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RESUMEN 

El presente trabajo se disen6 para obtener anticuerpos 

contra el octapéptido angiotensina Il y para estudiar la 

concentración de este octapéptido durante los cambios en la 

actividad del sistema renina angiotensina circulante. 

La preparación del anticuerpo se realizó acoplando este 

' péptido a diferentes proteinas de elevado peso molecular, 

utilizando carbodi imi de1. Las proteinas usadas fueron: 

tiroglobulina, albúmina sérica bovina, hemocianina y ovoalbúmina. 

El conjugado entre el péptido y las proteinas se emulsionó con 

adyuvante de Freund y se i nyect6 intradérmicamente en cinco 

sitios distintos a cada uno de los cinco conejos usados. El 

conejo tres produjo un anticuerpo ~decuado para usarse en 

radioinmunoanalisis con un titulo de 1110,000, una sensibilidad 

de 1.9 pg de angiotensina 11 y una especificidad adecuada para 

medir angiotensina II directamente en el plasma Rn e~p=civG ~dles 

como rata, ratón conejo y humano. 

Por otra parte, después de caracterizar el anticuerpo se 

usaron estímulo~ para.modificar la actividad del sistema renina 

angioteneina en ratas. Estos estímulos fuoronr isoproterenol, 

clonidina, propranolol, captopril, anestesia con éter, 

deshidratación, binefrecto1J1ia, ligación ureteral y cloruro de 

sodio al 1 y 2Y. en el agua de beber. En el plasma de ~stas ratas 

se midió además de angi otensi na I 1, 1 a angi otensi na I, la 

actividad de renina., la concentración de renina, de 



<1nq:i otensi nógeno y de al dosteronCI. En l iit rC1tas con c:ilptopri 1 se 

midió la actividad séric:a de la enzima convertidora de 

angi otensi na I l. 

La anestesia, la deshidratación, el isoproterenol y el 

captopril aumentaron la renina y la angiotensina II, pero no la 

concentración de Clldosterona. Por el contr-ario la binefrectomia, 

el cloruro de sodio al 2X, la clonidina y el propranolol 

disminuyeron la renina, la clonidina disminuyó la angiotensina II 

y la bin~frectomia la aumentó. El cloruro de sodio al 1X no 

cambiaron la renina ni la angiotensina II, sin embargo la 

l i ge1c:i ón ureteral y la bi nefrectom:i: a aumentaron l e1 concentración 

de e1ldosterona mientras que el cloruro de sodio al 2% la 

disminuyó. No con todos los estímulos hubo un cambio paralelo de 

la angiotensina II y la actividad del sistema renina 

angiotensina circulante. Esto puede ser explicado por cambios en 

la actividad del sistema renina angiotensina tisular, de otras 

enzimas no relacionadas con el sistema runina angiotensina que 

pueden producir angioteneina II, o por cambios en el catabolismo 

de la angiotensina II. 
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I. INTRODUCCION 

1. BIOQUIMICA DEL SISTEMA RENINA ANGlOTENSINA ALOOSTERONA 

El sistema renina angiotensina aldosterona <SRAA> es un 

sistema hormonal importante que juega un papel central en el 

balance de líquidos y electrolltos y de la presión arterial. 

Las moléculas que componen este sistema ~on: 

l. Pépti dos: 

II. Enzimas1 

,;\) Angiotensina I <Al·> 

b > Angi otensi na II <AII) 

e:> Angiotensina 111 <AIII> 

al Renina 

b> Convertidora de angiotensina l <ECA> 

e> Angiotensinasas 

III. Globulina alfa
2

1 

a> Angiotensinógeno <sustrato de renina) 

IV. Hormorso i!steroide; 

a) Aldosterona 

La interrelación bioqufmica de los componentes del SRAA se 

muestra en la Fig. 1. 

La renina es una endoproteinasa altamente e1Speci'.fic:a, cuyo 

peso molecular <PM> es de 40 1000 daltones (d). Se sintetiza 

principalmente células yuxt~glomerulares de las 

arteriolas aferentes de los glomérulos. 

2 



SUSTRATO DE ~ENINA 
· ANGIOTENSINOGENO 

H-Asp-Arg-Val-Ti r-I 1 e-Hi s-Pro-Fen-Hi s-Leu-l.eL1-V.al-Tir-Ser-R 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

~RENINA 

ANGIOTENSINA 

H-Asp-Arg-Val-Tir-Ile-His-Pro-Fen-His-Leu-OH 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

ANGIOTENSINA 11 

H-Asp-Arg-Val-Tir-Ile-His-Pro-Fen-OH 

1 2 3 4 5 6 7 B 

V ~~-4IJl!llJM!l6AMINOPEPTIDASA A 

'ANGIOTENSINA II I 

H-Arg-Val-Tir-Ile-HiG-Pro-Fen-OH 

2 3 4 7 8 

•. ANGIOTENSINASAS 

·' 

Fragmentos de péptidos inactivos 

FIGURA 1. BIOQUIMICA DEL SISTEMA RENXNA ANGIOTENSINA 



También se encuentra en el rit'16n una forma de renina 

inactiva <PM == 48,000 d) que puede ser activada por prote6lisis 

limitada. 

En el hllmano, tanto la forma activa como la inactiva de la 

renina, están presentes en la circulación y se han demostrado 

'altas concentraciones de ambas formas de renina en el sistema 

venoso renal, ya que ambas formas son secretadas por el riñón 

( 1) • 

Experimento» recientes de mapeo de péptidos han mostrado que 

existen extensas regiones de homologia necuencial en 

estructuras de renina activa e inactiva, indicando que la segunda 

puede ser precursora de la primera y por lo tanto análoga a .los 

bien conocidos zim6genoa, i:ai .. s ca::;::: e! t.ripsin6c¡eno y el 

pepsin6geno. En la circulación la renina hidroliza a liU sustrat<> 

iilngiotensinógeno, para producir el decapéptido inactivo Al que es 

' degrad~do a su vez por una peptidil dipéptido hidrolasa, la ECA 

para transformarse en el octapéptido vasoactivo AII. 

La Fig. 2 muestra las principales acciones ~~siológicas de 

la AII, el efector del SRAA·. También muestra· los lugares en donde 

actúan los inhibidores del SRAA. Los antagonistas de los 

receptores de All, i;on análogos estructurale?s de este péptido. 

Estos compiten con la All por los receptores periféricos 

vasculares. Un ejemplo de estos antagonistas es la saralasina, 

11 amada asi' porque la toarcosi na sustituye al Asp en la posición 1 

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

la ECA interrumpen la conversión de Al a AII. Un ejemplo de estos 

4 



HENIMI·\ 
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1 O A 

1 ~F~~-TO .PRESOR J 
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TENSl NA· Il <Ej. 
SARALASINA> 

SECREC ION DE 
i~LDOSTERONA 

ESTIMULACION 
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FIGURA 2. PRINCIPALES ACCIONES FISIOLOGICAS DE LA ANGIOTENSINA 
11. U.IS FLECHAS IHSCDll!TINLJAN REPRESENTAN LOS POSir:LES 
PUNTOS DE INHIBICION DEL SISTEMA. 



inhihidorE?s en; el veneno de ls víbora Botrhops jararaca que 

contiene péptidos que inhiben la acción de la ECA. Loe 

inhibidores de la renina previenen la formación de AI a partir 

del sustrato de renina. Haber y cols. <21 realizaron los primeros 

trabajos sobre inhibidores de l~ renina, ellos delinearon las 

cu~tro clases princip~les de compuestos desarrollados 

inhibidores de la renina C2-4l: 

al Anticuerpos específicos 

bl lnhibidores peptidicos de proteasas ácidas 

el Péptidos relacionados a la secuencia amino terminal 

precursor de la ranina 

d) Aná.l ogos del sustrato de renina 

como 

del 

Se ha demostrado que el compl1esto H-142 es un. inhibidor 

especifico de la renina tanto in vivo como in vitro. 

En el humano la ranina rompe al sustrato angiotensinógeno 

entre las leucinas de las posiciones 10 y 11 para formar el 

decapéptido Al; la ECA libera el dipéptído His-Leu <residuos 9 y 

10) de la Al para formar el octapéptido activo All. Al liberarse 

el Asp de la posición 1 por acción de la aminopeptidasa A sobre 

la Ali se forma el heptapéptido Alll. 

1.1 COMPONENTES DEL SISTEMA RENJNA ANSIOTENSINA ALDOSTERONA 

1.1.1 ANGIOTENSINOGENO 

El angiotensinógeno (s\.1strato de reninal es 1.1na globulina 

alfa
2 

que se sintP-tiza en el hígado de.la rata como un pracursor 

de 477 aminó"'cidos. El PM de la moléc1.1la completa, libre de 



carbohidratos, es de 49,548 d. Su principal sitio de sintesis es 

el hlgado, aunque hay evidencias que indican que también se puede 

sintetizar en P.l riñón y en el cerebro. 

Se han hecho estudios donde se ha demostrado que los 

estrógenos, 1 os glucocorticoides, la insulina, las 

•prostaglandinas, la angiotensina 11 y la binefrectom1a estimulan 

la secreción de angiotensin6geno. Por otro lado, también se ha 

demostrado que la tiroidectomia y la adrenalectomia disminuyen el 

nivel plasmático de angiotensin6geno (5-B>. 

1. 1. 2. RENINA 

La fuente principal de ranina es ol riftón. La ranina está 

localizada en gránulos en el citoplasma de la célula 

principalmente en la pared de las arterias glomerulares 

aferentes~ ocasionalmente los gránulos pueden también encontrarse 

en la pared arteriolar aferente <Fig. 3). La renina es liberada 

de estos grénulos hacia la circulación y linfa renalel'>. 

El control de la secreción de ranina es complejo. Hay tres 

grupos principales de mecanimos que influyen en la liberación de 

renina por el rinbn: 

1> Dos receptores intrarenales denominados receptores 

vasculares que se encuentran problllbl emente en la 

arteriola aferente y en la mácula densa. 

2> Los nervios simpáticos renales 

3> Una gran variedad de sustancias hormonilles y humorales. 

La renina plasmática, y por lo tanto la AII, aumentan por la 

7 



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

renina aL1menta después de la pérdida de sangre <9-10). 

Vírtu;;1lmente todos los agentes O\ntihipertensivos usados en 

la clinica modifican la concentración de renina y de AII en el 

plasma. Los diuréticos, los vasodilatadores y los antagonistas 

;;,l fa <idrenérgicos elevan la renina, mientras qtte los 

~ntagonistas beta adrenérgicos, la reserpina, la clonidina y la 

metil-dopa la disminuyen. 

Se ha propuesto un modelo para la maduración y liberación de 

la renina humana. En el rifl6n 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 F'M de 44,000 d. La 

prorenina, probablemente es almacenada y procesada para 

convertirse en renina activa dentro de los gránulos secretores 

como lo muestra la Fig. 4 <11). Se ha bug~rido que lo renin~ 

producida por el tejido coriónico es s7cretada en forma de 

prorenina <11>. 

1.1.3. ANGIOTENSINA l 

Skeggs y col!!i. (12> demostraron que la porción minima del 
/ 

angiotenst°Ó6geno que puede servir como sustrato a la renina es 

1..m tetradecapéptido. La acción enzimática de loi renina sobre este 

porción del sustrato produce la Al. 

La Al es una prQhormona decapeptidica que no tiene accione5 

biológicas conocidas y fisológicamente es convertida al potente 

vasoconstrictor AII por acción de la ECA. 

s 



ARTERIOLA EFERENTE 

CELULAS 
~ YUXTAGLO­

MERULARES 

:TERIOLA ""RElm! 1 

FIGURA 3 • DIAGRAMA DEL APARATO YUXTAGLOMERULAR. SE OB 
SERVA LA ESTRECHA RELAi:!ION EXISTENTE ENTRE­
LOS RECEPTORES INTRARENALES ,LAS CELULAS CON 
TENEDORAS DE LA RENINA Y LA MACULA DENSA. -
LAS CELULAS YUXTAGLOMERULARES LIBERAN RENINA 
DENTRA DE LA LUZ DE LA ARTERIOLA AFERENTE Y 
EN LA LINFA RENAL (13). 
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Pre-pro­
renina. 

Procesamiento de la pro-renina 
la renina 

Protogranulo Granulo 

L_ ______ _ Pro-renina 

FUGURA 4. MODELO PARA LA LIBERACION Y MADURACION DE RENINA HUMANA. 
LA VIA 1 ES PREDOMINANTE EN LAS CELULAS DEL APARATO vun"~ 
GLOMERULAR EN TANTO QUE LA VIA 2'.QUE'~IMPtICA EL PROCESAR­
PRO-RENINA INACTIVA PARA CONVERTIRLA A RENINA ACTIVA,Y ES 
PREDOMINANTE EN TEJIDO CORIONICO (13) .• 
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1.t.4. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA II 

' La ECA está ligada a la membrana pla&matica de las células 

del endotelio vasct1lar y especialmente en gran cantidad en los 

pulmones, pero también se encuentra en muchos otros tejidos como 

en las células ren~les epiteliales y en el cerebro. Fué 

descubierta en el plasma equino por Skeggs y cols. ( 14). su 

función fisiológica mejor conocida es convertir la Al en AII. 

También puede, de manera similar, activar 1 a des-Asp-AI 

conviertiéndola en AIII. 

La ECA juega un papel crítico en la circulación. Además de 

ser una enzima soluble en el plasma circulante, existm en los 

vasos como una ectoenzima, ligada a la membrana de las. células 

endoteliales. La mayor parte de la conversión de la Al en AII 

ocurre sobre la supsrficie endoteiial. 

1.1.5. ANGIOTENSINA 11 

El octapéptido All es lill componente activo principal del 

SRAA. Le vida madi~ de la Ali tm la circulación e• de 15 a 30 

segundos. Las concentraciones de AII en el plasma venoso renal 

son al.rededor de 20/. mli.s bajae; que en el plasma arterial. Esto 

e» debido a la diferen~ia arterio venosa de renina. 

Las principales acciones fi~iol6gicas de la AII están 

descritas en la Fig. 2.' 

1.1.b. EL PAPEL DE LA ALQOSTERONA EN EL SRAA 

La aldo&terona ez una hormona esteroide con un PM de 360.4 
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d. La aldast~r~~a es secrateda por i• zona glomerulosa de la 

corteza suprarrenal y es un potente regulador de l~ eNcrecion de 

sodio y potasio. La interaccion de la aldosterona con sus 

receptores especificas induce la sintesis de ARNm, con la 

s1,.1bsecuente formación de una proteina O!:lpec!fica. El p~pel de 

esta proteína es controversial, pero puede facilitar la entrada 

de sodio a las células transportadoras o proveer a estas células 

con un aporte adicional de energia para realizar el tr<ilnsporte 

activo de sodio (reabsorción), 

En el túbulo distal, la acción de la aldosterona se 

manifiesta por el incremento de la reabsorción de sodio y cloro 

desde el lumen tubular y un aumento en la secreción de potasio y 

iones hidrógeno hacia el lumen tubular. 

La reabsorción de sodio y cloro tiende a aumentar la 

osmolalidad del fluido eMtracelular, lo cual estimula la 

secreción de vasopremina y esta a su vez facilita la conservación 

renal de agua. 

El mecanismo regulatorio de la secreción de aldosterona 

responde a los cambios en la hidratación corporal. El SRAA es el 

mediador principal entre las variaciones hidricas y la respuesta 

adrenocortical <15). 

Todas la condiciones que reducen el volumen del liquido 

e>:tracelular aumentan la secreci6n de renina y la formación 

subsecuente de AII, la cual estimula la secreci6n de All <Fig. 

2 y referencia 15). 
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2. RECEPTORES ADRENERGICOS 

Las hormonas adrenérgicas natur~les y los agonista!> 

sintéticos ejercen sl1 acción a través de receptores especificas 

que ast~n localizados en la membrana plasmática celular. 

Es los 1-e:·cept ores se han clasificado en tipos 

principales: los alfa y los beta. Adicionalmente hay dos subtipos 

para cada uno de estos: beta 1 , beta2 , alfa 1 y alfa2 <Fig. 51. Los 

dos primeros son isoreceptores, ya que astan acoplados de una 

manera estimulatoria a la adenilato ciclasa a través de la 

proteina Gs (G estimulatoriai. Cuando estos receptores son 

estimulados por hormonas adrenérgicas, se activa la adenilato 

cicló'sa y se produce un aumento en las concentraciones 

intracelulares de AMPc. 

La subclasificación en beta
1 

y beta2 emtá dado por el orden 

de potencia de loB agonistas naturales y sintéticos. Los 

receptores son activados preferentemente por la 

norepinefrina liberada por los nervios simpáticos, mientras que 

los receptores beta2 son activados preferentemente por la 

epi rief r i na 1 iberada por la médula adrenal. El i soproterenol es un 

agonista.beta sintético no específico, que es más po~ente que la 

epinefrina y la norepinefrina y que ~stimula la secreción de 

renina.. Por el contraril el propranolol <antagonista beta 

adrenérgico no especifico) inhibe la secreción de renina. 

Los receptores alfa
1 

y alfa2 no son isoreceptores, ya que el 

mecillnismo por medio del cual transducen su serral al interior de 

las células ee diferente. La estimulaci6n de los receptores alfa
2 
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inhibe a la adenilato ciclasa, con lo cual disminuyen las 

concentraciones intracelulares de AMPc.' Este efecto es opuesto a 

1 a est i mLll ac:i ón de 1 os receptores beta adrenérgi cos. Por otra 

parte la estimulación de los receptorfiis alfa
1 

produce un aumento 

en el recambio de un fosfol ipido de membrana, el 

fosfatidilinositol y un aumento en la concentraci6n intracelular 

de calcio. 

Los agonistas naturales y agonistas sintéticos para alfa
1 

son la epinefrina y la fenilefrina, y para alfa
2 

son la 

epinefrina y la clonidina. La clonidina inhibe la secreción de 

ranina <16-18). 

La estimulación de los receptores alfa
1 

adre.nérgi cos 

renal, mientras que la estimulación de los receptores alfa2 , 

ademá• de inhibir la secreción de renina, modulan la raabnorci6n 

de sodio y agu.;; wl al túbulo pro~im<::l. 

3. RADIOINMUNOANALISIB 

El radioinmunoanálisis <RIA> es un método de alto grado de 

especificidad y sensib{Hdad. El método fué descrito por los 

doctores Vallow y Berson (19) en 1960, cuando reportaron los 

resultados sobre la determinación de insulina endógena en suero. 

Antes de mu de!!Sarrol lo no se di apon:i'. a de técnicas uniformes 

para determinar cuantitativamente muchas moléculas de importancia 

biol~gica en liquidos corporales y el intentar hacerlo resultaba 

un 111i;>rio problema técnico dado que r11queria 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 medír un efecto especifico hormonal en un 

sistema vivo y la respuesta se compara con aquella producida por 

una preparación patrón de hormona. 

Debido a la naturaleza del bioensayo era necesario asignar 

un sistema separado para cada hormona de modo que hubieGC? una 

esp;;icificidad adecuada i::on una !Sensibilidad suficientemente aguda 

para medir bajas concentraciones de hormona. Para llenar estos 

requisitos surgió el radioinmunoanálisi& con el cu.al se pu_!?.den 

medir sustancias como: hormonas pept:i: di cas 1 vitaminas, 

nucle6tidos ciclicos, enzimas, proteínas séricas y drogas. 

Desde el punto de vista práctico el RIA es un método que 

permite manejar cientos de muestras simultáneamente. De esta 

forma !Se han solucionado muchom problemas técnico~ •i~ndo 

considerado en la actualidad como una metodologia rápida, exacta, 

reproducible y de manejo relatl-:vamente sencillo ya que requiere 

cantidades minimas de muestra y reúne los atributos de alta 

sensibilidad y especificidad. 

3.1 FUNDAMENTO 

El RIA se define como un método analitico que combina la 

alta s~nsibilidad de los métodos radioqulmicos con la 

sennibilidad de las . reacciones inmunoquimicas basadas en la 

competancia de una hormona marcada (antigeno marcado, Ag*> y la 

hormona no marcada <anti geno no marcado, Ag > para unirse al 

anticuerpo especifico <20). 
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ANTIGENO MARCADO + ANTICUERPO ESPECIFICO --~ .. ._ COMPLEJO Ag*-Ac 
Ag* Ac 

+ 

ANTIGENO NO MARCADO 

r 
COMPLEJO Ag-At: 

Asi, una muestra 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 

cons;tante de solución conteniendo anticuerpos preparadoe contra 

el antigeno que se va a medir. Es importante adicionar una 

cantidad limitante de anticuerpo <que una al 30-50% del Ag*l 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 pres~~ta (Fig. b). 

En resúmen, el RIA explota la habilidad de la hormona no 

marcada, presente en el plasma 1..1 otraG soluciones, para competir 

con la hormona ma;cada por el anticuerpo. Como reeultado de aeta 

competencia, la cantidad1 de Ag* unido al anticuerpo disminuye 

conforme aumenta la cantidad de Ag no radiactivo <Fig 7>. 

La concentración de una muestra desconocida se obtiene por 

comparación de la inhibición observada en esa muestra, con 

aquella producida P?r una serie de soluciones patrón conteniendo 

cantidades conocidas de hormona. 
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Es posible medir cantidades de nanogramos, o menos, de una 

hormona especi:fic:a en presenr.:ia de concentraciones millones de 

veces mas altas de otras proteínas plasmáticas, lo que significa 

que este método es capaz de detectar cantidades traza de 

cualquier sustancia que pueda actuar como antígeno o hapteno. La 

está limitada principalmente por la actividad resolución 

especifica del antígeno marc~do radiactivamente y por la 

especific:idad de la preparación del anticuerpo. 

3.2 TECNICA 

Una determinación de RIA comienza con la preparación de 

soluciones patrón que contengan cantidades conocidas del ant1geno 

y muestras problema5 cm tubos de ensayo. Ya qL1e el RIA se basa en 

una competencia, todos los tubos contienen cantidades ·constantes 

de anticuerpo y de antígeno radiactivo. 

la curva patrón, adicionan cantidadee. 

progresivamente mayores de aotigeno no marcado. Esto da lugar a 

que en el mismo orden se presente una competencia cada vez mayor 

entre 10111 antígenos para unirse al· anticuerpo; a.si en 10111 

primeros tubos de la serie hay e>:c:eso de antígeno radiactivo por 

lo cual el resultado neto es la formación de complejos ant!geno­

anticuerpo en su mayoria radiactivos, mientras en los últimos 

tubos de la serie el antígeno no marcado es el que se encuentr., 

en exc:eso y por lo tanto con mayor probabilidad de ganar los 

sitios afines del anticuerpo. Si so considera la inclusión de 

algunos tubos más a esta serie en los cuales la cantidad dm 

antigeno no marcado es desconocida y se mantienen constantes 
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todos los demés parámetros entonces, ae observa de inmediato la 

posibilidad de poder deducir la conc~ntración del antígeno 

presente en dicha muestra por la cantidad de complejos Ag*-Ac que 

se forme. 

Después de unam horas de incubación, las fracciones libre y 

,unida de la hormona marcada se separan, para ello se debe contar 

con un m•todo de separación de los complejos Ag-Ac, con objeto de 

poder medir la radiactividad contenida en ellos. Los métodos que 

han sido usados para tales fines incluyen electroforeGis, 

cromatografía, intercambio iónico, precipitación química, carbón-

dextrán, doble anticuerpo, anticuerpo unido a partículas de 

vidrio, anticuerpo unido a fase sólida y polietilénglicol (21-

26). 

3.3 MEDICION Y CALCULO DE RESULTADOS 

Tomando en cuenta que prácticamente todos los métodos de R!~ . 
se llevan a cabo empleando curvas patrón, el cálculo de los 

resultados implica tan solo una adecuada interpolación de la 

muestra problema en la curva patrón. 

Pasos a seguir en el 1f:ál culo de resul tadQst 

1. Se cuentan los tubos. 

2. Se resta la radiación del medio ambiente. 

3. Se calcula el promedio de las cuentas por minuto <cpm>. 

4. Se calculan' las cuentas netas promedio para los patrones 

y muestras 6ustrayendo el promedio de las cuentas de la 

uni6n no especific~ (blanco). 
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5. Se calcula la relación U/T 

6. Se calc1.1la la relación B/Bo 

7. Se trazan las curvais pat.rón en papel eemilogaritmico. 

e. Se interpolan los datos de las muestras desconocidas. 

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

dilución empleada. 

Bo = Unión máxima. Es la cantidad de radiactividad máxima que 

puede unir ol antic1.1erpo. Este dato se obtiene realizando la 

reacción Ag*-Ac en ausencia del Ag no radiactivo. 

Bt = Cantidad total de radiactividad adicionada a cada tubo. 

U/T X 100 =. Es la fracción de la radiactividad total que puede 

unir el anticuerpo, normalmente se enc1.1entra en el rango de 30 a 

50i.. 

0/Bo X 100. Es el cociente obtenido entre la radiactividad 

presente en cada tubo problema o patrón y la unión má>:ima. Este 

cocientg ~e uaa para realizar· la interpolación en la curva patrón 

para calcular la concentración del problema. 

CURVAS PATRON 

Una vez obtenidos los datos de conteo radiactivo y calculado 

B/Bo de las muestras patrón es posible trazar las gráficas de la 

curva patrón en varias formas: 

Curva lineal; En este c;lso se traza en papel milimétrico 

normal con la cual se obtiene una gr~fica como lo ilustra la 

figuri\. 8. Una curva de aste tipo, si bien es l'.1til y muy empleada, 
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tiene el problema de que en sus extremos resulta muy dif~cil 

interpolar adecuadamente los datos problema. Debido a ello se han 

desarrollado otros métodos <27,28). 

Cl1rva semilogaritmicas Una forma de mejorar la sensibilidad 

de la curva patrón es trazarla semilogar:i:tmicamente 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 interpolación. 

Curva logit-log1 Este método es significativamente mQs 

complicado¡ consiste en trazar en una gráfica el logaritmo 

decimal de la concentración del antigeno no radiactivo contra el 

logit de los cocientes B/Bo <29-31), La fórmula para calcular el 

logit es: 

logit <B!Bo> = log <<B!Bo> I <1-B/Bo>> 

Con este método lile logr-C< unei lin¡¡¡a:-i::.:l:::iér: tote! de 11'1 i::urva 

permitiendo una interpolación más exacta de los datos en toda la 

longitud, como se observa en la figura 10. 

2.4 METODOS DE MEDICION 

Dada la necesidad de contar radiactividad como parte del 

proceso .?e RIA, es conveniente conocer el principio funcional de 

los detectores de radiaciones gamma y beta. 

Los contadores de centelleo s6lido detectan radiaciones de 

tipo electromagnético que son emitidas por el núcleo de algunos 

isótopos inestables como resultado del acomodo posicional de los 

nucleones. 

Lo!il principales componentes de 1.1n detector de centelleo sona 
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el cri5tal de centelleo y el tubo fotomultiplicador. La muestra 

que va a contarse puede estar en solución o en forma de pastilla. 

Una vez que la muestra está bien introducida en el contador, 

queda colocada junto al cristal de yoduro de ;,;odio; conteniendo 

cantidades muy pequenas de cloruro de talio. Los rayos gamma 

emitidos pasan a través de la pared del tubo de ensayo y algunos 

' de ellos chocan con el cristal transfiriéndole parte o toda su 

energia al electrón. Esta energia se transforma a su vez en un 

centelleo cuya intensidad es proporcional a la cantidad de 

energia perdida por el fotón de radiaciones gamma. La luz se 

desplaza través del cristal de centelleo o al tubo 

fotomultiplicador adyacente donde es detectado. Los cristales de 

yoduro de sodio activado con talio son los mejores detectores de 

radiaciones qamma, sobre todo porque el número atómico del yodo 

es lo suficientemente elevado para facilitar una absorción 

fotoelélectrica eficaz y también porque la absorción de una 

cantidad determinada de energi a prod1,u:e la emisión de un 

centelleo más claro que otros detectores. 

uso de un contador- gamma, primero el 

Hay dos ventajas en el 

tiempo requerido para 

acumular velocidades de conteo estadísticamente significativas es 

usualmente bastante pequeno, incrementando asi el número de 

muestras que pueden ser procesadas por unidad de tiempo; segundo 

son menos complejos electrónicamente, no requieren el uso de 

frascos de centelleo (32-34). 

Detectores beta de cantel leo 1 :i'.ql1ido: Una radiación beta es 

una particula nuclear emitida por ciertos isótopos radiactivos y 

que no se puede diferenciar de un electrón en cuanto a masa y 
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c:arqa eléctrica. En los contadores de centelleo l :iqt.lido el 

principio de detección es similar al de los cristales de 

cemtelleo sólido, solo que en este caso se trata de un liquido 

centelleador el cual permite un contacto intimo entre la muestra 

radiactiva y la solución centellante, permitiendo detectar a la 

radiación beta que es de menor energía, la solución normalmente 

, esté compuesta por uno o dos sol ventes organi c:os, acompar'tado1> de 

un detergente que; hace que tod"" la solución aea miscible. La 

energia de las partic:ulas beta emitidas se transfieren via el 

disolvente al soluto primario y algunos al soluto secundario el 

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

se miden usando un fotomultiplicador <32-34). 

4. PRODUCCION DE ANTICUERPOS 

El sistema inmune de muchos animales es extremadamente 

sensible, detectando ha&ta las mas. pequel'tas tró.\zas 
0
de 

contaminantes, por lo que es muy important;i ;il pll~o inicial qu11 

consiste en la pr&paración del inmunógeno. 

La interacción del inmunógeno con los linfocitos y 
, 

macrófago.\i es importante en la respuesta inmune. Aunque los 

linfocitos e&tán relacionados con producción de 

inmunoglobulinas, el macrófago juega un papel en la regulación de 

la respuesta inmune, ya que aseguran la prefientación a las 

células inmunocompqtentes de antigenos parcialmente degradados. 

Si bien el macrófago no ejerce una función especifica en el 

reconocimiento del a.ntigeno que es una función de los linfocitos, 
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esta cooperación celular 

reacción inmunológica. 

que realiza marca el inicio de la 

Bajo la influencia de los órganos linfoides centrales las 

células linfoides se hacen inm~mocompetentes, es decir capaces de 

reaccianar con los diferentes antígenos que han sido presentados 

por los macrófagos. Para las células B el receptor responsable 

del reconocimiento del antígeno es una inmunoglobulina. Para las 

células T no !!le conoce con precisión la naturalezli\ de eae 

receptor. De esta forma los linfocitos B responsables de la 

reacción inmunológica de tipo humoral dan origen a .las células 

secretorass de anticuerpos. 

Los linfocitos T son los que originan las céluli.'is 

sanssibilizadas al antígeno que interviene en la' reacción 

inmunológica de tipo celul~~, además de que interviene en la 

reacción humoral mediante fenómenoG de ~ooperación celular entre 

linfocito& T y B. Los linfocitos T cooperan en la síntesis del 

anticuerpo frente a antigenos timo dependientes (linfocitos T 

auxiliares>. Por otra parte, ciert?s linfocitoa T ejercen un 

control inhibiendo las respuestas inmunológicas humorales son los 

11 amados 1 infoci to_s T supresores (36>. 

4.1 PREPARACION DEL INMUNOBENO 

La potencia inmunológica de los antigenon solubles puede 

elevarse considerablemente si persisten dentro de los tejidos del 

animal ex peri mental. E$tO puede llev;¡¡rse a cabo aplicando 

múltiples inyecciones del antígeno al animal 

periodo de tiempo. Otro método es mediante 
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0<dyuvantes. Este término se denota para cualquier s1.1stanci a que 

incrementa la respuesta inmLme hacia el ,ant:igeno inyectado. los 

geles inorganicoa, como el hidróxido o el fosfato de aluminio 

fueron loi;i adyuvantes 1.1sados inicialmente¡ los inmun69ono~ se 

adsorben sobre su superficie y esta mezcla es la que se les 

inyecta a los animales. Posteriormente estos compuestos fueron 

reemplazados por los adyuvantes desarrollados por Freund, donde 

Ge forma 1.ma emulsión aceite-agua. Después de la inyección 

subcutánea o intramuscular de la emulsión estable se formaran 

pequel'tas gotas las cuales se distribL1yen desde el sitio de 

inyección. La emulsión oct~ble produce muy baja liberación del 

inmunógeno, duradera en algunas ocasiones hasta varios meses. 

El adyuvante completo de Freund contiene bacilos 

tuberculosos muertos y se usi!I 9eneral1111?nte ..... !"lt,,..%'11 .... -. - l ?.\ primera 

inmunización; ei se utiliza para las siguientee inyeccioneli\ pued¡¡ 

próduciree una intensa reacción grsnulomatosa en el eitio de 
• 

inyiteción. Para la& inyeccionem poaterioree Ge u;~ el adyuvante 

incompleto de Freund que contiene aceite&, pero carece de los 

bacilos tuberculoso•. 

El 
--~---" 

· -·u.ó· de tales adyuvantes tiene dos propósitos 

fundamentales1 primero, evita el rápido catabolismo del antigeno 

por 1 o que una e>:posici6n mas prolongada del anti geno incrementa 

la respuesta, y segundo la em1.1lsi6n incrementa la exposición de 

los macr6fagos al antigeno, ya que reaccionan al ser atraidos por 

el cuerpo P.xtrafio. La presencia 'de microorganiemos muertos por el 

calor, en el adyuvante completo de Freund sirve generalmente para 



estimLtlar el sistema ret:t:culo endotel ial del animal, 

incrementando la respuesta de los macrófagos y promoviendo la 

actividad de las celulas T cooperadoras (33-36>. 

4.2 VIA DE INOCULACION 

El objetivo principal que se persigue al inyectar el 

inmun6geno en un animal experimental es, de hecho, introducir el 

antfgeno en un medio potencialmente rico en macrófagos. Las vias 

intramui;.cular, 

objetivo. 

intradérmica y subcutánea satisfacen este 

La via intravenosa minimiza su.exposición a los macrófagos y 

tiende a incremc:mti:1r lÓ indi.1cción de .::élulas T supre10ora11 

produciendo 'tolerancia inmunológica. 

En muchos casos, en la primera inoculación usando adyuvante 

compliato de 

acceso al 

secundariae 

Freund, 

sistema 

la inyección intramuscular 

circulatorio linfAticoJ 

provee rapído 

las inyecciones 

en presencia de adyuvante incompleto pueden 

administrarse por via intramuscular o subcutánea. Esta dltima es 

ventajosa ya que el antigeno se adsorbe lentamente minin1izándo la 

posibilidad de choqi.1e anafi láctico (33-36>. 

4.3 SELECCION DE LA ESPECIES ANIMALES. 

Loa animales generalmente usados en el laboratorio para la 

producción de anticuerpos aon: conejos, cabras, cerdos, gallos, 

burros, caballos, pero los mas comunes son los conejoa Nueva 

Zelanda jóvenes, principalmente cuando se requieren pequet'las 

cantidades de suero. 
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Si las preparaciones de anticuerpos que se van a estudiar 

requieren baja o mediana especificidad, se colectara el sL1ero de 

un número de conejos inmunizados con la misma preparación. Es 

recomendable usar animales grandes dado que el estudio completo 

p~1ede necesitar preparacionem de anticuerpos bien caracterizados 

obtenidos de preferencia de una sangria de cosecha. Asi la 

obtención de sueros de alto titulo y alta afinidad para usarse en 

RIA puede depender, en cierto modo de la suerte sn elegir una 

cepa animal genéticamente capaz de producir anticuerpos de alta 

afinidad contra la región antigénica de interéa. 

El titulo y la afinidad del anticuerpo varian ampliamente de 

animal a animal y generalmente solo un animal producirá un eu11tro 

óptimo (33-3ó). 

4.4 DOSIS 

Le do15is del antfgeno tiene una infLuencia importante ~obre 

l= reepu~5ta inmune en cuanto a la producción dm anticuerpoa. 

Después de aplicar la inyección inicial un gran número de 

linfocitos son capacen de producir inmunoglobulinaa que reconocen 

el sitio antigénico de il)teréa, pero solo un peque~o nümero de 

eatoa l infoci toa e•t4 destinado a producir anticuarpoG de al ta 

afinidad. Para obtener un suero de alta afinidad, eataa célula• 

deberan activarna selectivamente antes de replicarme. La 

replicación se inicia cuando una globulina receptora localizada 

sobre la superficie del linfocito se une al antigeno. Esta 

globulina receptora tiene el mismo sitio de reconocimiento 

antigénico que la globulina eecretada por la clona de linfocitos. 

31 



Una pequena dosis de antigeno proporcionará suficiente péptido 

para saturar las globulinas receptoras situadas en la superficie, 

solo de aquellos linfocitos destinados a producir globulinas de 

alta afinidad. Con dosis altas de antigeno, las células de alta y 

baja afinidad tendrán suficientes receptores de superficie 

ocupados para activarse. Por esto se recomienda ltsar una pequeña 

dosis de antigeno en la primera inmunización. 

De la misma manera, si la primera dosis es pequena para 

indltcir t:f.tuloG de anticuerpos detectables, puede dí sparar 

selectivamente la proliferación inicial de clonas de alta 

afinidad las cuales responderán vigorosamente a las siguientes 

dosis del ant!geno. 

El intervalo de tiempo al cual se aplican lam 'dosis da 

refuerzo puede tener efecto sobre la maduración 

anti cuerpos; ·aunque el intervalo óptimo depand~ de !~ 

dm 

-··~­. _ .... 
los 

_.._ .... 
administración y adyuvante empleado, generalmente la prActica 

consiste en dar dosis de refuerzo solo despu~s que al titulo ha 

alcanzado la cúspide de la curva y empieze a dGGt:and•~• 

ueualmente mon intervalos de cuatro semanas. 

Dosis demasiado altas o demasiado bajas no inducen ninguna 

reacción i nmLmol ógi ca. · La inyección de tal es dosis más bien 

produce un animal refractario ante la inmunización posterior 

hecha con dosis normalmente inmunológica. Se ha provocado una 

parAlisis inmunológicaJ · es decir un astado de tolerancia frente 

a este antigeno (37). 
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4.5 PARAMETROS IMPORTANTES EN EL RAOIOINMUNOANALISIS 

La evaluación de un suero para usarse como reactivo en el 

RIA en forma óptima involucra la determinación de tres 

características básicas: titulo, sensibilidad y especificidad. 

El primer paso a seguir en la evaluación del suero obtenido 

'de animales inmunizados es examinar la presencia de anticuerpos. 

El título se determina incubando la hormona marcada con 

diferentes diluciones del suero que vartan de 1:50 a 1150,000, 

bajo condiciones similares a aquéllas planeadas para el RIA y se 

define como la dilución del suero a la cual se une el 50'Y. de la 

hormona marcada. Generalmente los sueros con tftulos de 111000 

son de valor limitado. Los títulos de los sueros uaados en RIA 

vari an de . 103 a 108 , como se puede ver, eon mas altos qua 

aquéllos reportados para otras técnicas inmunológicas. El tftulo 

es función del número de moléculas de inmunoglobulinas presentes, 

d9 au afinidad para el antfgeno y de la ac::wtividad especifica del· 

antigeno marcado. 

Oe11puéa de la determinación del título, la siguiente 

propied.ad del suero a examinar es la eensibilidad. La 
/ 

sensibilidad es función de la afinidad y de la actividad 

especffica del antígeno marcado. Una manera fácil de determinarlo 

consiste en probar concentraciones suficientemente bajas do la 

solución patrón, asi la sensibilidad corresponde al limite de 

detección o sea la concentración mas baja de la aolución patrón 

que esté por encima del patr6n cero <unión máxima>. 
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El título y la sensibilidad están influenciados por las 

condiciones bajo las cuales se realiza el ensayo. Si suponemos 

que un pequef'lo péptido sintético se usa como antigeno y que el 

suero solo contiene anticuerpos dirigidos contra un solo sitio 

antigénico del péptido. A pesar de la aparente simplicidad de 

este sistema, estos anticuerpos son el producto de un gran 

número 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 común para conocer la 

especificidad consiste en medir la capacidad 

naturales relacionadas .estructuralmente c:on la 

de e;ustancias 

hormona, 

desplazar el antígeno marcado en su unión con el anticuerpo. 

para 

Si 

se presenta desplazamiento, el grado de reactividad cruzada se 

exP.resa generalmente como la razón entre la cantidad del Antígeno 

a la cual el .501. de la hormona marcada esté unida y la cantidad 

del análogo que presente re~ctividad cruzada a la cual se une al 

50% de la hormona radiactiva. 
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I I. OBJETIVOS 



U • OEIJETI VOS 

1. Obtener enticuerpos contra angiotensina 11. 

2. D1t1Jarrollar la 11etodolo9ia y reactivou para l!Mtdir la 

angiotenzina II por RIA. 

3. D•t~einar la concentracidn pla&Gética de 

durant• altl!t'"acione• en la actividad del 

Mgiot;;n11iniíl-Aldolit81"ona circul<11nte an ratas. 

". 

i 

angiotonsina 11 



III. MATERIAL Y METODOS 
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1. MATERIALES 

1.1 MATERIAL BIOLOGICO 

Se usaron 6 conejos machos <Oryctolagus cuniculus> raza Nueva 

Zelanda de 1. 5 ~:g para la producción de anticuerpos contra 

A 11. También se usaron 90 ratas hembra de 200 a 250 g y 40 

ratas mac:ho (Rattus norvegi cu!"» de 250 a 300 g c:epa Wi star, para 

obtener el pla~ma para la determinación de A II. En estas ratas 

se produjeron alteraciones en el SRAA. 

1.2 MATERIAL DE VlDRIERIA 

Para el sangrado de los conejos y la obtención del suero, 

·asi como para la determinación de A Il por RIA se usaron tubos de 

vidrio borosilicado "flint" <12 X 75 mm) <Fisher Scientific Co,). 

Esto es importante porque la A II se pega a las paredes del tubo 

de vidrio normal. 

1 • 3 REACTIVOS 

Los reactivos usados en el pres~nte trabajo, obtenidos de 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Ho.>, fueron: adyuvante completo 

de Freund, adyuvante incompl_eto de Freund, albúmina serica bovina 

fracción V, albúmina de huevo grado V <PM 40,000>, albúmina 

sérica bovina grado RIA, acetato de &ngiotensina I secuencia 

humana <PM 1296>, acetato de angiotensina II, secuencia humana 

<PM 104ól, acetato de. Des-Asp 1-angiotensina I <PM 1181.4> 1 Val 5-

angiotensina I <PM 1282.5>, Va1 5-angiotensina II <PM 1032.2>, 

Asn 1 ,va1 5-angi~tennina II <PM 1031), Sar 1 ,A1a8-angiotenisna l! 

<PM 92ó.1l, Sar 1 ,G1i 8-angiotensina II <PM 1032.2), Sar 1,nir.8-
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a.ngiotensina. II <PM 1029.2>, Sar 1 ,Tre8-e.ngiot¡,;¡~cina II <PM 

956.1>, acetato de angiotensin'.\ III <Des-Asp 1-angiotensina II <PM 

931.1>, angiotensinóg&~o de plasma portino 1 azida de sodio <PM 

65>, c~rbón activado, clonidina <PM 266.6), cloramina T (sal 

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

dimetil-aminopropril> carbodi i nli di11 <PM 191. 7)' 2,3, 

dimerc:aptcpropanol (dimercaprol, BAL> <PM 124.4), isoproterenol 

<PM 247. 7>, propranolol <PM 295.Bl, sulfato de de 8-hidroHi-

quinolina CPN 194.2>, tri~ma base (hidroximetil amino metano> <PM 

121.1), tiroglobulina tipo II porcina <PM 650,úOú), hemocianina 

de lapas monoplacóforas <PM 6 500,000l, cloruro de hidroxilamina 

<PM 69.5), di;mtrán, grado cBnico <PM 70,000). 

El éter fue adquirido de Proquimed, la angiotensina II 

125 marcada con I fue proporcionada por Amersham y el estuche para 

medir la aldosterona plasmática fue adquirido de International 

1.4 EQUIPO 

Agitador magnético Corning P-C353, balanza analftica Mettler 

H-15, balani:a granataria Ohaus modelo 700, centrifuga refrigerada 

IEC PR-6000, contador c;te radiaciones gamma Gammacord II Amea, 

congelador Reveo <-35°>, decapitador de animales pequeñots de 

Harvard Apparatus Co. <catálogo 55-00121, liofilizadoras Freeze 

Dryer 8 de Labconco y de Virtis Co., máquina par& rasurar Oster 

modelo 22 1 micropipetas Oxford P-7000 (50, 100 y 200 ull, 

micropipetas Gilson CRainin Instruments Co.) P-5000 <5 ml>, P-

1000 <1 1nl), P-200 <0.2 ml> y P-20 <O. 020 ml>, jeringH 
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desechable!:> d~ 5 y 10 ml con agujas del número 21 y de 1 ml con 

agujas del número 25, potenciómetro Orion Research modelo 601, 

Vortex de Scientific Products. 

El material quirúrgico fue comprado a Hemost S.A. de C.V. 

2. METODOS 

2.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO 

2.1.1 SINTESIS DEL INMUNOGENO 

Dado que la A II tiene un bajo PM y como tal no es 

inmun6gena, fue necesario acoplarla a proteinas de elevado PM 

para hacerla antigénica •. Las proteinau usadas pera tal propósito 

fueron a 

Albúmina de huevo 

Albúmina sérica bovina 

Tiroglobulina 

Hemocianina 

PM 

40,000 

65,000 

650,000' 

6 500,000 

Para sintetizar el conjugado inmunogénico dm A 11 y 

proteina, se us6 carodiimida. La reacción qua sa llevó a cabo fue 

la siguiente (38)1 
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PROiEINA - COOH + 

l O NH 
11 1 

. PROTEINA-C-O-C•N-R1 

o 
11 

PROTEINA-C-N-HAPTENO 
1 
H 

PRODUCTO ACOPLADO 

R-NmCaN-R1 
(carbodiimida) 

INTERMEDIARIO 
POSTULADO 

+ HAPTENO-N~ 

o 

+ 
. 11 1 

R-N-C-N-R 
1 1 
H H 

E! ~tQdo usado para l~ preparación del antfgeno fue el 

eiguiente1 Se dieolvió i mg de A II an 1 ml de egua destilada, ae 

tranafiriaron 0.5 ml de la 6olución y Ge le agregaron 2.5 mg del 

lig•ndo o protein~ correapondiente previamente disuelta 111n 1 ml 

de agua destilada. Se colocaron 0.5 ml de solución de 1-etil-3-
/ 

<3 dimetí1aminopropil) ca~bodiimida <EDC) a una concentración de 

3.5 mg por ml, en el tubo de reacción, se mezclo suavemente y se 

dejo reposar durante 18 h a temperatura ambiente, transcurri.do 

este tiempo ae agregaron 2 ml de una solución de cloruro de 

hidroxilamina 0.05 M y ae dej6 reposar durante 5 h a temperatura 

ambiente obteniend6o¡¡e de esta forma el producto acoplado. (39). 
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2. 1. 2 INMUN I Z AC l ON DE LOS CONEJOS 

Se inmunizaron 5 conejos y el conejo 6 no se inmunizó y 

sirvi6 como control. Con la finalidad de facilitar la 

localización del sitio de inoculación y de evitar infecciones se 

les rasuró 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 inmunización. Se realizó la asepsia de la zona de inoculación 

con etanol, antes de las inyecciones. 

El inóculo o conjugado antigénico (4 ml> se emulsionó con un 

volumen igual de ACF o AIF segun corresponda con el esquema de 

inmunización. Para· tal fin se usó una jeringa de 10 ml con aguja 

del numero 21 succionando el conjugado y el ady~vante, la 

completa emulsificación se obtuvo después de varios pasos 

sucesivos a través de la aguja de la jeringa. Una vez formad.a la 

emulsión lechosa y homogénea se consideró lista para inyectarse a 

los animC1les. 
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2.1.3 ESQUEMA DE INMUNIZACION <40) 

1a. Inmunización: <A II + Tiroglobulina) + ACF 

1 semana 

.2a. Inmunización: <A II + ASBl + AIF 

1 semana 

3a, Inmunización: CA II + Ovoalb~mina) + AIF 

1 !'lemana 

4a. Inmunización: (A II + Tiroglobulina) + AIF 

12 semanas 

5a. Inmunización: CA ll + Hemocianina> + ACF 

10 dia!'I 

Sangría de prueba 

7 dian 

Sangría de cosecha 

2.1.4 RADIOINMUNOANALISIS DE ANGIOTENSINA II 

2.1.4.1 SOLUCIONES 

Al Patrón: 

Lap solucione!l patrón de A II, se obtuvieron por Ql método 

de Sealey <41). Se preparó una solución concentrada de A II <2 

ng/ml) y se midó en alícuotas de ml, las cuales se liofilizaron 

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

A partir de esta solución concentrada ae hicieron diluciones 

aeriadaoa para construir la curva patrón en tubos de vidrio 

borosi 1 i cado "flint" ( 12 X 75 mm> usando la solución 
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amortiguadora Tris-acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASB al 57.. Las 

concentraciones usadas para 1 a curva patrón fueron: O. 0157, 

0.0321, o.0625, 0.1250, 0.2500 1 0.5000, 1.0000 y 2.0000 ng de A 

11/ ml, corriéndose cada una por cuadriplir.ado. 

Bl Anticuerpo 

Se \.1só el <1nticuerpo producido por el conejo 3. Este se 

encuentra congelado en alíc:L1otas de 0.9 ml y se lleva a 90 ml con 

el amortiguador de ensayo para tenerlo a la dilución requerida. 

C> Amortiguador de enmayo 

Se preparó el amortiguador de· ensayo Tri-acetatos SO mM, pH 

7.4 con ASB al 0.3 t.. 

Dl Radiactivo 

El radiactivo usado" fue1 3-< 1251>-iodotirosil4 -A II (5 

isoleucina). La actividad especifica del radiactivo fue de 1169 

Ci/mmol. La cant.idad comprada <10 uCil se diluyó ·a 100 ul de agua 

destilada y se separaron alicuotas de 12 ul. Las alicuotas se 

congelaron y al momento se diluyeron con 9 ml del amortiguador de 

. ensayo para poner 50 rJl en cada tubo del ensayo. El RIA se 

realb:ó en tubos de vidrio borosilicado "flint" <12 X 75 mm>. 

2.1.4.2 PROTOCOLO DEL RADIOINMUNOANALISIS 

1. Las muestras de plasma congelado se descongelaron lentamente 

en .un bañOde agua a 4°C. 

2. Todos los tuboG de ensayo numerados y los reactivos se 

mantuvieron en un bafto con hielo a 4°C durante la adición do los 
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rea.e ti vo~. 

3. Se numeró una serie de 44 tubos pal"a cada curva patrón y 2 

tubos por cada muastra, an 1011. tubos correspondientes se 

adicionaron los siguientes reactivos: 500 ul de amortiguador 

tris-acetatos 50 mM + ASB al 0.3 % a los· tubos cL1entas totales, 

tL1bos unión no especifica (blanco) y tubos unión m.1\):ima (100%); 

100 ul de solución patrón de A II a los tubos de la curva patrón¡ 

100 ul de la muestra a los tubos correspondientes; 50 ul de la 

soluc:i ón de A 11 radiactiva a todos los tubos y 500 ul de 

anticuerpo en todos los tubos excepto en los tubos cuenta111 

totales y tubos unión no especifica. 

4. Todos los tubos agitaron en vorte>1 durante 2 a 5 segundos y se 

incubaron a 4°C durante 19 a 24 h. 

2.1.4.3 PROCEDIMIENTO DE SEPARACION 

1. Ba preparó una suspensión de carbón-dextrén agregando 3 g de 

carbón y .. 0.3125 g de de><trán a 500 ml de amórtigul>\dor tris­

acetatos 0.1 M, pH 7.4, colocAndose en un ba~o con hielo a 4ºC 

durante la preparación del.mismo. 
/ 

2. Se adicionó 1 ml. del carbón-de>:trán a todos los tubos, excepto 

a los que correspoden a las cuenta$ totales. 

3. Se centrifL1gó a 2000 rpm durante 15 min a 4°C <radio del 

rotor = 19.5 cm>. 

4. La fracción sobrenadante de cada tubo se decantó en tubos de 

ensayo numerados de la misma manera, solo que estos tubos uon de 

vidrio normal de 12 X 75 mm. La A II unida al anticuerpo 
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permanece en el sobrcnadante y la A II libre se absorbe ~obre el 

carbón. 

5. La radiactividad contenida en el sobrenadante se midió en un 

contador 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 unión no especifica 

(blanco> de la radiactividad contenida en cada tubo. 

3. Se calculó el porcentaje de unión 8/Bo para cada mueatra. 

4. Se trazó la curva patrón usando papel logit-log y me determinó 

la concentración de A II para cada muestra interpolando en la 

gráfica. 

5. Los resultados se expresan en pg/ml. 

2.1.s DETERHINACION DEL TITULO DE ANTICUeRPOS CONTRA ANGIOTENSINA 

II 

Las determinaciones del título de los anticuerpos en el 

suero de los seis conejos se realizaron por el método de RIA para 
/ 

A II. ~a determinaci6n'se realizó en las siguientes diluciones 

del anti111uero1 1110, 11102 , 1=10
3

' 
4 

1110' 

diluciones del suero se 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 

CUENTAS TOTALES 

BLANCO 

DILUCIONES 
1:10 
1:102 

1:103 

1:104 

Í:5xl04 

1:105 

i:106 

Af.DRTIGUAOOR ASB AL ANTICUERPO A II I125 SUSPENSION DE 
llE ENSAYO 5 % (ml) (ml) CAR BON 

(ml) (ml) (ml) 

1.5 0.05 1.0 - - u 
o 

""" e( 

o.s 0.1 - 0.05 ~ 1.0 
o 
;e 

~ 
N 

e( 

0~05 
«> 0.1 0.5 ..... 1.0 - IJ.J 
e 
z 
o ..... 
u 
< 
IXI 
:::> 
(..) --
z . . . ..... 

TABLA I EXHIBE EL PROTOCOLO U9AOO PARA DETERMINAR EL TITULO DEL ANTICUERPO 
DE TODOS LOS CONEJOS, PARA SELECCIONAR AQUEL DE MAYOR TITULO. 

e 
e: 
o 
u 
f 
~ 
o 
c.. ..... 
1-
-1 
UJ e 
e: 

~ 
~ 
o 
u 
z: 
IJ.J 

z o ..... 
!;;) .... 
e 
IJ.J 
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2.1.6 SANGRIA DE COSECHA 

Una ve:: qL1e se d~terminó el titL1lo de los anticuerpos para 

los 6 conejos, se seleccionó al conejo que presentó un mayor 

titulo y se le extrajo totalmente la sangre por pLlnción cardiaca. 

el animal se coloco en una caja de contención y se anestesió al 

plano quir~rgico. El éter L1sado se retiró y el conejo se resaL1ró. 

En el lado izquierdo del tórax se localizó por palpación, donde 

el bombeo se presentaba con mayor intensid~d, el corazón. La 

agL1ja se introdLljo lentamente en sentido horizontal hasta qLle se 

observó el flujo de s1.mg1·e en 1.:1 Jeringa. Entonces se empezó a 

succionar suave y gradualmente con el émbolo hasta obtener toda 

la sangre. 

2.1.7 ALMACENAMIENTO DEL SUERO OBTENIDO 

El suero que se obtuvo del conejo 41 3 se dividió en 

alicuotas de 1 y 5 ml en frascos con tapa de plástico de 10 ml y 

SP. liofilizaron. La liofili~ación es un método para concentrar 

solutos por medio de sublimación del agua que se encuentra 

congelada; bajo vacio, el agua se remueve de la solución 

congcl.:ida en fo1·ma de gas y se colecta en 1.1n condensador enfriado 

a -7o0 c. 

2.1.8 COLECCION DE MUESTRAS PARA LA DETERMINACION DE ANGIOTENSINA 

II • 

Las muestras de sangre deben i;ar 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~ 1 0.050 ml de 
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dim~rcaprol (1.71.) que ce preparó con benzoato de bencilo (3,3%) 

y disolviéndolo con aceite de cacahuate, Y. 0.050 ml de B-hidroxi-

quinolina (6.6/.), Estos reactivos son inhibidores de las 

angiotensinasas y protegen al péptido de estas enzimas presentes 

normalmente en la sangre. La sangre se centrifugó a 4°C durante 

15 mina 2400 rpm Ir= 20.6 cml. El plasma se separó y se congeló 

·a -20°c hasta la determinación de A 11. 

2.1.9 DETERMINACION DEL TITULO DEL ANTICUERPO DEL CONEJO# 3 

Realizada la sangria de cosecha del conejo ssloccionado se 

midió por separado su titulo para verificar la información 

obtenida previamente. A partir de la solución concentrada del 

suero se hicieron diluciones seriadas del mismo usando el 

amortiguador tris-acetatos 50 mM pH 7.4 con ASB al 0.3%. Las 

diluciones fueron las si glli entes: 1: 1 o' 2 
1: 10 ' 

3 
1: 10 ' 

4 
1: 10 ' 

1:2.5 X 104, 1:5 X 104 , 1:7.5 X 10
4 5 

1:2. 5 X 105 y 11106 • 
' 1:10' 

Para esta determinación se usaron como antigenos r~diactivvv A ! 

y A 11. Las diluciones usadas fueron las mismas- para ambos. El 

objeto de este experimento fue comparar la afinidad del 

anticuerpo por los antígenos. El protocolo se muestra en las 

figuras 4>_ y 3. / 

Los resultados obtenidos se procesaron de la misma manera 

e.orno se ha descrito anteriormente para los demas conejos. La 

dilución que une el 50% de antígeno se eligi6 para realizar el 

resto de las determinaciones de A 11. 
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1.11 
e 

GRUPOS BUFFER · ASB5% MUESTRA DEL A II IUt> SUSPENSION 
DE DE (ml) ANTICUERPO (ml ) DE 

.rusos ENSAYO (ml) CAR BON 
(ml) ...... (ml) 

CT l. 5 - .- 0.05 LO 

BK 0,5 0.1 .. - o.os ... u 1.0 
o .. 
'<T 

Dilucflin <: 
del anti. Vl 
cuerP.o ci::: 

~ 

1: 10 o 
::z:: 

1:100 '<t". 
N 

1:1000 ci;. 

1:10000 <X> • .... 
1:25000 - 0.1 0.5 0,05 w 1.0 
1:50000 

Q 

z: 
1:75000 o -1:100 000 u 

<: 
a:I 

1:250 000 ::::> 
u 

1:500 000 z: -
. 1:750 000 .... . . . . . . 

TABLA II MUESTRA EL PROTOCOLO USADO PARA DETERMINAR EL TITULO DEL 
ANTICUERPO OBTENIDO DEL CONEJO NUMERO 3, USANDO COMO AN­
TI GENO A I 1 Y SU RAD 1 OACTI VO A 11 I 125 • CT= CUENTAS TOTALES 
BK= BLANCO. 
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l.n ... 

GRUPOS DE 
TUBOS 

CT 

BK 

MUESTRAS 
DILUCIONES 

SUERO 
l: 10 
1:20 
1:40 

1.1:80 
1:100 
1:200 
1:300 
1:500 
1:1000 
1:10 000 
1:25 000 
1:50 000 

BUFFER ENSAYO ASB 5% ANTICUERPO RADIOACTIVO CAR BON 
ml m1 A! I 12 s l\CTIVADO 

1.5 - - .o.os·. 1. o 
i 

o.s 0.1 - o.os 1.0 

u 
o 
o:t" 

0.1 0.5 0.05 
e:( 

1.0 - U) 

- O.l 0.5 0.05 e:( 1.0 a:: 
"-,, 0.1 0.5 o.os o 

1.0 - ::z:: 

- ü.l " "" o.os v 1.0 V .;.1 e-..: . 

- 0.1 0.5 o.os 1 l. o 
cO - 0,1 0.5 0.05 1.0 .... 

0.1 0.5 0.05 1.0 - a:: 
ce 

- o .1' 0.5 0.05 ca 1.0 ::;) 

0.1 0.5 0.05 
u LO ~ z . ..... 

- O.l 0.5 o.os 1.0 

- 0.1 0,5 o.os 1.0 

- 0.1 0.5 0.05 1.0 
.. 

. ' 

TABLA 111 MUESTRA EL PROTOCOLO USADO PARA LA OETERMINACION DEL 
TITULO DEL SUERO DEL CONEJO 3, USANDO COMO ANTIGENO 
Al Y SU RESPECTIVO RADIOACTIVO Al I u 5 • CT= CUENTAS TOTALES 
BK= BLANCO. . 
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2.1.10 SENSIBILIDAD 

Para d~terminar la eensibilidad del anticuerpo obtenido, se 

probaron concentraciones de A II menores do 0.1 ng/ml, la 

sensibilidad es el l~mite de detección del anticuerpo y se define 

como l ;1 c;:mti cfocJ mr.1s pc,•ql1Pri<i qLm produce wic1 di !3mi nuci ón 

significativ~ (p<0.051 en el porcentaie de cuentae totales unidas 

en ~usancia de A Il. Las diluciones de A 11 se hicieron en 

amortiguador Tris-acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASB al 5%. El 

protocolo de las prL1ebas de sensibilidad e.e resL1me en la tabla 

IV. 

2.1.11 ESPECIFICIDAD 

Para eHaminar la especificidad del anticuerpo de¡ conejo # 3 

se probó la reactividad cruzada de A I y cinco de mus análogos y 

cinco análogos de la A II '(figura 12>. 

De cada ~'"º de lo15 análogolli lie probaron las siguientes 

concentraciones1 0.1 1 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 500 y 1000 ng/ml. 

Estl.\s aoluci ones ue prepararon a partir de una 11oluc:i6n 

concentrada <1 mg/10 mll. Las diluciones se prepararon c:on 

amortiguador tris-acetatos 0.1 M pH 7.4 con ASB al 5X y azida de 

sodio al 0.1 -X (para impedir el crecimiento bacteriano>. El 

protocolo se ilustra en la tabla V. 

2.1.12 PRUEBAS DE RECUPERACION 

Par•• vcirificar que efectivamente •e podfa medir la A II en 

el plasma de 1 as ratas ,.;in ninguna inet.erferenc:i a, se hicieron 
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TUBO 

Cuentas totales 

Blanco 

A 11 "(ng/ml) 
2.0000 
1.0000 
0.5000 
0.2500 
o.1-2so· 
0.6250 
0.0312. 
0.0156. 
0.0010 
0.0039 
0.0019 

A lI BUFFER ASB 5% A!! 12 s1 ANTICUERPO CAR BON z 

(1111) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) 
:::> 

:z:. 
UJ - 1.5 - o.os - - e 
<C 
e 

- 0.5 0.1 o.os - 1.0 .... 
> .... 
1-
u 
ce: 
o .... 
e 

"' 
cC 

"' cr!:O 
s... a:: 
o ce o 

.s::: ,_JU 
<C 

OJ o:: :E: 

0.1 o.os 0.5 
..... 1.0 

.... :e - - c..:: 
u ..... C!J 
o :;:: 
"lt" a:: 

>-0 
< e 

o:: c:C 

°' 
e:( .... . ce: ,CJ z: 

al :::>O 
::::> u..u 
u -z o:: ..... 1-

z:: 
.. . . . . 1.1.1 

u 

TABLA IV PROTOCOLO USADO PARA LA DETERHINACION DE LA SENSIBILIDAD 
DE LOS ANTICUERPOS CONTRA A II POR RIA. 
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PEPTIDO\ E S T R U C T U R A PRIMAR A 

2 3 5 . 6 7 8 9 10· 11 12 13 14 

ANGIOTENSINOGENO ASP - ARG - VAL - TIR - ILE - HIS - PRO - FEN - HIS - LEU - LEU - VAL - TIR - SER - R 

ANGIOTENSINA 1 ASP - ARG - VAL - TIR - 1 LE - H 1 S - PRO - FEN - HIS - LEU 

ANGIOTENSINA 11 ASP - ARG - VAL - TIR - ILE - H IS - PRO - FEN 

ANGIOTENSINA 111 ARG - VAL - TIR - ILE - H 1 S - PRO - FEN 
-

(YAL~ ANGIOTENSINA 1 
.1 ' 

ASP - ARG - VAL· - TIR -'VAL 1
- HIS - PRO - FEN - HIS - LEU 

1 ! 

l}es-ASP~ ANGIOTENSI NA 1 ARG - VAL - TIR - ILE - HIS - PRO - FEN - HIS - LEU 

[YAL5] ANGIOTENSINA 11 
1 1 

ASP l- ARG - VAL - TIR ~ VAL 1
- HIS - PRO - FEN 

1 . 1 ! 

ÚAR1, ALA~ ANGIOTENSINA 
1 -, 

11 SAR 1- ARG • VAL - Tl'R - ILE - H 1 S - PRO -1 ALA : 
1 1 

~ARl, GLlá] 
1 . 1 1 

ANGIOTENSINA 11 SAR !- ARG - VAL - TIR - ILE - HI~ - PRO -1 Gl.I 1 
1 ' 

GARl, T1Rd) 
1 1 1 

ANGIOTENSINA 11 SAR 1- ARG - VAL - TIR - ILE - HIS - PRO ~ TIR l 
1 1 

EARl, ILEª] 
1 1 

ANGIOTENSINA 11 SAR 1- ARG - VAL - TIR - ILE - HIS - PRO -J ILE 1 
' • 1 1 

FIQIRA ]2, ESTRUCTURADE ANGIOTENSlNA 11 Y DE LOS PEPTlDOS ANALOGOS DE ESTA, PARA 
VALORARLA ESPECIFlCIDADDEL ANTICUERPO CONTRA ANGIOTENSlNA 11 OBTENIDO 
EN EL CONEJO 3, 
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BK 

ESTANDARES 
0.016. 0.031 
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o.is. o.2s 
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10. SO, 100 
_500 y lOOOng/ml 

BUFFER DE ASB AC./AII AII I 12 s ES TAN ANALOGOS SUSPENSION 
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pruebas de recL1peraci6n, que consistieron en adicionar una 

cantidad conocida de A II <se usaron soluciones de las empleadas 

para concsntruir la curva patrón) a una mezcla de plasmas. Las 

cantidildcs usildas fueron: 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 ng de A TI, A la 

cantidad medida se le restó .el contenido endógeno de A Il de la 

muestra, el cual se midió en el mismo ensayo, pero en tubos 

separados. 

2.1.13 PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD INTRAENSAYO 

Para conocer la variación de la determinación de A II por 

RIA se midió una misma muestra repetidas veces en el mismo 

ensayo. Después de calcular la media y la desviación patrón se 

obtuvo el coeficiente de variación. 

2.2 CUANTIFICACION DE LA ANGIOTENSINA II EN EL PLASMA DE RATAS 

CON ALTERACIONES EN EL SRAA 

2.2.1 SISTEMA RENINA ANGIDTENSINA ALDOSTERDNA ACTIVADO 

A> RATAS TRATADAS CON ISOPROTERENDL. El isoproterenol es un 

agonista beta adrenérgico que aumenta la secreción de renina. A 

10 ratas hembra de 200 g se les inyectó subcutáneamente una dosis 

de 10 ug/100 de peso; después de 30 min se obhtvo 1a sangre. 

B> RATAS TRATADAS CON ANESTESIA. La anestesia es ti mulol lr.I 

secreción de renina, por intermedio principalmente de las 

catecolaminas. Se anestesiaron por inhalación con étmr durante 5 

min a 10 ratas hembra de 200 g. 

C> RATAS DESHIDRATADAS. La deshidratación también estimula 

la secreción de renina. A 10 ratas hembra ae les suprimió el 
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suministro de agL1a pero no de ¡Üimento durante 72 h. 

Dl RATAS Il~YECTADAS CON CAPTOPRIL., El c"1ptopi-il inhibe l<-' 

enzima convertidora de angiotensina l. A 10 ratas macho se les 

inyectó captopril a una dosis de 2 mg/100 g de peso por via 

intraperitoneal. Al final de una hora se sacrificaron por 

decapi taci6n pal".;\ colectar su sangre. 

2. 2. 2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDDSTERDNA INHIBIDO 

Al RATAS TRATADAS CON CLONIDINA. La clonidina es un agonista 

alfa 2 que inhibe la secreción de renina. A 10 ratas hembra se 

les inyectó 100 ug/100 g de peso. Se dejaron por espacio de 30 

minutos para que la drog• tuviera efecto. 

Bl RATAS TRATADAS CON PROPRANOLOL. El propranolo es un 

antagonista beta adrenérgico que suprime la secreción de renina. 

a 10 ratas se les inyectó por vía subcutánea una dosis de 100 ug 

I 100 g de peso. Se permitió un tiempo de 30 minutos para la 

acción de la droga. 

C> RATAS UREMICAS POR NEFRECTOMIA BILATERAL V POR LIGACION 

URETERAL. Al grupo de 10 ratas con nefrectomia bilateral se les 

removió quirúrgicamente los dos riñones, mientras qL1e el otro 

gn1po de 1(1 ratas urémí'cas s les ligaron ambos uréteres. Las 

ratas de estos dos grupos se dejaron por 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 

riltas> se les dió ci beber NaCl al 1%, mientras que al otro grupo 

(10 ratas) se les dió a beber NaCl al 21.. Ambas solL1ciones se 

prepararon en agllt!\ destilada. El tratamiento fue de 5 a 10 dias. 
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A las ratas de todos los modelos con el SRAA modificado, una 

vez pasado el tiempo de tratamiento, se decapitaron y la sangre 

se separó por centrifugación a 2400 rpm Ir = 20.6 cm> por espacio 

de 15 min para obtener el plasme.. La sanqre usada para separar 

plasma se colectó en frio en tubos de ensayo de 12 X 75 mm de 

vidrio borosilicado "flint" conteniendo los inhibidores de las 

angiotensinasas pr-eviamente mencionados {sección 2.1.B>. También 

se separó sangre colectada en los mismo tubos pero a temperatura 

ambiente. El plasma y el sLmro obtenidos sirvió para determinar 

posteriormente A II y los demás componentes del sistema. 

2.2.3 METODOS USADOS PARA MEDIR OTROS COMPONENTES DEL SRAA 

Para observar si en cada caso hubo o no alg~n efecto del 

tratamiento usado y ver si existe alguna correlación 'entre las 

variaciones que puedan presentar los demás componentes del SRAA y 

los niveles de A II, se midieron también APR, CPR, 

angiotensinógeno y aldosterona. La actividad de la ECA se midió 

solo a las ratas tratadas con captopril. 

2.2.3.1 ACTIVIDAD F'LASMATICA DE F<ENINA, CDNCENTRACION PLASMATICA 

DE RENINA, ANGIOTENSINOGENO. SU MEDICIOM POR MED!O DE RIA. 

La APR, la CPR y el angiotensinógeno se miden primero 

generando la mL1estra como lo ill1stra la tabla VI. Estos 

componentes se midieron por RIA de A l. En la medición de APR se 

us6 el sustre1to endóg~no y en la medición de CPR se adicionó un 

exceso de angiotensinógeno <ple1sma de ratas binefrectomizadas 24 

horas antes>, mientras en la determinación de 

angiotensinógeno se adicionó un encaso de renina porcina. Las 
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mL1estr .. s se incubarona 37°c en presencia de EDTA, 8-0H·-qL1inolina 

y dimercaprol <inhibidores de la ECA y de las angiotensinasas). 

Al final de este periodo la reacción enzimática se detuvo 

colocándo los tubos en hielo, y se procedió a realizar el RIA de 

A l. Una alfcuota de las muestras <generalmente 0.1 ml) se incubó 

cantidades constantes de anticuerpo y de A I radiactivo 

(aproximadamente 6000 cpm> a 4°C durante 18 a 24 h. Al final este 

periodo la radiactividad libre se separó de la radiactividad 

t..¡¡lida al anticL1erpo con una solución de carbón al 0.6/. con 

de>:trán a 0.0625%. se contó el sobrenadante (radiactividad unida 

al anticuerpo). Se trazó una curva patrón graficando el logit de 

B/Bo contra el logaritmo de la concentración del patró usado C0.1 

a5.0ngdeAI/ml> <42>. 

2.2.3.2 ALDOSTERDNA PLASMATICA 

La aldosterona en el plasma de las ratas se midió por RIA 

direcl:o. 

amortiguador de fosfatos·y de la sal sódica del ácido 8 anilino-1 

naftalén sulfónico. Se adicionó una cantidad constante de 

aldosterona radiactiva (apronimadamente 9000 cprni. El anti.:uerpo 
.' 

viene unl"do a los tubos. La incubación se realizó a 4°C de 18 a 

24 h. Los tubos se decantaron, se enjuagaron y se contó la 

radiactividad Lmida al tubo. Se trazó una gráfica logi-log 

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

usados fueron de 50 a 1000 pg/rnl. 
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°' o 

MUESTRA 6.6% ·'· .·. l. 7% BUFFER 
(ml) B HIDROXI DIMERCAPROL MALEATOS SUSTRATO .. QUINOLEINA. (ml) O. 2 M 

ACTIVIDAD 
PLASMATI CA 0.3 0,005 0.005 0.6 -
DE RENINA .. 

CONCENTRACION 
PLASMATI CA 0.05 0.005 0,005 1.0 o .450 
DE RENINA · .. . . 

ANGIOTENSI 
GENO 0.025 0,005 0.005 0.360 -.. . . . . . ' .. 

MEDICION POR RIA DESPUES DE UNA HORA 
'' 

.. .. . . 

TABLA VI PROCEDIMIENTO USADO PARA GENERAR LAS MUESTRAS PARA APR, 
CPR Y ANG~OTENSINOGENO.DE ACUERDO A A.ZUÑIGA (~~). 

250mM 
EDTA 1 ~ENINA (ml) (ml) 

' 

- -. . 

- -
. . 

0.005 0.005 
'. 



2.2.3.3 ACTIVIDAD SERICA DE LA ECA 

La medición se realizó de acuerdo a !barra-Rubio (50). Es un 

método espectrofotométrico basado en la producción de ácido 

hipúrico por acción de la ECA sobre el sustrato sintético 

hipurato da histidil leucina. Lo~ resultados se expresan en 

namololes de ácido hipórico /ml de suero/min de incubación. 

2.2.3.4 ANALISIS ESTADISTICO 

F'ara la comparación de los v<1lores de A I, A II, APR, CPR, 

angiotensinógeno y aldosterona obtenidos del plasma de las ratas 

con alteraciones del SRAA se usaron las siguientes pruebas 

estadísticas. 

Cada una de las variables medidas se analizó por separado. 

Los datos de cada variable encontrados para todos los grupos se 

analizaron por análisis de varianza por rangos de una 

Bartlett <para saber si las varianzas eran homogéneas> se 

encontró en todos los casos que las varianzas no eran homogéneas. 

Si esta prueba es significativa nos indica qua al monos hay un 

grupo diferente y se apli1ca una prueba de comparación simultánea. 

Todos los grupos enperimentales se compararon contra el control. 

En este caso se usó la prueba descrita por Hollander ~ Wolfe (51) 

para comparaciones de tipo no paramétrico cuya fórmula es la 

siguiente: 
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. 1/2 1/2 
IR< -F:r:I 2: [Z@/20,-1)J [N <N+1>/12J (1/nc + 1/m:J 

donde: 

Re = promedio de rangos del grupo control 

Rx promedio de rangos del grupo experimental 

Z = Valor encontrado en la tabla de dos col as tom;mdo en cuenta 

el grado de significanc:ia (@) a usar, 0.05, y el número de grupos 

<I:) involucrados 2n l<r.s comparaciones. Este valor aumenta cuando 

aL1menta el número de comparaciones. 

N Número total de datos, sumando todos los grupos 

i nvo lucra dos. 

ne = Número de datos del grupo control. 

nx Número de datos del grupo e>:perimental. 

Si la diferencia de rangos del grupo control y .e>:perimental 

supera al valor obtenido de la parte derecha de la ecuación se 

concluye que ambos grupos son estadísticamente diferentes al 

nivel de signific:anc:ia de 0.05. 

La prueba de Bartlett y el análisis de varianza de Kru$kall-

W,;.llis se realizaron en una calculadora HP 4'1-CV. 
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RESULTADOS 

De los conejos inmunizados solo uno respondió con un buen 

titulo. El titulo del anticuerpo fue determinado por medio de 

RIA. El título es la dilución a la cual el anticuerpo une el 50% 

del antígeno. El titulo de los anticuerpos obtenido en la sangría 

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

TABLA VII. TITULO DE LOS ANTICUERPOS CONTRA ANGIOTENSINA Il. 

CONEJO TITULO 
.., 

1 1. 7 X 10"" 

2 6.0 X 1(13 

3 1. 5 X 105 

4 1.5 X 103 

5 5.0 X 103 

6 N. D. 

M. !L • NO DETECTADO 

El conejo 413 es el que presentó un mayor titulo y que se 

sacrificó par-a obten:;;ir !SU SLlero. El antisuero se almacenó en 

alícuotas de 0.1 y 0.5 ml las cuales se liofilizaron y se 

almacenaron a -20°c. 

Una vez que se sacrificó el conejo i 3 se midió nuevamente 

su títL1lo. LO\ sangre so ·obtuvo por punción cardiaca y se encontró 

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

Figura 14. 
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En este caso se hizo Llna variante y se L1s6 también como 

antigeno A I, 

decapéptido. 

para observ<:1r la afinidnd ,del anticL1erpo pat"a este 

Como se pL1ede apreciar en la Figura 14 el título de 

este anticllerpo contra A es de 1:28, el cual es casi 

despreciable con respecto al titulo qL1e exhibe usando como 

antígeno A II. Esta información sugiere qlle el anticuerpo es 357 

' (10,000/28) más especifico para A I! qL1e para A l. 

DespL1és de prodllcir un suero contra A II se verificó su 

especificidad antes de usarlo para medir niveles de este antígeno 

en flllidos biológicos. La especificidad se refiere a la capacidad 

del antic~erpo de reaccionar con el antígeno que lo prodL1jo y no 

con antígenos relacionados estructuralmente. En la práctica esto 

no es 1CIO'i'. absoluto y hay qlle valorar la especificidad midiendo 

el porcentaje de reacción cruzada con péptidos relacionados 

estrL1cturalmente. En este trabajo se Ll»aron análogos de A I y de 

A II. El porcentaje de reacción cruzada jle definió en la sección 

2.1.11. En las Figuras 15 y ló ~~ µ~c~ent~n las curvas de 

especificidad del suero del conejo # 3. El porcentaje de reacción 

cruzada, en base a las curvas de especificidad trazadas para cada 

análogo se resumen en la T,abla VIII.· 

La sensibilidad es el limite de detección o concentración 

más baja de la solución patrón que es capaz de producir un 

desplazamiento del antigeno radiactivo, significativamente 

diferente de la uni dn no eeipeci f i ca. Los resultados se i 1 ustran 

en la Figura 17. La sensibilidad fue de 1.9 pg/ml. 
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rnBLA VIII. PORCENTAJES DE REACCION CRUZADA DEL ANTICUERPO DEL 

CONEJO 3 

ANALOGD % DE REACCION CRUZADA 

ANGIOTENSINA Il 100 

(Sar 1 Ala8
J A ll 3.3 , 

[Sar 1 Gli 8 J A 11 <0.005 ' ' 
(Sar 1 Tir8 J A 11 <0.005 , 

[Sar 1 I l e 8
J A Il <0.005 ' 

ANGIOTENSINOGENO <0.005 

ANGIOTENSINA 1 lI 8.3 

1 Des-Asp A 0.17 

va1 5 A II 3.1 

Val 5 
A 1 <0.005 

ANGIOTENSINA I 1.0 

L;;1 curva patrón para la determinac:ión de A 11 se ilustra en 

la Figura 18. 

Los resultados de los experimentos de recuperación se 

muestran en la tabla IX. Como se puede apreciar la cantidad 

rec:uperada
0

es similar o mayor a la cantidad adic.:ionada. 

El coeficiente de variación intraensayo fue de 6.41., n • 12, 

X 23.3 pg de ANG 11, O.E. = 1.5. 

Para probar el anticuerpo obtenido se midió la concentración 

plasmatic:a de A II a ratas en diferentes modelos experimentales 

en donde el SRAA se modifica. Los resultados están resumidos en 
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la tabla X. El si'.mbolo (*) indic:a una diferenc:ia estad:i'.stic:amente 

signific:ativa del grupo control. 

TABLA l X. PORCENTAJES DE RECUPERACION DE ANGIOTENSINA 11 

ADICIONADA AL PLASMA DE RATAS 

CANTIDAD DE A JI CANTl DAD DE A 11 PORCENTAJE DE 
ADICIONADA AL MEDIDA EN LAS DE RECUF'ERAC ION 
PLASMA DE RATA MUESTRAS 

1.000 ng 1. 1800;t0. 14 118.0 
n = 16 

0.500 ng 0.5200;t0.10 104.0 
n ., 16 

0.250 ng 0.2510!_0.04 100.4 
n = 16 

0.125 ng 0.1255-±.0.01 100.4 
n = 16 

VALORES = MEDIA±.DESVIACIDN PATRDN. n = NUMERO DE DETERMINACIONES 

En '1;:1 tabla X, también se mL1estran los valores de AI APR, CPR, 

CPA <c:onc:entrac:ión plasmática de angiotensinógeno) y CPALDD 

(conc:entración plasmaticil de aldoliterona) para valorar 

efectivamente los cambios producidos en los componentes del SRAA 

en respuesta a las diferentes maniobras e>:perimentaleas. 

RATAS ANESTESIADAS <ANES>: La anestesia estimula la secreción de 

ranina, como se puede apreciar en el aumento de APR, CPR y Al. La 

AII, en congruencia con la estimL1lac:i:.'>:'1 del SRAA, tambián 

aumenta. La CPALDD no se modificó. 

RATAS BINEFRECTOMIZADAS <BINE>: La APR y CPR disminuyen 

siqnificativamente, pero no la Al , mientr;:1s que la AII, CPA y 

CPALDD aumentan significativamente. 

RATAS DESHIDRATADAS <DESH> 1 La APR, CPR, Al y AII aument.an 
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TABLA X. VALORES DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA 
ANGIDTENSINA OBTENIDOS El'l LOS DIFERENTES MODELOS EXPERIMENTALES 

CONTR 

CAPT 

ANEST 

DESH 

ISO 

BINE 

APR CPR 
<ngAI/ml/h) 

3. 9t2 25;:9 
(30) (26) 

A I A 11 CPA 
<ng/mll (pg/mll (ngAI/ml/hl 

o. 40;t0. 2 34±14 
<21) (36) 

699±103 
(14) 

CPALDO 
(pg/mll 

577±147 
( 10) 

23.9!_13* 669±126* 5:!;_2.5* 81:!:_28* 406±184* 662±148 
(13) (8) (6) (17) ( 15) ( 1(1) 

21.8!5* 68±24* 2.10±0.B* 45;t12* NO 
(7) (8) (10) (9) 

37:!:_17* 144±30* 3±0.9* 106!_25* 638±.77 
(9) (7) (7) (8) (7) 

12.2±3* 58±31 3.1;t1.9* 62±26* 841±332 
(5) (5) (5) ( 15) (7) 

648±125 
( 10) 

737:!:.115 
(4) 

713±182 
( 10) 

o. 5:!:.1* 4±2* o. 2ü:t0. 1 52:!:.22* 11270±3533* 1598±.246* 
<a> e 10> <7> (5) ( 1<)) ( 10) 

NaCl 1.9±1* 8±4* 0.1,iO. 06it· 26.±12 1352±188* 441±68* 
2~. (8) (1(1) (9) <14> • (10) (10) 

CLO 1.7±0.3• 7±2* 0.2:!:_0.08 26±.iO• 610~114 6!6±59 
(8) (9} (4) (16) <12> (8) 

PRO 1.4±.0.5• 8±2* 0.5+0.3 27±12 7<>4_:t147 644.;!:89 
(6) (7) ' 6> <20> ( 14) (9) 

URE 4.2:!:_2 19:!:.4 1.1:!:_0.5* 35±.11 9637±353* 1462±.238* 
(9) (10) (9) ( 16) (10) ( 10) 

NaCl 4.4±2 25±4 0.5;t0.1 40±14 1067±167* 631±48 
1'Y. (9) (10) (10) <16> (10) (9) 

CONTR ~ CONTROL; ANEST e ANESTESIADAS; BINE = BlNEFRECTOMIZADAS 
DESH = DESHIDRATADAS; URE m UREMICAS; CPA, CPALDO = CONCENTRACION 
F'LASMATICA DE ANGIOTENSINOGENO Y DE ALDOSTERONA RESPECTIVAMENTE. 
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significativamente, mientras que CPA y CPALDD no se modifican. 

RATAS CON NaCl AL 1% EN EL. AGUA DE BEBER (NaCl i:o. En C!Ste 

modelo no se obtuvo una modificación de la secreción de renina 1 

por lo tanto tampoco de AI 1 AII. La CPALDO no se modific6,sin 

embargo aumentó la CPA. 

RATAS CON NaCl AL 2/. EN EL AGUA DE BEBER <NaCL 2'l.). En este 

modelo disminuye la secreción de renina como Ge puede apreciar en 

la disminución de APR, CPR, Al. La AII disminuye pero esta 

diferencia no alcanza significación estadística. Por otra parte 

la CPA aumenta, mientras que la CPALDD disminuye. 

RATAS UREMICAS POR LIGACION URETERAL <UREl. En este modelo la 

APR, la CPR, la AII no son diferentes del control. Por el 

contrario aumenta la Al, la CPA y la CPALDD 

RATAS INYECTADAS CON ISOPROTERENOL <ISO>. En este modelo aumenta 

la secreción de renina como se puede ob¡¡¡erv.ar por el aumento en 

1 a APR, y Al. La CPR aumemtil aunque no si gni f i cati vamente. La AI I 

también aumenta de manera congruente con el aumento en la 

secreción de rcnina. Por el contrario ni la CPA, ni la CPALDO se 

modifican. 

RATAS INYECTADAS CON CLONIDINA (CLOl. La secreción de reninil 

disminuye en este modelo, como se puede apreciar por la 

disminución en APR, CPR, y también de AII. La concentración de Al 

disminuye sin llegar a ser significativo. Por el contrario la 

CPA y la CPALDO no se modifican. 

RATAS INYECTADAS CON PROPRANOLOL <PRO>. La secreción de renina 
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dismin1.1ye en este modelo, como se puede ver en la disminución de 

la APR, CPR. La AI no se modifica y la AII disminuye aunque no de 

manera significativa. La CPA y la CPALDO no se modifican. 

RATAS INYECTADAS CON CAPTOPRIL (CAPT). En este modelo aumenta la 

sec1-eción de renina como se puede ver por el aL1mento en la APR, 

CPR, AI y AII. La CPA disminL1ye, mientras que la CPALDO no se 

modifica. La actividad de la ECA disminuyó significativamente de 

172:!:? a 17. 6;!:.12 

En la tablas XI, XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII y XVIII se 

muestran los resultados de las pruebas estadísticas realizadas en 

las determinaciones de los componentes del SRAA en los diferente5 

modelos e>:perimentales cL1yos resulti:1dos aparecen en la Ti:1bla X. 

TABLA XL PRUEBA DE CHI CUADRADA DE BARTLETT 

COMPONENTE GRADOS DE CHI CUADRADA V~LOR PROBABILIDAD 
DEL SRAA LIBERTAD , CRITICO 

APR 10 219.29 19.31 <0.05 

CPR 10 290.94 18. 31 <0.05 

Al 10 130. 16 18.31 <O. 05 
I 

Al I 10 41.03 19.31 <0.05 

CPA 9 388.27 16.92 <0.05 

CPALDO 10 39.94 19.31 ·:o. os 

Los resL1ltados presenti:1dos en la Tabla XI indican que las 

vi:1riam:as entre los modelos e}: peri mental es para cada 

1 

determinación son heterogénei:1s, debido a ql1e el valor de chi 
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cuadrada de la prueba es mayor que el valor critico obtenido de 

las tablas a una significancia de 0.05 con los grados de libertad 

<numero de grupos - 1) indicados. Por lo tanto la prueba es 

significativa al menos a un nivel de 0.05. 

TABLA XII. ANALISIS DE VARIANZA DE UNA SOLA CLASIFlCACION POR 

RANGOS DE KRUSKALL-WALLIS 

COMPONENTE N GRADOS DE H VALOR F'ROBAB I L IDAD 
DEL SRAA LIBERTAD CRITICO 

APR 112 10 91.69 18.31 <0.05 

CPR 110 1(1 93.92 18.31 <0.05 

Al 95 10 77.73 18.31 <0.05 

AII 172 1(¡ 79.45 18.31 . <0.05 

CPA 109 9 84.68 16.92 <0.05 

'CPALDO 100 10,• 63.10 18.31 <0.05 

N "' Número total de datos. 

En la Tabla Xll se presentan los resultados del análisis de 

varianza comparando para una determinación los diferentes grupos 

experimentales. Es necesario realizar análisi de varianza cuando 

se deban comparar más de dos grupos. Se L1s6 el análisis de 

varianza de Krusltall-Wallis debido a que la prueba de Bartlett 

fue significativa. En este método se sllstituyen los valores 

absolutos por rangos, con los cuales se realiza el análisis. Si 

el valor H obtenido de la prueba es Sllperior al valor critico 

encontrado con los grados de libertad y el nivel de significancia 
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<0.05), se concluye que al menos 1.m grupo de los estudiados es 

diferente. En este caso la pr1.1eba fLle s:i_gnificativa para todas 

las determinaciones. Para investigar cual o cuales son los grupos 

experimentales diferentes del control, se aplicó la prueba de 

Hollander descrita en Métodos. En las tablas siguientes se 

presentan los resultados obtenidos de todos los grupos 

e;:perimentales para cada determinación. Cuando la diferencia de 

rangos de los grupos por comparar es mayor o igual que el término 

de la derecha de la ecuación (en donde se incluye el valor 

cr:l'tic:ol se concluye que los grupos son diferentes y se indica 

por un asteri seo. 

TABLA XIII. PRUEBA DE HOLLANDER PARA APR 

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUACION 

BINE* 42.85 22.oe 

ANES* 44.22 23.71 

DESH* 53.35 21.47 

NaCl 1% 5.15 21.47 

NaCl 2'Y.* 22.85 22.08 

URE 1. 01 21.47 , 

ISO* 32.55 27.29 

CLO* 27.35 23. 71 

PRO* 31.15 23.70 

CAPT* 43.55 18.76 
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TABLA XIV. PRUEBA DE HOLLANDER PARA CPR 

MODELOS DlFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUf~C ION 

BINE* 48.73 20.64 

ANES* 26.39 22.43 

DESH* 38.27 23.62 

NaCl 17. 6.27 20.64 

NaCl 27.* 40.23 20.64 

URE 6.83 20.64 

ISO 19.07 27.09 

CLO* 40.73 21.46 

PRO* 31.03 23.62 

CAPT* 45.77 22.43 

TABLA XV. PRUEBA DE HOLLANDER PARA Al 

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUACION 

BINE 17.90 20.92 

ANES!: 25.90 18.42 

DESH* 50.10 20.92 

NaCl 1 'l. 7.60 18.42 

Na.Cl 21.* 29.80 19.10 

URE* 27.10 - 19. 10 

ISO~- 28.20 23.86 

CL.O 22.90 26.10 

PRO 5.70 20.92 

CAPT* 54.20 22.19 
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TABLA XVI. PRUEBA DE HOLLANDER PARA AII 

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUACION 

BINE* 60.60 41.35 

ANES* 33.60 32.28 

DESH* 90.1(1 33.86 

NaCl 17. 6.2(1 26.03 

NaCl 2/. 21.90 27.28 

URE 6.30 26.03 

ISO* 53.80 26.62 

CLO* 24.40 24.40 

PRO 20.0(1 24.10 

CAPT* 80.5\) 25.49 

TABLA XVII. PRUEBA DE HDLLANDER PARA CPA 

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMI~O DERECHA DE LA ECUACION 

BINE* 53.35 22.76 

DESH 13.75 25.30 

NaCl n:* 28.10 22.76 

NaCl 2%* 27.35 
/ 

22.76 

URE* 50.15 22.76 

ISO 4.85 25.30 

CLO 16.15 21.50 

PRO 3.25 20.66 

CAPT* 33.25 20.31 
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TABLA XVI 11. PRUEBA DE HDLLANDER PARA CPALDD 

MODELOS DIFERENCIA DE RANGOS TERMINO DERECHA DE LA ECUACION 

BINE* 57.95 2:2.57 

ANES 12.45 22.57 

DE;SH 27.30 29.86 

NaCl 1i'. 9.16 23.19 

N<i1Cl 2h* 21.85 21. 50 

URE* 39.15 22.57 

ISO 20.90 22.57 

CLO 3.05 23.94 

PRO 11. 50 23.19 

CAPT 8.85 22.57 
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V. D I S C U S I O N 
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DISCUSION 

La AII es el componente biológicamente activo dentro del 

SRAA por lo que su medición en el laboratorio es muy importante. 

El objetivo principal del presente trabajo fue producir los 

anticuerpos y desarrollar la metodologia necesaria para medir 

este péptido por RIA. 

Como 

ne?cosario 

la angiotensina II es un péptido 

hacerlo antigónico con protein.::.s 

muy pequefto fue 

de elevado peso 

molecular. En las referencias 38,4 3 y 44 se citan diversos 

intentos para acoplar moléculas pequeftas a proteínas. Tales 

reportes describen la formación de los anticuerpos contra 

s~1stanci as que por si solas no son capaces de producir 

anticuerpos. El método elegido en este trabajo para producir los 

anticuerpos contra angiotensina ll fue por la inmunización de un 

compl tdo pr-olt!i 11c.1-angi olt<nsi lli:I i i, usando EDC de ac:uercio a 

Goodfriend et al. <38J. 

Para lograr lo anteriormente mencionado se contempló la 

necesidad de contemplar un esquema de inmunización que permitiera 

la obtención de anticuerpos contra angiotensina II. Se decidió 

seguir el esquema descrito por Moor y c:ols. (40> el cual ya habia 

sido usado enitosamente en nuestro laboratorio para obtener 

anticuerpos contra AI. En este esquema se alternan diferentes 

molécL1las a.c:arreadoras de AII, como son la albúmina de huevo, la 

albúmina séric:a bovina, la tiroglobulina y la hemocianina. La 

ventaja de este método es que se obtienen títulos altos y 

anticuerpos específicos. Sin embargo la formación del anticuerpo 
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depende de la susceptibilidad individual de cada conejo por lo 

que se inmunizó en este trabajo a cinco co,.nejos para elegir aquel 

que presentara un titulo más alto. 

Por otra parte el RIA, que es la forma en que se midió este 

péptido, presenta mayores ventajas que otros ffiétodos usadas para 

medirla en plasma, como el propL1esto por Boucher <52) el cual usa 

una separación del péptido por cromatografía y un bioensayo en 

lugar de un RIA. 

Además la Al I pLtede ser medida directamente en el plasm.:1 sin 

hacer una extracción preliminar del péptido como es la descrita 

por Boyd et al (53> y Catt et al (54) evitando la pérdida de la 

hormona. En este trabajó se validó el método de RIA directo, sin 

e>: tracción agregando cantidades conocidas de AII al plasma 

y calculando la recuperación al medirlo por RIA. 

Las proteínas usadas p<1ra 1 a conjugación li>On di versas. 

Li jnen y col s. (55> administraron AII acoplada a albúmina sérica 

bovina. Boyd et al (53) inmunizaron a los conejos con el complejo 

angiotensina II-gamaglobulina porcina. Mion et al <56) usaron el 

mismo método e inyectaron subcutáneamente por espacio de tres 

dias duránte 

N1.1ssberger et 

tiroglobulina. 

dos semanas y encontraron un titulo de 

al. (57) conjL1garon angiotensina 

1 :8,000. 

Il con 

El método usado en este trabajo resultó eficaz porque al 

menos uno de los conejos tuvo uh ·titulo superior a 1:1000. El 

titulo del conejo que se sacrificó fue de 1:10,000. 
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Lc1 sensibilidad del sistema utilizado es de 1.9 pg/ml. 

Est<.1 es la cantidad minima detectable por el anticuerpo bajo las 

condiciones empleadas. La sensibilidad encontrada para los 

anticuerpos contra AII preparados por Boyd et al 1531, Mion et 

al (561, Ccit.t et al. <541 y Kappelgaard et al. (58> f1.1e de B, 5, 

50 y 3 pg respectivamente. Par otra Shimamoto et al (591 

reporta.ron una sensibilid«d de 0.1 pg. De los datos anteriores se 

puede observar que la sensibilidad del anticuerpo preparado en 

este trabajo es superior a cuatro de las cinco preparaciones 

mencionadas. 

La especificidad del suero antiangiotensina II con análogos 

ha sido estL1diada por diversos investigadores qL1ienes subrayan la 

importancia del e>:tremo carbo>dlo en la especifidad del 

anticuerpo. 

De ecuerdo a los resultados obtenidos la reactividad cruzada 

que presentan 1 os análogos que tienen 1 a mi sme secuenci e1 de 

eminoác:idos en el e>:tremo amino del péptido tal como: 

angiotensina I' angiotensin6geno, Val
5

-angiotensina II no 

presentan reactividad cruzada importante. 

Los análogos que poseen la misma secuencia del extremo 

5 d A 1 't. carboxilo como: Val -angiotensina I, es sp -ang10 ens1na y 

angiotensina III mostraron una reactividad cruzada de 3.1% 1 0.17% 

y 8.3 l. respectivamente, laa cuales se pueden considerar muy 

bajas sugiriendo qL1e e'l sw~ro es mL1y especifico para el e>:tremo 

carbo>:ilo de angiotensina II. La reactividad cruzada contra 

angiotensina III del anticuerpo preparado por Shimamoto et al 
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(59) fue de !001.. 

Como el octapéptido angiotensina 11 difiere de su precursor, 

el decapéptido angiotensina l. solo por la ausencia de dos 

aminoácidos, His y Leu, en el extremo carboxilo se ha puesto 

particular atención en esto y se observó que en la especificidad 

• la reactividad cruzada de angiotensina 1 desplaza 1% y al planear 

el ensayo usando como antigeno angiotensina I y angiotensina Il 

para observar la afinidad de los dos antigenos con el anticuerpo 

obtenido (Fig 13), se observa claramente que el porcentaje· de 

reacción es despreciable (titulo 1:28) en relación al titulo 

contra angiotensina Il C1 : 1 o, (l(J(I) • Por lo tanto la gran 

especificidad del SL1ero obtenido en este trabajo, como lo 

demustra el bajo porcentaje de reactividad cruzada hacia análogos 

de angiotensina presentes en liquides biológicos proporciona 

una seguridad de que el desplazamiento del antigeno marcado 

ob:::;c:-v:?.do en mUf'!;tr;o.n de plasma con el anti cuerpo corresponde 

~otalmente a angiotensina II. Los otros análogos utilizados no se 

encuentran normalmente en líquidos biológicos ya que son 

totalmente t:>intétícos y sus porcentajes de reacción cruzada son 

despreciables. Estos anál_,ogos se probaron. ya que han sido usados 

como drogas antihipertensivas, como bloqueadores de los 

receptores de angiotensina II 1 y pueden estar presentes en el 

plasma de algunos pacientes. 

Dllsterdiecl: y Mc:Elwee (60) prod1.1jeron anticuerpos contra 

angíotensina II y valoraron 1~ especificidad con diferentes 

análogos de angiotensina II. Encontraron que la reactividad 

cruzada contra angiotensinógeno, angiotensina I, Val 5 

86 



anqiotensina 11 y angiotensina III fue de u.12%. 0.60%, 

lOOX, respectivamente. 

1 (>(>~'. y 

El siguiente paso nn el trabajo fue el uso del anticuerpo en 

la cuantificación de angiotensina II en el plasma de ratas con 

alteraciones on el sistema renin~ angiotensina aldosterona. La 

anestesia con &ter aumenta la secracion de renina (17,611. Gran 

parte d~ este aumento es debida a la estimulación adrenérgica. En 

este trabajo se encontró que aumentó la APR, la CPR, la AI y la 

AII. El aumento en la concentración de AII es consistente con la 

activación del SRAA. La CPALDO no cambió en respuesta al aumonto 

de AII, como era de e~perarse, ya que se requiere un tiempo mayor 

para que se manifieste el aumento en la circulación. Los valores 

de CPR, en condiciones normales, siempre son mayores q1.1e los de 

APR debido a que la reni na no est.t1 saturada con sLl SLtstrato. 

En las ratas binefrectomizadas la APR y la CPR disminuyen 

significativamente, pero no llegan a desaparecer. La AI tiende a 

disminuir pero la calda no es significativa. Sorprendentemente la 

AII aumenta significativamente. La CPA aumenta 16 veces, mientras 

qL1e 1 a CPALDO aumenta ._.3 veces. El aumento de CPALDO es debido 

principalmente a que la aldost~rona no se está &Kcretando. El 

dumento de a11giotensinógo.mo por la binefrectomia está bien 

documentado em la literatura (62-65) y aunqL1e este aumento pw:de 

ser m:plicado en parte a la disminLlción clel c:ons1..1mo causada por-

la caída significativa en los niveles de renina, se están 

investigand() otros factores que ayL1den a enplicar el a1.1mento tan 

me<rr.;¡;,do del angiotensinógeno en pla!'i.ma en esté\~¡ condiciones (66). 
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El hacho de quo bajo estas condiciones la renina no desaparezca 

de la circulación eignifica qua se está sintetizando en fuentes 

extrarenales tales corno: cerebro, músculo liso arteriolar, 

.liso u\:erino, glandL1la: submandibulares, cél L1l as 

mesangiales de glornérulos, células endoteliales vasculares, 

arteria mesénterica , testlculo, corazon y a~renales C67-70>. De 

'igual manera es bien conocido que las angiotensinas pueden 

sintetizarse en diferentes tejidos de donde pueden secretarse a 

la circulacjón (69-701. La presencia vascular del sistema renina 

angiotensina 167-701 es la explicación de que la renina no 

desaparezca de la circulación y mLly probablmente de que 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 disminuyan sino que aumenten. Cambios en el catabolismo 

de la All o cambios en la actividad de otras enzimas 

independientes del sistema renina angiotensina capaces de 

sintetizar All pueden explicar también e~ aumento de los niveles 

de AII en la binefrectomia. 

En las ratas deshidratadas aumenta la secreción de renina, 

para mantener el volumen circulante. Este aumento en la secreción 

de renin~ se observa por el aLtmento en la APR, CPR, Al y 

congruentemente ~ambién de Ali. Los niveles de angiotensinógeno 

tienden a disminuir y los de aldosterona tienden a aumentar, pero 

los cambios no llegan a ser estadisticamente significativos. Los 

estimLllos qL1e favorecerían estos cambios son el aumento en la 

secreción de renina que aumenta el consL1mo de su sustrato y el 

aumento en los niveles de All que estimula la secreción de 
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renin<i. En el caso de 1<1 CPALDD no se alcanzó la significancia 

por el poco nOmero de determinaciones l4l y la poca difarancia 

entre las medias. 

Una dieta alta en cloruro de sodio inhibe la secreción de 

renina (71l. En este trabajo se LISaron dos concentraciones de 

c:l oruro de sodio en el ;~gua de beber ( 1 y 2'i0. La concentración 

más baja CIX> no produjo cambios en la secreción de renina, 

probablemente debido a que su concentración está muy cercana a la 

concentración fisiológica C0.9Y.l. No hubo cambios en APR, CPR, 

Al, Al I, CPALDO. Sin embargo el angiotensinógeno aumentó 

significativamente. Ya que la renina no cambió, este aumento no 

puede ser e>1pl ic:ado por una disminución del consumo, por lo que 

p<1rece ser un efecto directo del tratamiento. Al buscar en la 

literat\.1ra no se encontraron datos con este modelo experimental. 

Cuando la dieta alta en sodio se dió en el alimento (65) la CPA 

no cambió. Esta observación hecha en este trabajo necesita 

estudiarse adicionalmente para encontrar una explicación. Por 

otra parte cuando se administró la concentración mas alta en 

cloruro de 

marcadamente 

sodio (2/.) la secreción de ranina disminuyó 

como se puede apreci.;1r en los valores de APR, CPR, 

Al. Los niveles de AII tienden a disminuir pero la caída no es 

significativa. En congr.uencia con estos datos la CPALDO disminuye 

signicativamente. La magnitud del aumento observado en la CPA ws 

superior al aumento observado con la dieta mAs baja, 

probab lamente a que su consumo disminuye por la cai da en los 

niv.eles de renina. La lipaci6n ureteral aumenta 14 veces la CPA 

y 2.5 veces la CPALDO. La secreción de ranina no se modifica, 
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conio !:E' puede observar por 1 os val ores de APR, CPR, y Al I. La 

elevación observada en los niveles de ~l son incongrLlentes con 

los otros parámetros medidos del SRAA. Otros autores han 

repart~do disminución de la secreción de renina y aumento en los 

nivf!les plo3sm4ticos de .;.ngiotensir1tk1r:no en estas condiciones <8, 

721. El captopril niodifica profundamente la secreción de renina, 

como se puede observar por el alimento de APR, CPR, Al y también 

de AII. Disminuye la CPA, mientras que no tiene efecto sobre la 

CPALDO. Lc.s conccntr·aciones usadas de c:aptopri 1 no inhibieron 

100% a la enzima convertidora de angiotensina I, como era el 

propósito original, por lo que los niveles de Ali no solo no 

disminuyeron sino que aL1mentaron. Este aumento mLly probablente se 

e>:pl i que debido a que los nivel es de Al aumentaron 12. 5 vec:ns. La 

e>:pl icación tradicional del aumento de la secreción de renina con 

los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina I, es 

q1..1e al bloqLtearse 1 .. ¡:;;-oducci 6n de A!!; no se cierra el circuito 

retroinhibiorio de ésta CAll> sobre la secreción de renina. Pero 

aquí podemos observar que a pesar ele que la AII no disminuye, la 

secreción de renina a1..1menta impn:miommtement~ <27 veces tomando 

el dato de CPR>, por lo que estos dat.os sugieren otro <s> 

mecnismp(s) involucrado en esie efecto. Es interesante notar que 

a pesar de qlle disminuye el angiotensinógeno, aumenta la APR. El 

hecho de que el angiotensinógeno disminuye con el captopril es un 

hecho bien documentado en la 1 i ter atura <73-76) y se han 

r.ugerido, además del elevado consL1mo por los altos niveles de 

renina, otros factores, como "por ejemplo 1m efecto directo, que 

e>:pliquen la disminución de los niveles de CPA. Por otra parte, 

Mento y Wilkes C77> han estL1diado los niveles de All en ratas 
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tratadas aguda y crónicamente con otro inhibidor de la ECA 

<enalilpril) a dosis que bloquecan 100% la actividad de la ECA. Los 

resultados obtenidos fueron inesperados. A una dosis de 10 mg/kg 

de en al <1pr i l , 110 se detectó cact i vi dad de ECA, sin embargo, no 

hubo c.-amllio en los niveles de AII; a una dosis dE' 30 mg/Kg 

tampoco se detectó actividad de ECA y los niveles de AII bajaron 

Hignficativamente, pero no desap•reciercn. Estns determinaciones 

se hicieron a las tres horas de administrado el enalapril. Cuando 

la dosis de 30 mg/Kg se administró durante 1 semana o dos meses 

los niveles de AII aumentaron significativamente 3 y 4 veces 

respectivamente. La e>:plicación parece ser la existencia de otraa 

enzimas (diferentes a ECA> de naturaleza tisular qL1e pueden 

producir AII a partir de Al <78>. 

Las' drogas adrenergicas modifican la secreción de renina 

( i 7) • En este trabajo ee ut:tc.r"ün el i ¡¡,:;µ;-.;;tiitwnvl , l ~ el cni din~ y 

el propranolol. El isoproterenol aumenta la secreción de renina, 

aai como los niveles de Al y AII, LA CPA y la CPALDO no se 

modifican. La clonidina disminuyó la secreción dti1 renin-. y los 

niveles de AII, sin embargo los niveles de Al no se modificaron 

aunque tendieron a disminuir. La CPA y la CPALDD no se 

modificaron. El propranolol disminuyó la secreción de renina, 

pero no se modificaron los niveles de AI, ni de AII aunque estos 

i:1timos tendieron a dLi;minu:i'.r La CPA y la CPALDO no se 

modificaron. 
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CONCL.US I Ol~ES 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la 

obtención d~ un anticuerpo confiabl~ para cuantificar los ni~eles 

de n 11 en plasma, por m~dio de RlA¡ deb.do a que redne las 

siguientes caractertaticas. 

1. Un titulo de 1:10,000. 

2. Una sensibilidad ~e 1.9 pg de A II / ml. 

3. No presenta una reactividad cn.czada importante c:on ninguno de 

los a~álogo~ probados. 

4. Debido a su especificidad v a que las pruebas de recuperación 

fueron satisfactorias, la A II se puede medir directamente en el 

plasma, sin necesidad de emplear un método de extracción. 

Por otra parte, se concluye que la producción de A I1 no 

depende exclusivamente del SRAA, ya que los niveles de A II no 

corrE?lacionaron con la actividad del SRAA en todas las 

condiciones experimentales empleadas en este trabajo. Eatos 

hallazgos abren nuevas perspectivas en el estudio de los factores 

involucrados en la reg1.1laci6n de los nivelets de este octapéptido 

en varias condiciones experimentales. 
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