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REBUMEN
El presente trabajo se disené para obtener anticuerpos
contra el octapéptido angiotensina Il y para estudiar la

concentracidn de este octapéptido durante los cambios en 1la

actividad del sistema renina angiotensina circulante.

La preparacién del anticuerpo se realizé acoplando este
peéptido a diferentes protéinas de elevado peso molecular,
utilizando carbodiimida. lLas proteinas usadas fuerons
tiroglobulina, albimina sérica bovina, hemocianina y ovoalbimina.
€1 conjugado entre el péptido y las proteinas se emulsioné con
adyuvante de Freund vy se inyecté intradérmicamente en cinco
sitios distintoes a cada uno de los cinco conejos wusados. El
conejo tres produjo un anticuerpo adecuado para usaree en
radioinmunoandlisis con un titulo de 1:10,000, una sensibilidad
de 1.9 pq de angiotensina 11 y una especificidad adecuada para
medir angiotensina Il directamente en ;1 plasma en 2=pocicss tales

como rata, ratdén conejo y humano.

Por otra parté, despuds de caracterizar el anticuerpo se
usaron estimulos para.modificar la actividad del sistema renina
angioégnsina en ratas. Estos estimulos fueront isoproterenol,
clonidina, propranolol , captopril, anestesia con éter,
deshidratacién, binefrectopla, ligacién ureteral y cloruro de
sodio al 1 y 2% en el agua de beber. En el plasma de estas ratas

se midid ademds de angiotenzina I1, la angiotensina I, la

actividad de renina, la concentracidn de renina, de



angiotensindgence y de aldosterona. En la ratas con captopril se
midid la actividad s#rica de la enzima convertidora de

angiotensina II.

La anestesia, la deshidratacidn, el isoproterenol vy el
captopril aumentaron la renina y la angiotensina II, pero no la
concentraciéﬁ de aldosterona. FPor &l contrario la binefrectomia,
el cloruro de sodio al 2%, la clonidina y el propranoclol
disminuyeron la renina, la clonidina disminuyé la angiotensina II
y la binefrectomia la aument6. El cloruro de sodio al 1% no
cambiaron la renina ni la angiotensina II, sin embargo 1la
ligacidn ureteral y la hinefrectomia aumentaron la concentracidn
dé aldosterona mientras que - el cloruro de sodie al 24 la-
disminuyé. No con todos los estimulés hubo un cambio paralelo de
la angiotensina II y la actividad del sistema renina
angiotensina circulante. E£sto puede ser explicado por c;mbios en
la actividad del sistema renina angiotensina tisular, de otras
enz{mas no relacionadas con’el sistema renina angiotensina que
pueden producir angiotensing I}, o por cambios en el catabolismo

de ia angiotensina 11.



I.INTRODUCCION



I. INTRODUCCION
1. B10QUIMICA DEL. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

El sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) es  un
sistema hormonal importante gque juega un papel central en el

balance de liquidos y electrolitos y de la presidn arterial,
Las moléculas que componen este sistema sons

1. Péptidos:
a) fngiotensina I (Al)
b) Angiotensina II (ALD)
c) Angiotensina 111 (AIII) : .
Il. Enzimas:
' ~ a) Renina
b) Convertidora de angiotensina 1 (ECRA)
c) Angiotansinésas
I11. Globulina alfa

2!

a) angiotensindgeno (qu;trato de renina)
1IV. Hormona esteroide:
a) Aldosterona
La {nterrélacidn Bioquimica de los componentes del SRAA swe
muestra en la Fig. 1.
La renina es una gndoproteinnsa altamente especifica, cuyo
peso molecular (PM) es de 40,000 daltones (d). &e sintetiza
principalmente en ‘las células yuxtaglomerulares de las

arteriolas aferentes de los glomérulos.
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FIGURA 1. BIOQUIMICA DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA



fambién se encuentra en el rifdén una forma de renina
inactiva (PM = 48,000 d) que puede ser activada por protedlisia

limitada.

En el humano, tanto la forma activa como la inactiva de la
renina, estidn presentes en la circulacién y se han demostrado
saltas concentraciones de ambas formas de renina en el cistema
venose renal, ya que ambas formas son secretadas por el rifidn

(L.

sperimentos recientes de mapeo de péptidos han mostrado que
existen extensas regiones de homologia aecuencial en las
estructuras de renina activa e inactiva, indicande que la segunda
puede ser precursora de la primera y por lo tanto andloga a - los
bien conocidos =zimbgenow, tales comc el triosinégeno y el
pepsinégeno. En la circulacibn»la renina hidroliza a su sustrato
angiotensindgeno, para producir el decapeptido inactivo Al que es
degradado a su vez por una peptidil dipéétidc hidrolasa, la ECA

para tranasformarse en el octapéptido vascactivo All.

La Fig. 2 muestra las principales acciones fisioldégicas de.
la All, el efector del BRAA. También muestra los lugares en donde
actian los inhibidores del SRAA. Los antagonistas de los
receptores de AIl, son andlogos estructurales de este péptido.
Estos compiten con la AlIl por los receptores periféricos
vasculares. Un éjemplc de estos antagonistas es la saralasinay
1lamada asi porque la sarcosina sustituye al Asp en la posicidn 1

y 1a Ala sustituye a la Fen en la posicidn 8. Los inhibidores de

la ECA interrumpen la conversién de AL a All. Un ejemplo de eatos
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inhibidores es el veneno de la vibora BHBotrhops jararaca que

contiene péptidos que inhiben la accién de la ECA. Los
inhibidores de la renina previenen la formacién de AL a partir
del sustrato de renina. Haber vy cols. (2) realizaron los primeros
trahajos sobre inhibidores de la& renina, ellios delinearon las
cuwatro clases principales de nompueétns desart-ollados como

inhibidores de la renina (2-4):

a) Anticuerpos especificos

b) Inhibidores peptidicos de proteasas acidas

c)} Péptidos relacionades a la secuencia amino terminal del
precursor de la renina

d) AnAlogos del sustrato de renina

Se ha demostrado que el compuesto H-142 es un. inhibidor

especifico de la renina tanto in vivo como in vitro.

En el humano la renina rompe al sustrato angiotensinégeno
antre las leucinas de las posiciones 10 y i1 para formar el
decapdéptido Aly 1a ECA libera el dipéptido His-Leu (residuos 9 vy
10) de la Al para formar el‘octapéptido active All. Al liberarse
el Asp de la posicidén 1 por accidn dé lé aminopeptidasa A sobre

la A1 se forma el heptapéptido AIII.

1.1 COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA ANBIOTENSINA ALDOSTERONA

1.1.1 ANGIOTENSINOGEND
El angiotensindgeno (sustrato de renina) es una globulina
alfaz nue se sintetiza en el higado de . la rata como un precursor

de 477 amindacidos. E1 PM de la molécula completa, 1libre de



-,

carbohidratos, es de 49,548 d. Su principal sitio de sintesis es
el higade, aunque Hay evidencias que indican que también se puede

sintetizar en el rifitn y en el cerebro.

Se han hecho estudios donde se ha demostrade que  los
estyrégenos, los glucocorticoeoides, la insulina, las
prostaglandinas, la angiotensina Il y la binefrectomia estimulan
la secrecién de angiotensindégenoc. Por otro lado, también se ha
demostrado que la tiroidectomia y la adrenalectomia disminuyen el

nivel plasmatico de angiotensinégeno (5-8).

1.1.2. RENINA

La Ffuente principal de renina es el rirfdn. ’La renina ‘esté
localizada en granulos en el citoplasma de la célula
principalmente en la pared de las arterias glomerulares
aferentes: ocasionalmente los grdnulos pueden también encontrarse
en la pared artericlar aferente (Fig. 3). La repnina es liberada

de estos grénulos hacia la circulaciéon y linfa renales.

El  control de la secreciéon de renina es complejo. Hay tres
grupos principales de mecanimos qué 1nf1uyen en la liberacién de

renina por el rifibn: ,

1) Dos receptores ‘intrarenalas denominados®  receptores
vasculares que se encuentran probablemente en la
arteriola aferente v en la macula densa.

2) Los nervios simp&ticos renales

3) Una gran variedad de sustancias hormonales y humorales.
La renina plasmidtica, y por lo tanto la AIl, aumentan por la

7



deprivacion de sodio y disminuyen por la carga de sodio. La

renina auvmentxz después de la pérdida de sangre (9-10),

Virtualmente todos los agentes antihipertensivos uéados en
la clinica modifican la concentracidn de renina vy de AIl en el
plasma. Los diuréticos, los vasodilatadores y los antagonistas
alfa adrenergicos elevan la renina, mientras que los
‘antagonistas beta adrenérgices, la reserpina, la clonidipa y la

maetil-dopa la disminuyen.

Se ha propuesto un modelo para la maduracidn y liberacidén de
la renina humana. En el rifién primero se sintetiza como una
molécula inactiva de alto PM (55,000 d) llamada prorenina, la
cual se convierte en una forma activa con un FM de 44,000 d. La
prorenina, probablemente es almacenada vy procesada péra
convertirse en renina activa dentro de los granulos secretores
como lo muestra la Fig., 4 (il). e ha sugerids Gueo lz2 renina
producida por el tejido coridénice es secretada en forma de

prorenina (11).
1.1.3. ANBIOTENSINA I

Skeggs vy cols. (i2) gemostraron que la porcion minima del
angiotensfﬁégeno, que puede sarvir como sustrato a la renina . es
un tetradecapéptido. La accidn enzimdtica de la renina sobre este

porcidn del sustrato produce 1a Al.

La Al es una prohormona decapeptidica que no tiene acciones
biolégicas conocidas y fisolégicamente es convertida al potente

vagaoconstrictor AIl por accion de la ECA.



ARTERIOLA EFERENTE ARTERICLA AFERENTE

FIGURA 3 . DIAGRAMA DEL APARATO YUXTAGLOMERULAR. SE OB
SERVA LA ESTRECHA RELACION EXISTENTE ENTRE
10S RECEPTORES INTRARENALES,LAS CELULAS CON
TENEDORAS DE LA RENINA Y LA MACULA DENSA.
LAS CELULAS YUXTACLOMERULARES LIBERAN RENINA
DENTRA DE LA LUZ DE LA ARTERIOLA AFERENTE Y
EN LA LINFA RENAL (13). :



Procesamiento de la pro-renina
en la renina

%.* Renina activa
*%*%, Peso molecula
oy 44,000 d. :

¢

Protogranulo Granulo

Pre-pro~-
renina.

Golgi

(X ]
{%5° Renina inacti
es va. Peso Mole

cular 55,000 |
d.

Pro-renina

FUGURA 4. MODELO PARA LA LIBERACION Y MADURACION DE RENINA HUMANA.
LA VIA 1 ES PREDOMINANTE EN LAS CELULAS DEL APARATO YUXTA
GLOMERULAR EN TANTO QUE LA VIA 2" QUE IMPLICA EL PROCESAR
PRO-RENINA INACTIVA PARA CONVERTIRLA A REWINA ACTIVA,Y ES
PREDOMINARTE EN TEJIDO CORIONICO (13).
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1.1.4. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA II

La ECA estad ligada a la membrana ;lasmética de las células
del endotelio vascular y especialmente en gran cantidad en los
pulmones, pero también se encuentra en muchos otros tejidos como
en las celulas renales epiteliales y en el cerebro. Fué
descubierta en el plasma equino por Skeggs vy cols. (14). su
funcién fimgiolbdbgica mejor conocida es convertir la Al en AIL.
También puede, de manera similar, activar 1la des~-Asp-Al

conviertiéendola en AIII,

La ECA juega un papel critico en la circulacidén. Ademds de
ser una enzima soluble en el plasma circulante, existe en los
vasos como una ectoenzima, ligada a la membrana de las células
endoteliales. La mayor parte de la conversiéon de la Al en AII

ocurre sobre la superficie endotelial.

1.1.5. ANGIOTENSINA 11

.

El octapéptido Ail es @l componente ;ctivo principal del
SRAA. La vida media de 1a A1l en la circulacidén es de 15 a 30
segundos. Las concentraciones de AII en el plasma venoso renal
son 'aLrededor de 20% mﬁs bajas que en el plasma arterial. Esto

es debido a 1a diferencia arterio venosa de renina.

‘Las principales acciones fiziolégicas de la AlIl estan

descritas en la Fig. 2.
1.1.6. EL PAPEL DE LA ALDOSTERONA EN EL SRAA

La aldosterona ez una hormona esterocide con un PM de 3560.4

11




d. La aldosterona es secretada por 1a zona glomerulosa de la
corteza suprarrenal y es un potente regulador de la eucrecion -de
sodio y potasio. La interaccion de 1la aldosterona con sus
receptores especificos induce 1la sintesis de ARNm, con la
subsecuente formaciéon de una proteina ocspecifica. El papel de
esta proteina es controvercsial, pero puede facilitar la entrade
de sodio a las células transportadoras o proveer a estas células
con un aporte adicional de energia para realizar el transporte

activo de sodio {(reabsorcién).

En el +tuvbule distal, la accidén de 1la aldosterona se
manifiest& por el incremento de la reabsorcidén de sedio y cloro
deade el lumen tubular y un aumento en la secrecién de potasio y

iones hidrégeno hacia el lumen tubular.

La reabsorcidn de sodio vy cloro tiende a aumentar 1la
osmolalidad del <fluido extracelular, 1o cual estimula la
secrecidn de vasopresina y esta a su vez facilita la conservacién

renal de agua.

El mecanismo regulatorio de la secrecidén de aldosterona
responde a los cambios en la hidratacion corporél. El SRAA es el
mediador principal entre las variaciones hidricas y la respuesta

adrenocortical (195).

Todas la condiciones que reducen el volumen del liquido
~extracelular aumentan la secrecién de renina y la formacién

subgecuente de All, la cual estimula la secrecién de AIl (Fig.

2 y referencia 19).

12



2. RECEPTORES ADRENERGICOS

Las  hormonas adrenérgicas naturales y los agonistas
asinteticos ejercen su accidn a traves de receptores especificos

que astdn localizados en la membrana plasmatica celular.

Estos receptores se han clasificado en dos tipos
principales: los alfa y los beta. Adicionalmente hay dos subtipos
para cada une de estos: betai, betaz, alfa1 Yy alfa2 (Fig. 9). Los
dos primeros son isoreceptores, vya que estan acoplados de wuna
manera estimulatoria a la adenilato ciclasa a través de 1la
proteina Gs (G estimulatorial. Cuando estos receptores son
estimulados por hormonas adrenérgicas, se activa la. adenilate
ciclasa y se produce un  aumento en las concentraciones

irtracelulares de AMPC.

La subclasificacidn en beta1 y beta2 énté dado por el orden
de potencia de los agonistas naturales y sintéticos. Los
receptores beta1 80N activados preferentemente por la
norepine{riﬁa liberada por los nervios simpdticos, mientras que
los receptores beta2 son activados preferentemente por la
epinefrina liberada por la médula adrenal. El isoproterencl es un
aqonista'heta sintetico no especifico, que es mas porente que la
epinefrina vy 1la norepinefrina y qde 2stimula la secrecién de

renina. Por el contrarii el propranolol (antagonista beta

adrenérgico no especifico) irnhibe la secrecién de renina.

Los receptores alfa, v 314a2 no son isoreceptores, ya gue el

1

mpcanismo por medio del cual transducen su sertal al interior de

las células es diferente. La estimulacién de los receptores alfaz



inhibe a la adenilato ciclasa, con lo cual disminuyen las
concentraciones intracelulares de AMPc. » Este efecto es opuéato a
la estimulacidn de los receptores beta adrenérgicos. Por otra
parte‘la estimnulacidn de los receptores alfa1 produce un  aumento
en el recambio de un fosfolipido de membrana, el
fosfatidilinositel vy un aumento en la concentracién intracelular

de calcio.

Los agonistas naturales y agonistas sinteéticos para alfa1
son la epinefrina y la fenilefrina, y para alfa, son la
"epinefrina y la clonidina.  La clomidina inhibe la secrecién de

renina (16—-18).

La estimulacidn de los receptores alfa1 adrenergicos
ument 1a glucencegénesis renal v regulan al tonn  vascular
renél, mientras que la estimulacidn de los receptores élfaz,
ademis de inhibir la secrecion de renina, modulan la reabsorcién

de sodio y agua el =l tubulo pronimal.
3. RADIOINMUNOANALISIB

El radioinmunoanélisis (RIA) es un método de alto grado de
especificidad y sensibilidad. El método fué descrito por los
doctores Yallow y Rerson (19) en 1960, cuando reportaron los

resultados sobre la determinacidn de insulina enddgena en suaro.

Antes de su desarrollo no se disponia de técnicas uniformes
para determinar cuantitativamente muchas moléculas de importancia
biongica en liquidos corporales y el intentar hacerlo resultaba

un swmerip problema técnico dado que requeria grandes cantidades
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de muestra y los resultados obtenidos eran dificiles de
reproducir. Generalmente se usaban métodos de bioensayo los
cuales consisten en medir un efecto especifico hormonal en un
sistema vivo y la respuesta se compara con aguella producida por

una preparacidn patrén de hormona.

Detido a la paturaleza del bioensayo era necesario asignar
un sisﬁema separade para cada hormona de modo que hubiese una
ezpecificidad adecuada con una sensibilidad suficientemente aguda
para medir bajas'concentraciones de hormona. Para llenar estos
requisitos surgid el radioinmuﬁoanélisis con el cual se ngden
medir sustancias comos hormopas peptidicas, vitaminas,

nuclesdtidos ciclicos, enzimas, proteinas séricas y drogas.

Desde el punto de vista practico el RIA es un daétodo que

permite manejar cientos de muestras simulténeamente. De esta

v
~n

forma se han solucionade muchos problemas técnicos _siandu
considerado en la actualidad como una metodologlia rapida, eracta,
reproducible v de manejo reiat&yémente sencilloiya que requfere
cantidades minimas de muestra y reQne los atributos de alta

sensibilidad vy aspecificidad.
3.1 FUNDAMENTO

El ﬁxa se define como un meétodo analitico que combina la
alta sonsibilidad de loa métodos radiogquimicos con i1a
sensibilidad de las reacciones inmunoquimicas basadas en la
campetancia de una hormona marcada (antigeno marcado, Ag#) vy la
hormona no marcada {antigeno no marcadd, Ag) para unirse al

anticuerpo especifico (20).
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ANTIGENO MARCADO + ANTICUERPO ESPECIFICO ~———® COMPLEJO Ag%-Ac
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+
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Ag
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Asi, una muesira desconocida de antigeno no marcado se
mezcla con una cantidad constante y conocida del mismo antigeno
marcado radiactivamente. A esta mezcla se adiciona una cantidad
constante de solucidén conteniendo anticuerpos preparados contra
el antigeno que se va a medir. Es importante adicionar una
cantidad limitante de anticuerpo (gue una al 30-507% del Ag#) tal
que el sistema esté en condiciones de exceso de antigeno. La'
cantidad de Ag# unido al anticuerpo es inversamente proporcional

a la cantidad de Ag no marcado presgnte (Fig. 6).

En resimen, el RIA explota la habilidad de la hormona no
marcada, presente en el plasma u otras solucionag, para competir
‘con la hormona aarcada por el anticuerpo. Como resultado de esta
competencia, la cantidad/de Ag¥% unido al anticuerpo disminuye
conforme'éumenta la cantiéad de Ag no radiactivo (Fig 7).

‘La concentracidn de una muestra desconocida se obtiene por
comparaciéﬁ de la inhibicidén observada en esa auestra, con

aquella producida por una serie de soluciones patrén conteniendo

cantidades conocidas de hormona.

17



SOLUCION ANTICUERPO Y
PATRON O + HORMONA MARCADA
MUESTRA I | - I '

O roretona No maRcADA

@ N {3 HORMONA MARCADA
—»-J‘ )\mmmzm’o
HORMONA HORMONA
UNIDA LIBRE

FIGURA 6. SE ILUSTRAN LOS PASOS DE RIA COMPETITIVO
APLICADO A LA MEDICION DE LA HORMONA CIR
CULANTE.
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FIGURA 7. (A) UNION DE LA HORMONA RADIACTIVA CON EL ANTICUERPO
EN PRESENCIA DE UN NUMERO IGUAL DE MOLECULAS DE HOR
MONA MARCADA. (B) CUANDO SE ADICIONA SUFICIENTE ANTL
GENO NO MARCADO PARA COMPETIR IGUALMENTE CON LA HORMO
NA MARCADA, LA RELACION B:F DISMINUYE A 0,5, SI LA
MUESTRA ES RICA EN HORMONA NO MARCADA (C) TAL QUE LA
CONCENTRACION DE LA HORMONA MARCADA ES DESPRECIABLE
B:F SE APROXIMA A CERO.
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Es posible medir cantidades de nancgramos, o menos, de una
hormona espercifica en presencia de concentraciones millones  de
veces mas altas de otras proteinas plasmaticas, lo que significa
que este método es capaz de detectar cantidades trazca de
cualguier sustancia que pueda actuar como antigeno o hapteno. La
resolucion estd limitada principalmente por la actividad
especif@ca del antigeno marcado radiactivameﬂte y por la

especificidad de la preparacidén del anticuerpo.
3.2 TECNICA

Una determinacitn de RIA comienza con la preparacidén de
soluciones patrdn que contengan cantidaaea conocidas del antigeno
y muestras problemés en fubos de ensayo. Ya que el RIA se basa en
una competeﬁcia, todos los tubos contienen cantidades ‘constantes

de anticuerpo y de antigeno radiactivo.

Fara ia curva patrdn, 86 adicionan cantidéﬁes
progresivamente mayores de antigeno no marcado. Esto da lugar a
que en el mismo orden se presente una competencia cada vez mayor
entre los - antigenos para unirse al- anticuerpo; asl en los
primeros tubos de la serie hay exceso de antigeno radiactivo por
lo cual el resultado neto es la formacidn de complejos antigeno-—
anticuerpo . en su maybria radiactivos, mientras en los ultimds
tubos de la serie el antigeno no marcado es &l que se encuentra
en exceso y por lo tanto con mayor probabilidad de ganar los
gitios afines del anticuerpo. 8i se considera la inclusién de
algﬁnos tubos mas a esta serie gn los cuales la cantidad de

antigeno no marcado es desconocida y se mantienen constantes
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todos los demds parametvos entonces, op ohssrva de inmediato 1la
posibilidad de poder deducir 1la concentracidn del antigeno
presente en dicha muestra por la cantidad de complejos Ag*-Ac que

se forme.

Después de unas horas de incubacidn.‘las fracciones libre vy
\unida de la hormona marcada se separan, para ello se debe contar
con un método de separacién de los complejos Ag-fAc, con objeto de
poder medir la radiactividad contenida en ellos. Los metodos gque
han sido usados para tales fines incluyen electéoforesis,
cromatografia, intercambio idnico, precipitacidn quimica, carbén-
dextrén, doble anticuerpo, anticuerpo unide a particulas de
vidrio, anticuerpo unido a fase sélida y polietilénglicel (21~

26). ’ *

3.2 MEDICION Y CALCULDO DE RESULTADOS

Tomando en cuenta que practicamente todos los métodos de RIA
se  llevan a cabo empleando curvas patrén, el calculo de los

resultados implica tan solo una adecuada interpolacién de la

muestra problema en la curva patrén.
 Pasog a seguir en el /calculo de resultados:

1. Se cuentan los tubos.

2. Se resta la radiacién del medio ambiente.

3. Se calcula el promedio de las cuentas por minuto (cpm).

4. Se calculan' las cuentas petas promedio para los patrones
y muestras sustrayendo el promedio de las cuentas de la

uniéon no especifica (blanco).
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S. 8e calcula la relacién WT

4. Se calcula la relacién E/Bo

7. Se trazan las curvas patron en papel semilogaritmico.

8. Se. interpolan los datos de las muestras desconocidas.

9. Se corrigen 1las lecturas por el volumen total vy/o 1la

dilucidn empleada.

Bo = Unidn mdxima. Es la cantidad de radiactividad maxima que
puede unir =21 anticuerpo. Este dato se obliens realizande 1la

reaccidn Ag¥-Ac en ausencia del Ag no radiactivo.
Bt = Cantidad total de radiactividad adicionada a cada tubo.

U/T X 100 =. Es la fraccién de la radiactividad total que puede
unir el anticuerpo, normalmente se encuentra en el rango de 30 a

S07%.

B/Bo X 100. Es el cociente obtenido entre 1la radiactividad
presente en cédn tubo problema o patrén y la unién méxima. Este
cocianta so usa para realizar la interpolacién en la curva patrén

'para calcular la concentracién del. problema.

CURVAS  PATRON

Una vez obtenidos los datos de conteo radiactivo y calculado
B/Bo de las muestras patréon es posible trazar las graficas de la

curva patrén en varias formas:

Curva lineal: En este caso se traza en papel milimetrico
normal con la cual se obtiene una grafica como lo ilustra la

figura 8. Una curva de este tipo, si bien es Gtil y muy empleada,
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tiene el problema de que en sus extremos resulta muy dificil
interpolar adecuadamente los datos problema. Debido a =llo se han

desarrollado otros métodos (27,28).

Curva semilogaritmicar Una forma de mejorar la sensibilidad
de la curva patrén es trazarla semilogaritmicamente en forma
similar a la que se representa en la figura 9. Esto da lugar a

una curva mas lineal ampliando con ello la zona de interpolacién.

Curva logit-log: Este método es significativamente mas
complicado; consiste en trazar en una grafica el logaritmo
decimal de la concentracioéon del antigeno no radiactivo contra el
logit de los cocientes B/Bo (29-31). La f6rmula para calcular el
logit es:

logit {(B/Bo) = log <(B/Bo) / (1-B/Ho)>

Con este método se logra une lingarizazién total de la curva

permitiendo una interpolacién mas exacta de los datoé en toda la

longitud,y como se observa en la figqra 1G.
2.4 METODDS DE MEDICION

Dada la necesidad de contar radiactividad como parte del
proceso de RIA, es convgﬁiente conocer el principio funcional de

los detectores de radiaciones gamma y beta.

LLos contadores de centelleo s6lido detectan radiaciones de
tipo electromagnético que son emitidas por el ndcleo de algunon
isbtopos inestables como resultado del acomodo posicional de los

nucleones.
Los principales componentes de uh detector de centelleo som
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el cristal de centelleo y gl tubo fotomultiplicador. La muestra
que va a contarse puede estar en solucién o en forma de pastilla.
Una wvez que la muestra estd bien intro;ucida en el contador,‘
queda colocada junto al cristal de yoduro de sodio; conteniendo
cantidades muy pequehas de cloruro de talio. Los rayos gamma
emitidos pasan a través de la pared del tubo de ensayo y algqunos
de ellos chocan con el cristal transfiriéndole parte o toda su
energia al electron. Esta energia se transforma a su vez en un
centelleo cuya intensidad es proporcional a la cantidad de
energia perdida por el fotdén de radiaciones gamma. La 1luz se
desplaza a través del cristal de centelleo o al tubo
fotomultiplicador adyacente donde es detectado. Los cristales de
voduro de sodio activado con talio son los mejores detectores de
radiaciones gamma, sobre todo porque el numero atdmico del .yodo
es lo suficientemente elevado para facilitar una absorciédn
fotoelélectrica eficaz y también porque la absorcién de una
cantidad determinada de enpergia preodyce la emisién de un
centelleo més claro que otros detectores. Hay d95 ventajas en el
use de un :éntador gamma, primero el tiempo requerido para
acumular velocidades de conteo estadisticamente significativas es
usual mente baéﬁante peguéﬁo, incrementando asi el numero de
muestraé'que pueden sar brocesadas por unidad de tiempo; segundo

son menos complejos electrénicamente, no requieren el uso de

frascos de centelleo (32-34).

Detectores beta de centelleo 1igquido: Una radiacidn beta es
una particula nuclear emitida pﬁr ciertos isétopos radiactivos y

que no se puede diferenciar de un electrén en cuanto a masa vy



-

carga eléctrica. En los contadores de centelleo liguido el
principio de deteccidén es similar al de los cristales de
centelleo sdélido, so0lo que en este casg se trata de un liquido
centelleador el cual permite un contacto iptimo entre la muestra
radiactiva y la solucién centéllante, permitiendo detectar a la
radiacién beta gue es de menor energia, la solucidn normalmente
estd compuesta por uno o dos seolventes orgdnicos, acomparados de
un detergente que hace gue toda la solucidn sea miscible. La
energia de las particulas beta emitidas se transfieren via el
disolvente al solute primario y algunos al soluto secundario el

cual emite entonces la energia como fotones de luz. Estos fotones

se miden usando un fotomultiplicador (32-34).
4. PRODUCCTION DE ANTICUERFOS

€l sistema inmune de muchos animales es extremadamente
sensible, detectando  hasta las mas, pequeftas trazas “de
contaminantes, . por 1o que es muy importantic @l paso inicial que

consiste en la preparacidn del inmundgeno.

La interaccidn delv inmundgeno con los linfocitos 3
macrdéfagos es importanté en la respuesta inmune. Aunque los
linfocitos - estdén relacionados con la produccidn de
inmunoglobulinas, el macrdéfago juega un papel en la reqgulacidn de
la respuesta inmune, ya que aseguran la presentacién a las
células inmunocompetentes de antigenos parcialmente degradados.

Si bien el macréfago no ejercé una funcién especifica en el

. reconocimiento del antigeno que es una funcién de los linfocitos,
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esta cooperacidén celular que realiza marca el  inicio de 1=

reaccién inmunolpgica.

Bajo 1la influencia de los drganos linfoides centrales las
células linfoides se hacen inmunocompetentes, es decir capaces de
reaccionar con los diferentes antigenos que han sido presentados
por los macrdéfagos. Fara las células B el receptor responsable
del recﬁnocimiento del antigeno es una inmunoglobulina. Para las
células T no se conoce con precisidén la naturaleza de ese
receptor. De esta forma los linfocitos B responsables de la
reaccién inmunolégica de tipo humoral dan origen a las células

secretoras de anticuerpos.

Los Iinfocifos T son los que originan las células
sensibilizadas al antigeno que interviene en la’ reaccién
inmunolégica de tipo celular, ademas de que interviene en la
r;accibn humoral mediante ?anbmenos de cocperacién celular entre
linfocitoe T y B, Los linfocitos T cooperan en la sintesis del
anticuerpo frente a antlge#os timo dependientms (linfocites T
auxiliares). Por otra parte, ciertos linfocitos T ejercen un

control inhibiendo las respuestas inmunolégicas humorales son los

ilamados linfocites T supresores (36).
4.1 PREPARACION DEL INMUNDGENO

La potencia inmunolégica de los antigenos solubles puede
elevarse cohsiderablemente sl persisten dentro de los tejidos del .
animal experimental. Esto puede 1llevarse a cabo aplicando
maltiples inyecciones del antigeno al animal durante cierto

periodo de tiempo. gtro método es mediante el empleo de

-
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adyuvantes, Este término se denota para cualguier sustancia gue
incrementa la respuesta inmupe hacia el antigeno inyectado. Los
geles inorganicos, como el hidréxido o el fosfato de aluminio
fueron los adyuvantes usados inicialmente: los inmundgenos se
adsorben sobre su superficie y esta mezcla es 1 que se les
inyecta a los animales. Posteriormente estos compuestos fueron
reomplazados por los adyuvantes desarrollados por Freund, donde
we forma una emulsidén aceite-—agua. Después de la inyeccidn
"subcutdnea o intramuscular de la emulsidn estable se formaran
peguettas gotas las cuales e distribuyen desde el sitio de
inyeccidn. La emuisidn ectable produce muy baja liberacidén del

inmunégeno, duradera en algunas ocasiones hasta varios meses,

El adyuvante completo de Freund contiene bacilos
_ tuberculosos muertos Yy =€ usa generaimenis parz la primera
inmunizacidng si s& utiliza para las siguientes ihyecciones pueda
producirse una intensa reaccidn granu}omatoﬁa en @) wsitio de
inyaccidn. Para las inyecciones posteriores se uzc 2l adyuvante
incompleto de Freund que contiene aceitesy pero carece de los

baciles tuberculosos.

El ;"GEGN de tales adyuvantes tiene dos propdsitos
fundamentales: primero, evita el rapido cataboliamo del antigeno
por 1o que una exposicién mas prolongada del antigeno incrementa
la respuesta, vy segundo la emulsidn incrementa la exposicién de
los macréfagos al ?ntigeno, ya que reaccionan al ser atraidos por
el cuerpo extrafio. La presencia de microorganismos muertos por el

calor, en el adyuvante completo de Freund sirve generalmente para



estimular el sistema reticule endotelial del animal ,
incrementando la respuesta de los macrdéfagos y promoviendo. 1la

actividad de las células T cooperadoras (33-34).
4.2 VIA DE INOCULACION

El objetive principal que se persigue al inyectar el
inmunégano en un animal experimental es, de hecho, introducir el
antigeno en un medio potencialmente rico en macréfagos. Las vias
intramuscular, intradérmica y subcutanea patisfacen este

objetivo.

La via intravenosa minimiza su exposicién a los macrdéfagos y
tiende a incrementar 13 induccion de :éiulas T supresoras

produciéndo tolerancia inmunolégica.

En muchos casos, en la primera inoculacidn usando adyuvante
complato de  Freund, la iAQecciOn intramuscular provee rapido
accesc al sistema circulayorio linfatico; las iﬁyuccionas
secundarias an presencia de adyuvante  incompleto pueden
administrarse por via intramuscular o subcutdnea. Esta dltima ‘as

ventajosa ya que el antigeno se adsorbe lentamente minimizdndo la

potibilidad de choque anafildctico (33-36),
4.3 SELECCION DE LA ESPECIES ANIMALES.

l.os animales generalmente usados en el laboratorio para la
produccién de anticuerpos son: conejos, cabras, cerdos, galloa,
burros, caballom, pero los mas comines son los conejos Nuava
Zelanda Jjovenes, principalmente cuando se requieren pequafias

cantidades de suero.
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8i las preparaciones de anticuerpos que se van a estudiar
requieren baja o mediana especificidad, e colectara el suero de
un  namero de conejos inmunizados con la misma preparacién. Es
recomendable vusar animales grandes dado que el estudio completo
puede necesitar preparaciones de anticuerpos bien caracterizados
obtenidos de preferencia de una sangria de cosecha. @Asi la
obtencién de sueros de alto titulo y alta afinidad para usarse en
RIA puede depender, en cierto modo dc la suerte an elegir una

cepa animal genéticamente capaz de producir anticuerpos de alta

afinidad contra la regidn antigénica de interés.

El titulo y la cfinidad del anticuerpo varian ampliamente de
animal a animal y generalmente solo un animal producird un suero

bdptimo (33-36). ,
4.4 DOBIS

Lz dosis del antigeno tiene una infLuenc;é importanté qura-
1z respueégn inemune en cuanto & la produccién de anticuerp;sQ'
Después = de aplicar la inyeccién inicial un gran namero de
linfocitos son capaces de producir inmunoglobulinas que reconocen
el sitio antigénico de iqtérés, pero solo un pequefio numero de
estos linfocitos estd destinado a producir anticuerpos de alta
afinidad. Pu;a obtener unvsuero de alta afinidad, estas células
deberan activarse selectivamente antes do replicarsa. La
replicacién ee inicie cuande una globulina receptora localizada
sobre la superfici; del linfocito se une al antigeno. Esta.
glébulina receptbra tiene el mismo wsitio de reconocimianto

antigénico que la globulina secretada por la clona de linfocitos.
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Una pequena dosis de antigeno proporcionard suficiente péptido
para saturar las globulinas receptoras situadas en la superficie,
solo de aquellos linfocitos destinados a producir globulinas de
altakafinidad. Con dosis. altas de antigeno; las celulas de alta y
baja afinidad tendran @ suficientes receptores de superficie
ocupados para activarse. Por esto se recomienda usar una pequera

dosis de antigeno en la primera inmunizacién.

De la misma manera, si la primera dosis es pequefa para
inducir titulos de anticuerpos detectables, puede disparar
selectivamente la proliferacidon inicial de clonas de alta
afinidad las cuales responderdn vigorosamente a las siguientes

dosis del antigeno.

El intérvalo de tiempo al cual se aplican 1las ‘dosis de
refuerzo puede tener efecto sobre la maduracién de los
énticuerpos; aunque el intervalo éptimo devende do 1z rutz de
administracién y adyuvante empleade, generalmente la practica
qonsiste en dér dosie de refderzo nolo después que @l titulo  ha
alecanzado la cUspide de 1la curva vy émpieza o descendar

usualmente son intervalos de cuatro semanas.

Dosis demasiado altas o demasiado bajas no inducen ninguna
reaccidn inmunoldgica. La inyeccidn  de tales dosis mas bien
produce un animal refractario ante 1a inmunizacién posterior
hecha con dosis normalmente inmunolégica. Se ha provocado una
paralisis inmunolégicas ' es decir un estado de tolerancia frente

a esée antigeno (37).



4.5 PARAMETROS IMPORTANTES EN EL RADIOINMUNOANALISIS

La evaluacidén de un suero para usarse como reactivo en el
RIA en forma dptima involucra la determinacidn de tres

caracteristicas basicass titulo, sensibilidad vy especificidad.'

El primer paso a seguir en la evaluaciodn del suero obtenido
‘de animales inmunizados es examinar la presencia de anticuerpos.
E1 titulo se determina incubando 1la hormona marcada con
diferentes diluciones del suero que varilan de 1:50 a 1150,000,
bajo condiciones similares a aquéllas planeadas para el RIA y se
define como la dilucién del suero a la cual se une el 504 de 1la
hormona marcada. GBeneralmente los sueros con titulos de 1:1000
son de valor limitado. Los titulos de los sueros usados en RIA
va(ian de . 103 a 108g como se puede ver, mon maz altos que
aquéllos reportados para otras técnicas inmunoldgicas. El titulo
es funcidén del nuimero de moléculas de inmunoglobulinas presentes,

de su afinidad para e! antigeno y de la actividad especifica del’

antigeno marcado.

Degspusds de ia determinacidn del titulo, 1l1la siguiente
propiedad del suerg aA,examinar kes la esensibilidad. La
sensibilidad es funcibn‘/da la afinidad y de la actividad
especifica del antigeno marcado. Una manera fécil de déterminarlo
consiste en probar concentraciones suficientemente bajas dea la
solucién patrén, asi la sénsibilidad corresponde al limite de

deteccién o aea la concentracion mas baja de la solucioén patrén

que estd por encima del patrén cero {unién maxima).
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El titulo vy la sensibilidad estan influenciados por las
condiciones bajo las cuales se realiza el ensayo. 8Si suponemos
que un pequeno péptido sintético se usa como antigeno y que el
suero solo contiene anticuerpos dirigidos contra un soloe sitio
antigeénico del péptido. A pesar de la aparente simplicidad de
este sistema, eétos anticuerpaes son el producto de un  gran
numero .de clonas de linfocitos, cada una con su propia afinidad
para el antigeno. La afinidad y el titulo del suero de cierto

animal, tienden a variar independientemente con el tiempo.

El primer paso en el procedimiento comin para conocer la
aspecificidad consiste en medir la capacidad de sustancias
naturales relacionadas ,estructuraimente con la hormona, para
desplazar el antigeno marcado en su unién con el anticuerpo., Si
se presenta desplazamiento, el grado de reactividad c;uzada se
expresa generalmente como lg razén entre la cantidad del antigeno
a la cual el .50% de la hormona marcada estd unida y la cantidad
dal analogo que presente reactividad cruzada a 1a cual se une el

S0% de la hormona radiactiva.
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II. OBJETIVOS



I1. ORJIETIVOS

1. Obtenar anticuarpos contra angiotensinae Il.

2, Desarrollar la métodologin y reactivos para aedir la

angiotensina II por RIA.

3. Detersinar la concentracidn plasadtice de angiotensina 11
dur ante alteraciones en la activided del sistema renina-

angiotensina-aldosterona circulante an ratas.



I1I. MATERIAL Y METODDS



1. MATERIALES

1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se usaron & conejos machos (Oryctolagus cuniculusg) raza Nueva

Zelanda de 1.5 Kg para la producridn de anticuerpos contra
A II. También ase usaron 90 ratas hembra de 200 a 280 g vy 40

ratas macho (Rattus norvegicus) de 2850 a 300 g cepa Wistar, para

obtener el plaama para la determinacidn de A II. En estas ratas

se predujeron alteraciones en el SRAA.
1.2 MATERIAL DE VIDRIERIA

Para el sangrado de los conejos y la obtencidn del sue}o,
‘asl como para la déterminacibn de A Il por RIA se usaron tubos de
vidrio borosilicado "flint" (12 X 75 mm) (Fisher 8cientific Co.).
Egto es importante porque la A Il se pega a las paredes del tubo

de vidrio normal.
1.3 REACTIVOS

Los reactivos usados en el presente trabajo, obtenidos _de‘
Sigma Chemical Co. (St.. Louis, Mo.),‘fueron= adyuvante completo
de Freund, adyuvanté incompleto de Freund, albdmina serica bovina
fraccion V, albimina de buevo grado V (FM 40,000), albumina
sérica bovina grado RIA, acetato de angioteﬁsina I secuencia
humana (PM 1296), acetato de angiotensina 1I, secuencia humana
(PM 10446), acetato de Des—Aspl—angiotenﬁina I (PM 1181.4), Vals—
angiotensiga I (PM 1282.5), Vals—angiotensina I1 (PM 1032.2),
Asni,Vals—angiétensina 11 (PM 1031), Sari,Alae—angiotenisna 1X

(PM 926.1), Sar',B1iP-angiotensina II (PM 1032.2), Sar’,11e®-

L2
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angiotensina II (PM 1028.2), Sar!,TreB-angiotunaina 11 (PM
?54.1), acetato de angiotensina 11X (Des—Aspl—angiotensina II (M
531.1), angiotensindgeno de plasma portino, azida de sodio (PM
&%), carbdn activado, clonidina (PM 2&4.6), cloramina T (sal

soédica de N~cloro-toluén sulfonamida), cloruro de 1-etil-3-(3-

4

dimetil-aminopropril) carbodiimida (PM 191.7}%, 2,3,
dimercaptepropanol (dimercaprol, BAL) (FM 124.4), isoproterenol
v.(PM 247.7), propranolol (PHM 595.8), sulfato de de B-hidroni-
quinolina (PM 194.2), trizma base (hidroximetil amino metano) (PM
121.1);””tiroglobulina tipo 11 porcina (PFM 450,000), hemocianina
de lapas monoplacéforas (PM 6 500,000), cloruroe de hidroxilamina

(FM &69.8), dentrdn, grade clinico (PM 70,000),.

El éter fue adquirido de FProquimed, la angiotensina I
marcada con 12“'1 fue proporcionada per Amersham y el estuche para
medir la aldosterona plasmdtica fue adquirido de International

Cis (Francia).
1.4 EQUIFPO

Agitador magnédtico Corning P~C353, balanza analitica Mettler
H-158, balanza granataria Ohaus modelo 700, centrifuga refrigerade
IEC  PR-&000, contador ge:radiaciones gammakGammacord 11 Ames,
congel ador Revco (-350), decapitador de animales pequefos de
Harvard Apparatus Co. (catdlogo S5~0012), 1liofilizadoras Freeze
Dryer B de Labconco y de Virtis Co., miquina para rasurar Oster
modelo 22, micropipetas Oxford P-7000 (50, 100 y 200 ul},
micropipetas Gilsoﬁ (Rainin Instruments Co.) F-5000 (5 ml), P-

1000 (4 ml), P-200 (0.2 ml) y P-20 {(0.020 ml}, jeringas
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desechables de 5 y 10 ml con agujas del ndmaro 21 y de 1 ml con
agujas del nimero 25, potenciémetro Orion Research modelo 601,

Vortex de Scientific Products.
El material quirdrgico fue comprado a Hemost S.A. de C.V,
2. METODOS
2,1. OBTENCION Y CARACTERI;ACIUN DEL. ANTICUERPO
2.1.1 SINTESIS DEL INMUNOGEND

Dado que la A II tiene un bajo PM y como tal no es
inmunégena, fue necaesario acoplarla a proteinas de elevado PM

para hacerla antigénica.  Las proteinas usadas pera tal propésito

fuerons
P .
Albumina de huevo 40,000
" Albumina sérica bovifa = 65,000
‘Tiroglobuiinn 650,000
Hemocianina : ’ & 500,000

Pafa sintetizar el conjugado inmunogénico de A 11 Yy
proteina, se usé carodiimida. La reaccién que se llevd a cabo fue

la siguiente (38):




PROTEINA - COOH + R-N=C=N-R!
{carbodiimida)

N

Q NH
. W o i
" PROTEINA-C-~0-C=N-R INTERMEDIARIO
FOSTULADO

+ HAPTENO—NH2

L4

o 0
" o )
FROTEINA-C-N-HARPTEND  + R-N—C—?-R
1 1
H "H H

PRODUCTO ACOPLADO

El ‘método umado para la éreparacién del antigeno - fue el
siguiente: Se disolQid i mgde A 11 an § m; de agua destilada, se
transfirigron 6.5 ml ae lé solucidn vy se le agregaron 2.5 mg del
ligando o prote!;a correspondi ante previamente disuelta en {1 o}
de agua destilada. ée COlo;aron 0.5 ml de solucidén de 1-etil-3~
{3 dimetiiéminopropil) ca;;odiimida (EDC) a una concentracién de
3.5 mg por ml, en el tubo de reaccién, se mezcléd suavemente y se
dejé reposar durante 18 h a temperatura ambienta, transcurridp
este tiempo se agregaron 2 ml de una solucién de clorure de

hidroxilamina 0.05 M y se dejbé reposar durante S h a temperatura

ambiente obteniendése de esta forma el producto acoplado (39).
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2.1,2 INMUNIZACION DE LOS CONEJOS

Se inmunizaron 5 conejos y el conejo & no se inmunizd vy
sirvié como control. Con la finalidad de facilitar la
localizacidn del sitio de inoculacidn y de evitar infecciones ée
les raswd el lomo. Las primeras inyecciones se aplicaron
intradérmicamente en las regiones mas cercanas al cuello,
avanzando hacia la parte posterior del animal conforme al esquema
de inmunizacién. Se realizé la asepsia de la zona de inoculacioén

con etanol, antes de las inyecciones.

El indéculo o conjugado antigénico (4 ml) se emulsiond con un
volumen igual de ACF o AIF segun coprresponda con el esguema de
inmunizaciéﬁ. Para tal fin se usé una jeringa de 10 ml con aguja
del numero 21 succionando el conjugade y el adyuvante, 1la
completa emulsificacién se obtuvo despu#s de varios pasos
éu&esivos a través de la aguja de la jeringa. Una vez formada la
emulsidn lechosa y homogénea se considerd lista para 1nyectar5é a

los animales.
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2.1.3 ESQUEMA DE INMUNIZACION (4Q)

la. Inmunizacidn: (A II + Tiroglobulina) + ACF

i semana

2a. Inmunizacidn: (A II + ABB) + AIF
1 semana

3a. Inmunizacidn: (A II + Ovoalbumina) + AIF
1 semana

4a. Inmunizacidn: (A 11 + Tiroglobulina) + AIF
12 semanas

Sa. Inmunizacidn: (A 11 + Hemocianina) + ACF
10 dias

Sangria de prueba
7 dias

Sangria de cosecha
2.1.4»RADIDINMUNUANALISIB DE ANBIDTENSI?A I1
2.1.4.1 SOLUCIONES |

A) Patrén:

Lag soluciones pat(@n de A II, se obtuvieron por &l a#todo
‘de Sealey (41). ée prepard una solucidén concentrada de A 11 (2
ng/ml) y sa midd en allicuotas de { ml,y las cuales se liofilizaron

y se almacenaron a una temperatura de -20°¢c.

A partir de esta solucidn concentrada se hicieron diluciones
seriadas para construir la curva patrén en tubos de  vidrieo

borosilicado "£1int" {12 X 79 mm) usando la solucidn
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amortiguadora Tris—acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASB al Si. Las
concentraciones usadas para la cuwrva patron  fueron: 0.0157,
0.0321, 0.,0625, 0.1250, 0.2500, 0.5000, L.0000 vy 2.0000 ng de A

11/ ml1, corriéndose cada una por cuadriplicado.
E) Anticuerpo

Se usd el anticuerpo producido por el conejo 3. Este se
encuentra congelado en alicuotas de 0.9 ml y se 1lleva a 90 ml con

el amortiguador de ensayo para tenerlo a la dilucidn requerida.
C) Amortiguador de enmayo

Se prepard el amortiguador de ensayo Tri-acetatos SO0 mM, pRH

7.4 con ASB al 0.3 %.

D) Radiactivo

. , . 125 C s .. 4
El radiactivo usado’ fue:t 3I—( I)-iodotirosil -A II (5

igoleucina). La actividad especifica del radiactivo fue de 1169
Ci/mmol. La cantidad compradh (10 uCi) se diluyd ‘a 100 ul de agua
destilada vy se separaron alicuotas de (2 Ql. L.as alicuotas se
congelaron y al momento se diluyeron con % ml del amortiguador de
-ensayo’ para poner 50 ul en cada tubo del ensayo. El RIA se

realizé en tubos de yidrio borosilicado "flint" (12 X 75 mm).
2,1.4,2 PROTODOLD DEL. RADIOINMUNOANAL.ISIS

1. Las mueastras de plasma congelado se descongelaron lentamente
en un banlde agua a 4°c.
2. Todos 1los tubos de ensayo numerados v los reactivos ee

mantuvieron en un bafio con hielo a 49C durante la adici6n de los
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reactivos.

. Se numerd una serie de 44 tubos para cada curva patrén y 2

2]

tubos por cada muestra, en los tubos correspondientes se
adicionaron los siguientes reéctivos: 500 ul de amortiguador
tris—-acetatos S0 mM + ASE al 0.3 % a los tubos cuentas totales,
tubos unidn no especifica (blanco) y tubos uniodn méxima  (100%)
100 ul de solucién patron de A II a los tubos de la curva patroén;
150 ul de la muestra a los tubos correspondientes; S0 ul de la
solucidén de A Il radiactiva a todos los tubos y 500 ul de
anticuerpo en todos los tubos excepto en los tubos cuentas
totales y tubos unién no especifica.

4. Todos los tubos agitaron en vortex durante 2 a 5 mequndos y se

incubaron a 4°C durante 1B a 24 h.
2.1.4.3 PROCEDIMIENTO DE SEFARACION

i. Ba prepard una suspensidén de carbdn:dextrén agregando 3 g de
carbdn y .0.3125 g de dextran a 500 ml de amortiguador tris-
acetatos 0.1 M, pH 7.4, colocéndose en un bafic con hielo a 4°c
durante la preparacién del mizmo.

2. Se adiciond 1 ml.del é;rbdn—dentrén a todos los tubos, excepto
a los que correspoden a las cuentas totales.

3. 8e centrifugé a 2000 rpm durante 15 min a 4°c (radio del
rotor = 19.5 cm).

4, La fraccién sobrenadante de cada tubo se decanté en tubos de
ensayo numerados de la misma manéra, s0lo que estos tubos mon de

vidrio normal de 12 X 75 mm. tLa A II unida al anticuerpo
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permanece en el sobrenadante y la A II libre se absorbe sobre el
carbon. *
5. La radiactividad contenida en el sobrenadante se midid en un

contadot de radiaciones gamma.
2.1.4.4 CALCULO DE RESULTADOS

1. Se promediaron las cuentas por minuto (cpm) de los duplicados.
2. Se calcularon las cuentas netas promedio para los patrones y
las muestras. Esto se logra restando la unidn no especifica
(hlanco) de la radiactividad contenida en cada tubo.

3. Se calculd el porcentaje de unién B/Bo para cada muestra.

4. Se trazd la curva patrén usando papel logit-log y se determiné
la concentracidn de A Il para cada muestra interpolande en 1la
grafica.

S. Los resultados se expresan en pg/ml.

2.1.5 DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUBRPOS CONTRA ANGIOTENSINA

11

Las determinaciones del titulo de los anticuerpos en el
suero de los seis conejos se realizaron por el método de RIA para
A II. ta determinacibnfae realizé en las siguientes diluciones
del antisuero: 1110, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105 Y 1:106. Las
diluciones del suero me hicieron con amortiguador Tris—acetatos
50 mM con ASB al 0.3% pH 7.4. Las determinaciones se hicieron por

triplicado (Tabla I%.
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&

GRUPOS DE
TUBOS

AMORTIGUADOR
DE ENSAYO
(m1)

ASB AL
5%
(m1)

ANTICUERPO

(m)

All Iiés
(m1)

CUENTAS TOTALES

1.5

£ 0.05

BLANCO

0.5

0.1

0.05

DILUCIONES
1:10

2
1:10
1:10°

110t
i:5x104
1:10°
i:10°

0.1

0.5

0.05

INCUBACION DE 18 A 24 HORAS A 4°C

SUSPENSION DE
CARBON

{m)

1.0

1.0

1.0

MEDIBION EN CONTADOR DEL TIPO GAMMACORD

TABLA I EXHIBE EL PROTOCOLO USADO PARA DETERMINAR EL TITULO DEL ANTICUERPO
DE TODOS LOS CONEJOS, PARA SELECCIONAR AQUEL DE MAYOR TITULO.




2.1.6 SANGRIA DE COSECHA

Una vez: que se deteraind el titulo de los anticuerpos para
los & conejos, se selecciond al conejo que presentd un mayor
titulo y se le extrajo totalmente la sangre por puncidn cardiaca.
el animal se colocd en una caja de contencidn y se anestesid al
plano qgirurgico. El éter usado se retird y el conejo se resaurd.
En el lado izquierdo del tdérax se localizéd por palpacidn, donde
el bombeo se presentaba con mayor intensidad, el corazdn. La
aguja se introdujo lentamente en sentido horizontal hasta que se
observd el flujo de sangre en la jeringa. Entonces se empezd a
succionar suave y gradualmente con el émbolo hasta obtener toda

la sangre.

2.1.7 ALMACENAMIENTO DEL SUERO OBTENIDD

.

El suero que se obtuvo del conejo # 3 se dividié en
alicuotas de 1 y 5 ml en frascos con tapa de plastico de 10 ml vy
se liofilizaren. La liofilizacion es un método para concentrar
selutos por medio de sublimacién del agua que se encuentra
congelada; bajo vacio, el agua se remueve de la solucidén

congolada en foirma de gas y se colecta en un condensador enfriado

a -70°c,

2.1.8 COLECCION DE MUESTRAS PARA LA DETERMINACION DE ANGIOTENSINA

I1.

lLas muestras de sangre deben sor colectadas en tubos de
vidrio borosilicado "flint" colocados en hielo y que contienen
0.1 ml de EDTA (250 mM) preparado en NaCl 0.85%, 0.050 ml de

.
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dimercaprol ({1.7%) gue ce prepard con bhenzoato de bencilo (3,3%)
y disolviéndolo con aceite de cacahuate, y 0.080 ml de B-hidroxi~
quinolina (6.6%). Estos reactivos son inhibidores de las
angiotensinasas vy protegen al péptido de estas enzimas presentes
normalmente en la sangre. La sangre se centrifugd a 4°c  durante
15 min a 2400 rpm (r = 20,6 cm). El plasma se separd y se congeléd

a -20°C hasta la determinacién de @ I1.
2.1.9 DETERMINACION DEL TITULD DEL ANTICUERPO DEL CONEJO # 3

Realizada 1la sangria de cosecha del conejo seleccionade se
midié por separado su titulo para verificar 1la informacién
obtenida previamente. A partir de la solucidén concentrada del
suero"se hicieron diluciones seriadas del mismo usando el
amortiguador tris-acetatos S0 aM pH 7.4 con ABB a1l 0.3%. Las
diluciones fueron las siguientes:s 1:10, 1:102, 1:103, 1:104,
1:2.5 x 167, 1:5 x 10%, 1:7.5 x 10%, 1:10°, 1:2.5 % 10° y 1:10°.
Fara esta determinacidn se usaron como antigenos radiactives A& I
y A 1I,  Las diluciones usadas fueron las mismas. para ambos. El
objeto de este experimento fue comparar la afinidad del
anticuerpo por los antigenos. El protocolo se muestra en . las

J

figuras 2y 3.

Los resultados obtenidos se procesaron de la misma manera
como se ha descrito anteriormente para los demds conejos. La
dilucién que une el 50% de antigeno se eligié para realizar el

resto de las determinaciones de A II.
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GRUPOS BUFFER | ASB5% | MUESTRA DEL | A Il I14° SUSPENSION
DE DE (m1) | ANTICUERPO (m1) DE
TUBOS ENSAYO (m1) CARBON

( oAy (m1) CARBON
cT 1.5 - - . 0.05 1.0
BK . 05 .| 01 - 0.05... | o 10
g
Dilucibn <
del antj_' v
CUETP'O ;:
1:10 S
1:100 ar‘-
1:1000 <
1110000 @
1:25000 - 0.1 0.5 0.05 - 1.0
1:50000 ‘ : o
. =
1:75000 s
1;100 000 §
1:250 000 a
1:500 000 =
a7so000 | .o | L

. MEDICION EN CONTADOR DEL TIPO GAMMACORD

TABLA I1 = MUESTRA EL PROTOCOLO USADO PARA DETERMINAR EL TITULO DEL
ANTICUERPO OBTENIDO DEL CONEJO NUMERQ 3, USANDO COMO AN-

TIGENO A Il Y SU RADIOACTIVO A II I}

BK= BLANCO.

5, CT= CUENTAS TOTALES




15,

RADIOQACTIVO

11:50 000

0.05

GRUPOS DE BUFFER ENSAYO| ASB 5% | ANTICUERPO CARBON
TUBOS ml mi , Al 1125 ACTIVADO
cT . L5 a - 0,05 1.0
BK 0.5 0.1 - . 0,05 1.0

MUESTRAS o

DILUCIOKES o

SUERD -
1:10 - 0.1 0.5 0.05 = 10
1:20 - 0.1 0.5 0.05 =] 1.0
1:40 ~ - 0.1 0.5 0.05 2] . 1.0
111:80 - 0.1 5.5 0.05 1 1.0
1:100 - 0.1 0.5 0.05 ' 1.0
1:200 - 0.1 0.5 0.05 %1 1.0
1:300 - 0.1 0.5 0.05 & 1.0
1:500 - 0.1 0.5 0.05 @ 1.0
1:1000 - 0.1 0.5 1005 2 1.0
1:10 000 - 0.1 0.5 0.05 1.0
1:25 000 - 0.1 0.5 0.05 1.0
- 0.1 0.5 © 1.0

MEDICION EN UN CONTADOR DEL TIPO GAMMACORD

TABLA I1I

MUESTRA EL PROTOCOLO USADO PARA LA DETERMINACION DEL

TITULO DEL SUERO DEL CONEJO 3, USANDO COMO ANTIGENO

AT Y SU RESPECTIVO RADIOACTIVO Al 1325,
BK= BLANCO.

CT= CUENTAS TOTALES




2.1.10 SENSIRILIDAD

Fara determinar la sensibilidad del anticuerpo obtenido, se
probaron concentraciones de A Il menores de 0.1 ng/ml, la
sensibilidad es el limite de deteccidn del anticuerpo y se define
como la cantided mas pedquerta  gue produce  una disminucidn
significativa (p<0,08) en el porcentaie de cuentas totales unidas
en ausancia de A Il. Las diluciones de A [I se hicieron en
amortiguador Tris-acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASB al B54. El
protocolo de las pruebas de sensibilidad se resume en la tabla

Iv.
2.1.11 ESPECIFICIDAD

Fara examinar la especificidad del anticuerpo del consjo # 3
‘s probd la reactividad cruzada de A I y cinco de sus analogos y

- €inco andlogos de la A II (figura 12).

De cada uno de los arndlogos se probaren las siguientes
concentraciones: 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 500 y 1000 ng/ml.
Estas soluciones e prepararon a partir de una solucién
‘concentrada (1‘ mg/10 ml). lLas diluctiones se prepararon con
amortiguador tris-acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASE al G% y azida de
’ sodio al 0.1 % (para impedir el crecimiente bacteriano). €l

protocolo se ilustra en la tabla V.

2.1.12 PRUEBAS DE RECUPERACION

Para verificar que efectivamente we podia medir la A 11 en

el plasma de las ratas sin ninguna ineterferencia, se hicieron

u
n
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TUBO All BUFFER | ASB 5% | AITI 1251 | ANTICUERPO CARBON | =
(=) (m1) (m1) (m1) (mi) (m1) | 2
Cuentas totales - 1.5 - 0.05 - - z
-4
- o
Blanco - 0.5 0.1 0.05 - 1.0 z
A 11 °{ng/m1) E
2.0000 E
1.0000 n ;gg
£.5000 E <3
$.2500 ‘ o “é
0.1250 0.1 - - .05 0.5 1 1.0 | o=
(& U
0.6250 % =
>
0.0312. < ~8
0.0156. . o« s
0.0070 = 1?.8
. 2 vt
0.0039 = =
0.0019 =
. (&}
TABLA IV PROTOCOLG USADO PARA LA DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD

DE LOS ANTICUERPOS CONTRA A 11 POR RIA.
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PEPT I DO

UCTURA PREMARIA

12 3 & 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
ANGIOTENS I NOGENO ASP = ARG ~ VAL - TIR - ILE = HIS - PRO = FEN ~ HIS - LEU - LEU - VAL - TIR - SER - R
ANGIOTENS INA | ASP = ARG - VAL = TIR - ILE - HIS - PRO - FEN - HIS = LEU
ANGIOTENS INA ¢ 1 ASP = ARG - VAL = TIR = ILE = HIS - PRO - FEN
ANGIOTENS INA 111 ARG = VAL - TIR = ILE - HiS - PRO - FEN
. L}
[VaLs] AngioTensing | ASP - ARG - VAL = TIR -JVAL}- HIS - PRO - FEN - HIS - LEU
b
[Des-aseT] ancroTensina 1 ARG - VAL = TIR = ILE = HIS = PRO - FEN - HIS - LEU
¥ T T
[vaLS] anciotensina 11 ASP i- ARG = VAL - TIR 4 VAL~ HIS - PRO ~ FEN
5 ke b}
] ) N
[sant, anB) anctoTensima 11 | sARi- ARG = VAL - TIR - ILE = HIS ~ PRO -1 ALA |
g 4 1
| I . ] ]
[sart, cL1f] anstotensina 11] sarl- ‘arc - AL = TIR - ILE - HiIS - PRO 4 GLI |
: —
[sart, de] ANGIOTENSINA 11§ SAR !~ ARG - VAL - TIR - ILE - HIS = PRO -} TIR |
A 2 ]
t ] T
[art, e8] ancromensina 11f sa I- ARG - VAL - TIR - ILE = HIS = PRO - ILE }
: : o

Floura 12, ESTRUCTURADE ANGIOTENSINA I1 Y DE LOS
VALORARLA ESPECIFICIDADDEL ANTICUERPO

EN EL CONEJO 3.

PEPTILOS ANALOGOS DE ESTA, PARA
CONTRA ANGIOTENSINA 11 OBTENIDO




500 y 1000ng/m1

GRUPOS DE BUFFER DE ASB AC./AIl Al 11?5 ESTAN| ANALOGOS
TUBOS ENSAYO 5% ml ml . DARES ml
ml m} ml
CcT 1.5 - - 0.05 - -
100% - 0.1 0.5 0.05 - -
BK 0.5 0.1 - 0.05 - -
ESTANDARES
0.016, 0.031
0.062, 0,125 - - 0.5 0.05 0.1 -
'0.25, 0.50
1.0, y 2.0ng/m]}
ANALOGOS
0.15, 0,25
1.0, 2.5, 5.0 - - 0.5 0.05 - 0.1
10, 50, 100 '

FNCUBACION DE 18 A 24 HORAS A 4°C

SUSPENSION
DE CARBON
ml

1.0

oy A

1.0
- 1.0

1.0

1.0

MEDICION EN CONTADOR DEL TIPO GAMMACORD.

TABLA ¥ PROTOCOLO USADO PARA MEDIR LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO
CON LOS ANALOGOS DE AI Y AII




pruebas de recuperacion, que consistieron en adicionar una
cantidad conocida de A 11 (se usaron soluciones de las empleadas
para concsntrulr la curva patrén) a una mezcla de plasmas. Las
cantidades usadas fueron: 1.0, 0.5, 0.25 v 0.128 ng de A TI. A la
cantidad medida se le restd el contenido enddgeno de A Il de la

muestra, el cual se midid en el mismo ensayo, pere en tubos

separados.
2.1.17% PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD INTRAENSAYD

Para conocer la variacion de la determinacién de & II  por
RIA =se midié una misma muestra repetidas vecez en el mismo
ensayo. Después de calcular la media y la desviacién patrén se

obtuvo el coeficiente de variacioén.

2.2 CUANTIFICACION DE LA ANGIDTENSINA II EN EL PLASMA. DE RATAS

CON ALTERACIONES EN EL SRAA
2.2.1 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA ACTIVADD

A) RATAS TRATADAS CON I1SOPROTERENOL. E1 isoproterencl es un
agonista beta adrenérgico gue aumenta la secrecidn de renina. A
10 ratas hembra de 200 g se les inyectd subcutaneamente una dosis
de 10 ng/100 de peso; después de 30 min se obtuvoe (a sangre.

E) RATAS TRATADAS CON ANESTESIA. La anestesia estimula 1a
secrecion de renina, por intermedic principalmente de las
catecolaminas. Se ahestesiaron por inhalacidén con éter durante S
min a 10 ratas hembra de 200 g.

Cy RATAB DESHIDRATADAS. La deshidratacion tambieén estimula

la secrecién de renina., A 10 ratas hembra se les suprimié el



suministro de agua pero no de alimento dwrante 72 h.

D) RATAS INYECTADAS CON CAPTOPRIL.. El captopril inhibe la
enzima convertidora de angiotensina 1. A 10 ratas macho se les
inyectd captopril a wuna dosis de 2 mg/100 ¢ de peso por via
intraperiteneal. Al +final de wna hora se sacrificaron por

decapitacién para colectar su sangre.
2.2.2 SISTEMA RENINA ANGIDTENSINA ALDUSTERONA INHIRIDO

A) RATAS TRATADAS CON CLONIDINA. La clonidina es un agonista
al¥a 2 gue inhibe la secrecidn de renina. A 10 ratas hembra se
les inyectd 100 ug/l100 g de peso. $Se dejaron por espacio de 30
minutos para que la droga tuviera efecto.

B) RATAS TRATADAS CON FROFPRANCLOL. El proprancle es un
antagonista beta adrenérgico que suprime la secrecidén de' renina.
a 10 ratas se les inyectd por via subcutdnea una dosis de 100 Qg
/ 100 g de peso. Se permitidé un tiempo de 30 minutogs para la
accién de la droga. ’

C) RATAS UREMICAS POR NEFRECTOMIA BILATERAL Y POR LIGACION
URETERAL. Al grupo de 10 ratas con nefrectomia bilateral se les
removié quirdrgicamente ;os dos rifiones, wmientras que el otro
grupo - de 10 ratas urém{éas s les ligaron ambos uréteres. Las
‘ratas de estos dos grupos se dejaron pof espacio de 24 a 30 h.

D) RATAS CON SUMINISTRO DE CLORURO DE SODIO AL 1 Y AL 2%. Se
colocaron a 20 ratas en sus respectivaS jaulas y a un grupo { 10
ratas) se les did 3 beber NaCl al 1%, mientras que al otro grupo
(10 ratas) se les didé a beber NaCl al 2%. Ambas soluciones se

prepararon en agua destilada. El tratamiento fue de S a 10 dias.
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A las ratas de todos los modelos con el SRAR modificado, una
vez pasado el tiempo de tratamiento, so decapitareon y la sangre
se separd por centrifugacidén a 2400 rpm (r = 220.4& cm) por espacio
de 15 min para obtener el plasma. La sangre usada para separar
plasma se colectd en frio en tubos de ensayo de 12 X 75 mm de
vidrio bhorosilicado "flint" conteniendo los inhibidores de las
angiotensinasés previamente mencionados {(seccién 2.1.8). Tambien
se separd sangre colectada en los mismo tubos pero a temperatura
ambiente. El plasma y el suero obtenidos sirvidé para determinar

posteriormente A I1 y los demAs componentes del sistema.
2.2.3 METODOS USADOS PARA MEDIR OTROS COMPONENTES DEL SRAA

Para observarv si en cada caso hubo o no algun efecto del
tratamiento‘ usado y ver si existe alguna correlacién ‘entre las
variaciones que puedan presentar los demAds componentes del SRAA y
loé niveles de A II, " se midieron también APR, CPR,
angiotensindgeno vy aldosterona. La actividad de la ECA se midié

aolo a las ratas tratadas con captopril.

2.2.3.1 ACTIVIDAD FLASMATICA DE RENINA, CONCENTRACION PLASMATICA

DE RENINA, ANGIOTENSINOGENQ. SU MERICIONM POR MEDIO DE RIA.

L.a  APR, lal CPR vy el angiotensindgence e miden primero
generande la muestra como lo ilustra la tabla VI. Estos
componentes se midieron por RIRA de A 1. En la medicidén de APR se
usé el sustrato endogeno y en la medicién de CPR se adicioné un
exceso de angiotensinégeno (plasma de ratas binefrectomizadas 24
horas antes), mientras que en la determinacion de

angiotensinégeno se adiciondé un exceso de renina porcina. Las

i
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muestras se incubarona 37% en presencia de EDTAy B-OH-quinolina
y dimercaprol (inhibidores de la ECA vy dé las angiotensinasas).
Al final de este periodo la reaccidén enzimatica se detuvo
colocdndo los tubos en hielo, vy se procedid a realizar el RIA de
A 1. Una alicuota de las muestras (generalmente 0.1 ml) se incubéd
cantidades constantes de anticuerpo v de A 1 radiactivo
{aproximadamente 6000 cpm)'a 4°C durante 18 a 24 h. Al final este
periodo 1la radiactividad libre se separé de la radiactividad
tnida al anticuerpo con uwna solucién de carbodn al 0.86%4 con
dextran a 0.0625%. se conté el sobrenadante (radiactividad unida
al anticuerpo). Se trazd una curva patrén graficando el logit de
E/Bo contra el logaritmo de la concentracidn del patrd usado (0.1

a 5.0 ng de A I/ml) (42).
2.2.3.2 ALDOSTERONA PLASMATICA

La aldosterona en el plasma de las ratas se midi¢ por RIA
directo. Se incdbaron O.l ml de& sussticta «on C€.7 @l  dal
amortiguador de fosmfatos'y de la sal sdédica del &cido 8 anilino-i
naftalén sulfoénico. Sa adicioné una cantidad constante de
aldosterona radiactiva (aproximadamente 9000 cpm). El anticuerpo
viene unifdo a los tubos. /La incubacién se realizé a 4°C de 18 a
24 h. 'Los tubos se decantaron, se enjuagaron y se conté la
radiactividad unida al‘ tubo. Se trazé una grafica logi-log

similar a la usada para el RIA de A Il o de A I. Los patrones

usados fueron de S0 a 1000 pg/ml.
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09

MUESTRA 6.6% 11,79 BUFFER 250mM
(n1) 8 HIDROXI DIMERCAPROL | MALEATOS {SUSTRATO | EDTA, RENINA
' "QUINOLEINA (m1). 0.2 | S m1) | (m1)

ACTIVIDAD , '

PLASMATICA 0.3 0.005 0.005 0.6 - -1 -

DE RENINA . R - g

CONCENTRACION

PLASMATICA 0.05 0.005 0,005 1.0 0.450 - -

"DE RENINA. o SR e S - .

ANGIOTENSL ,

GENO 10,025 0,005 10,005 0.360 - 0.005| 0.005

'MEDICION POR RIA DESPUES DE UNA HORA

TABLA VI PROCEDIMIENTO USADG PARA GENERAR LAS MUESTRAS PARA APR,
CPR Y ANGIOTENSINOGENO DE ACUERDO A A.ZURIGA (42).




2.2.3.3 ACTIVIDAD SERICA DE LA ECA

~

La medicidn se realizd de acuerdo a Ibarra-Rubio (50). Es un
método espectrofotométricoe basado en la produccidn de acido
hipdrice por accidn de la ECA sobre el sustrato sintético
hipurato de histidil leucina. Los resultados wse expresan en

namololes de &cido hipurico /ml de suero/min de incubacién.
2.2.3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Fara la ceomparacidn de los valores de A I, @& II, APR, CPR,
angiotensindgeno y aldosterona obtenidos del plasma de las ratas
con alteraciones del SRAA se usaron las siguientes pruebas
estadisticas.

Cada uwna de ias variables medidas se analizé por separado.
Los datos de cada variable encontrados para todos los grupos se
analizaron por andlisis de varianza por rangos de una
clasificacion de Kruskall-Wallis, ya gue’al r:#li:ar la prueba de
Bartlett (para saber gi las varianzas eran. homogéneas) se
encontré en todos los cases que las varianzas no eran homogéneas.
' 8i  esta prueba es significativa nos indica qua al menos hay un
grupo diferente y se aplita una prueba de comparacidn simultinea.
Todos los grupos experimentales se compararon contra gl control.
En este caso se usd la prueba descrita por Hollander & Wolfe (51)

para comparaciones de tipo no paramétrico cuya <fdérmula es la

siguiente:
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IRC Foed 3 DZE@/2(k-131 N (N+1) 712372 [1/ne + t/7ox1t/?

donde:

promedio de rangos del grupo control

i

Rc

Rx

1

promedio de rangos del grupo experimental

Z = Valor encontrado eﬁ la tabla de dos colas tomando en cuenta
el grado de significancia (@) a usar, 0.05, y el numero de grupos
() involucrados a2n las comparaciones. Este valor aumenta cuando
aumenta el numero de comparaciones.

N = Namero total de datos, sumando todos los grupos
involucrados.

ne = Nimero de datos del grupo control.

nx = Numero de datos del grupo experimental.

8i 1Ya diferencia de rangos del grupo control y experimental
supera al valor obtenido de la parte derecha de la ecuacién se
concluye gue ambos grupos son estadisticamente diferentes al

nivel de significancia de 0.05.

La prueba de Bartlett y el andlisis de varianza de Kruskall-

Wallis se realizaron en una calculadora WP 41-CV.
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RESBUL.TADOS

De los conejos inmunizados solo uno respondi6d con un  buen
titule. El1 titulo del anticuerpo fue determinado por medio de
RIA. E1 titulo es la dilucidén a la cual el anticuerpo une el S0%Z
del antigeno. El titulo de los anticuerpos obtenido en la sangria

de prueba se muestra en la Tabla VII v en la Figura 13.

TABLA VII. TITULO DE LOS ANTICUERFOS CONTRA ANGIOTENSINA IX.

CONEJD TITULD
1 1.7 X 10°
2 6.0 X 10°
3 1.5 X 10°
4 1.5 X 10°
5 5.0 X 10°
¥ 6 N.D.

M.D. = NO DETECTADQ

El conejo #3 es &1 que presentd un mayor tituleo vy que se
sacrificd para obtenar su sueroe. E1 antisuero se almacend en
alicuotas de 0.1 y 0.5 ml las cuales se liofilizaron vy se

o
almacenaron a ~20°C.

Una vez que se sacrificod el corejo # 3 se midid nuevamente
su titulo. La sangre se obtuve por puncidn cardiaca y se encontrd

entonces que el titulo real era de 1:10,000 como lo muestra la

Figura 14.
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FIGURA 13 . DETERMINACION .DEL TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA ANGIOTENSINA II
OBTEMIDOS EN LA SANGRIA DE PRUEBA .
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FIGURA 14, DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS DEL CONEJO #3

USANDO LA MISMA DILUCION DEL ANTICUERPO Y VARIANDO EL
ANTIGENO [AI Y AIlL].



»

En este caso se hizo una variante y se usd también como
antigeno A I, para observar la afinidad pel anticuerpo para este
decapeptido. Como se puede apreciar en la Figura 14 el titulo de
este anticuerpo contra & I es de 1:28, el cual ese casi
despreciable con respecto al titule que exhibe usapdo como
antigeno A II. Esta informacibén sugiere que el anticuerpo es =57

(10, 000/28) mas especifico para A I que para A [.

Despuge de producir un suero contra A I1 se verificéd su
especificidad antes de usarle para medir niveles de este antigeno
en fluidos hiolégicos. La especificidad se refiere a la capacidad
del anticuerpo de reaccionar con el antigeno que lo produjo y no
con antigenos relacionados estructuralmente. En la practica esto
no es 100% absoluto y hay que valorar la especificidad wmidiendo
el porcentaje de reaccidén cruzada con peéptidos relacionados
estructuralmente. En este trabajo se usaron andleogos de A 1 y de
A I1. El porcentaje de reaccién cruzada ge definié en la seccién
2.1.11. En las Figuras 15 vy io s& preooentan las  curvas  de
ezpecificidad del suero del conejo # 3. El porcentaje de reaccidn
cruzada, en base a las curvas de especificidad trazadas para cada

andlogo se resumen en la Tabla VIII.

La sensibilidad es el limite de deteccidén o concentracidn
mde baja de la sclucidn patrdn que es capaz de producir un
desplazamiento del antigeno radiactivo, significativamente
diferente de la unidn no especifica. Los resultados se iluBtran

en la Figura 17. La sensibilidad fue de 1.9 pg/ml.
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TABLA VIII. FORCENTAJES DE REACCION CRUZADA DEL. ANTICUERFO DEL

CONEJO 3
ANALLOGO % DE REACCION CRUZADA
ANGIOTENSINA IX 100
tsart, A1a%1 A 11 ' ‘ 3.3
tsart, 61:%1 A 11 <0.005
tsart, Tir®1 A 11 £0,005
tsart, 11281 A 11 o £0. 008
ANGIOTENSINGGENQ €0.005
ANGIDTENSINA I1I 8.3
Des—Aspl Al .17
val® a 11 N | 3.1
val® A 1 oo : S <0.005
ANGLOTENSINA I ‘ 1.0

lL.a curva patrdn para la determinacidn de A Il se ilustra en

la Figura 18.
Los resultados de los experimentos de recupera;ién Be
muestran en la tabla IX. Como se puede apreciar la cantidad

recuperada es similar o mayor a la cantidad adicionada.

El coeficiente de variacion intraensayo fue de 6.4%, n = 12,

X = 23.3 pg de ANG 1I, D.E. = 1.5.

FPara probar el anticuerpo obtenido se midid la concentracién
plasmatica de A Il a ratas en diferentes modelos experimentales

en donde el SRAA se modifica. Los resultados estdn resumidos en

71



r =-0.9928
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FIGURA 18. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION PE AIT EN PLASMA,




la tabla X. El simbolo (#) indica una diferencia estadisticamente
significativa del grupo control.
TABLA  IX. FORCENTAJES DE RECUPERACION DE ANGIOTENSINA 11

ADICIONADA AL PLASMA DE RATAS

CANTIDAD DE A I1 CANTIDAD DE A 11 FORCENTAJE  DE
ADICIONADA AL, MEDIDA EN  LAS DE RECUFERACION
FLASMA DE RATA MUESTRAS
1.000 ng 1.1800+0. 14 118.0
n.= 16
0.500 ng 0. 520040, 10 104.0
n = 16
0.250 ng 0.251040, 04 100.4
n = 16
0.125 ng ' ‘ 0.1255+0.01 100.4
n = 1lé&

VALORES = MEDIA+DESVIACION PATRON, n = NUMERO DE DETERMINACIONES
En'la tabla X, tambié¢n se muestran los valores de AI AFRy, CPR,
CPA (concentracidon plasmdtica de angiotensindgeno) y CPALDO
(concentracion plasmdtica de aldosterona) para val orar
efectivamente los cambios producidos en los componentes del SRAA
en respuesta a las diferentes manfobras experimentaleas.
RATAS ANESTESIADAS (ANES): La anestesia estimula la secrecidén de
renina, como se puede apreciar en el aumento de APR, CPR y Al. La
All, en congrueﬁcia ﬁon la estimulacidn del &SRAA, tambidén
aumenta. La CPALDO no se modifico.

RATAS BINEFRECTOMIZADAS (RINE): La APR vy CPFR disminuyen
significativamente, péro no la A , wmientras gue la AII, CPA vy
CPALDO aumentan significativamente.

RATAS DESHIDRATADAS (DESH): La AFR, CPR, AI y AIl aumentan
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TARLA

CONTR

CAPT

ANEST

DESH

180

BINE

NaCl

2%

cLa

FRO

URE

NaCl
17

X. VALORES DE L0OB COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA
ANGIOTENSINA OBTENIDOS EN 1.0S DIFERENTES MODELOS EXFERIMENTALES

AFR CPR Al
(ngAIl/ml/h) (ng/ml)
3.942  25+% 0.4040.2
(3N (2&) (21)
2.9+ 13% LHEI+H1D6% G2, G¥
(13 8 (6}

21, 845#
(79

37+17%
()

12, Z+3%
(5)

G.Oti%
8

1.941%
{8)

1.7+0.3%

(8)

1.4+40,.0¢ Bi2%

(6

4,242
(9)

4,442
@

&BF24% 2,1040.8%

{8) (1Q)

144+30%  340.9%
(7 {7)
58431 J.1+1.9%
(5) £9)
4+42¥%  0.20+0,1
{1 {7)
B+4%  0.120.06%
[$10) ()
7E2%  0,240.08
() 4)

0.5+40.3

(7 AT

1944 1.140.54

(to (9
2544 . 0.540.1
i

{10}

-

A1l
(pg/ml)

34414
(36)

81+428#%
17)

1046+25%

(8)

L2424+
(15)

26t 10%
(1&)

27412
(20)

35411
(18)

40+14
(16)

CrPA

(ngAl/ml/h)}

499+103
(1)

404+184%
(15)

ND

638477
N

B41+332
7

CFALDO
(pa/ml)

5774147
(10

6624148
(1)

564B8+125
(10)

7374115
(4)

713+182
€10

11270+3533% 1598+2446%

(1o

1352+108%
(10)

704+147
(13)

9637+ 353%
(10)

1067 +167%
(10}

(10}

4414684
(10

644189
(9)

14624238%
(10

631448
(%)

CONTR = CONTROL:; ANEST = ANESTESIADAS; BINE = BINEFRECTOMIZADAS
DESH = DESHIDRATADAS; URE = UREMICAS; CFPA, CPALDO = CONCENTRACION
FLASMATICA DE ANGIOTENSINOGEND Y DE ALDOSTERONA RESPECTIVAMENTE.
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significativamente, mientras que CPA y CPALDO no se modifican.
RATAS CON NaCl AL 1% EN EL AGUA DE BEBER (NaCl 1%). En oste
modelo no se obtuve una modificacidn de la secrecidn de renina,
por lo tanto tampoce de AI, AIIl. La CPALDO no se modificod,sin
embargo aumenté la CPA.

RATAS CON NaCl AL 2% EN EL ABGUA DE EBERER (NaCL 2%). En este
modelo Qisminuye la secrecion de renina como se puede apreciar en
la disminucién de AFR, CFR, Al. La AIl disminuye pero esta
diferencia no alcanza significacioén estadistica. FPor otra parte

la CPA aumenta, mientras que la CPALDO disminuye.

RATAS UREMICAS FOR LIGACION URETERAL (URE). En este modelo la
APR, 1a CPR, 1la AIIl no son diferentes del control. Por el

contrario aumenta la AI, 1a CPA y la CPALDOD

RATAS INYECTADAS CON ISOPROTERENGL (IS0). En este modelo aumenta
la. secrecidn de renina comd se puede observar por el aumento en
la APR, vy Al. La CFR aumenta aunque no significativamente. La AIX
también aumenta de manera congruente con el aumento en la

secrecidn de renina. Por el contrario ni la CPA, ni la CPALDO se

modifican.

RATAS INYECTADAS CON CLONIDINA (CLO). La secrecidn de renina
disminuye en este modelo, como  se puede apreciar por la
disminucidn en APR, CPR, y también de All. La concentracidn de Al
disminuye sin llegar a ser significativo. For el contrario la

CFA vy la CPALDO no se modifican.

RATAS INYECTADAS CON PROPRANDOLOL (PRO). La secrecidn de renina
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disminuye en este modele, como se puede ver en la disminucidn de
la APRy CPR. La Al no se modifica vy la All disminuye aungue no de
manera significativa. La CPA y la CPALDD n; se modifican.

RATAS INYECTADAS CON CAPTOPRIL (CAPT). En sste modelo aumenta la
secrecidén de renina como se puede ver por el aumento en la APR,
CFRy Al y All. La CPA disminuye, mientras que la CFPALDO no se
N

modifica. La actividad de la ECA disminuyd significativamente de
172+7 a 17.6312

En la tablas XI, XII, XIII, XiV, XV, XViI, XVII y XVIII se
muestran los resultados de las pruebas estadisticas realizadas en

las determinaciones de los componentes del SRAA en los diferentes

modelos experimentales cuyos resultados aparecen en la Tabla X.

TABLA XI. PRUERA DE CHI CUADRADA DE BARTLETT

COMPONENTE ~ GRADOS DE  CHI CUADRADA = VALDR PROBARILIDAD
DEL SRAA LIBERTAD . CRITICO _
APR C10 219.29 RN <0.05
CPR 10 298.94 18.31 £0.05
AT 10 130.16 18,31 £0.05
A1l - 10 4 a1.03 18. 31 <0.05
cPa g . 388.27 16.92 0,05
CPALDG 10 39.94 18.31 £0.05

lLos resultados presentados en la Tabla XI indican que las
variantas entre los model os experimental es para cada

determinacidén son heterogéneas, debido a gque el valor de chi
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cuadrada de la prueba es mayor gque el valor critico cbtenide de
las tablas a una significancia de 0,05 con los grados de libertad
(numere de grupos - 1) indicados. Por lo tanto 1la prueba es

significativa al menos a un nivel de 0,05,

TABLA XII. ANALISIS DE VARIANZA DE UNA SOLA CLASIFICACION POR

RANGOS DE KRUSKALL-WALLIS

COMPONENTE N GRADOS DE H VALOR FROBABILIDAD
DEL. SRAA LIBERTAD CRITICO

APR 112 10 91.69 18.31 <0.05

CPR 110 10 . 93.92 18.31 £0.05

Al ' 95 10 77.73 18.31 <0.05

ALl -7z 10 79.45 18.31 . <0.05

CPA 109 9 84. 68 16.92 £0.05

'CPALDA 100 10+ 63,10 18.31 £0.05

N = Namero total de datos.

En la Tabla XI1I se presentan los Eesultados del andlisis de
varianza comparando para una determinacién los diferentes grupos
enperimentales. Es necesario realizar analisi de varianza cuando
se deban comparér méé de dos grupos. Se usd el analisis de
varianza de Kruskall-Wallis debido a que la prueba de Bartlett
fue significativa. En este método se sustituyen los valores
absolutos por rangos,. con los cuales se realiza el apdlisis. 8i
el valor H obtenido de la prueba es superior al wvalor critico
encontrado con los grados de libertad y el nivel de significancia
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(Q.08), ae concluye que al menos un grupb de los estudiados es
diferente. E£En este caso la prueba fue significativa para todas
las determinaciones. Para investigar cual o cuales son los grupos
experimentales diferentes del control, se aplicd la prueba de
Hollander descrita en Métodos. En las tablas siguientes se
presentan los resultados obtenideos de todes los grupos
‘experimentales para cada determinacibn. Cuando la diferencia de
rangos de los grupos por comparar es mayor © igual gue el término
de la derecha de la ecuacién {en donde se incluye el valor

critico) se concluye gue los grupos son diferentes v se indica

por un asterisco.

TARLA XIII. PRUEBA DE HOLLANDER PARA APR

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUACION

BINEWw 42.85 22.08
ANESH* 44,22 ‘ i 23.71
DESH#* 53.35 21.47
NaCl 1% 5.15 ‘ ‘ 21.47
NaCl 2%% 22.85 C ' 22.08
URE t.04 7 - 21.47
1s0% 32.55 : - - 27.29
CLOX 27.35 " h 23.71
FRO* 31.15 23.70
CAPT#* 43.55 ' 18.76
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TAELA XIV. PRUEBA DE HOLLANDER PARA CPR

TERMIND DERECHA DE LA ECUACION
20.64
22.43
23,862
20, 64
20.564
20.64
27.09
21.46

23.62

TABLA XV. PRUEBA DE HOLLANDER FARA Al

MODELDS =  DIFERENCIA DE RANGDS
RINE* 48.73
ANES* 26.39
DESH* 38.27
NaCl 1% 6.27
NaCl 2%% 40.23
URE 6.83
150 19.07
CLO# 40,73
FRO* 31.03
CART* 45,77

MODELOS  DIFERENCIA DE RANGDS
BINE 17.90
ANES# 25.90
DESH* 50,10
NaCl 1% 7.60
NaCl 2U# 29.80
URE* 27.10
150% 28. 20
CLO 22,90
FRO 5.70
.CAFT* 54,20
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TERMIND DERECHA DE LA ECUACION
20.92
18.42
20.92
18.42
12.10
19.1Q
23.8b4
26.10
20.92

22.19



TABLA XVI. PRUEBA DE HOLLANDER PARA ALI

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINQ DERECHA DE LLA ECUACION

HINE* 40,60 . 41.35
ANES* 3360 32.28
DESH* 20.10 'I3.86
NaCl 1% 6.20 : 26.03
NaCl 2% 21.90 27.28
URE 6.30 24.03
180% 53.80 26.862
CLO* 24,40 24.40
FRO 20.00 26,40
CAPT* 80,50 25.49

TABLA XYII. PRUERA DE HOLL ANDER PARA CPA

MODELQS DIFERENCIA DE RANGDS TERMING DERECHA DE LA ECUACION

BINE# 53.35 22.76
DESH 13.75 25.30
NaCl 1%# 28.10 : 22.76
NaGl 2ux 27.35 22.76
URE% 50.15 ~ 22.76
150 4.85 . 25.30
cLO 16,15 ‘ 21.50
PRO 3.25 20.66
CAPT# 33,25 , 20,31
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TABLA XVIT1. PRUERA DE HOLLANDER FARA CPALDO

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMIND DERECHA DE LA ECUACION

BINE#® §7.95 22.57
ANES 12. 45 . . 22.97
DESH 27,30 ‘ 29.86
NaCl 1% F.16 23.192
NaCl 22* 21.85 ' 21.50
URE#* 39.15 22.97
180 20.90 22.597
Ci.o 3.05 23.94
PRO 11.50 i 23.19

CAPT ' 8.8% s ) C 22.57
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DISCUSION

La AII es el componente biolébgicamente actfvo dentro del
SRAA por lo que su mediciéon en el laboratorio es muy importante.
El objetivo principal del presente trabajo fue producir los
anticuerpos vy desarrollar la metodologia necesaria para  medir

este péptido por RIA.

Como la angiotensina  II es un péptido muy pequefic fue
noecesario hacorleo antigénico con protelinss. de elevado peso
molecular. En las referenciasz 38,4 3 y 44 se citan diversos
intentos para acoplar moléculas pequertas a proteinas. Tales
reportes describen ‘la formacidn de los anticuerpos contra
sustancias _que  por si solas no son capaces de producir
anticuerpos. E1 método elegido en este trabajo para préducir los
anticuerpos contra angiotensina I1 fue por la inmunizacidn de un
: [
complejo proteina—angliotensina 1I, usendo EDC de aquerdo a

Goodfriend et al. (38).

Fara lograr lo anteriormente mencionado se contempld la
necesidad de contemplar un esquema de inmunizacibn que permitiera
la obtencién de anticuerpbs contra angiotensina II. &8e decidié
seguir el esquema descrite por Moor y cols. (40) el qual va habia
sido usado exitosamente en nuestro laboratorio para obtener
anticuerpos contra Al. En este esquemé se alternan diferentes
moléculas acarreadoras de AIl, como son la albﬁmina de huevo, la
alemina sérica bovina; la tiroglobulina vy 1la hemocianina. La
ventaia de este método es que se obtienen titulos altos vy

anticuerpos especificos. Sin embargo la formacidn del anticuerpo
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depende de la susceptibilidad individual de cada conejo por 1o
que se inmunizd en este trabaijo a cinco conejes para elegir aquel

que presentara un titulo mds alto.

FPor otra parte el RIA, que es la forma en gue se midid este
péptido, presenta mayores ventajas que olros métodos usados para
medirla en plasma, como el propuesto por Boucher (52) el cual usa

una separacidn del peptido por cromatografia v un biocensayo en

lugar de un RIA.

Ademds la AII puede ser medida pirectamente en el plasma sin
hacer una extraccidén preliminar del péptido como es la descrita
por [Boyd et al (53) y Catt et al (54) evitande la pérdida de la
hormona. E&n este trabajé se validé el métode de RIA directo,-sin
extraccién agiregando canfidades conocidas de AII al plasma

y calculande la recuperacidn al medirlo por RIA.

Las proteinas usadas para la  conjugacidén son diversas.
Lijnen y colse. (55) administraron AIl acoplada a albumina sérica
bovina. Boyd eg al (83) inmunizaron a.los conejos con el complejo
angiotensina Il-gamaglobulina porcina. Mion et al (56) usaron el
mismo método e inyectéroq.subcutaneamente por espacio de tres
dias durdnte dos semanaé y encontraron un titulo de 1:8,000.

Nussberger et al. (57) conjugaron angiotensina I con

tiroglobulina.

El metodo usado en este trabajo resultéd eficaz porque al
menos uno de los conejos tuvo un "titulo superior a  1:1000. E1l

titulo del conejo que se sacrificd fue de 1:10,000.
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ta sensibilidad del sistema utilizado es de 1.9 pg/ml.
Esta es la cantidad minima detectable por el anticuerpo bajo las
condicioﬁes empleadas. La sensibilidad encontrada para los
anticuerpos contra AIl preparados por Boyd et al (53), Mion et
al (56), Catt et al. (54) y Kappelgaard et al. (58) fue de 8, 5,
S0 y I pg respectivamente. Por otra GShimamoto et al {59
reportaron una sensibilidad de 0.1 pg. De los datos anteriores se
puede observar gque la sensibilidad del anticuerpo preparado en

este trabajo es superior a cuatro de las cinco preparaciones

mencionadas.,

La especificidad del suero antiangiotensina II con analogos
ha sido estudiada por diversos investigadores quienes subrayan la
importahcia' del extremo carboxilo en la especifidad del

anticuerpo.

De acuerdo a los resultados obtenidos la reactividad ;ruzada
que presentan los analogos que tienen la wmisma secuencia de
aminodcidos en el extreho amino del péptido tal como:
angiotensina I, angiotensinégeno, Vals*angiotensina 11 no

presentan reactividad cruzada importante.

tos andlogos que poseen la misma secuencia . del  extremo

S . : 1
carborile como: Val -angiotensina I, des Asp ~angiotensina I vy
angiotensina III mostraron una reactividead cruzada de 3.1%4, 0.17%
y 8.3 % respectivamente, las cuales se pueden considerar muy
bajas sugiriendo que el suero es muy especifico para el extremo
carboxilo de angiotensina [I. La reactividad cruzada contra

angiotensina 111 del anticuerpo preparado por Shimamoto et al



(59) fue de 100%.

~

Como el nctapéptido angiotensina Il difiere de su precursor,
el decapéptidq angiotensina I, solo por la ausencia de dos
aminodcidos, His vy Leu, en el extremo carboxrilo se ha puesto
particular atencidn en esto y se observd gue en la especificidad
la reactividad cruzada de angiotensina i desplaza 1%Z y al planear
el ensayo usando como antigeno angiotensina 1 y angiotensina Il
para observar la afinidad de los dos antigenos con el anticuerpo
obtenido - (Fig 13), se observa claramente que el porcentaje . de
reaccidn es despreciable (titulo 1:28) en relacidn al titule
contra angiotensina I1 (1:10,000). Por lo tanto ia gran
especificidad del suero obtenido en este trabajo, como 1lo
demustra el bajo porcentaje de reactividad cruzada hacia andlogos
de angiotensina I presentes en liquidos biolégicos proporciona
una seguridad de que el desplazamiento del antigeno marcado
shsorvado en  muestras de plasma con el , anticuerpo corresponde
totalmente a angiotensina II. Los otros andlogos utilizados no se
encuentran normalmente en liquidos biolbgicés ya que won
totalmente sintéticos y sus porcentajes de reacci6n cruzada son
despreciables. Estos ané{pgos se probaron, va gue han sido usados
como d;ogas antihiperéensivaﬁ, como bloqueadores de los
raeceptores de angiotensina II, vy pueden estar presentes en el

plasma de algunos pacientés.

Dilsterdieck y McElwee (60) produjeron anticuerpos . contra
angiotensina Il y valoraron 1a especificidad con diferentes
anadlogos de angiotensina 1II. Encontraron que la reactividad

=
. . . : 5
cruzada contra angiotensinégeno, angiotensina I, Val
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angiotensina 11 v angiotensina 111 fue de w. 13%. 0.60%, 100% v

100%, respectivamente.

21 siguiente paso en el trabajo fue =l uso del anticuerpo en
la cuantificacién de angiotensina Il en el plasma de  ratas con
alteraciones en el sistesns renins angiotensina aldosterona, La
anestesia con dber aumenta la secrecion de renina (17,61). Gran
parte de este aumento es debido a la estimulacidn adrenérgica. En
este trabajo se encontrd gue aumentd la APR, la CPR, la Al vy la
411, El aumento en la concentracion de All es consistente con la
activacién del SRAA. La CRALDO no cambi¢ en respuesta al aumento
de All, como era de esperarse, yva que se requiere un tienpo mayor
para que se manifisste el aumento en la circulacidén. Los valores
de CFR, en condiciones normales, siempre son mayores que los de

AFR debide a gue la renina no estd saturada con su sustrato.

En las ratas binefrectomizadas la APR v 1a CPR  disminuyen
significativamente, pero no llegan a desaparecar. La Al tiende &
disminuir pero la caida rno es significativa. Sorprendentemente la
ATl aumenta significativamente. La UPR sumenta 16 veces, mientras
aque la CPALDO aumenta ~3 veces. El aumento de CPALDO es debido
principalmente a que la aldosterona ne se estad  excretando. El
aumento de  angiotensindgeno por la binefrectomia estda bien
documentado en la literatura {682-43) vy aunque este aumento puede
ser oiplicado en parte & la disminucidn del consume causada por
la caida 5igni$icativg en los niveles de renina. se gstén
investigando otros factores que ayuden a euplicar el aumento tan

marcado del angiotensindgeno en plasma en estas condiciones (6bé).



El  hecho de gque bajo estas condiciones la renina ne desaparezca
q

de la circulacidn sigrnifica que se estd sintetizando en fuentes

-

extrarenales tales como: cerebro, misculo liso arteriolar,
mascul o liso uterino, glandulas submandibul ares, céiulas
mesanglales de glomé&rulos, células endoteliales vasculares,

arteria mesénterica , testliculo, corazen vy adrenales (&67-70). De
‘igual  manera es bien conocido que las angiotenzinas pueden
sintetizarse en diferentes tejidos de donde pueden secretarse a
la circulacidon (69-70). La presencia vascular del sistema renina
angiotensina (67-70) es la explicacidn de gue la renina no
desaparezca de la circulacioén y muy probablmente de gque los
niveles de Al no disminuyan significativamente y puede explicar
en parte, sino totalmente, el hecho de que los niveles de AIl no
solo no disminuvan sine que aumenten. Cambio= en el catabolisme
de la All o cambios en la actividad de otras enzimas
independientes del sistema renina angiotensina capaces de
sintetizar All pueden explicar también el aumento de los niveles

de AIl en la binefrectomia.

En las ratas deshidratadas aumenta la secrecidén de renina,
para mantener el volumen circulante. Este aumento en la secrecién
de renind se observa por el aumento en la APR, CPR, AI vy
congruentemente también de AIl. Los niveles de angiotensindégeno
tienden a disminuir y los de aldosterona tienden a aumentar, pero
los cambios no llegan a ser estadisticeamente significativos. Los
estimulos qgue favorecerian estos cambios son el aumento en la
secrecidn de renina que aumentabel consumo de su sustrato y el

aumento en los niveles de AI]l que estimula la secrecidn de
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renina. En el case de la CPALDD no se alcanzd la wsignificancia
por @l poco numero de determinaciones (4) y la poca diferencia

entre las medias.

Una dieta alta en cloruro de sodio inhibe la secrecion de
renina (71). En este trabaje se usaron dots concentraciones de
cloruro de sodio en el agua de beber (1 y 24). La concentracion
mas basa (17Z) no produjo cambios en la secrecién de renina,
probablemente debide a que su concentracién estéd muy cercana a la
concentiracién  fisiolégica (0.9%). No hubo cambios en APR, CPK,
Al, All, CPALDD. Sin embargo el angiotensindgeno aumentéd
significativamente. Ya que la renina no cambié, este aumento no
puede ser explicado por una disminucion del consumo, por lo que
parece ser un efecto directe del tratamiente. Al buscar en 1la
literatura no se encontraron datos con este modelo exﬁerimental.
Cuando la dieta alta en Sodib se dié en el alimento (65) la CPA
no cambié. Esta observacién hecha en este trabajo necesita
estudiarse adicionalmente para encontrar una explicacién. Por
otra parte cuando se administré la concentracidn mas alta en
clo;uro de sodio {(24) la secrecién de ranina disminuyb
marcadamente come se puede apreciar en los valores de APR, CFR,
Al. Los niveles de AIl tienden a disminuir pero la caida no es
significativa. En congruencia con estos datos la CPALDO disminuye
signicativamente. La magnitud del aumento observado en 1a CPA es
superior al aumento observade con la . dieta mas baja,
probablemente a que su consumo disminuye por la caida en los
niveles de renina. l.a ligacion ureteral aumenta 14 veces la CPA

y 2.9 veces la CPALDO. La secrecién de renina no se modifica,
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como  ce puede observar por les valores de APR, CPR, y AIl. La
elevacién observada en los niveles de Al son incongruentes con
los otros pardmetros medidos del BSRAA. Otros autores han
reportado disminucidn de la secrecidn de renina y aumento en los
niveles plasmdticos de angiotensinddeno en estas condiciones (8,
72y, El captopril modifica profundamente la secrecidn de reniné,
come se puede observar por el aumento de APR, CPR, Al y también
de AIl. Disminuye la CFA, mientras que no tiene efecto sobre la
CPALDG. Las concentraciones usadas de captopril mno inhibieron
iOOZ a la enzima convertidora de angiotensina I, como era el
propdsito original, por lo que los niveles de AIl no solo no
disminuyeron sino que aumentaron. tste aumento muy probablente se
explique debido & que los niveles de Al aumentaron 12.9 vecesz. La
edplicacidn tradicional del aumento de la secrecidn de renina con
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina 1, es
que al bloquearse la piroduccién de ATT, no se cierra el circuito
retroinhibiorio de ésta (AIl) sobre la déecrecién de renina. Pero
aqui podemos observar gque a pesar de gue la AIl no disminuye, 1la
secrecidén de reninakaumenta imnpresiscnantemente. (27 véces tomando
el dato de CPR), por lo que estos datos sugieren otrof(s)
mecnismpls) inveolucradoe en esie efecto. Es interesante notar que
a pesar de que disminuye el angiotensindgeno, aumenta la AFPR. El
hecho de que el angiotensindégeno disminuye con el captopril es un
hecho bien documentado en la literatura (73-76) y se han
sugerido, ademads del elevado consumo por los altos niveles de
renina, otros factores, como por ejemplo un efecto directo, que

expliquen la disminucién de los niveles de CPA. Por otra parte,

Mento y Wilkes (77) han estudiado los niveles de AIl en ratas
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tratadas aguda y crénicamente con otro inhibidor de la ECA
(emalapril) a dosis que bloquean 100% la actividad de la ECA. Los
resultados obtenidos fueron inesperados. A una dosis de 10 mg/kg
de enalapril, no se detectdé actividad de ECA, sin embargo, no
hube cambio en los niveles de AlIj & una dosis de 30 mg/kg
tampeco se detectd actividad de ECA y los niveles de AIT  bajaron
signficativamente, pero no desapareciercn. Estas determinaciones
se hicieron a las tres horas de administrado el enalapril. Cuando
la dosis de 30 mg/Kg se administrd durante 1 semana o dos meses
los niveles de AIl aumentaron significativamente 3 y 4 veces
respectivamente. La explicacién parece ser la existencia de otras
enzimas (diferentes a ECA) de naturaleza tisular que pueden

producir AIl a partir de Al (78).

.

Las drogas adrenergicas modifican la secrecién de ren?na
(17). - En este trabajo se usaron el isopi
el propranclol. El isoproterenol aumenta la secrecién de Fenina,
agi como los niveles de Al y AIL, LA CPA y la CPALDO 60 ae
hodifican. La clonidina disminuyd la secrecidn de renina v 1os
niveles de AIl, sin embargo los niveles de A1 no se modificaron
aunque tendieron a disminuir, La CFPA vy la CPALDD no se
modificaron. El propranclol disminuyd la secrecidn de renina,
pero no se modificaron los niveles de Al, ni de AIIL auﬁque estos
ttimos tendieron a disminwir . La CPA Y 1la CPALDO no e

modificaron.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabaic muestran la
obtencion de un anticuerpo confiable para cuantificar los niveles
de A 11 en plasma., por medio de RlA; deb.do a que reune las

siquientes caracteristicas.

1. Un tituloc de $:10,000.

2. Una sensibilidad ¢e 1.9 pg de A 11 / ml.

3. No presenta una reactividad cruzada importante con ninguno de
los andlogos probades.,

4. Debido a su especificidad v a8 que las pruebas de recuperacion
fueron satisfactorias, la A II se puede medir directamente en el

plasma, sin netcesidad de emplear un método de extraccidn.

For otra parte, s=se concluye que la produccidén dé A Il no
depende exclusivamente del SRAA, vya que los niveles de A I1 no
ﬁorrelacionaron con la ahtividad del SRAA en todas las
condiciones experimentales émpléadas en es=ste trabajo. Eatos
hallazgos abren nuevas perspectivas en el estudio de los factores
involucrades en la regulacién de los niveles de este octapéptido

en varias condiciones experimentales.
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