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C A P I T U 1 O I 



INTRODUCCION 

En los últimos años se ha observado que el método 

de radioinmunoensayo en estudios biol6gicos ofrece mu-­

chas ventajas, sobre otros métodos, que incluyen: prec! 

si6n, exactitud, sensibilidad y rapidez. 

El método de radioinmunoensayo se basa en la cap~ 

cidad que tiene una hormona protéica marcada con 125r -

(antígeno) para competir con el anticuerpo específico .. 

(en cantidad limitada), y así inhibir la unión del anti 

cuerpo con dicha hormona. 

Por lo tanto el motivo de este trabajó es demos--

trar que se puede determinar la actividad de renina - -

plasmática, midiendo la generación de angiotensina I -­

con el método de radioinmunoensa10, que resulta ser su­

perior a otros métodos para determinación de actividad 

de renina plasmática. 

Este estudio se planeó en pacientes con insufi- -

ciencia renal crónica porque se ha visto que la reten-­

ción de sodio y los valorea de angiotensina plasmática 

son los factores más importantes en el mantenimiento --
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de la hipertensi6n arterial . en este padecimiento o 



ANTF.CEDENTES 

Al final del siglo pasado, Tigerstedt y Bergman -

observaron que la inyecci6n int ravenosa de un extracto 

de tejido renal producía un aunento lento y sos tenido -

de presión sanguínea. Ellos llamaron "RENINA" al princ.!, 

pio activo. Luego se demostr6 que la inyección repetida 

re renina cruda producía respuestas presoras cada vez -

menores, ·propiedad llamada 11 taquifilaxia11 • Se observó -

más tarde que l a purificación de la proteína activa au­

mentaba su ac t i vi dad presora cuando se inyectaba por 

vía int ravenosa , pero di sminuía su capacidad de con­

traer los vasos de la ore j a de un conejo cuando s e per­

fundía con sol ución de Ringer- Locke. Sin embargo, la -­

adición de plasma al líquido de perfus i ón que contenía 

renina puri ficada t enía por resultado una constr i cción 

intensa de la ore j a. 

Dos inves t i gadore s, Page en Es t ados Unidos de Nor 

t ea:né y·i ca y Houssay en Argentina demostrar on que la r e­

nina es una enzima pro teol ítica que r eacciona con un - ­

componente plas~ático para pro ducir una sust anci a pres~ 

r a, deno ~inada por es os grupos de investigadore s "Angi.s!. 
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tonina" e "Hipertensina", respectivamente. 

Por acuerdo posterior, esta substancia se denomi­

n6 "AMGIOTENSINA". Investigaciones más recientes han de 

mostrado que el substrato plasmático es una alfa 2 glo­

bulina; que el producto inicial de su desdoblamiento -­

por la renina, es un decapéptido llamado angiotensina I 

con actividad preeora d~bil o nula. Este decapéptido es 

transformado en un octapéptido de gran actividad preso­

ra, que es la angiotensina II; acci6n debida a una enzi 

ma plasmática llamada convertina, cuya actividad requi~ 

re la presencia de cloruros1 • 

Cuando se inyecta por vía intravenosa una pequeña 

cantidad de angiotensina II, la presi6n sanguínea aume~ 

ta notablemente y sigue alta por 5 6 10 minutos aproxi­

mádamente. En cambio, la inyecci6n de renina purificada 

produce un aumento lento de presi6n y se mantiene este 

nivel elevado de 40 á 60 minutos, la acci6n prolongada 

de la renina se debe a formaci6n lenta, continua, de an 

giotensina en el plasma sanguíneo circulante. Existe 

también en muchos órganos, entre ellos riñ6n, intestino 

e hígado, enzimas angiotensinasas que destruyen el oct! 

péptido presor. La angiotensina II es relativamente re­

sistente al calor, se disuelve en agua y alcohol , 1 es 

dializa ble. 
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Se han aislado de plasma de cerdo unos 5 eubstra 

toe diferentes de renina, que difieren s6lamente por -

el carbohidrato de la molécula de glucoproteína. La r~ 

nina rompe un enlace leucina-leucina que mie los áci-­

doe aminados 10 y 11 de la proteína para formar el de­

capéptido angioteneina l. La enzima transformadora ex­

t rae la histidina y la leucina de la terminal e de es­

t e péptido para formar el octapéptido activo angioten­

sina 11 cuya estructura es la siguiente: 

ASP-ARG-VAL-TIR-IL'EU-HIS-PRO-FEN 

Las angiotensinasas del cerdo y del caballo son 

idénticas; la del cantero difiere, en cuanto al ácido 

aminado de posición 5, donde se encuentra valina en lu 

gar de ieoleucina2• Se han sintetizado tma serie de a­

nálogos de aneiotensina, y se han definido los requeri 

mientos para su actividad biol6gica3. 

Por varios métodos de investigación, como técni-
' 

ca de anticuerpos fluorescentes, cultivo de tejidos, -

centrifugación diferencial y exámen citol6gico, se ha 

encontrado que el sitio de producción de renina son -­

las células granulares de la arteriola aferente, 8 ni• 
vel del polo vascular glomerular. Sin embargo• en dif! 

rentes estudios ee ha mencionado que la r enina se pue­

de encontrar tambi'n en la mácula densa . Todos loe ee-
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tudios indican que el sitio de producción de ren i na son 

l as células yuxtaglomerulares. 

Rn las investigaciones de Hartroft se ha estable­

cido la relación entre el aumento de la granulación de 

las células yuxtaglomerulares y el awnento de la activi 

dad plasmática de renina. 

Hay varias pru.ebas a favor de que la r enina sea -

sec retada por las células yuxtaelomerularess 

1.- En las ra tas hipertensas po r ~anio hra de Goldblatt, 

el riñón cuya arteria se encuentra en constricción, 

presenta célu1.as yuxtaglornerulares ricas en gránu-­

los, (alta activi dad secretora). Las células yuxta­

glomerulares del otro riñón, cuya per~usión es nor­

mal, contienen menos gránulos que los ri ñones de ra 

tas testi go ( actividad secretora disminuida). 

2. - También en la rata, lo s ri ñones aislados perfundi-­

dos con sangre a alta presión pierden la granula- -

ción de las células yuxtaglornerulares. En ri ñones -

perfundidos con presiones normales o bajas l a gran~ 

lación persiste. Estas dos observaciones sugieren -

que una disminución de la pr esión an arteriola afe­

r ente , mediant e ligadura parcial de la arteria re-­

nal , esti mula la s ecreción de r en ina por l as cél u--
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las yuxtaglomerulares. La formación de anr,iotensina 

11 en la sangre circulante produce un aumento coro-­

pensador de la presión arterial; en cambio una pre­

sión aumentada en l a arteria renal disminuye la pr~ 

ducción basal de r enina. 

3.- Una alimentación rica en sal, y la inyección de des 

oxicorticosterona (DOCA) producen hipertensión acom 

pañada por desaparición de los gránulos de las célu 

las yuxtaglomerulares. Una al imentación sin sodio, 

así co .rto la suprarrenalectomía, di sminuyen la pre-­

sión a rterial. Ambos procedi ~ientos a~nentan nota-­

blemente la can t idad de gránulos en las células Yll:! 

taglomerulares. 

4.- Puede obtenerse r enina de la corteza renal que con­

tiene glo ~nérulos, pe ro no de la médula ni de la pa­

pila donde sólo hay túbulos. 

Bl aisla:niento de los glomérulos y va :.10 s corr espon­

dientes (con un dispositivo magné t ico) después de -

inyectar partícula s de hierro ha mostrado que la -­

fuente de renina es, el glomé r ulo o bién los vas os 

unidos a él. 

5.- La cantida d de r enina que puede obtenerse de los r i 

ñones es paralela a la cuntidad de gránulo s qÜ.e se 
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encuentran en células yuxtaglomerulares. 

6.- Los anticuerpos contra renina de conejo marcados -

con fluoresceína, se localizan específicamente en 

los gránulos de las células yuxtaglo rnerulares. 

Todas estas pr uebas s ugieren : que el polo vascu­

lar glomerular es un 6rgano que al mismo tie;npo perci­

be la presión y secreta ho~nonas; que los gránulos de 

las células yuxtaglomerulares contienen la R"fi!lTINA ; que 

la compresión de una arteria renal aumenta la secre- -

ción de RF.NINA, produciendo un aumento co mpensador de 

la presi6n arterial de perfusi6n. 

Algunos trabajos recien t es han relacionado la 8.!! 

giotensina con la regulaci6n nor:nal de la pres i6n art~ 

rial en distintos estados funcionales, adernás se sabe 

que la angiotensina es fundamental en la regulación de 

secreci6n de aldosterona, facilitando así indirecta.rren 

te la c onservación de sodio por el túbulo renal y el -

aumento del volumen extracelular. Al actuar directameg 

te sobre los tú.bulos renales, l a angiotensina disminu­

ye la reabsorci6n de sodio y contrarre sta la conserva­

ci6n indirecta de este ión producida por la aldostero-

na. 

Las di s tintas funciones de la renina y angioten--
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sina que acabaDos de mencionar hacen poco pro~able que 

la actividad del sis tema se enc uentre bajo influencia 

de un factor único. Vander ha revisado lo s mecanismos 

principales que intervienen en l a regulaci6n de la li­

beración de renina, los cm:les son : 

a ).- Los cambios de presi6n dentro de arteriolas efe-­

rentes. 

b}.- Los cambios de composici ón del líquido tubular a 

nível de l a ná cula densa . 

c).- Los impulsos nerviosos simpáticos. 

d).- Las catecolaminas y otras substancias humorales -

conocidas o no. 

Skeggs (1951) en su primer intento para determi­

nar angiotensina en sangre utilizó un riñón artificial 

y los dializados obtenidos fueron purificados y su ac­

tividad presora fué probada en l a rata. Má s tarde de sa 

rrolló un método para medir l ~.1 angiotensina en sangre 

utilizando 250 ml que fueron extraí dos rápidamente de 

l a arteria y puestos en alcohol. Los filtrados alcohó­

licos fueron purificados por extracción y cromatogra-­

fía, obteniénf. ose un 50 á 60~ de pureza. Post @ri or;n@n 

te el método fué a µlicado para el ens~yo de sangre ar­

t erial en sujetos hu:nános. Se observó que la concentra 
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ci6n de angiotensina en sangre en casos de hipertensión 

maligna es mucho más alta que en sujetos normotensos y 

pacientes con hipertensi6n benigna4 • 

Paladini (1959) int rodujo un método que requiere 

solamente 50 ml de sangre para el ensayo de angiotens_!. 

na. La r ecuperación fué de 63%. Buchner (1964) descri ­

bió un método más corto para la deter:ninación de angi~ 

tensina en sangre arterial; con muestras de 50 a 100 -

ml de sé:ingre obtuvo extractos que fueron tratados por 

cromatografía sobre papel, después el u.idos, evaporados 

secados y finalmente ensayados en ra~as. 

Debido al bajo peso molécular de l a aneiotensina , 

es difícil la producción de anticuerpos por lo que, -­

Deodhar (1960), entrelazando químicamente este polipér 

tido a una proteína indujo la producción de un antisue 

ro en conejos con reacción cruzada con angiotensina 11. 

Goodfriend us6 un conjugado con carbodimida para pro-­

ducir compl ejos de angiotensina II-proteína. Haber, 

por medio de radioinrnunoensayo empleando fi ltración en 

gel fué capái de obtener pequeñas cantidades de anr;io-

tensina, haciendo reac cionar la angiotensina marcada -

con l3lI con anticuerpos producidos en conejos median-

te la inyecci6n de un polínero angiotensin-poli-1-lic_!. 

na. Al adicionar angiotensina sin marcar a la me zcla 
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antígeno-anticuerpo, una parte de la angiotensina mar­

cada se de splazó del comple jo y se encontró una rela-­

ción cuantitativa, entre la cantidad de angiotensina -

no marcada añadida, libre, y la angiotensina marcada -

resultante del complejo. 

También para la renina se practicaron bioensayos, 

existi endo do s métodos para su determinación, directo 

e i nd irec t o. El primer método es t á fundamentado en el 

efecto presar, inyectando intravenosamente a un animal 

una solución de renina. Los extractos no estaban li- -

bres de angiotensinasas. Haas, en 1966, pensó que el -

animal ideal para el ens ayo era el perro porque no re­

quiere anestesia complicada o procedimientos quirúrgi­

cos largos, además los perros responden a la inyección 

int ravenosa de la renina de todos los ma míferos. Nair, 

en 1959, usó un méto do similar para el ensay o de reni­

na usando, en lugar de perro s conejos en t renados sin -

anestesia. 

En el método indirecto la renina es incubada con 

una cantidad relativamente grande de substrato apropi~ 

do. Para un ensayo preciso tarito renina como substrato 

no deben contener angiotensinasas. Haas realizó esta -

prueba con substrato de suero hwnano, eliminando angi~ 

tensinasas por procedi mientos que incluyen tratamien--
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tos con ED'I'A, fracciona~iento con sulfato de a~onio y 

diálisis. El suero ya libre de angiotensinasas fué i~ 

cubado 10 horas a 38° e y a un pH de 6.9 . • La cantidad 

de angiotensinasas que fueron eliminadas para este mé 

todo y con las condiciones experimentales antes ex- -

puestas se utilizaron para el ensayo presar directo -

en perros preparados. 

Para obtener substrato de renina en altas con-

centraciones, Alonso fraccion6 plasma obtenido de pe­

rros en los que se había practicado nefrectomía. 

Cook y Lee descubrieron que la preparación - -­

ideal de substrato para obtenci6n de renina debería -

tener las siguientes propiedades: 1) una alta activi­

dad en términos de angiotensina producida por mg de -

proteína presente; 2) ser estable; 3) no regenerar 

substancias vasoactivas cuando sea incubada sola; 4) 

es tar libre de a.n ¡~ i otensinasas. Tuvieron exi to prepa-

rando dichos substratos de plasma, bajo condiciones -

esteriles, de conejos en los que se había practicado 

nefrectomía. El suero fué purificado por cromatogra-­

fía usando técnica es téril. Si esta técnica no se hu-

biera usado, la angiotensina hubiera aparecido activa 

mente en las soluciones al ser contaminadas por micrQ_ 

organis !11os º Co :1 0 la re ni na estándar fué obt enida de -
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conejo en etanol seco, la relativa sensibilidad de es-

te método no puede ser comparada al usado por Haas. 

Se vi6 entonces que la obtención de renina en -­

plasma en el hombre y animales es más complicado que -

la obtención en el tejido de riñ6n4• 

Los métodos de bioensayo que se han descri t o no s 

servirán para )lacer una comparación con el método de -

Rad i oinmunoensayo que se uti lizó en este trabajo y po­

der ver las vent ajas que reune este método, tanto en -

sensibilidad co mo en la di s minución del tiempo emplea­

do en otros métodos más complicados. 



C A P I T U L O III 



GENERALIDADES 

a) De la insuficiencia renal cr6nica 

La función primordial del riñón es l a de mante­

ner en sus límites normales las condiciones físicas y 

qUÍ i7licas del plasma sanguíneo, siendo la orina el pr~ 

dueto de la actividad del riñ6n donde se excretan los 

productos metabólicos. 

La insuficiencia renal crónica generalmente a-­

vanza lentamente y dura a menudo meses o años antes -

de que sus síntomas se desarrollen. El padecimiento Be 

caracteriza por la reducci6n gradual de las funciones 

renales causando retención de productos metabólicos -

y dist urbios en el medio, y como la pérdida de la fll!! 

ci6n renal es gradual el cuadro clínico es diferente 

al de la insuficiencia renal aguda. 

Dentro de lo que caracteriza a la insuficiencia 

renal crónica, la retención nitrogenada (elevación de 

los valores en sangre de urea, creatinina, nitrógeno 

total no protéico y nitrógeno residual) es consecuen­

cia de la disminución de la filtración glonerular. La 
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retención nitrogenada solo alcanza un nível moderado -

cuando la filtración glomerular ha desdendido por deb! 

jo del 50% de su valor nonnal, posteriormente alcanza 

cifras elevadísimas que expresadas en urea sobrepasan 

los 500 y 600 mgl, cuando . la filtración glomerular está 

por debajo de 10 ml/minuto. 

En la aparición de la hiperazoemia (aumento de -

substancias nitrogenadas en la sangre) y el comienzo -

de la enfermedad renal causal puede mediar un período 

de tiempo considerable que puede ser de 15 a 20 años ~ 

en algunas glomerulonefritis crónicas. Sin embargo de 

un modo general la retención nitrogenada es más precoz 

y acentuada· en las nefropatías glomerulares que en las 

tubulointersticiales, debido a que en aquellas lo pri­

mero en afectarse son los glomerulos, en tanto que en 

estas la afectación glomerular ea secundaria y tardía. 

Otra de las características de la insuficiencia 

renal crónica es que se altera la capacidad de produ-­

cir una orina concentrada, que clínicamente se mani­

fiesta por poliuria con orina de baja densidad. 

Los síntomas iniciales de una insuficiencia re-­

nal son variados pero son frecuentes: la fati ca física 

y mental, la inapetencia y el estado nauseoso. Avanz~ 

do el proceso, el organismo entero acusa las consecuen 



17 

parte de las enfermedades renales que cuTsan con insu­

ficiencia renal presentan también hi pertensión arte- -

rial y el síndrome secundario de la misma es decir la 

enfermedad cardiovascular hipertensiva. 

Dentro de lo s síntomas respiratorios, la disnea 

con r espiración profunda, de Kussmaul, o la forma rít­

mica de Cheyne-Stokes, es frecuente en los períodos a­

vanzados, el enfermo es insensible a su disnea, perma­

nece tranquilo y quie t o; estas modificaciones del rít­

mo respiratorio son debidas a la acidosis sistémica. 

Dentro de las alteraciones hematológicas la ane­

mia es un signo casi const<:i n t e de la insuficiencia re­

nal crónica, aún cuando esta no sea muy importante, es 

freouente encontrar cifras de hematíes entre 3.5 y 3 -

mil l ones en casos de insufici encia renal avanzada con 

disminución de la filtración glomerular por debajo de 

los 30 ml/minuto, la anemia puede llegar a menos de -­

los 2 millones, es nor:rrocítica y normocrómica, con si­

deremia nor:nal o l i geramente elevada. 

La tendencia hemorragípara de la insuficiencia -

r enal se caracteriza por gingivorragias, petequias, e­

quimos is, epistáxis, hematemesis y melenas. 

En la insuficiencia renal crónica de larga dura-
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ci6n se producen alteraciones esqueléticas en casi el 

50% de los casos que se conocen co !no osteodi s t rofia -

renal. 

Las ma.YJ.ifestaciones psíquicas del cuadro urémi-

co son muy variables hay enfermos que conservan su l.::z 

cidez mental hasta el mo'Tiento de entrar en coma ; o- -

tros en cambio tienen confusión mental y desorienta-­

ción espacial y temporal mucho tiempo antes de prese~ 

tarse el estado de coma. Es posi ble que en estos últ! 

mos caso s influya también el aporte def ectuoso de oxí 

geno a las células cere brales debido <~ la anemia, así 

como a la presencia de substancias t6xicas que inhi-­

ben los procesos enzimáticos de las ~uronas • .. 
El coma es el estadía final del síndrome urémi-

co. Bste cuadro es cada vez menos frecuente, quiza -

porque las alteraciones bi oq~Ímicas y electrolíticas 

son :ne jor conocidas y pueden s er corr egidas adecuada-

;nen te . 

Las causas de la insuficiencia renal crónica en 

un 60% son principalmente: 1) la glomerulonefritis 2) 

hipertensión maligna y ·3) pielonefritis cr6nica. 

La glomerulonefritis es una enfermedad que afe~ 

ta las asas capilares del glomérulo, Durante la glo~ 
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rulonefritis cr6nica la velocidad de filtración glom~ 

rular disminuye progresivamente. Aparece hiperazoemia 

relat ivamente importante cuando la velocidad de fil-­

tración glomerular llega a ser menor de 40 ml/minuto. 

Pueden explicarse satisfactoriamente la reten--

ción de nit rógeno y el aumento de las cifras sanguí--

neas de sulfato, urato, creatinina, etc., por la dis-

minuci6n de la velocídad de filtración glomerular. 

La hipertensión maligna tiene la triada clásica 

de: 

· 1).- Presión sanguínea diast6lica que excede de 130 -

mm. Hg. 

2).- Neurorretinopatías hipertensivas. 

3).- Daño renal demostrado por proteinuria y eleva- -

6 1 
, 6 

ci n de a urea sanguinea • 

La pielonefritis es una manifestaci6n de infec­

ción bacteriana de los riñones. El microorganismo res 

ponsable es E. coli5. 
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b) Estudios de laboratorio en la insuficiencia renal 

crónica. 

Los principales son: Determinación plas rnática -

de co2 , sodio, potasio, cloruros, urea, creatinina y 

osmol aridad en sangr e , además de biometr ía hemática. 

Otro estudio de importancia es el exámen gene-­

ral de or i na que nonnalmente se practica en una orina 

reciente, prefiriéndos e la primera de la mañana y en 

orina de 24 horas se determina: sodio, potasio, cloru 

ros y creatinina. 

TJl tima:nente se ha vi sto que la determinación de 

angiotensina es muy importante ya que los efectos de 

esta proteína son varios: entre ellos podemos mencio­

nar un efecto presor, el efecto estimulante de la se­

creción de aldosterona y un efecto directo sobre la -

hemodinámica renal y la excreción de sodio. 

c) Método de radioinmunoensayo. 

Uno de los desc~brimientos que más han contri-­

buido al desarrollo de -la endocrinología en las últi• 

mas décadas , ha s ido i ndudablemente el radioinmunoen­

sayo, que ha permitido al fis i ól ogo conocer nuevos y 

diferentes me<:anis nos de regulación hormonal y al clí 
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nico efectuar valoraciones más objetivas de las dife­

rentes endocrinopatías asociadas con hiper 6 hipose-­

creci6n de ciertas hormonas. "En un principio las hor­

mónas protéicas, debido a sus características estruc­

turales y a que circulan en concentraciones pequeñís! 

mas (del orden de nanogra1nos y picogra:itos) , resulta-­

ban muy difíciles de valorar mediante bio ensayos esp~ 

cíficos porque la mayoría exhibían poca especi f icidad 

y el n~nero de muestras que se podían analizar era li 

mitado. Fué hasta 1960 cuando Yalow y Berson publica­

ron po r pri ·nera vez el método radioinmunológico para 

:nedir ins alina en plasma humano. 8 Con algunas modifi­

caciones al método original se han determinado más de 

vein t e hormonas protéicas, ocho o diez hor:nonas no 

protéicas y aún substancias no hormonales, tales como 

vitamina B¡2 y ácido f6lico.9 

El principio general del radioinmunoensayo se -

puede resucnir fácilmente en dos reac ciones de tipo -­

competí tivo (Figura 1). La hormona marcada con el ra­

dioisótopo (Ag) se une al anticuerpo específico (Ac) 

para fornar un compl e jo radioactivo antígeno-anti cue.E 

po. El r adio i nmunoensayo , se basa en la capacidad que 

tiene l a hornona (Ag) (no marcada con radioisótopos) 

presente en el plasma o en la solución tipo para co:n-

petir con la hor .uona r cdioacti va por el anticuerpo es 
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pecífico y por lo tanto inhibir s u unión con dicho an 

ticuerpo. Co :no consecuencia de es ta unión cor.ipeti t i va, 

la proporción entre hor~ona r 8dioactiva unida al anti 

cuerpo (B) y hormona radioactiva no unida al anticue! 

po (F) va di sminuyendo conforme aumen t a la concentra­

ción de la hornona no r adioactiva, present e en el lí­

quido biológico que se analiza. La concentración de -

la hormona no radioactiva, por ejemplo en e l plasma, 

se obtiene al coJJparar la inhi bición que dicho plasma 

ocacion6 entre la unión de la hormona radioac t iva y el 

anticuerpo específico (B: F), con la inhibición obten,!. 

da por las sol uciones tipo que contienen concentraci o 

nes conocidas de dicha hormona. 10 

Existen diferentes maneras de expresar l os re-­

s ul tados de es ta uniÓD co ~peti tiva. Una de ellas fué 

8 propuesta por Yalow y Rerson y consiste en expresar-

las como la proporción entre la hormona r adioac tiva -

unida al anticuerpo (B) y la no unida al anticuerpo -

o l i bre ( F): B/ F y los resultados expresados gráfica­

mente en escala aritmética (figura 2). También se - -

puede expresar como el porcenta je de la hor;nona unida 

al anticuerpo {por ciento B) usando escGl a aritJJética 

o s e ; c il ogarít;ni c <~ (figura 3) . 
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HORMONA 

RADIOACTIVA 

(Ag) 

+ 
ANTICUERPO 

ESPECIFI CO 

(Ac) 

HORMONA NO 

RADIOACTIVA . (*) 

Agx 

/~ 
COMPLEJO RADIOACTIVO COMPLEJO NO RADIOACTIVO 

ANTI GENO .-ANTI CUERPO 

(Ag)-.Ac 

"E" 

(*) TIPO O MUESTRA DE PLASMA 

FIGTffiA I 

ANT IGENO-ANT ICUERPO 

Agx.Ac 

Esquema que ilustra el principio 

básico del radio inmuno ensayo . 

Exi s ten dentro del radioinmunoensayo términos -

que son importantes conocer: 

Yodaci6n: La mayoría de las hormonas peptídi- -

cas tienen cuando menos un residuo tirosina, el cuál 

puede ser marcado con yodo radioactivo. La razón por 

la cual se usa yodo radioactivo en lugar de otros ra-

diois6topos (carb6n14 ó tritiurn), es debido a que se 

obtiene una actividad específica elevada, necesaria -

para los fir.es particulares del radioinmunoensayo. El 
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método más cooummente usado para la yodación de horma 

té . 1 d . t G ' u t ll nas pro icas es e escri o por reenwoon y liun -er. 

La yodaci6n debe restringirse a un áto ~o de yodo por 

cada molécula de la hormona. 

Actividad específica: Este término se r efiere a 

la proporci6n de la hormona pr·otéica que se a vuelto 

radioactivo como consecuencia de la yodación. Una gran 

actividad específica se correlaciona con una gran ra-­

dioactividad. La actividad específica se puede expre-­

sar como cuentas por minuto/unidad de masa o bién como 

curies o microcuries/unid&d de masa. 

Daño: Indica la proporci6n de moléculas de la -

hormona protéica, que han sido al t eradas durant e el -

proceso de la yodaci6n, y q_ue se cOL'portan · como si ya 

estuvieran unidas al anticuerpo. Este daño puede ser 

ooaeionado por la radioaci6n interna del yodo radioac 

tivo o por un exceso cuanti 6 cualitativo del agente 

oxidante. 

Efici encia: Se refiere a la proporción en que -

el yodo radioactivo se ha unido a la hor~ona protéica. 

Por ejemplo: una eficiencia del 70%, significa que la 

mayor parte del yodo radioactivo se ha Wlido a la hoE 

mona al final de la reacción, por lo t anto la hormona 

así marcada tendrá una elevada actividad específica 
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y un gran número de cuentas por minuto. 

o.f 

0·1 

\ 
º·" ~ 

O·' \ 
o . <I 

o .3 

o . ;¿ 

o . 1 

~I GUR~ I.I 

curva típica en papel aritmético. Cada punto repre­
senta el promedio de cada una de las concent raciones 

Fracci6n unida ( B): Hace r eferencia a la pro poE 

ción de l a hormona protéica r adioac t iva unida al anti 

cuerpo, existiendo di f erentes métodos para separar es 

ta f racci6n: 

a) Cr omatoelectrofores is en papel, la f racci6n 
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11 B" se localiza en el extremo opuesto al si 

tio de aplicaci6n de la muestra. 

b).- Doble anticuerpo, la fracción 11 B11 se encuen 

traen el precipitado. 

c).- carbón-dextrán, la fracción "B11 se localiza 

en· el sobrenadante. 

% de enlace 

30 \ 

FIGURA III 

curva típica donde se expresa el pareen 
taje de unión de la hormona radioactiva 
al anticuerpo, e~ r elación a las caneen 
traciones de HEF , expresadas en escala 
semilogarí tmica 

* Hormona estimulante del folículo 

Fracción libre : (F): Es la pr9porción de la horm~ 

na protéica radioactiva, que no se ha unido al anti- -

cuerpo y que no está dañada. En la cromatoelectrofore-
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sis en papel, la fracción "F" se localiza en el ori-­

gen; en el sistema de separación con doble anticuerpo 

se encuentra en el sobrenada~te; en el sistema de se­

paración con carbón-dextrán, se localiza en el preci­

pi tado.12 

Para el desarrollo apropiado del radioinmunoen­

sayo es preciso que se cumplan ciertos reqUisi tos·: 

1) Precisión. Es la habilidad para diferenciar 

concentraciones diferentes de la hormona. Una manera 

de conocer la precisión es por medio de la estimación 

del coeficiente de variación, el cual se obtiene al -

dividir la desviación estándar entre el promedio de -

la concentración •. Un radioinunmoensayo no debe tener 

un rango de variación superi0r al 3%. 

2) Sensibilidad. Está definida por la concent~ 

ción más pequeña de hormona que puede ser diferencia-

da claramente de la concentración "cero" de hormona. 

Un modo sencillo de conocer la sensibilidad es prese!!_ 

tar eráficamente los resultados obtenidos para la cur 

va estándar usando rma escala semilogarítmica y obser 

var qué concentraciones abarca la porción recta de di 

cha curva. Sin embargo, es obvio que solo el análisis 

es t adístico de los resultados puede demostrar cuál es 

el lími te de sensibilidad tanto en concent r aciones 
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altas como bajas de la hor~ona. 

3) Especificidad. Se refiere a la capacidad del 

sisteTia para determinar exclusivamente la hormona que 

se desea cuantificar, o bién aquellas estructuralmen­

te semejantes a la estudiada; por lo mismo un radioin 

munoensayo determinado no debe detectar otras horma-­

nas protéicas diferentes. 

4) Reproducibilidad. Bs la capacidad que tiene 

una prueba para producir un mismo punto de la gráfica 

tipo.· La ónice manera de conocerla, es tener resulta­

dos a lo largo de varios meses de trabajo y analizar 

los valores obtenidos para ese punto de la gráfica. -

Es deseable que el máximo coeficiente de variaci6n -­

cea del 20~ para concentraciones altas y bajas de la 

hormona y del 10~ para concentraciones medias de la 

misma. 

5) Variabilidad intraensayo. Se puede conocer -

fácilmente si se analizan varias veces (por ejemplo -

duplicado) cada una de las diferentes muestra8 de - -

plasma o suero hwna.no, o bi én diferentes concentraci~ 

nes del patr6n. Al analizar los resultados, se obtie­

ne el promedi o y la desviaci6n estándar para conocer 

el grado de variabilidad intraensayo. 
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6) Variabilidad interensayo. }~ste parámetro se 

puede determinar al investigar diversas muestras de -

plasma o suero hu~ano que contienen di fe rentes concen 

traciones de la hor'nona en es tudio, las cuales se ana 

lizan en radioinmunoensayos realizados en diferentes 

días o meses. Una vez que se tiene un número suficien 

te de ensayos, se calcula el promedio y la desvia- -

ci6n estándar de los resulta do s obtenidos en cada una 

de las muestras analizadas y en es ta forma se conoce 

el grado de vari abilidad interensayo. 

7) Finalmente s e reco :ii enda el uso de una carta 

de cont rol de calidad con objeto de poder tener un co 

nociüento preciso del radi oinmunoensayo que se e rn- -

ple6. 13 

Una vez cumpli dos es tos requisitos se puede de­

cir qu.e el radioinmunoensayo es un método muy útil no 

s ólo para el diagnósti co de la deficiencia o exceso -

de una hormona deterni nada, sino también para est u.- -

diar diferentes aspectos de la físioloeía humana. 
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SELECCIOM DE LOS PACIENTES 

Se determinó actividad de renina plasmática por 

el método de radioinmunoensayo en 13 pacientes, con -

diagnóstico de insuficiencia renal crónica, secunda-­

ria a nefropat!as parenquimatosas, con o sin hiperte~ 

si6n arterial secundaria. 

El estudio se realizó con un múmero mayor de p~ 

cientes, pero debido a que algunos no soportaror~ "i:li · -

·1as menores dietas de cloruro de sodio a las que es-­

tuvieron sometidos, solamente en 13 de ellos fué pos! 

ble llevar a cabo el estudio completo. 

A cada paciente se le determinó actividad de re 

nina al fina'i de 3 períodos de 6 días; en el primer -

período los pacient es recibieron una dieta hiposódi­

ca estricta (15 mEq/día) en su alimentación ; en el s~ 

gundo período se les mantuvo con dieta hipos6dica es­

tricta igual que en el primer período más 5.85 g. de 

NaCl (lOOmEq/día) ad~inistrados en forma de cápsulas, 

y en el tercer período se les mantuvo a dieta hipos6-

dica (igual que antes), más 10 g. de NaCl (171 mEq/ -

día) también como cápsulas. 
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En el quinto y sexto día de cada período, a los 

pacientes, se les determin6 angiotensina I plasmática 

a las 8 a.m. en decúbito y a las 12 a.m. en posición 

de pié después de 4 horas de ambulación. Al quinto -­

día se tom6 muestra de sangre para medir urea, creati 

nina, co2, sodio y potasio. En la orina recolectada -

de 24 horas, el quinto y sexto día de cada período se 

midi6 excreción urinaria de sodio, potasio y depura-­

ción de creatinina. Además se midi6 la presión arte-­

rial a ~as 12 a.m. con esfigmomanómetro de mercurio. 

En la tabla II se encuentran los datos del die! 

nóstico clínico, edad, promedio de creatinina y depu­

ración de creatinina en los pacientes estudiados, de 

los que el 10~ corresponden al sexo femeni no. 



TABLA II 

No. F. dad Diag. 

(años) 

1 47 P.N.C. 

2 54 G.N.C. 

3 19 G.N.C. 

4 47 P.N.C. 

5 19 G.N.C. 

6 56 R.P. 

7 59 N.T. 

8 23 G.N.C. 

9 43 G.N.C. 

10 31 G.N.C. 

11 56 P.N.C. 

12 48 P.N.C. 

13 37 G.N.C. 

cr.P. = creatinina plasmática 

D.cr. = depuración de creatinina 

R.P. = .riñ6n poliquístico 

cr. p. 

mg % 

18.9 

14.6 

18.4 

23.5 

11.2 

22.5 

2.0 

20.4 

13.2 

25.8 

9.7 

9.0 

2.5 

N.T. = nefritis tóxica (Kanamicina) 

P.N.c. = pielonefritia crónica 

G.N .c. = glomerulonefritis crónica 

3a 

D.cr. 

ml/min. 

1.5 

3.0 

1.8 

0.6 

4.8 

1.6 

33.0 

3.0 

5.9 

1.1 

3.6 

2.2 

18.8 
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DESCRIPCION DEL MF.TODO DE RADIOINMUNOr.:~I~3AYO 

PARA MEDI R ANC IO~'ENSINA I PLASIAATICA 

A) Fundamento: 

El método de radio inrnunoensayo para determinar -

ac tividad de renina está basado en la medida del grado 

de generación de angio t ensina I, como se ve en si guie~ 

te pat rón metabólico: 

Angiotensinógeno r enina 
------------------- Angi ot.ensina I 

Angiotensina I enzima convertina 
--------------------- Angiotensina II 

. . an.o-i otensinasas 
Ang1ot ens1na II -----~=------------- Polipé ptidos inac 

ti vos 

La elaboración de esta secuencia proporcionó las 

bases para considerar este trabajo y poder definir su 

significado clínico.14 La angi otensina II estimula la 

secreción de aldosterona en la glándula suprarrenal y 

rodo el sistema contribuye a la regulaci6n del balan­

ce normal de sddio. Conn y colaboradores15 sugieren -

que la medición de la actividad de la renina en plas-
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ma en pacientes hipertensos puede ayudar en el diagno~ 

tico diferencial de hiperaldosteroniSi"O prima.ria y se-

cundario. 

La actividad elevada de la renina es indueida en 

personas normales por una dieta baja de sodio, terapia 

diurética o postura erecta, mientras que la baja acti­

vidad de la renina es índucida por una dieta alta de -

sodio, esteroides retenedores de sodio o la posici6n -

de decúbi t o. 

B) Principios de la prueba: 

El equipo de radioinmunoensayo de la actividad -

de la renina de ta Clinical Assays lnc. signi fica i.m -

m~todo simpie y preciso para la deter~inaci6n de la a~ 

tividad de la renina por la medida del nível de gener~ 

ci6n de angi otensina l en pl asma. El equipo i ncluye to 

dos los reactivos requeridos en el proceso. 

V.l ensayo que es una modificación del método de 

Haber16 , i nvolucra una competencia obligatoria de an-­

gio t ens i na marcada con 1251 con ot ra que no es marcada 

por el ant icuerpo específico a la angiotensi na l. La -

separac i ón de angi ot ensina I marcada con 12 5r unida al 

anticuerpo y la angiotensina I marcada con 1251 libre 

ea obtenida por precipitación de la fracci6n del enla-
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ce con un segundo anticuerpo. El uso de la técnica de-

la separación de un doble anticuerpo adquiere un sign! 

ficado especial al separar la porci6n libre de la por­

ción agregada, el doble anticuerpo precipita solamente 

material no dañado que ha sido enlazado por el anti- -

cuerpo de l a angiotensina r 17 • 

Después de la centrifugaci6n el enlace de radi o-

actividad contenido en el precipitado es medido en un 

dontador de rayos gamma y solamente el precipi t ado se 

cuenta. La especificidad de l método de sep[: raci 6n eli­

mina la necesidad de contar tanto la porci6n l i bre co­

mo la porción enlazada. 

El ensayo tiene una sensibilidad de 30 pg aunque 

los níveles bajos cercanos a 10 ng pueden ser cuantifi 

cado s. 

C) REACTIVOS: 

A.- Tris tamp6n 

Disolver: 

Adicionar: 

Guardar: 

1.0 g de trizma en 50 ml de agua. 
Ajustar a pH 7.4 con NaOH 0,1 N 6 
con 'ácido acético glad al, usendo 

un medi dor de pH. 

Agua a un volumen de 100 ml en ma­
tráz volumétrico. 

En refrigerador. 
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Estabilidad: 2 meses 

B.- Solución patrón de 100 nr:,/ ml 

Adicionar: 

Guardar: 

1.0 ml de tris tampón a el tubo -­
que contiene angio tensina I patrón 

quedando una solución de 100 ng/ml 
Mezclar suavemente. 

Reconstituir un frasco de solución 
patrón cada vez que se use y con-­

servarlo en r efrie era dor. 

c.- Ant isuero de angiotens i na I 

Adicionar: 

Guardar: 

1.0 ml de agua a el frasco que co~ 

tiene antisuero de angiot ens ina I. 

Mezclar suavemente evitando l a f or 
mación de espuma. 

En refrigerador 

Estabilidad: ~ínima de un mes después de recons 

tituido. 

D.- Angi otensina I marcada con 1251 

Adicionar: 

Guardar: 

10 ml de tris tampón a el f rasco -
que contiene angiotensina I marca­
da. Mezclar suavemente y evitar la 

formación de espuma. 

En refrigerador 

Estabilidad: Dos meses. 

E.- Suero humano t ratado 

Adicionar: 5 ml de agua al frasco que contie-
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ne suero hwnano tratado. 'ftezclar -
suavemente y evitar formaci6n de -
espuma. 

En congelador. 

Estabilidad: Mínimo tres meses. 

F.- Suero normal de conejo 

Ad i cionar: 

Guardar: 

10 ml de tris tampón al tubo que -

contiene suero nor~al de cone j o. 
\ilezclar suavemente. 

En conr,elador 

E~tabilidad: Mínimo tres meses 

G.- S11ero de cabra anti-cone ,jo 

Contenido: 

Guardar: 

10 ml de suero de cabra anti -cone­
jo con preserv2tivo. 

En congelador 

Estabilidad: Mínimo tres meses 

H.- Soluci6n de s ulfato de 8-hidroxi-qui noleína 

Contenido: 

Guardar: 

Soluci6n de 660 mg de 8-hidr~xi- -
q_uj noleína en 10 ml de agua. 

En refrigerador y en frasco obscu-

ro. 

I.- Solución de dimercaprol 

Contenido: 10% de 2, 3-dimercaptopropanol en 

aceite y conteniendo 20% de benzoa 

to de bencilo. 

Estabilidad: Por tiempo indefinidó 



J.- Solución de hidr6xido de soio 0.1 N 

K.- Acido acético glácial Q.P. 

L.- Agua deionizada 

D) MATr.:RJAJ, 

Tubos de vidrio de 12 x 75 

Pipetas volumétricas de 0.5, 1, 5, 10 :nl. 

Pipeta gr aduada de 1 ml. 

'.Ucropipeta de 5, 10, 50, 100 lamdas 

Matráz volumétrico de 100 ~l. 

V.) APARATOS 

Potenciométro 

Agitador vo rtex 

Centrífuga refrigerada 

Baño de ag oo 

Contador de rayos ga;nma 

F) OBTF.NCION D~ LAS MUr~'l'RAS 

38 

La sangre del paciente debe ser recolectada en -

tubos de vidrio conteniendo EDTA como anticoa~ulan­

te a una concen t raci6n de 1 me;/ml de sanere y colo­

ca.él.os en hielo. 
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1,a muestra debe ser c entri fugada inmediatamente 

a 4° ~ y el plasma trans fe r i do a un tubo de plast! 

co y guardaúo en concelador. 

G) PREPARi\CION m: LAS HUF.STRi\S 

l)o- A 2 ml. de plasma del paciente que s e ha man-

tenido en congelaci6n, agr egar 10 lamdas de solución 

de sulfato de 8 hidroxi-quinoleína y 5 lamdas de solu 

ción de dimercaprol. Mezclar bi én. 

2).- Dividir los 2 rnl. de plasma en dos porciones 

la pr imera es rotulada cua tro y guardada entre O y 4º 

e en un baño de hielo, exactement e durant e 3 horas. -

I,a segunda porción es rotulada 37 y es incubada a 37° 

e en un baño de agua durante 3 horas exac:tamente. 

3') .- Al término de las 3 horas, se juntan todos los 

tubos para colocarlos en un baño de hielo y así seguir 

traba jando la técnica. 

H) PRm'ARACION DE LAS SOLUCIONF.S TIPO 

Se parte de un frasco rotulado A, el cuál contie 

ne una soluci6n patrón de angiotensina de 100 ng/rnl. 

Dentro de los tubos rotulados del B al G se pipe 
' -

tea 1 ml. de tris amorti e;uador y se continúa como si--
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gue: 

Den t ro del t ubo B pipetear 0.5 ml. de la Sül ución 

patrón del frasco A y mezclar con vortex. 

Transferir 0.5 ml. del tubo B al tubo Co 
l( 

'J'ransferj r 0.5 ml •. del tubo e al tubo D. 
ji, 

Transferir o. 5 ;nl. del t ubo D a l tu;: o V 
~· . * 

Trans fe rir o. 5 ;nl. del t uco E al tubo 4' ' . .,.. 
Transferir 0.5 ml . d<Ü tubo F al tul:o G • * 

* 'vl:ezclar perfecta:r1ent r; bién c on vortex . 

Tenemos entonces 7 diluciones del Upo de an¡:io-

tensina I como sieue : 

TABLA I 

Tubo An¡.:iotensina I Ar:gio t ensina I 
concent raci6n contenido en 

ng/rnl 0.1 :nl. 

A 100 10 ng 

B 33.3 3.33 n g 

e 11.1 1.11 ng 

D 3.70 370 pg 

P. 1.23 123 pg 

p 0.410 41 . 0 pg 

G 0. 137 13.7 pg 
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I) PREPARACION DF! LA GR.AFICA DE CALIBR.ACION 

Para la gráfica se preparan 20 tubos numerados -

del 1 al 18 y T1 y T2 • Los tubos 1 y 2 son controles 

no contienen antisuero ni tipo, ta~bién pueden llamar­

s e blanco ( "B", cono lo r efe riremos posteriormente en 

los cálculos) . 

Los números 3 y 4 son controles del máxi mo de e.!_! 

lace y no contienen tipo. (para los cálculos se regis­

tran con las letras "CME"). 

Los tubos numerados 5 al 18, debidamente aparea­

dos, servirán. para colocar en cada par los tipos marc~ 

dos "A" a "G", (y se controlan para fines de cálculos 

con las concentraciones especificadas en la tabla I). 

Los tubos rotulados T1 y T2 , corresponden al so­

brenadante de los tubos 1 y 2, como adelante se .indica 

(sus literales para los cálculos son CT). 

Guardar todos los tubos en un baño de hielo du-­

rante la adici6n de los reactivos, como ya se dijo an-

teriormente. 

La adici6n de los reactivos es como sigue: 

1).- Pipetear soluci6n tris tamp6n a los tubos en la -

forma siguiente : 0.9 ml a los tubos 1 á 4; y Oe 8 



42 

ml a los tubos 5 á 18 . 

2 )o- Adi ci onar suero humano t ratado, reactivo "E", a -

l os tubos 1 al 18, 0.05 ml; mezclar con vortex. 

3).- Agr egar las soluci ones t ipo preparadas como se i~ 

dicó ant eriormente ( tabla 1), 0.1 ml de ca da una, 

a los t ubos 5 y 6 al par 17 - 18 . 

4).- Agr egar 50 mi crolitros de angiotensina I marcada 

con 125r . Mezclar con vortex. 

5).- Tapar lo s t ubos 1 y 2 para evitar la adici6n del 

antisuero durante el s i g1.üent e paso. 

6)0- Agregar 10 mi crolit ro s de ant isuero de cone j o a -

todos l os tubos exc ept o al 1 y 2 (co mo se indico 

en e l inciso 5). 

7).- Pipetear a todos los tubos 50 microli t ros de sue-

ro de cabra anti-conejo. 

8) .- Agr egar 100 mi croli t ro s de Sl ero normal de cone j o 

a t odo s los tubos. 

9).- Mezcla r todos los t ubos completament e e incubar de 

18 á 22 horas a 4ºc, 

I1os t ubos contienen aho ra l os r eactivos como se 

observa en la tabl a III . 
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10).- Después de la _incubaci6n s e centri f ugan to dos -­

l os tubos duran t e 30 minutos a 1600 G., en cen-­

trí f uga refrieerada. 

11) .- Decanü 1r lo s sobrenadante s de los tubos 1 y 2 -­

dentro de los tubos marcados T1 y T2. 

12).- En los siguientes tubos se desecha el s obrenadan 

t e y los tubos se invier ten dejándolos un tiempo 

en e l refrigerador con el objeto de que escurra 

to do e l s obrenadante, pos teriormente secar el ex 

ceso con papel fil t ro. 

13) .- Conta r cada tubo en un conta dor de rayos ga:nrna -

durante 1 minutoº 

Blanco: Bl pro :nedio de cuentas de los tu­

bos 1 y 2. 

cn~CT cuentas totales: El promedio de las cuen­

tas de los tubo s T1 y T2 . Normalmente de­

ben est2r en el rango de 2,000 á 5,000 --

c.p.m. 

CPMCMF. Control !lláxL 10 de enlace: El promedio de 

cuentas de los tubos 3 y 4 
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CP ~~A-G Cuentas obtenidas por tubo: El promedio 
de las cuent as en cada par de tutos de 
la solución tipo que se indica en la ta 

bla I. 

Gráfica de calibraci6n. 

El porcentaje de enlace (% EA-G) para cada con­

centraci6n de tipo es cal ~ ulado de la siguiente mane-

ra: 

% EA-G 

Los datos de porciento de enlace de cada tipo s e 

registran contra la concentración de angiotensina I de 

cada tubo, en papel semilogarítmico de 3 ciclos, unien 

do los puntos con una línea curva carc..c terística co mo 

se observa en los ejemplos que se dan en el car ítulo -

sigui. ente• 

Capacidad de enlace del contenido de cada equipo de --

reactivos : 

J,os r eactivos han sido prepar2.do s para poder tr~ 

bajar con cada equipo durante un tiempo determinado, -

~uando el porcentaje de enlace empieza a decaer nos in 
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di ca que los reactivos es tán deteriorándose, y no es -
o 

convenient e usa rlos, este se calcula de acuer do con la 

f órmula si g1.ü ent e: 

Por ciento t o t al de enl ace 

En general el porci en t o total de enla ce debe s er 

en't re 50 - 60%. 

J) DESARROLLO DE LA TF:C NI CA CON LAS MUESTRAS PROBLE~.f.A 

Cuando se corre un ensayo clínico se trabajan -­

las muestras de los pacientes (por duplicado) paralel~ 

men t e a la gráfica, se trabajan alrededor de 8 á 12 --

muestras por cada curva de calibración que se corre, -

obteniéndose un total de 3 curvas por cada equipo de -

de reactivos. 

En G) se ha de s cri to la parte correspondiente a 

preparación de la muestra, como se observa por ~ada -

muestra se neceei.tan c~tro tubos, dos para la muestra 

que fué incubada a 37ºc y aos para la de 4º0, 

Una vez que las muestras fueron incubadas duran­

te t r es horas a 37ºc y a 4ºc la técnica a s eguir es: 
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1).- Pipetear en los cuatro tubos para cada mues t ra -

0.9 ml de tris tamp6n. 

2)o- Agregar 50 microlitros de suero o plasma que fu6 

incubado a 4ºC a lo s dos primeros tubos y el mis 

mo volQmen pero del suero que fué incuba do a 37º 

C al segundo par Q.e tubos. Mezclar con vortex . 

3)o- A ca da tubo continuar con el desarrollo de la téc 

ni ca en la misma forma descrita para la gráfica, 

a partir del paso 3 hasta el paso 13, en que s e 

hace la cuenta de rayos gamma. 

CALCULOS: 

El porcentaje de enlace de cada muestra es cal­

culado similarmente usando la misma ecuaci6n (% E4 ; 

% E37) 

El po rcentaje de enla ce obtenido es convertido · 

a valore s de angiotensina I interpolando en la gráfi­

ca trazada como qued6 señaladoº Se obtienen los valo­

res de las muestras a 4ºC y a 37°c. 

La diferenci a entre los valores de angiotensina 

I ( en ng), obtenida de los valores calculados para -

los tubos a 37ºc menos el de los tubos a 4ºc es la --

concentrac ión de angiot ensina I formada por l as mues-
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tras en 3 horas. 

Ea necesario conocer la cantidad de angiotensina 

I por ml. de muestra, y se usa la f6rmula siguiente: 

ng A/ml = (A37º - A4o) X ____ !.:.Q_i~.:.-~~-~~~~!!~l ___ _ 
0.05 (vol. de la muestra) 

Además es necesario conocer la actividad de la -

muestra en una hora, ya que nuestro proceso se lleva a 

cabo en 3 horas, el valor anterior se divide entre 3: 

ng A/ml/hr = _!!s-~L~.:.- = 
3 

Donde: 

o sea: ng A/rnl/hr = 20 

3 

A37 = Es la canti dad de angiotensina I presente 

en la alícuota de 50 lamdas de plasma in-

cubado a 37°c. 

A4 = La cantidad de angi ot ensina I presente en 

la muestra a 4ºc. 
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Finalmente, debe calcularse la actividad de la -

renina, que es la directamente responsable del cambio 

de angiotensin6geno en angiotensina I. Para ello es -­

que se dan las dietas hipos6dicas y se toman las mues­

tras en posici6n decúbito y de pié. 

RANGO NORMAL DE ACTIVIDAD DE R'OIINA 

Para 110 mEq de sodio, en decúbito: 1.0 ~ 0.2 ng/ml/hr 

de pié: 1.8 i 0.4 ng/ml/hr 

Para 10 mEq de sodio, en decúbito: 2.2 i 0.5 ng/ml/hr 

de pié: 5.9 i 0.4 ng/ml/hr 



C A P I T U L O VI 



RESULTAIDS 

En las tablas IV, V y VI, se encuentran resumi­

dos los datos obtenidos con los pacientes sometidos a 

cada una de las dietas, sin embargo, estos valores -­

han sido procesados matemáticamente para conocer la -

concentración de angiotensina I plasmática. 

A continuación se exponen las secuencias en que 

fueron utilizadas las fórmulas anotadas en el capítu­

lo V, para los cálculos correspondientes, así co::-0 -­

cada una de las operaciones que se realizan al segui r 

la técnica cuantitativa, con los datos que aparecen -

en la tabla III, en la que se encuentran los números 

de los tubos para la gráfica de calibración, T1 y T2 

y con los nlli~eros 21 - 22 la muestra de un paciente -

tomada a las 8 hrs. en decúbito, incubada a 4ºc; los 

tubos 23 y 24, la misma muestra pero incubada a 37°c. 

Para el par marcado 25 - 26, la muestra del mismo pa­

ciente, tomada a las 12 horas de pie, incubadas a 4ºc 

y el par 27 - 28, la misma muestra incubada a 37°c. 

Estos cuatro pares de tubos representan al cál-
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culo para la actividad de renina de un solo paciente -

y al aplicar las f6rmulas obtenemos: 

Porciento total de enlace 
CPMCMF. . - CPMB 

= ------~-------- X 100 
CPMCT - CPMB 

= -~§~~2~:_gg~Í-- X lOÓ 
1599 - 22.5 

= 53.3460 

Porciento de enlace para AI
8 

CPMA-G - CPMB 
= ------------- X 100 

CPMCME - CPMB 

10 ng: -!~ __ : __ gg_ X 100 = 206 % 
863 - 22 

3.33 ng: _12 _____ gg_ X 100 = 6.3 % 
863 - 22 

1.11 ng: -1~§-: __ gg_ X 100 = 14.7 % 
863 - 22 

370 pg: -~g~_: __ gg_ X 100 = 36o3 % 
863 - 22 



123 pg: _7g~_: __ gg_ X 100 = 83o2 % 
863 - 22 

41 pg: _§Q2_: __ gg_ X 100 = 93.1 ~ 
863 - 22 

13.7 pg: -~11_: __ gg_ X 100 = 97o7 % 
863 - 22 
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Lo s datos así obtenidos sirven para trazar la -

gráfica de calibración (gráf ica No. 1). 

Ahora se calcula para las muestras, usando la -

misma fórmula y el pro medio de las CPM de cada par, y 

con este r esultado se cálcula el porciento de enlace . 

y este se t raslada a la gráfi'ca para conocer la con-­

centración de angiotensina I plasmática, en l a si- - -

guiente forma: 

Tubos 21/22 862 - 22 
= ----------- X 100 = 99% R = 10 pg 

863 - 22 

Tubos 23/24 = _¿§g_: __ ??_ x 100 = 42% R = 355 pg 
863 - 22 

y a s í sucesivamente, hasta obtener t odos 10 8 valores 
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representados en el cuadro de la tabla III 

El siguiente paso es calcular la concentración 

en ng/ml/hr., tanto para los valores de las muestras 

a 4ºc como para las de 37ºc, aplicando la f6rrnula co 

rres pondient e. 

· (ng A3?º - ng A4o) x 20/3 = conc. de A.I. en ng/ml/hr. 

(355 - 10) X _gQ_ = 2,300 pg = 2o3 ng 
3 

( 230 - 10) 20 1,460 pg 1.46 ng X ---- = = 
3 

(370 - 20 2,393 pg 2.393 ng 10) X ---- = = 
3 

(210 - 10) X 
20 1,306 pg = lo306 ng = 
3 

(88 - 10) 20 520 pg 0.52 ng = ---- = = 
3 

(210 - 10) 20 1, 313 pg = L 313 ng = ---- = 
3 
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Estas cifras representan nanográmos de Angioten­

sina I por mililitro de muestra en una hora de incuba­

ción. 

Las cifras primera, tercera, y quinta represen-­

tan la actividad de las muestras tomadas a las 8 horas 

en decúbito, las cifras segunda, cuarta y sexta las -­

muestras tomadas a las 12 horas de piéo 

Las cifras primera y segunda el final del primer . 

período ; las cifras tercera y cuarta el final del se-­

gundo período; las ·ci fras quinta y sexta el final del 

. tercer pe ríodo. 

Con los resultados de los pacientes estudiados, 

se llevó a cabo este mismo sistema de cálculos que se 

encuentran resumidos en las tablas IV, v, ·vr, corres­

pondiendo cada tabla a un período respectiva~ente, -­

oiendo estos de: primer período, dieta de 15 mEq de -

sodio al día, segundo período dieta hiposódica e stri~ 

ta más 5.85 g . de NaCl y el tercer período, dieta hi­

posódica estricta más 10 g. de t.;aCl. Así mi r; mo se en­

cuentran en estas tablas los resultados de excreción 

urinaria de sodio y de potasio y la presión art erial. 



TABLA III 

'IUOOS 
TRIS. PATRON SUERO 12Skoo ANTI-SUE SUERO s. CABRJ 

CPM X CPM (S) % ENUCE (PFOB) 
REG. INHB. TRATAOO TRA R RO CON. NOR. CXlJ Vs. CCN 

1/2 0.9 o.os o.os 0.1 o.os 2S/ 20 . 22.S B 

3/4 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 827/900 863.S o-n::: - ,___ 
S/6 0.8 0.1 o . os o.os 0.01 0.1 o.os 32/S6 44 l.OJlg. 2.6 10 ng. 

7/ 8 0 . 8 0.1 o.os o.os 0 . 01 · 0.1 o.os :__t.8/1.2 _7S - 3.33 ng. 6.3 3.33 ng. 

9/10 0.8 0.1 o.os o . os 0.01 / 0.1 o.os 1S2/141 14~.s 1.11 ng . 14.7 1.11 ng~ 

~1/12 0.8 0.1 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 340/316 328 370 pg. 36.7 370 pg. ---
13/14 0.8 O.l o.os o.os 0.01 0.1 o.os 721/723 ' 722 123 pg. 83.2 123 pg. 

15/16 0.8 0.1 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 792/819 80S.S 41 pg. 93 .1 41 pg. 

17/18 0.8 0.1 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 893/796 844.S 1;.1 pg. 97.7 13.7 pg. 

T./l'.., 1S91/1607 1S99 CT S3.3 --
21/22 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 820/90S 8~2 99 10 pg. ----
23/24 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 402/363 382 42 3SS pg. 

2S/26 0.9 o.os o.os .0.01 0.1 o.os 86S/8S7 861 99 10 pg. 

27/28 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os S06/SOO S03 57. 230 pg. 

29/30 0.9 o.os o.os 0 . 01 0.1 o.os 847/877 862 99 10 1:9:· 

31/32 0.9 0.05 o.os 0.01 0.1 o.os 387/33S 361 40 370 pq. 

33/34 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 863/836 849 98 14 DJ . 

3S/36 0. 9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 921/906 913 105 l~_e!:_ 

t3 7 /38 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 742/752 747 86 88 pq. 

39/40 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os 83S/8Sl 843 97 13 pg. 

~1/42 0.9 o.os o.os 0.01 0.1 o.os S42/534 S38 61 210~ 





TABLA IV 

Dieta de 15 mEq_. ele sodio al 

Paciente Ang I (ng/ml/hr) trNav UKV 
No. 8 a .m. 12 R.rrt. mF.q/día mEq/día 

l 2 .1 5 1.02 40.2 9.4 

2 0.64 1.53 37.3 20.4 

3 0.86 1.38 16.3 14.4 

4 l .. 41 3.32 11.8 8.7 

5 0.48 1.43 41.8 30.0 

6 2.30 2.80 77.0 23.0 

7 0.98 4.79 7.4 38.3 

8 3.84 3.34 49.0 29.0 

9 0.73 l. 72 16.0 30.7 

10 i.07 2.26 24.2 17.6 

11 2.35 1.39 5.4 22.4 

12 0.93 1.28 30.5 t9.8 

13 0.60 1.12 16.3 25. 3 . 

Ane I = aneiotensina I 

UN
8
V = excreci6n urinar ia de sodio 

UKV = excreción urinaria de potasio 

P.A. • preei6n arteriaÍ 
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día 

. P.A.(12 a. l'l.) 

mm. Hg 

107/67 

140/85 

153/107 

200/107 

120/90 

130/U7 

150/97 

137/90 

140/105 

170/107 

127/80 

113/73 

105/70 



TA}JLA V 

Dieta de 15 mEq/día más 5.85 gr. de NaCl 

Paciente Ang I (ng/ml/hr) lltav UKV 

No. 8 a. r'l. 12 a.l"l. mEq/día m'Eq/día 

1 1.21 1.77 51.2 9.7 

2 o.64 0.51 40.2 22.0 

3 o.o ' 0.60 15.1 10.5 

4 1.J.8 6.30 20.0 8.3 

5 0.29 0.63 so.o 38.0 

6 3.26 4,56 53.0 15.0 

7 0.12 0.80 48.8 24.2 

u 3.25 3.94 41. 7 19.8 

9 0.32 0.30 29.8 23.9 

10 2.63 1.70 26.9 ·15. 5 

11 0.86 0.73 21. 7 17.9 

12 1.13 2.13 21.3 13.7 

13 0.39 o.oo 64.7 25.4 

Ang I = anejotensina I 

UNa V = excreci6n urinaria de sodio 

UKV = excreción urinaria de potasio 

P.A. e presión arterial 
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(100 mF.q/día) 

P.A. (12 a.l'l.) 
mm. Rg 

111/71 

132/03 

155/95 

210/110 

130/90 

157/90 

115/80 

120/80 

155/105 

173/107 

130/85 

93/63 

127/95 
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TABLA VI 

Diota hipos6dica estrjcta m~s 10 gr. de rracl (171 1 '\l~q/d{a) 

Paciente Ane I (ng/ml/hr) ut-rav UKV 
No, 8 a.m. 12 a.m. mF.q/dÍa mF:q/d{a 

1 1.46 1.93 81.4 11.0 ' 

2 0.05 o.o 100,6 27.5 

* 3 

4 o.o 2.46 33.4 7.7 

5 0.38 0.57 156.0 40.0 

* 6 

7 0.40 0.05 114.3 38.5 

8 2.77 3.61 79.2 20.0 

9 o.o o.o 100.6 21.2 

* 10 

11 0.15 0.13 90.6 19.8 

12 o.o o.o 61.2 114.4 

13 o.o o.o 159.0 26.4 

* Bstos pacientes no soportaron esta díeta 

Ang I = aneiotensina I 

UN8 V = excreción urinaria de sodio 

U V = excreción urinaria de potasio K 

P.A. = presión arterial 

P.A. (12 a.m.) 
mm. Hg 

120/70 

135/95 

215/112 

140/100 

150/87 

120/90 

177/127 

145/85 

97/63 

127/90 



C A P I T U L O VII 



ANALISIS BIOF.STADISTI CO 

Valores de ang i otensi na I plasm6ti ca obtenidos 

cada pe r ío do. 

Al 

2.15 

0.64 

00 86 

lo41 

0.48 

2.30 

0.98 

3.84 

0.73 

1.07 

2.35 

0.93 

0 . 60 

N = 13 

~ = 1.41 

El 

1 . 02 

l. 53 

1 .38 

3.32 

1 .• 43 

2. 80 

4.79 

3. 34 

l. 72 

2.26 

1. 39 

1. 28 

1. 12 

13 

20 568 

A2 

1. 21 

0.64 

o.o 
1.18 

Oo29 

3o26 

0.12 

3. 25 

0.32 

2o63 

0.86 

1.13 

0. 39 

13 

1.175 

B2 

1.77 

0.51 

0.60 

6. 30 

0.63 

4. 56 

o.so 

3.94 

0. 30 

1.70 

0.73 

2.13 

o.o 

13 

1. 844 

A3 

1.46 

Oo05 

o.o 
0.38 

0.40 

2.77 

o.o 

0 .15 

o.o 
o.o 

13 

0.521 

en 

B3 

lo 93 

o.o 

2.46 

0.57 

0. 05 

3.61 

o.o 

0.13 

o.o 
o.o 

13 

0.875 



s = 0.98 

sx= 0.212 

l. 725 

0.478 

A/B t 2.102 

p p<_0.05 

1/2 

A t = o. 564 

N.S. 

B t = 1.009 

N.S. 

1.147 

ºº 318 

1.929 

0.318 

1.075 

N.S. 

1/3 

t = 2.226 

p < 0.05 

t = 2. 578 

p < 0.05 

60 

0.908 

0.287 

l. 312 

0.415 

t = 

t = 

0.702 

N.S •. 

2/3 

1.479 

N.S. 

1.361 

N.S. 

En cada uno de los tres pe ríodos se deteroin6 la me­

dia y la desviación estándar para excreción urinaria de -­

sodio y potas io así como para la presión arterial, obte- -

ni éndose los si[ uientes resultados: 

Primer período = Dieta 15 mEq/día 

uNav UKV P.A. 

Hedía = 28 .71 22.23 137 .8/89.6 

Desviación St= 20.2 8.59 26.5/14.4 
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Segundo período = Dieta 15 mF.q/día más 5. 85 gr . de Na Cl 
(100 1nEq/día) 

Media= 37.3 

Desviaci ón St= 15.7 

18. 76 

8 .13 

P.A. 

139.1/88.8 

30.6/13.9 

Tercer pe río do = Dieta 15 mEq/dí a ;;-,á s 10 e; r. de Ea.el 

(171 mEq/día) 

uNav U V K P.A. 

Media = 97. 6?· 22.65 142.6/99. l 

Desviación St= 38 .8 10.7 33.2/1 8 .6 

uNav 

1/2 T = 1.210 (N. S .) 

1/3 T = 5.524 (p 0.001) 

2/3 T = 5.111 (p 0.001) 

Los c~~bios de excreción ur~naria de K y los cam-

bias de P.A., estadísticamen te no fueron significativos. 



C A P I T U L O VIII 



RRSTJl\OOT 

1).- Se des cribe el principio básico del radioinmuno­

ensayo. 

2).- Ge definen algunos vocablos técnicos utilizado s 

con regularidad. 

3).- Se analizan las características y ventajas QUe -

tj_ene el radioinmunoensayo para la medici6n de -

l a actividad de renina basada en la cuantifica-­

ci_6n de la angiotensina I º 

4).- Ge clasifican en forma adec-.iada a los pacientes 

para la investigación planeada. 

5).- Se analizan a cacc. v.no de d los sigcüendo la té~ 

ni ca de s c: ri ta, a s í como cuan t. i .fi cando su excre-­

ci6n de sodio y potasio, y la medición de la pre 

sión arterial. 

6).- Se establecen las c ondiciones necesarias para -­

que el método s e realice en forma satisfactoria, 

revisando previamen te todos los e q_uipos y mate--
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rial empleado. 

7) .- Se agrupan los resultados obtenidos para e .r"ectuar 

los cálculos necesarios para la cuantificaci6n de 

la Angiotensina I y actividad de renina. 

8)0- ~e analizan los resultados estadísticamente obte­

niendo los valores de promedio, desviaci6n típica 

varianza y error, los que sirven de base para el 

cálculo de probabilidades en la Prueba de Student. 



e A p I 'I' u r. o IX 



CONCLUSIONBS 

1).- El método de radioinmunoens <.yo a pesar de que em­

.plea marcadores radioactivos, en sí es sencillo y 

pueden efectuarse determinaciones en un tiempo mí 

nimo relativamente. 

2).- Tiene la ventaja de ser reproducible por lo que -

sus posibilidades de error son mínimas, aunque p~ 

ra el l o es ü1portante el hacer un lavado ad ecuado 

del material utilizado, de las manipulaciones que 

se realizan durante el ensayo y el control de la 

temperatura que debe llevarse a cabo nohre todo -

en la incubaci6n a 37° Co 

3).- Tiene la ventaja de efectuar cuentas por minuto -

en blanco, en capacidad máxima de enlace y en - -

cuenta total que permiten reconocer el :nomen to en 

que el juego de reactivos sea des echado, además -

de curmtificar concentraciones mínimas en el ran­

go de nanográmos y pico grámos, caracterí s tica que 

puede atribuirse a su especificidad. 

4).- De los puntos anteriores s e puede inferir que el 
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método reune las características que lo califican 

co:no muy buena clínica ya que es preciso, sensi-­

ble y específico. 

5).- Analizando a los pacientes en el período en que -

se les administraba una dieta hiponatrémica es .. -

tricta (15 mEq/día) se observa que a pesar de pa­

decer insuficiencia renal crónica su comportBmie~ 

to es similar al de los sujetos normales. 

6).- Los valores encontrados en el período con dieta -

de 100 mEq/día .fueron ~enores a los valores obte­

nido s en el primer período en angiotensina. 
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