina para estudiar la influencia
del sistema renina-angiotensina-aldosterona sebre la retencién de

sodio.
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1I1.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es la caracterizacién
secuencial del sistema renina-angiotensina-aldosterona en el
sfndrome nefrdético experimental inducido en ratas, por una
inyercidn tnica de aminonucledsido de la puromicina para evaluar
su posible relacidn con las alteraciones bioquimico-clinicas que
s2 preseptan en el sindrome nefrético, fundamentalmente el
aumento de la retencién de sodio.

Este trabajo permitirdé explicar 1o gque sucede en el humano
dado que el modela de SN por ANF en ratas, ha sido aceptado como
un buen modelo de lo gque sucede en humanos nefroéticos.

Pravio a este trabajo se realizé la caracterizacion de este
modelo <«de SN en el laboratorio de Nefreologia y Metabolismo
Mineral del Instituto Nacienal de la RNutricién Salvador

Zubiran (66).
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I1I1.- MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES.

1.1 Material bioldgico

Los animales wutilizados fueron ratas (Rattus norvegicus),

cepa Wistar, machos de entre 90 y 115 gramos (g) de peso. Se
criaron y mantuvieron en el bhioterio del Instituto Nacional de la
Nutricién Salvador Zubiran con una dieta normal y agua ad

libitum.

1.2 Reactivos

Los siguientes reactivoes fueron comprados de Sigma Chemical
Co. (St. Llouis, Mo)l: reactivo de Ffolin-fenol vy Ciocalteu,
aminonuclessido de la puromicina, albumina sérica bovina grado
RIA fraccion V, aceite de cacahuate, acido maléico (FM=1146.1),
carbon activado, dextran grado clinice (P70, 000) 243
dimercaptopropanol (Dimercaprol, HAL, FPM=124.2), wul fato de 8-
hidroxiquinolina (FM=194.2), trizma base, tris {hidroximetil)
aminometano (PM=121), benzoato de bencilo, hipurato i histidil-—
leucina (HHL), Sigmacote y renina de rifton porcino.

De J.T. Baker fueron comprades: el cloruro de sodio, EDTA
Naz, agetato de wtilo, dcido clorhidrico, ailcohol etiltico,

fosfato dibdsico de potasio, fosfato didcido de potasio,



hidréxide de  sodio, sulfate de cobre, tartrato de sodio vy
carbonate de sodio.

'@  Sigma de México e compraron los amortiguadores de
referencia para el potencidmetro (pH=7.38 y pH=6,0),

El estuche para medir aldosterona en plasma y orina fue
compredy # International €IS (Francia).

De New England Nuclear se obtuvo la A I marcada con l251
tactividad especifica aproximada de 2000 Ci/mmol), las soluciones
patrdén de A I (de 0,0, 0,1, 0,25, 0.5, 1.0, .5y 5.0 ng de
Al/ml).

£l  anticuerpo  contra A I usado en el RIA fue obtenido en
iwmstro laboratorio (47) de acuerdo al m2todo de Moore, at, al.

lLa reactividad crusada contra A 11 fué de 0,03%,

1.3 Eguipo

A 1o largo de este trabajo se uséd el siguiente equipo:

Espectrofolametro Carl Zeizz PHMQ II, potenciémetro de Orion
Resesrch modelo Z0l, bano de incubacidn a 37°C de Frecision GCA
Corporation, contador de centelleo sélide Gammacord II  (AMES),
congelador  American (~J00L), centrifuga refrigerade Damon/IEC
Divaision medelo PR-60WI, vortex de Scientific Products $8 220,
Jdécaps tador Je Harvard Apparatus Co tcatdlogo S5-0012) ,
micropipetas Uxford 7ol (de SO, 100 vy 200 micrelitros),
reprpeteadorass Gilson & 3000 (5 oml), #1000 (1 ml), F 200 (0,2

ml2 y P20 (0,02 mi), repipeteadores ge 10, % vy 1 ml. de

Ll
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Lab industries, bolsas de didlisis de Spectrapor (tamafio de poro
de 6000 a 8000), papel filtro Whatman #42 de 11 cm. de didmetro,
flamometro L. 443, balanza analitica Mettler tipo H-15,
congelador  Revao (—éOQC), agitador magnético Corning FC-353,
balanza granataria Ohaus modelo 700 (capacidad 2610 g}, jeringas
desechables de 10 ml con agujas del ndmero 21 y 18, jeringas de 1
ml. con agujas del numero 25, celdillas de cuarzo 100 0O  1.000
1¢ mm Carl~Zeizz, celdillas de vidrio 104 0S 1.000 10 mm Carl-
Zeizz, Jjaulas metabolicas de fabricacién nacional para recolectar
la orina de las ratas libre de heces. Las jaulas constan de wuna
malla metalica (gque permite el paso de la orina v retiene las
heces) vy de un cono colector para que escurra la orina hacia un
recipiente, El comedero y bebedero estan fuera del cuerpo de la
jaula para que @stos no contaminen la orina. La comida se coloca
en polvo. También se utilizaron tubos de vidrio de 12 X 7% mm,
tubos borosilicadeos de la misma medida, gradillas wmetdlicas,
gradillas de acrilico para RIA, charolas de plastico para colocar
en bhano de hiele las gradillas de RIA, liofilizadora Labconco
Freeze Dryer y finalmente un sistema purificador de agua

Millipore modelo tilli-G.
1.4 Soluciones
Todas las seoluciones acuosas se prepararon  con agua

bidestilada y desionizada en un sistema purificador Millipore,
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1.9 Mater1al de vidrieria

Los tubos para la recoleccién de la sangre se siliconizaron
con Sigmacote al 1% en solucidn acuosa durante 15 minutos o se
uti1lizaron tubos borosilicades para evitar la hemélisis, El resto
del materi1al de vidrier{a se usé después de lavario y enjuagarlo

perfectamente con aqua bidestilada y secarlo con calor.

2.0 METODOS
2.1 Orina

Se estudiaron dos grupos de ratas:

a) grupo control (n=10) al cudl se le administré una
inyeccl dn subcutdanea de NaCl al 0.9% y

bl  grupo con ANFP  (n=10) al cudl se le administré una
inyeccion  subcutdnea dnica de ANF en una dosis de 15 mg/100
qramvus  de peso corporal. El ANF se prepard al 24 en solucién
salina Al 0.9 %4, por lo que a cada rata de 100 g se le i1nyecté un
volumen de 0,75 ml.

Ambos  grupos se mantuvieron en jaulas metabdlicas desde el
dfa -2 hasta el dia 2! en que concluyd el estudio,.

El dia @ es &l dla de la inyeccién de NaCl y de ANP al grupo
conlrol y al grupo experimental respectivaments., Se recolectd
diariamente la  orina de 24 h de las 20 ratas y se registré su

e50 corporal.,
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2.2 Suero o plasma

Se utilizaron 99 ratas distribuidas de la siguiente formas

a) grupo contreol (n=135) y b) grupo con ANF (n=80).

Las 1inyecciones de NaCl al 0.9% y ANF fueron efectuadas en la
misma forma Que se describid para orina.

Las determinaciones del grupo control fueron realizadas los
dias =2, -1 y 0 y se obtuve el promedio de los tres dias. Para
el grupo con ANP fué desde el dia 1 hasta el dia 21, Se
sacrificaron 5 ratas diariamente desde el dia -2 hasta el 10 vy
luego cada tercer dia (dias 12,14,16,18,20 y 21). En algunos
casos fueé posible aumentar &l numero de ratas y por 1o tanto de
las determinaciones. En otros cascs el numero de determinacionas
fue menor porque la muestre fue insuficiente o por muerte de las
ratas.

-
2

-3 Determinaciones realizadas

2.3.1 Orina de 24 horas

A la orina recelectada se le midid el volumen, se filtré y
58 separd en allcuotas para las diferentes determinaciones,
congalandolas posteriormente a ~80°C.

Las determinaciones realizadas fueron sodio, proteinas vy

aldoskerona.
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2.3.2 Suero

Se¢ separd de sangre obtenida por puncién cardiaca o por
decapitacién de la rata. La sangre se recolectd en tubos
perfectamente siliconizados para evitar la hemdlisis y lograr una
buena retraccien del coigulo (aproximadamente 90 min). Luego se
procedidé o centrifugar las muestras dwante 18 min a 2000 rpms
se sactd el codqulo y se volvieron a centrifugar por otros 15 min
a 2000 rpm. El suero se separd en alicuotas. Algunas
determinaciones se hicieron inmediatamente pero otras hubieron de
realizarse posteriormente para lo cudl fueron congeladas las
muestras a ~20°C o menos si era posible.

£n suero se determing sodioe, protelnas y actividad sérica de

la ECA.

2.3.3 Plasme
£l plasma se separd de sangre obtenida forzosamente por

decapitacidon de la rata ya que en estudios previos realizados en

nuestro laboraterio (13) y en reportes encontrados en la
literatura, se ha demostrado que la concentracién de los
componentes del SRAA  (con excepcién de ECA) , aumenta

s1gni freativacente por  la  anestesia con éter (necesaria para
realizar la puncidn cardifacal.

s sangre e colectd en tubos contenipcnde SO microlitros
(}41) de EDTA 250 aM. Los tubos se sumergieron inmediatamente en

. . . o
banoe de hielo y se centrifugaron a 4°C para obtener =1 plasma, el
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cudl se separ6é en alicuotas las cuwales se conservaron congeladas

a -80°.
Matsunaga et. al. (68) encontraron que el plasma puede ser
almacenado a -20°¢ por lo menos 4 semanas sin cambios

significativos en el nivel de renina activa. Encontraron que 1la
concentracion de ésta se auvmenta por almacenamiento a 4°c porgue
hay conversidn de renina inactiva a activa.

En el plasma se determind la concentracidén plasmdtica de

angiotensindgeno (CPA) y de renina (CPR) y la de aldosterona.

2.4 Sodio
2.4.% Sodio sérico

Se mididé por flamometria y los resultados se expresan en
mneq/l.

a) Principio del método

El primer uso de la flama como una fuente espectroscoépica es
generalmente atribuldo & Bunsen y Kirchoff en 1860. La relacién
entre la coemposicioén quinica de las sustancias y el color
resultante de la flama fue reportado por 1862; sin embargo, el
uso del fotémetro de flama no se extendid hasta despuds de 1945
en que se desarrollaron comercialmente dichos aparatos. Ahora, el
espectrofotémetro de emisién de flama s uno de los instrumentos
mag importantes en los laboratorios de quimica clipica.

En la flamofotometr{a intervienen electrones eucitados en un
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atomo usando energla calorifica de una flama. Cualquier
gustancia, cuande se expone & temperaturas suficientemente
elevadas, pasa a un estado exucitade y tiene colisiones térmitas,
Ya que asle estado es  inestabley los Atomoes o moléculas
excitados regresan a su estado natural, dispersdndose la energia
absorbida en varias formas, una de las cuales ©5 la emision de
luz, Cada molécula o 4&tome se ha asociado con una serie de
niveles discretos de energia. (a intensidad de la luz emitida
‘espectro) es directamente proporcional al numere de Atomos
gsomnetidos a transicibén. Asi pues, por monitoreo selectivo a 1ta

lonmitud de onda caracteristica de un elemento volatilizado vy

zucitudo un la flama, se mide directamente su concentracion.

b} Metodolovugla

El  flamometro utilizado es automdtico y seguro en la
ignicidn., La medicidn se efectua rdpidamente. La calibracién del
aparato es simple; e efectua en dos pasos. Se usa una solucidn
blanco de 1T mM Je Li en agua destilada y una solucidn patrén de
calibracién que para suero es de 140 mnol/l y para orina de 100
mmel/l de sodic. El flamémetro queda calibrade para dar una
lectura lineal en un gran intervalo de concentraciones de sodio.
£l  aparato indica directamente la concentracién de sodio en
meq/l; en el tablero frontal se muestra si la presion del aire o
del gas es muy baja.
Al flamdémetro IL 443 se le puede adaptar el dilutor IL 144,

Eute diluye automdticamente la muestra o lag patrones con el
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patrén  interno de litio. La dilucion efectuada s 1:200. Las
muestras de orina y suero pueden aspirarse directamente al
dilutor ainimizande asi errores de dilucidn, siempre y cuando se
esperaen  valores menores a 200 mnol/l de sodie. El  aparato se
apaga automiticamente si la flama aumenta o si la presién del

aire o del gas se elevan por arriba de limites de seguridad.

2.4.2 Sodio urinario

Se midié¢ de igual manera que el sodio sérico vy los
resultados se expresan como meq/24 h. Se usaron 250 Fl de orina
los cuales se diluyeron con it ml de agua destilada (dilucidén

1:5). La determinacién en el flamémetro se realizée en esta

dilucion.

2.5 Protelnas totales

2.5.1 Proteinas séricas totales

Se usd el método de Lowry, et. al., (69) usando como patroén
albimina sérica bovina (ASB). El color se desarrolla en 2 pasos:
a) la reaccidn de la proteina con cobre en condiciones alcalinas
y b) la reduccién del reactive fosfo-molibdico~fosfotungstico por
la proteina tratada con cobre. La proteina se cuantifica por la
cantidad de Tirosina y Triptofano presentes en ella comparada con
la cantidad de estos aminodcidos en la proteina usada camo

patron.
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£1 método fué el siguiente:

Solucidn A: carbonato de sodio al 2%, hidréxido de sodio al
G.4% y tartrate de sedio al 0,02%.

Solucién B: sulfato de cobre al 0.9%.

Solucidn C: S0 ml. de la solucion A + 1 ml. de la B,

Solucidén D: folin-fenol y Ciocalteu 1 N.

Soluci1én E: solucidn patrén de ASE (1 mg/ml).
Para la determinacidn se tomaron S0 Pl de una dilucidén 1:100 de
1a muestra (o la cantidad correspondiente de la solucidn E) + 1
mi. de la solucion C. Después de 10 min. se adicionaron 100 F‘ de
la solucidén D y se agité en vortex; se deid reposar 30 min. a
temperatura  ambiente vy luego se leyd la densidad optica (DOY a
660 nm contra su propio blanco. La curva patron se muestra en la
fig. 10, Los raesultados sk expresan como /100 ml.

- -

«S.2 Proteinas urinarias totales

Se hizo la determinacién igual que para suero pero
utilizando 200 Pl de muestra para el  ensayoe. Fara ello,
presiamente  fueron dializados S00 yl durante 24 horas contra
selucidén  salina al 09% y a 4°C con 5 cambios del liquido de
dialisis. La muestra dializada gqueda totalmente transparente si
no  Liene protefnas, a diferencia de la urina que si tiene y que
toma el aspecto del suero de la rata dependiendo de la cantidad
pruesente de proleinas.

Los resultados se expresan como mg/24 horas.
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Fig. 10.- Curva patrén para la determinacion de proteinas por el
método de lLowry (&7).
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2.6 Cencentracioen plasmatica de renina (CPR) y de angiotensino—
‘ geno LCFA)

Su cuantificacion e hizo por la técnica de
RIA (70) de A I basada &r el método de Haber y cels., guienes
en 1965, subrayaron el sigmificade fisiopatoldyico de las
med1C1enRE de reninia y descubrieron las  ventajas de un
procedimientc de RIAR para la estimacidn directa del producto
prim2r 1o de la actividad de renina: A I, Bajo las condiciones del
BnSay0 we ve favorecida la acumulacion de A I ya que se permite a
la renina endgogena reaccionar con su sustrato en presencia de
reactavos que 1nhiben tanto a la ECA como a las angiotensinasas.
Las  condicienes del ensayo favoreven la generaciéon de A I en un
si1stema  anortiguade dentro de su pH éptimo de 5.5 a 6.0 en

presencio de inhibideres adecuados (25).,

Z.6.1 Principiu Jel metodo

Sheggy v wols. (711 demostraron que la A4 [ es el metabolito
recsul tante de la accion de la renina y que sé rompe para dar & I1
bajo la wceidn de la enciwa convertidora de A .  Tomando
precauil ones especificas para bloguear a ECA y & las
anyrotensinasas  presentes normalmente 2n plasma, se puede decir
que 1a acunulaziin de i [ bajo condiciones centroladas refleja la
autividad wodaimdtice de renina. La inhibicién de la enzima

convertidor o de 1 y angiotensinesan Jurante la generacion de




Al se lleva a cabo por s8] uso de EDTA (en e] tubo de recoleccidén
de 1a muestral, dimercaprol en solucién oleosa al 1.7%
conteniendo benzoato de bencilo al 3,3% en aceite de cacahuate vy
sulfato de B-hidroxiquinelina en solucién acuosa al &.6%. Debide
a que la reacciétn se lleva a cabo en condiciones éptimas
(amortiguador de maleato 0.2 M, pH=&) el tiempo de generacion de
A1l es de 1 hora. La cantidad de A I generada se mide por.RIA; la
separacién del antigeno 1libre y unido se lleva a cabo por
adsorcion diferencial del material libre sobre carbdén activado.
La concentracién del antigeno unido al anticuerpe se determina
por contee en un contador de radiaciones gama del 1liquido
sobrenadante, La relacién unido/libre (B/F) se expresa mediante
una curva patrdn de A I, de la cual los valores de las muestras
desconocidas se obtienen por interpolacieén. La APR y la CFR se
expresan como ng de A 1 generada/ml/h de incubacién a 37%.

En la medicién de AFR se usa el sustrato end;geno y en la
medicién de CFR e adiciona un exceso de angiotensinogenc. Este
enceso s logra adicionando plasma de ratas binefrectomizadas 224
horas antes de la obtencidn del plasma. Este plasma no tiene
niveles detectables de renina y su concentracion de
angiotensinodgeno es aproximadamente 8 veces mayor al del plasma
normal  (72). For esta razon  es  una fuente ideal de
anglotensindgeno. En la prdctica se obtuve la saryre de las ratas

binefrectomizadas por puncidén cardfiaca, usando EDTA (S0 ﬂl de una
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solucian 250 mM) coﬁo anticoagulante. El plasma de varias ratas
se mezcld y se liofilizo para almacenarlo. El dia del ensayo el
polvo se reconstituyd al volumen original con agua destilada.

En la determinacién de la concentracidn plasmatica de
angictensinégeno se adiciona un exueso de renina porcina para gue
tode Bl sustrato presente se transforme a A ] y «@sta se mida por
RIA.

La renina porcina comercial utilizada contiepe S04 de
proteina. El contenido del frasco comercial es el siguiente: 1.7
unidades de encima, .48 mg de sdlido, 0.24 mg de protelna, eu
detir, que tiene J.9 unidades/mg de sélido vy 7.1 unidades/mg de
protetn-a, Una  wunidad libera 100 Mo de A I a partir de
angiotensindégenc a pH= 4.0 vy 379, £l frasco se reconstituyé en
10 ml de amortiguador de maleato (pH=s &.0) diluido 1:3  en  agua
destilada,

La A I radiactiva es comercial y viene liofilizada. Su
actividad especi{ifica es de 2200 Ci/mmol (1550 }mi/ug). Cada lote
trae  indiceda su actividad total (que es alrededor de 10 PCi) y
la fecha en que fud envasado.

Lus  pasos que s@  siguen para calcular la cantidad de
angirekensina radiactiva adicionada a cada tubo S0N los
srguiuntes:

.- Bl dia gque se reconstituye se cuentan  los dias
transcurrides desde tal fecha para ver en qué  porcentaje ha
| IDSI

decaido e (la tabla de decaimiento viene inclufda con el
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frasco de A 1 radiactiva),

2.~ 8e calcula la actividad total real para el dia de
recenstitucion (date A) en FCi.

Z.~ Ba divide la actividad total (dato A) entre la actividad
especlfica (en FCx{pg; pat'a obtener la masa radiactiva (en )@).
Este dato se transforma a pg (dato B).

4.- Se multiplica el volumen empleado de radiactivo (S0 ul)
por el nuamero de tubos del ensayo para ohtener 1;5 ml,
requeridos/ensayo (date Ci.

La masa radiactiva/tubo recomendada para el RIA de A 1  debe
ser menor o igual a la concentracion del patrén més bajo de la
curva  orpleads, que es5 de 100 pg/ml (puede incluso ser de 10
pg/ml),

S.~ Se multiplico el volumen reguerido/ensayo (dato C) por
100 pg/ml (dato D} para ebtener 1a masa radiactiva/ensayo {dato
E).

4.~ G divide la masa radiactiva calculada para la fecha de
reconstitucidn (dato B) entre la masa radiactiva/ensayo (date E)
para obtener el ndmero de ensayos que pueden correrse con o I
radiactiva en una concentracidén de 100 pg/ml (dato F).

7.~ La hoja que acomparta al frasco con el peptido
liofilizado recomienda reconstituwir en agua destilada a una
concentracien de 5Cl‘ﬂCi/ml. Se calcula el volumen de agua

requerido (dato &) pera reconstituir el frasco de acuerdo & la
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actividad total existente el dia de la reconstitucidn (dato A).

B.~ E1 polvo se reconstituye en el volumen antes calculado
{dato B6) y se separa en el numero de alicuotas calculado (dato
FY, Las allicuctas as{ obtenidas se congelan a -80°c. El dia del
enusaye se  descongela una alfcuota y se le agrega la cantidad
requerida de amortiguador Tris-acetatos 0.1 M, pH=7,.38 (dato B).

El radioinmuncandlisis de A I fue estandarizado en nuestro
laboratorio previamente o su utilizacion (67)., Se corrieron
muestras de concentracién conozida de A I en los niveles bajo,
medio vy alto de la curva patrén (0,175, 0.75 y 3.75 ng de A I/ml)
en 1% ensayos y se calculé el promedio y la desviacidén estandar
de cada uno y se graficaron,

Cada vez que se efectud un RIA de A I se metieron nuevamente
les controles y se tomd como regla descartar el ensayo si la
toncentracidn  interpolada de dos o mds controles cafa fuera del

ntervalo de 2 desviaciones estandar.

2.6.2 Genrracién de angiotensina [

Las muestras de plasma congelado se ponen en un bano de agua
a 4% para descongelarlas.

El procedimiento seguido para medir la CPR fué el siguiente:
En un Ltubo s colocaron

a) Sﬂ')ll de plasma

LY 5}11 de dimercaprol

c) § ).11 de B-hidroniquinolina
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d) 450 }u de sustrato de renina {plasma de ratas
binefrectomizadas)

e) 1 ml. de amortiguador de maleato, pH=6.

€l tubo se agité en vortex y se puso en bano Maria por una
hora a 37°C. Pasado el tiempo de generacioén, se pusieron los
tubos en el bano a 4°C. Se procedidé a hacer el RIA tomando xoo‘p1
de muestra generada por tubo (se hace por duplicado).

El procedimiento seguido para la determinaciéon de 1a CPA
fué:
£n un tubo se colocaron
a) 25 P de muestra
b) 5}41 de dimercaprol
c) & pl de 8-hidrexiquinolina
d) 5 ul de EDTA 250 aM
el S’pl de renina porcina
f) 360 ;11 de amortiguador de maleato, pH=6

El tubo anterior se agitéd perfectamente en un vortex y se
incubé en baflo Marfa a 37°C por una bhora. Al concluir 1la
generacion, se pusieron los tubos en bhanoe a 4% y se aforaron a 1
ml. con amortiguador de ensayo (tris—acetatos, pH=7.38). Fara
realizar el RIA se hizo una dilucién 1110 con amortiguador de
ensayo, Yy se tomaron S50 }ﬂ + SC)FI de ASB al S% para completar
los 10G /.\l del ensayo.

La generaci¢én de muestras para APR no se hizo en este



trabajo, pero se pondrd agul su procedimiento por considerarlo de

interés para ver las diferencias que existen con CFR en el mismo.

En wn tubo se colocan:
a) oo Fl de muestra

h) S)nl de dimercaprol

c) B Pl de 3-hidroziquinolina

d) 6%))0 de*amor tiguador

Se agita en vortexr y

de maleato, pH=6

se separa en dos tubos; uno se deja a

4%c y el otro se incuba a 37°¢c pur una hora. Al final de la

generacién, se ponen los

tubos a 4°C y se procede a realizar el

RIA tomando IOO)H de cada una de las dos muestras. La actividad

plasmdtica de renina se obtiene restando el valor de 4°c  del

valor obtenido a =7°C.

2.6.3% Frutocoelo de RIA de

angiotensina I

a) Se numeran los

o .
hielo a 47C, al igual que
Los tubos { y 2 son
son para el blanco (unidn
501t para el 1O0% de unién
G v td para ©l patrdn de

2,0 ny Jde A I/ml.; y asi

tubos y se mantienen en un  barfto de
los reactivos y las muestras generadas.
para cuentas totales; los tubes 3 y 4
no especificaly los tubos 5, &, 7 vy 8
(patrdn cero o unidn maximal): los tubes

D ng de A T/ml; los tubos 1l y 12 para

sucesivamente para los demdas patraones de

Lo, 9.5, 0.25 y 0.1 ny de & I/ml (completando hasta =] tubo 20).

A partir de ah{ se pusivron las muestras problema por duplicado.

b) Se ponen sma}u de amortiguader de ensayo (Tris-acetatos



Q.0 My pH=7.38) en los tubos blanco vy 1500‘p1 en los tubos de
cﬁentas totales.

¢) Se agregan IOC)}u de albumina sérica bovina al S% en los
tubos blanco (unidn no especifica) y en los tubos del patrén cero
(unidn maxima) (tubos del T al 8).

d) Se ponen 100 }.11 de cada patrdn de A I (sequn el protocolo
previamente realizads) en los tubos correspondientes., Los
patrones vienen liofiliczados y deben ser reconstituidos con agua
fria para después separarlos en al{cuetas y congelarlos.

e) Se ponen 100 ).\1 de cada muestra generada en los tubos
pru-establecidos para les rnascs da AFR (tanto de la wmuestra
generada a 4°C como la de 37°C) y CPR. Fara la determinacién de
la CPA ge toman 50)41 de la dilucion 1:10 hecha después de la
generacion y se le adicionan S0 Pl de ASE al S%.. Para todos los
casos deben correrse las muestras por duplicado en el ensayo.

{) Se agregan S0 Fl de la solucion de A 1 marcada con 1251 a
todos los tubos.

g) Se agreqgan SD(i)d de la solucién de anticuerpo en todos
los tubos excepto en los de cuentas totales y blanco., El
anticuerpo se tiene congelado en alicuotas que al hacer el ensayo
s descongelan y se les agrega 90 ml. de amortiguador de ensayo
>por /U, A esta concentracidn une aproximadamente el 50% de la
radiactividad adicionada (é6).

h) Se agitan todos los tubos en vortex de 2-5 segundos y gse

&
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incuban a 4°C durante 18 a 24 h (cuarto frio).

i) Antes de cempletar el periode de incubaciotn, se pone a
agitar a 4°c una suspensién de carbdén activado (carbdén al 0.6%4 vy
dextran al ©.0425% en amortiguador de ensayo) por una hora.

i) Finmalizado el periodo de incubacidén, todas las muestras
se colocan en un bafio de hielo a 4% y se les adiciona {excepto a
los tubog de cuentas totales) 1| mi. de la suspensidn de carbon
aztivado que we mantiene en agitaci1én y en bane de hielo.

kY Se agitan los tubos en vortex y se centrifugan a 4% a
2000 rpm durante 15-20 minutes (con un cabezal de radio= 24 cm).

1) Se decanta el sobrenadante de cada tubo (menos cuentas
totales) en otra serie de tuboz con la mismna numeracidén y se
cuenta la radiactividad contenida en ellos por & min., La A 1
marcada unida al anticuerpo permanece en el sobrenadante vy la
fraccion libre se adsorba sobre el carbom. El protocolo para el

RIA de A I se resume en la Tabla 1.

Z.6.4 Calculo de resultados

a) Las cuentas promedio del blanco (unidn no especifica) se
le restan & las cuentas de los patrones {(sin promediar) y al
promedio de las muestras problema.

b) Se calcula el porcentaje de unidn (B/Bo) para cada patroén
y para el promedio obtenido con cada problema, en donde:

b= cpm obtenidas con cada patrdén o muestra

Box cpm obtenidas con el patrén cero o 100% de unién
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AMORTI- | A 5 B MUESTRA [125 ANTH CARBON
NUM. DE TUBO GUADOR } AL 53 | PATRONES |[PROBLEMA|  1-Al | CUERPO, ACT [VADO
AS TOTALES
cuem’s TALES | 1500 4y | --- . . 50 2 . .
BLANCO (UNTO3 TNE]
PECIFICA) (3,4) 500 g | 100 g —-- 50 4 -- 1090 g
PATRON CERO (UNION a i
HAXIMA) (5-8) 100 w2 ——- - 50 ut s00 w2 | o 1000 ut
PATRONES DE Al 3
{ng/ml) 0.1 --- .- 100 B2 [ --- 50 uL 500 u2 | 2 1000 u2
0.25 - o 100 HE | --a 50 u se0 ue | & & 1000 ¥
o
0.5 —— - 100 pe | --- 50 u so0me | £ 2 1000 12
o o
>
1.0 ——- - 100 ue | =-- 50 us s w | 2 o 1000 u
2.5 --- --- 00w | --- 1 50muz | 500 e | & @ | 1000 ug
a
5.0 - |- 100 w2 | === | sour | s00p | 3 1000 ug}
wv
APR --- - --- 100 ut) 50 ue 500 ui 1000 u4
CPR - - - 100 ug| 50 ue 500 s 1000 ug
cPA - 50yt | --- 50 ut| 50 ne 500 ut 1000 u

SE CENTRIFUGAN (TODOS MENOS CUENTAS
TOTALES), SE MIDE LA RADIACTIVIDAD DEL
SOBRENADANTE EN UN CONTADOR GAMA,

TABLA 1,- PROTOCOLO PARA DETERMINAR ANGIOTENSINA | POR RIA,




c) Usando papel semilogaritmico o papel logit-log se traza
la curva patrén graficando el logit del % B/Bo contra el
legaritmo de la toncentracién del patron usade (de O.1 a 5.0 ng

de A I/ml,)

logit (B/Bo) = 1og1 ((B/Bo)/(1-B/Bo))}

[}

d) Se determina la concentracidén de A ! para cada muestra
interpolando en la grdfica correspondiente.

w) El rasultade obtenido se multiplica por 3 (facter de
dilucioen) para AFR, por 30 para CPR y por 800 para
angiotensindgenc. Las unidades obtenidas son ng de A I/ml/h  de
incubacién.

Una curva patron tipica obtenida por RIA de A I se muestra

en la fig. 11,

2.7 Aldosterona

2.7.1 Aldosterona Flasmatica

Se midid por RIA directo,

&) Fundamento
5e basa en la competencia entre la aldosterona marcada y la

aldosterona presente en patrones o muestras problema, por los
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sitios activoes de anticuerpo presente en cantidad limitada.
Despu¢s de la incubacidn, la cantidad de aldosterona marcada
unida al anticuerpo es invarsamente proporcional a la cantidad de
aldesterona no marcada presente en la muestra. El meétodo
utilizado para la separacion de la fraccién libre de la unida se
basa en el uso de tubos con el anticuerpo unido a sus paredes

{(fase sélida).

b) Protocolo RIA aldosterona

Mo se necesita hacer extraccidn previa de la muestra. HNo
se deben usar muestras hemolizadas.

Se debe reconstituir la aldosterona marcada con & ml. de
agua destilada. Los patrones (0, S0, 100, 250,.900 y 1000 pq de
aldosterona) e reconstituyen con 1§ aml, de agua destilada. El
amoriiguador de fosfatos (NaZHPOq,ZHZD y NHZPDQ) de pH=7.4 se
reconstituye con BO ml., de agua destilada y pesteriormente se le
agrega la sal disddica del acido B-anilino-i-paftalen-sul fénico
{ANS) provista en el estuche.

Los tubos que vienen en el estuche traen unido el
anticuerpo. Se deben tener a temperatura ambiente antes de abrir
la bolsa que los contiene para evitar la condensacion del vapor
de agua, Se numeran de acuerde a un protoecole escrito
previamente, Se realizan las determinaciones por duplicado. E}

ensayo se efectia a temperatura ambiente (18~25°C) ,



£l esquems de trabajo es el siguiente:

e
fubo  Amortiguador-ANS Fatrones Muestra Aldo—l‘“l
Patrones 700 )11 200 p1 mmemeee 100 p1
Froblemas 7le)d —————— 160 401 100 ul

Todo lo anterior se wezcla en vortex y se incuba de 18 a 24
n de 2-8%C.

Al final de la incubacién se aspira el cuntenido de todos
los tubos (v se pueden decantar) y se enjuagan 2 veces con 2 ml.
de agua destilada usando un repipeteador y posteriormente se
weplra el agua con vacfo. Se mide la radiactividad presente en
low tubos en un contador de radiaciones gama por 1 minuto,

c) Calevlo de resul tados

e
1"‘JI de las cpm

Se restan las cpm del fondo del aparato para
de todos los tubos. Tantoe para los patrones como para la media de
las muestras problema se obtiene el cociente B/Bo igual que como
se¢ explicéd para A 1,

Se traza la grdfica patrdn en papel lugit-log graficande el
logit del %B/Bo contra el logaritmo de la concentracidon del

patron usado (do 50 a OO0 pg de aldosterona/mls.

Se Jdetermina la concentracidn de aldosterona plasmatica de



las muestras problema interpolando el  logit obtenide en la
grafica correspon&iente. El resultado obtenido se multiplica por
2 ({ya que se pone la mitad de muestra con respecto a los
patrones). Una curva patrén tipica obtenida para aldosterona

plasmatica se muestra en la fig. 12.

2.7.2 Aldosterona urinaria

a) Fundamento

Es el mismo que para la aldosterona plasmatica.

b) Protocolo RIA
Se debe efectuar una hidrdélisis acida de la orina: a 100)41 de
orina se le agregan 2oo}u de HCL 0.2 N para llevar a un pH de
1.0; se tapan los tubos, se mezclan y se incuban de 15 a 20 h a
z0°C.

El amortiguador—-ANS utilizado y la aldosterona marcada son
los mismos gue los usadoes para 21 RIA de plasma. Los patrones
para orina se abtignen a partirv de una solucidén de 400 ng de
aldosterona en t ml. de etanol, Se hacen diluciones seriadas con
el amortiguador-ANS a tener los siguientes patrones: 0.70, 1.56,
3.12, 6.25, 12.% vy 25 ng/ml. La ASE gue se utiliza en el

siguiente esquema es ASE al 304,
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Tubo Amortiguador-ANS ASH FPatrones Muestras Aldo~ I
Fatren O 700 A1 100).\1 —— lCHZl/_ll
cspatréon 70U }.ll 100 /ul 20 ).\l ———————— 100 )nl
Problemas 700/.11 100 pl mmmemee 40 ).11 oo pl

Todo lo anterior se mexcla en vorter y se incuba de 18 a 24
horas de 2 o 8°C.

Se mide la radiactividad de los tubos en un contador de
radiasciones gama después de haber decantade o aspirado el
cufitenido de los mismos y haberlos enjuagade 2 veces con agua

destilada. €1 tiempo de conteo es de 1 minuto.

¢) Caleculo de resultados

Se hace meactamente igual que para la aldosterona plasmidtica sélo
que ¢l resultado obtenido se divide entre 2 (ya gQue se puso el
doblwe de muestra con respecto a los patrones).

Debido « gue la orina se diluy6 1:3 con el HCI 0.2 N, 1ia
concentracidn de aldosterona interpolada se multiplica por 3. El

resultado se multiplicd posteriormente por &l yolumen {en

mililitros) de orina colectada en °4 horas, para obtener la
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excrecidn diaria de aldosterona (ng de aldosterona/24 horas).
En la fig. 13 se muestra una curva patrén tipica obtenida en

un RIA de aldosterona urinaria.

2.8 Actividad sérica de la enzima convertidora de angiotensina 1

Se realizd de acuerdo al método de Lieberman, et. al. (73),
que es una modificacion del método descrito por Cushman y Cheung
(74, En este trabajo se sustituyd al agua por alcohol etflico
para resuspender la muestra después de 1a evaporacion del acetato

de etilo por problemas de turbidez (75},

2.8.1 Fundamento

La ECA hidroliza al sustrato sintético hipurato de histidil
leucina (HHL) en 4&cide hipurice (AH) y el dipéptido His-lLeu. El
AH se extrae con acetato de etilo y se mide su extincion a 228
nm. La actividad so expresa en nanomoles de AH/ ml., de sueros

. @
miputo de incubacién a I7C.

2.8.2 Ensayo

El esquema para la determinacidén de la actividad de la ECA

s muestra en la fig. 14.
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BLANCO FROBLEMA

©.125 ml HCY 1t 0,075 ml SUERO
0.075 ml SUERD 0.0%0 ml HHL S mM
0.030 ml HHL 5 mM

INCUBAR A 37°C DURANTE 10 MINUTOS
ADICIONAR 0,125 ml DE HC1 t N AL PROBLEMA
ESPERAR S MINUTDS
ADICIONAR ©.7%0 ml DE ACETATO DE ETILOD
AGITAR EN VORTEX EXACTAMENTE 15 SEGUNDOS
CENTRIFUGAR A 2500 rpm DURANTE 10 MiNUTDS
SEFARAR 0.5 ml DEL SOBRENADANTE
COLOCAR A 120°C DURANTE 10 MINUTOS
ADICIONAR 1.5 ml DE ETANOL
AGITAR EN VORTEX DURANTE 15 SEGUNDOS
DESPUES DE 15 MIN, LEER A 2208 nm vs. BELANCO DE ETANOL
F1G. 14, - ESOQUEMA FARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SERICA DE

LA ENZIMA CONVERTIDORA DE  ANGIOTENSINA T SEGUN EL  METODRQ
UTIL1ZADO EN ESTE TRAKAID (75).
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2.8.3 Calculo de la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina I

Se utiliza la siguiente férmula (74, 75):

7 Y X 100

228problema - AZZB blanco
nin AH/ml/min =

(E) {a) {b) (c) (d)

donde:

E = coeficiente de extincion mM del AH (7.8 mM_lcm-l)

a = fraccion de AH extraf{da (calculada en cada ensayo)

b = fraccidn transferida del extracto de acetato de etilo
(0. 67)

c = tiempo de incubacidn en minutos (10 min)

d = mililitros de suvero por tubo (S(D)H)

AZEB = absorbencia a 226 nm

3 : Py
107 = factor para convertir a milimoles,

2.9 Andlisis de los datos

2.9.1 Yécnica del andlisis

Los resultados de las variables estudiadas fueron tabulados
por grupo ¥y por animal de experimentacidén. FPosteriormente los

datos fueron codificades y capturados en formato fijo equivalente



a FORTRAN IV, en una minicomputadora Hewlett-Packard 3000/49 del
Departamento de Informdtica del Instituto.
Una ve: cepturados todos los datos se obtuvo una impresion de los
miemos y %2 realizé una "correccion de sadbanas" para asequrar la
correcta captura de todes los pardmetros.

Los dates fueron analizados mediante diversos programas del
paguete estadistico S.P.5.8. ( Statistical Package for the Social

Sciences ), (76).

2.9.2. Andlisis estadistico

T,9.2.1, Estadistica descriptiva

De cada una de las variables de estudio se efectud el andli-
cis de sus parametros descriptivos mediante al programa FREQUEN-
CIES de los cuales se reportan la media como medida de tendencia
central v el error est4éndsr como medida de dispersién., Dichos
resul tados se ancuantran en las tablas Yy figuras

correspondientes.,

2.9,2,2. Inferencia paramétrica

Por tratarse exclusivamente de variables paramétricas, se
empled la prueba T de Student bimarginal para la comparacién de
las medias, En vista de que el grupo control y el experimental
son diferentes animales y que ademds no siempre tenfan el mismo

numerv de observaciones, se empleéd la variedad No fFareada de la

bh



prueba. (os calculos fueron efectuados mediante el programa T-
TEST que emplea la téchica de Varianzas Acumul adas.

En todos l1os casos, Junto con la determinacidén del valor de
T sr obtuve la prueba de Bartlett, con el objeto de comparar 1la
homogeneidad de las varianzas ( homosedasticidad ). En todos

aquelles casos en los que la prueba de Bartlett fue significativa

{ p < 0.,05) demostrande heterogeneidad en las varianzas
v

{heterosedasticidad ), el valor obtenido de la T de Student fue

desechado independientemente de su grade de significancia

probabilistica.

€1 empleo de 1la T de Student como prueba tnicial de
comparacién fue elegido por su potencia y sensibilidad estadisti-
ca, a pesar de ¢l numero limitado de observaciones en algunos de

los experimentos,

2.9,2.3. Inferencia no paramétrica

En aquellos casos en los que las varianzas fueron
heterogéneas y que por lo tanto violaban un principio basico de
la estadistica paramétrica, se decidid efectuar la comparacion de
los grupos mediante la U de Mann~Whitney ( corregida para empa-
tes ). Esta fue calculada mediante @1 programa NFAR TESTS v

constituye el requivalente no paramétrico de la T de Student No

Pareada, con una potencia relativa de 95%.

2.9.2.4. fAnalisis A lo largo d=l _tiempo

En los estudioes longitudinales como el presente, la
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comparacién de un pardmetro contra una determipacidén basal en
ocasiches no refleja el cambio “"bioldgico" obtenido. En esos
casos, la variacién de los resultados obtenidos en diversas
determinaciones & lo largoe del tiempo puede en conjunto reflejar
de unpa manera mas precisa dicho cambio.

El empleo de métodos automatizados en el andlisis de 1los
datos ha peraitido gue en la actualidad sea factible realizar ese
tipo de comparaciones que de otra manera implicarian wna alta
complejidad wmatematica y técnica.

En las determinaciones efectuadas en la orina de los
animetes de experimentacién se contéd con un grupo control que fue
seguido a los largo del tiempo con el grupo de estudio. En esas
variables se realizd un Andlisis de Varianza {ANDEVA) para

Mediciones Repetidas mediante el programa RELIABILITY.

T.7.2.5. Nivel de significancia

Para todas las pruebas empleadas se eligio el nivel alfa de

Q.05 0 menor para rechazar las hipétesis de nulidad.
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IV. RESULTADOS

Los resultados presentades en las siguientes tablas vy
figuras representan la media (R) + el error estandar (EE).

1.~ Proteftnas totales

1.1 Froteinas totales urinarias

Le tabla 2 y figura numero 15 muestran la proteinuria que se
preventa en el SN inducido por ANF. La tabla 3 muestra el ANDEVA
de mediciones repetidas,

La proteinuria  observada en protocolos anteriores se
presenta npuevamnente en forma masiva el dla 4 56lo gue alcanzando
valares de hasta 1| g/24 h el dla 9 (a diferencia de los 3J00-400
Mg/ 24 h anteriores). El df{a 21, final del estudio, las protelnas
aun no regresaban a los valores basales como en  ocasiones
anteriores, pero probablemente se deba a que se alcanzaron cifras
mis elevadas y se hubier an requerido mas dias de estudio para

lograrlo.

1.2 Proteinas totales sericas

La tabla 4 y figura 14 nuimero muestran la pérdida de proteinas en

suero durante ol SN,

Los proteinas séricas disminuyeron desde el dia § regresando

a valores normales el dia 12.
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2,-Volumen urinario
Estd expresado eﬁ ml/24 h, En la tabla numero & y figura numero
17 se muestran los resultados obtenidos de volumen urinario. En
la tabla nimero 6 se muestra el ANDEVA de mediciones repetidas.
Se observa que el volumen urinario se encuentra
significativamente elevado del dia 7 al 10, coincidiendo con 1la

desaparicién de la ascitis.

3.- Sodio

J.1 Sedio uriparie
Estd expresado en meq/24 h y los resultados se muestran en la
tabla 7 y figura numero 1B, Los resultados del ANDEVA de
mediciones repetidas se muestran en la tabla B.

La excrecidn de sodio disminuyé notablemente el dia 2 para
regresar a valores normales el dia 8. Se aprecia en el dia 4 un
pequeno pico de aumento de sodio urinario (sin llegar a valores
normales) gque puede sugerir dos fases de retencidn, una inicial o
temprana (dias 2 y 3) y otra fimal o tardia (dias S5-7).

3.2 Sodio _sérico
Los resultados se resumen en la tabla 9 vy figura numero 1%. E1
sodio sérico esta expresado en meq/l,

El sodio sérico se encontré signifticativamente elevado a

partir del dia 7 y regresé a valores basales el dia 21.



4.- Angiotensindgenc
La tabla 10 y figura admero 20 muestran la marcada disminucidn
del sustrato de renina durante el SN inducido por el ANF,

El  angiotonsinégeno disminuyd los dias S~10 vy regresd a
valorés basalus el dia 12, Ya que el PM del angiotensinégeno es
de 49,548 d, es de esperarse gue se este perdiendo por la orina.
El purfil del sustrato es muy similar al observado para proteinas
sericas totales.

S,~ Concentracidn plasmadtica de renina

Le tabla 11 vy fi1gura 21 muestran el aumento que ocurre en la CFR
durante =i estudio. Se  encuentra evpresada como ng de A 1

liber ada/ m) de plasma/ hora d

generacion.

La concentracién plasmitica de renina aumento los dias 35, &
y 7, asociindose con la hipoproteinemia, 1a cudl produce una
disminucion de la presién coloidosmética vy una disminucidén del
volumen circulante, el cual puede ser un estimulo para el aumento

en la secrecion de renina,

&.- Enzima convertidera de angiotensina 1
Se  evpresa en nanomoles de acido hiplrico liberado por ml  de
Suero por minuto dJe incubacion. La figura 22 y tabla {2 muestran
lan cambi oo observades en la actividad de la ECA en el SN.

La actividad de la enzima convertidora de A 1 presenta
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también un patrén bifasico de aumento de actividad, el primero
los dias 1| vy 2 y el segundo los dias 4 a 9, alcanzando el maximo

de actividad @1 dia 6.

7.~ Aldosterona

7.1 Aldosterona urinaria
£l  aumento observado en la excrecidén de aldosterona en el’ SN por
ANFP, se aprecia en la tabla 13 y figura 23. E1 resultado esta
expresado en ng/24 horas. E1 ANDEVA de mediciones repetidas se
muestra en la tabla (4.

La  aldosterona wrinarie Lambidn aumenta desdo el dia 2 para
estar on valores normales el dia 3 y luege el dia 6 sube
alcanzande valores de hasta 176.8 ng/24 h el dia 7 y empreza a

bajar a partir del dia 8,

7.2 nldosterona plasmdtica

El  aumento ocbservado en la concentracidén de aldosterona se
encuentra plasmado en la tabla 15 y figura 24. Los resultades se
eipresan en pg/ml.

t.a aldostercna plasmatica presenta un patrén bifasico. La
secrecion aumenta 1nmediatamente el dia | y se mantiene hasta el
dia 2, luego el dia 4 @s normal y aumenta nuevamente los dias S y
b

En nuestro modelo euperimental los resultados indican que el



aumento de la secrecidn de renina ocurre (dia 5) después que el
inicio de la disminucidn en la excrecidn de sodio (dia 2) pero lo
que llama la atenciodn es que hay activacioén de la secrecién de
aldosterona y de ECA antes de la activacion de renina. For lo
tanto, hay una activaci1é6n de aldosterona y ECA independiente de
ia secrecidn de renina y es un hallazgo no esperado pero que
pudiera euplicar el aumento de la retencién de sodio antes de la
activacién de la secrecién de renina, mediado por aldosterona y

Al
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TABLA 2 PROTE INAS URINARIAS (mg/24 h)

DIA| CONTROL ANP DIA CONTROL ANP
~2 | 4.6 + 0.8 4.9+ 0.8 10 9.3 £ 1.2 558.0 £ 69.9+
-1125=%0.3 2.0 0.3 11 9.4 £ 1.1 980.1 & 129.9+
0| 2.8%0.3 3.1 & 0.5 12 9.6 £ 0.6 524.9 £ 98.7+
1]2.8%0.8 2.9+ 0.3 13 9.8 £ 0.5| 480.8 = 143.9+
2] 2.5=%0.4 3.2+ 0.5 14 | 12.3 + 0.6 | 966.6 £ 147.4+
3!3.0zx0.3 4.3 £ 0.4+ 15 | 11.4 2 1.1 ] 541.1 = 124.0+
41 48+ 1.4 17.0 £ 1.8x 16 | 12.4 £ 0.5 | 369.4 + 62.7+
5 5.1% 1.1 293.5 & 59.4+ 17 {13.3 2 1.5] 410.5 £ 46.1+
6 | 5.7 £ 0.8 658.5 * 109.0+ 18 | 13.8 £ 1.3 | 337.7 + 32.8+
71 80x2.4 898.8 + 91.2+ 19 | 19.1 £ 2.2 391.6 = 108.3+
B|7.3x%20 628.6 + 84.6+ 20 [ 13.9 £ 1.7 | 234.0 + 40.1+
9 | 6.7 £ 0.B | 1057.7 % 102.6+ 21 | 15.3 £ 0.7 353.8 + 86.6+

+

[L

.

(O 8}

0, 0%

tU-Mann Whi kney corregida para empates’

{T-Student No Fareada Uimar ginal)




TABLA 3.— ANDEVA DE MEDICIONES
REPETIDAS DE PROTEINAS URINARIAS

FUENTE DE VARIAC!ON sC gl CM F PROBABIL | DAD
ENTRE GRUPOS 1376081.72 | 23| 59829.64

31 ENTRO DE LOS GRUPOS!3273575.73 | 24| 136398.98
ENTRE MEDICIONES 1928850. 14 1{1928850.14 | 32.990 0.00001.
RES | DUAL 1344725.59 | 23| 58466.33
[TOTAL 4649657.41 | 47 98928.88

SC=SUMA DE CUADRADOS g1=GRADOS DE LIBERTAD CM=CUADRADOS MINIMOS
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FIGURA 15.- PROTEINAS URINARIAS
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TABLA 4 PROTE INAS SERICAS
)

DIA DE ESTUDIO g/100 m} DIA DE ESTUDIO g/100 mi
O (CONTROL.) 7.5 £ 0.4 8 5.1 % 0.3+
1 6.9 £ 0.2 9 4.0 % 0.6«
2 8.1 £ 0.2 10 4.7 £ 0.4+

3 7.4 £ 0.2 12 7.2 £ 0.2

4 7.0 £ 0.5 14 6.8 £ 0.1

5 5.2 + 0.5+ 16 7.2 0.2

6 4.8 £ 0.1 18 7.5+ 0.5

7 4.8 £ 0.3# 20 7.6 £ 0.3

22 7.7 £ 0.6

p < 0.05 (T-Student No Pareada Bimarginal)
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FIGURA 16.—~ PROTEINAS SERICAS
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TABLA 5 VOLUMEN URINARIO (ml/24 h)

DIA CONTROL ANP DIA CONTROL. ANP
-2 4.9 £ 1.1 5.3 £ 0.8 10 6.7 £+ 1.3 13.7 &£ 2.0+
-1 3.9 + 0.5 3.5 £ 0.6 11 11.2 + 4.0 10.7 £ 1.4
0 4.3 + 0.6 4.0 £ 0.6 12 7.7 £ 3.2 7.5 £ 1.3
1 5.9 £ 0.9 6.9 £ 1.2 13 8.8 +£ 2.8 8.3+ 0.9
2 4.5 £ 0.5 6.5 + 0.8 14 7.9 £ 1.9 7.7 £ 2.0
3 4.9 £ 0.9 3.1 £ 0.7 15 7.3 % 1.7 11.6 £ 3.5
4 3.4 £ 0.8 5.7 £ 1.1 16 8.2 £ 1.4 8.4 + 1.6
5 4.7 £ 0.6 4.7 + 0.7 17 8.5 £ 1.2 8.6 + 0.8
6 5.5 £ 1.4 7.5+ 1.6 18 7.5 £ 1.3 B.1 % 0.8
7 6.1 £ 1.6 13.5 £ 2.7» 19 10.9 + 2.9 8.6 £ 1.1
8 4.9 + 1.1 18.5 £ 3.4+ 20 6.2 + 1.2 8.0+ 1.3
9 6.3 £1.2 19.3 + 2.9+ 21 9.0 £ 1.3 8.0 0.7

)

rp o<

[t %)

0,00

(T-Student No Fareada Bimarginal)

{U-Mann Whitney corregida para empatoes)
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TABLA 6.-ANDEVA DE MEDICIONES
REPETIDAS DE VOLUMEN URINARIO

FUENTE DE VARIACION SC gl CM F PROBABIL I DAD
ENTRE GRUPOS 289.2798 23 13.0121

DENTRO DE LOS GRUPOS | 252.7549 24 10.5314

ENTRE MEDICIONES 49.4102 1 49.4102 | 5.5887 0.0269
RES|DUAL 203.3447 23 8.8410

FOTAL 552.0348 47 11.7445

SC=SUMA DE CUADRADOS

g!{=GRADOS DE LIBERTAD

CM=CUADRADOS MINIMOS
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FIGURA 17.~ VOLUMEN URINARIO
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TABLA 7 SODI0 URINARIO (meq/24 h)

DIA CONTROL. ANP DIA CONTROL ANP
-2 | 0.63 £0.10}0.72 x0.06 ;| 10 | 1.30 £ 0.27 | 1.87 « 0.14
-1 | 0.64 £0.07 {0.66 £ 0.05 |1 11 1.50 £ 0.28 | 1.25 & 0.23
0 | 0.65 £ 0.05/0.59 £ 0.11 12 | 1.30 £ 0.20 | 1.20 + 0.06
1 {0.90+0.07/1.10 £0.10 || 13 | 1.50 £ 0.20 | 1.27 & 0.07
2 | 0.78 £0.10{0.22 x 0.01+]{ 14 | 1.64 + 0.27 | 0.90 + 0.26
3 | 1.03%0.12]0.05 + 0.03+]] 15 | 1.76 + 0.19 | 1.30 + 0.20
4 |0.92£0.12[0.22 £ 0.09+{}| 16 | 1.56 + 0.29 | 1.25 & 0.27
5 | 0.94%0.1300.13 = 0.04+|| 17 | 0.91 + 0.28 | 1.47 = 0.10
6 | 0.86 £0.220.04 £ 0,01+/| 18 | 1.08 £ 0.19 | 1.10 + 0.26
7 | 0.84 +£0.16 |0.20 + 0.04+|| 19 | 1.15 + 0.09 | 1.00 £ 0.10
8 {1.10£0.22{0.96 £ 0.30 || 20 | 1.34 £ 0.10 | 1.24 % 0.20
9 | 1.30 £0.15]1.40 + 0.30 |} 21 | 1.20 £ 0.25 { 1.10 £ 0.10

o (RS {T-Stndent o Farvodo Himarginal)

Henn Whitney corregida para umpalesi
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TABLA 8.- ANDEVA DE MEDICIONES
REPETIDAS DE SODIO URINARIO

FUENTE DE VARIAC!ON sC gl CM F PROBABIL.{DAD
ENTRE GRUPOS 6.5186 23 0.2834

DENTRO DE (.0S GRUPOS | 2.6229 24 0.1092

ENTRE MEDICIONES 0.6510 1 0.6510 | 7.5930 0.01126
RES | DUAL 1.9719 23 0.0857

OTAL 9.1416 47 0.1945

SC=SUMA DE CUADRADOS

g1=GRADOS DE L.IBERTAD

CM=CUADRADOS MINIMOS
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FIGURA 18.— SODIO URINARIO
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TABLA 9 SODIO SERICO

DIA DE ESTUDIO meq Na+/| DIA DE ESTUDIO meq Na+/|

0 (CONTROL) 147.0 £ 0.8 9 151.2 & 1.2¢
E 147.3 £ 1.1 10 149.6 £ 1.6
2 143.9 & 2.4 12 143.2 £ 1.9
3 149.2 £ 1.0 13 141.8 & 1.5+
4 151.8 + 2.5 14 144.7 £ 1.0
5 149.5 £ 1.3 16 143.4 £ 0.3+
6 149.4 £ 2.4 18 145.2 £ 0.7
7 150.5 # 1.1% 20 143.0 + 0.8e
8 150.4 & 1.0s 21 148.0 % 1.0

* p <0.05 (T-Student No

Pareada Bimarginal)

+p < 0.05 (U-Mann Whitney corregida para empates)
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TABLA 10 ANG | OTENS INOGENO
DIA DE ESTUDIO ng A 1/ml DIA DE ESTUDIO ng A i/ml
0 (CONTROL) 1118.2 = 181.3 8 409.0 £+ 8.9+
1 11565.6 £ 93.6 9 530.6 £+ 68.1»
2 1381.0 + 111.0 10 282.5 + 27.7+
3 1571.2 % 299.0 12 1021.5 £ 165.5
4 733.4 + - 95.6 18 876.7 + 64.0
5 310.6 + 33.6+ 18 985.8 + 94.2
6 374.6 £ 74.4» 20 1350.2 = 110.5
7 441.4 £ 45.1+
* p <0.05 (T-Student No Pareada Bimarginal)
+ p < 0.05 (U-Mann Whitney corregida para empates)
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FIGURA 20.- ANGIOTENSINOGENO
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TABLA 11

CONCENTRACION PLASMATICA DE RENINA

DiA DE ESTUDIO | ng de A I/ml/h DIA DE ESTUDIO | ng de A I/ml/h

O (CONTROL) 29.5 £ 8.4 6 170.8 £ 14.8»
1 34,8 1.8 7 71.0 £ 10.7»
2 37.0 £ 4.0 8 52.4 £ 9.2
3 30.2 + 4.9 9 33.2x 7.2
4 33.6 £ 5.1 10 25.2 £ 4.5
5 102.5 £ 7.0« 22 21.2 = 6.7

*»p <0.05

(T-Student No Pareada Bimcrginagl)
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FIGURA 21.-~ CONCENTRACION PLASMATICA DE RENINA
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TABLA 12 ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA |

DIA nmoles de AH/ml/min DiA nmoles de AH/ml/min
0 (CONTROL.) 152.6 + 3.2 6 308.5 x 36.9+
1 171.8 + B.6+ 7 213.3 + 11.8+
2 207.5 + 6.7 8 200.1 £ 10.1»
3 162.3 £ 3.7 9 231.9 £ 13.0+
4 236.3 + 10.1» 10 163.9 + 6.9
5 207.3 + 25.5+ 22 158.0 + 11.5

* p < 0.05 (T-Student No Pareada Bimarginal)

+ p <0.05 (U-Mann Whitney corregida para empates)
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ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA
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TABLA 13  ALDOSTERONA URINARIA (ng/24 h)
DIA CONTROL ANP DIA CONTROL ANP
-2 18.3 # 1.3 20.0 + 8.5 10 22.9 £ 2.9 32.1 + 4.9
-1 11.5 £ 1.5 18.3 + 5.6 11 28.6 % 4.1 26.1 £+ 5.3
0 14.9 £ 1.5 19.3 + 5.4 12 12.1 £ 1.5 16.6 £ 3.1
1 14.7 £ 1.7 15.3 + 2.2 13 16.6 + 3.9 20.7 £ 4.6
2 21.5 £ 2.3 47.8 £ B.0+ 14 25.5 £ 2.7 20.9 + 4.2
3 13.8 £ 1.5 51.3 + 14.8+ 15 | 20.7 = 2.5 20.8 £ 1.8
4 11.6 + 1.8 43.7 £ 0.6« 16 29.9 £ 6.5 17.0 £ 5.2
5 50.0 + B.6 59.4 + 15.8 17 22.5 £ 4.5 26.1 £ 10.5
6 32.8 + 4.8 110.2 % 27.2+ 18 18.0 = 3.0 19.2 £+ 5.1
7 29.5 £ 1.1 176.8 + 53.3+ 19 24.0 + 3.9 19.3 + 3.9
8 8.7 £ 2.0 50.2 1+ 24.6+ 20 21.9 £ 3.3 23.5 + 5.4
9 38.5 £ 7.4 34.2 £+ 5.1 21 29.4 £ 2.7 26.5 + 4.2
- Cp o< 0005 (F-Skudent Mo | areada Bimarqinal
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TABLA 14.- ANDEVA DE MEDICI{ONES
REPETIDAS DE ALDOSTERONA URINARIA

FUENTE DE VARIACION SC gl CM F PROBABILIDAD
ENTRE GRUPOS 18771.597 | 23| 816.158

DENTRO DE LOS GRUPOS | 16614.952 | 24 | 692,289

ENTRE MEDICIONES 3022.599 1]3022.589 | 5.11463 0.03348
RES | DUAL 13592.353 | 23| 590.971

TOTAL 35386.550 { 47| 752.905

SC=SUMA DE CUADRADOS

g!=GRADOS DE LIBERTAD

CM=CUADRADOS MINIMOS
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FIGURA 23.~ ALDOSTERONA URINARIA
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TABLA 15 ALDOSTERONA PLASMATICA

DIA DE ESTUDIO pg/ml DIA DE ESTUDIO pg/ml

0 (CONTROL) 352 + 38 6 898 + 58e
1 654 + 43» 7 396 + 34
2 723 & 71» 8 465 + 64
3 929 + 117+ 9 305 * 29
4 346 £ 29 22 315 % 27
5 767 £ 61

* p <0.05 (T-Student No Pareada Bimarginal)

+ p < 0.05

(U-Mann Whitney corregida para empates)
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FIGURA 24.- ALDOSTERONA PLASMATI|CA
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V.~ DISCUSION

Partiendo dJde 1la base de que el modelo experimental de
sindrome nefrotice inducido por el aminonucledsido de la
puromicina ha sido usado ampliamente como un buen modelo de la
contraparte humana de la enfermedad, se observa que la
informacidn obtenida en este modelo correlaciona con los
hallazgos en pacientes (42,43). Este modelo nos permite sequir la
evolucion de la enfermedad pudiendo analizar el perfil de los
parametros en estudio. Lo anterior dificilmente se puede
controlar en los pacientes nefréticos.

Se ha especulado mucho sobre el mecanismo por medio del cudl
el aminonucledsido de la puromicina produce el dafo renal. Se han
propuesto diversas teorias entre las que se encuentra la de Ryan
y HKarnovsky (77) que dicen que la proteinuria masiva se debe a
una  lesion de las ceélulas epiteliales glomerulares que da por
resul tado la pérdida de podocitos y aparicidn de defectos focales
de la cubierta epitelial de la membrana basal glomerular. La
1251 0n que observaron dichos autores era reversible, al igual que
la observada por nosotros en el laboratorio (las proteinas
tienden a desaparecer en la orina el dia GUltimo del estudio).

Otros  autores (78, 79) han observado defectos selectivos,
tanto de carga como de tamarto en la barrera glomerular después de

la adminisiracién del ANF, Hay discrepancias en cuanto a si hay
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pérdida de sitios anidénicos de la membrana basal glomerular (80),
sin  embargo, Cauwlfield et. al., (47) demostraron que hay una
reduccién en la carga de la superficie de las células del

epitelio glomerular de ratas tratadas con ANP y otros estudios

(B81) también demuestran una glucosilacién defectuosa de ta
sialoproteina glomerular podocalixina que puede explicar el
defecto selectivo de carga. ‘

Diamond, Bonventre Yy Karnovshy {56) han estudiado
recientemente la participacién de los radicales libres del
oxigeno en este modelo ya que la hipoxantina (intermediario del
metabolismo del  aminonucledside de 1la puromicina al ser
metabelizado por la xantina oxidasa genera radicales libres de
onigeno tiones superédxido) que pueden ser mediadores del dafo
renal, Dichos autores usaron un inhibidor de la wantina oxidasa,
el alopurinol, vy la enzima superduido dismutasa que metaboliza
los iones superdxido a perdxido de hidrégeno y observaron que
protegian del darfio renal. Estos hechos apoyan la participacidén de
los radicales libres del oxigeno en el darfo renal producido por
2@l aminonucleésido de la puromicina.

El modelo experimental de sindrome nefroético utilizado, fué
valorado en estudios previes en nuestro laboratorio por 1la
proteinuria, ascitis, edema, hipoproteinemia, hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia observadas asi como el
aumento en la retencidén y disminucién en la excrecion de sodio.
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La variacién de peso de las ratas control fué practicamente
lineal no asi en la ratas nefréticas que empezaran a perder peso
inmediatamente (66). Estas ultimas ratas mostraron un aumento de
pesuv a partir del dia 4 debido al incremento en la retencidén de
lfquidos (principio de ascitis) consecuencia de la disminucién de
proteinas séricas, y por lo tanto, de la presién oncédtica. Cuando
el volumen urinario aumentd mucho, la rata empezé a disminuir de
peso. Una ganancia real de peso se tuve cuando la proteinuria
empezo a disminuir. La electroforesis de proteinas urinarias
sobre acetato de celulposa, revelé que la albumina era la proteina
excretada en mayor proporcion (38)., La marcada hiperlipemia esta
asociada estrechamente con la disminucidén de proteimas séricas
{66 .

Con los datos antes mencionados se puede decir que el dario
es reversible ya que 1a proteinuria desapareci¢ en protocolos
anteriores el dia 21 de estudio y ademas la concentracién de
proteinas seéricas también se norwalizé. Lo mismo sucede con el
sodio en orina y en suero.

Se observé gque los componentes del SRAA que se alteraron
volvieron a valores basales al final del estudio, vy podria
pensarse por ello que el dafo es reversible.

En  la actualidad no se ha podido atribuir a la activacidn
del sistema renina-angiotensina-aldosterona el aunento de la
retencién de sodio en humanos bajo condiciones controladas 38,

59, 61). Por otro lado, los datos de la literatura sobre renina
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en el sindrome nefrdético son muy contradictorios, ya que bhay
muchos trabajos que reportan valores altos, pero también un buen
numere encuentra valores bajos o normales. Es por ese que el
papel del BRAA en la patogénesis del edema en el SN no estd
aun muy claro (60, 62, 82, 83).

En nuestro modelo experimental los resultados indican que el
aumento temprano en 1la secrecidén de aldosterona y de ,enzima
convertidora de A 1 pudiera ser el resultado de un efecto directo
del ANP o alguno de sus metabolitos sobre las células que las
sintetizan y almacenan, pero aun no se ha comprobado. No se sabe
tampocoe si el aumento de la secrecitén de enzima convertidora de
A 1 y aldosterona son fenémenos simultaneos o si son consecuencia
uno del otro. Lo mas probable es que el aumento en la actividad
de 1la enzima convertidora de A I que produce mds A Il cause un
aumente de la secrecién de aldosterona.

El aumento en la secrecidn de renina estd asociado a una
caida de las proteinas séricas y al principio de la proteinuria,
lo cudl produce una caida de la presidn coloidosmética Yy
presumiblemente una disminucién del volumen circulante que puede
activar la secrecidn de renina a través del barorreceptor renal.
Esto conducird a la activacién general del sistema y por 1lo
tanto, a la retencidn de sodio y agua., El principio de la ascitis
también estd fuertemente asociade con la calida de protefnas

séricas y la proteinuria.
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€1 aumento de la secrecidén de renina se asocia a una intensa
retencidn de sodio, lo que indica que la renina  también esta
participando en dicha retencidén en nuestro modelo de SN, pero en
una segunda etapa. Se puede también observar que cuando aumenta
la encrecidn Jde sodio (dia 3) =ze asocia a wna disminucién de la
secrecidn  de renina, aldosterona plasmiatica v urinaria y a un
aumento del volumen urinarie. La enzima convertidora de A I se
normaliza hasta el dia 10,

Otros factores, tales como los intrarrenales (84, 85) se han
postulado como mediadores de la retencidn de sodio en aste

modelo. Tchilawa, ot, al,, uvsande ratas a las uvuales habian

perfundide solamenle un rinén con ANF, demostraron que dicho
rindn  e-cretaba proteinas y tenia uwuna reabsorcidén de sodio
aumentada mienlréﬁ que vl rifddn no perfundido excretaba sodio
normalmente (84).

Actualmente se estd valorando la participacidén de:

a) el sistema renina-angiotensina-aldosterena en el sindrome
nefristico usando un inhibidor ospecifico de la enzima
convertidera de A T, el captepril, para ver si temendo inhibidoe
el wistemo o nivel de A [I sigue habiendo retencidn de sodio,
scbre todo @i la fase kemprana del estudio {(dia 2) (87),

b} leos factorwes intrarrenales por medio de estudios de
miecropuncidn en ratas coh SN producido por aminonucledsido de la
puromicinas (88),

) los cambios de biosintesis y niveles plasmdticos de
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vasopresina en diche medelo,

d) los cambiozs de los receptores adrenérgicos renales en la
patogeénesis de la retencidén de sodio v agua en el sindrome
nefroético y

2) el aminonucledsido de la puromicina y sus mutabolitos en
@l dafto renal utilizando el alopurinol que es un inhib.dor de la

santina oxidasa (ver principio de la discusidén),
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VI.- CONCLUSIONES

{a retencion de sodio, la proteinuria, le hipoproteinemia vy
la ascitis demuestran que el modelo euperiamental del cudl se
partid, es comparable al patrén clasico del sindrome nefrottco
humano. El aumento del velumen wrinartoe, como consecuencia de la
disminucidn del liguido de ascitis, coincade con una alta
proteinuwria y un descenso en las protelnas sdricas,

En 1o que respecta &« los componenles del sistema renina-
angiotensina—aldosterona estudiados  s»~ puede conclulr gues

a) En el sindrome nefrético experimental inducide por el
aminonucledsido de 1« puromicina hay alteraciones de dichos
componentes,

b)) La observacidn de la disuinucidn de la concentracion  do

angiotensindguno reportada en est trebajo es congruente con lag

observaciones hachas en la mayoria de Llos pacientes aoirdticos,
aungue tambivn hay reportes de pacientes con  concantraciones
normales o altas.

€} El aumento de& la secrecion de renina ocurre despuds dal
tnicio Jde la retencién de sodio,

d) Hay activacidn de la secrecion de aldosterona y de ia

enzima convertidora de 64 1 antes del aumento en la retencidn d=
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sudio y, por lo tanto, es independiente de la secrecidén de
renina, Esta attivacién s=se asocia con la primera fase de
retencisén de sodio, mientras que la activacién general del
cistema producido por el aumento de la secrecidn de renina puede
mediar la segunda fase.

@) Se podria pensar que el aminonucledsido de la puromicina
o sus metabolitos actdan directamente a nivel de las células que
sintetizan y almacenan aldosterona y enzima convertidora de A& 1
y que por eso se activan tempranamente.

f) fictualmente se estd empleando un inhibidor especifico de
la enzima convertidora de A I para evitar asi la produccidn del
componante efector del sistema renina-angiotensina-aldosterona
A 11, vy probar o descartar asi su participacidn en la retencién
de sodio.

g} Finalmente, se puede concluir que aungque hay cambios muy
importanies en la secrecioén de renina (activacién del SRAA), ésta
noe  corrzlaciona con el aumento en la retencién de sodio, por lo
que sequramente estén involucrados otros factores intrarrenales

e dicho aumento,
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