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CAPITULO I



INTRODUCCION

En los Ultimos afios se ha observado que el método
de radioinmunoensayo en estudios bioldgicos ofrece mu--
chas ventajas, sobre otros métodos, aue incluyen: preci

sién, exactitud, sensibilidad y rapidez.

El método de radioinmunoensayo se basa en la capa

cidad que tiene una hormona protéice marcada con 125

I -
(antigeno) para competir con el anticuerpo especifico =
(en cantidad limitada), y asi inhibir la unidén del anti

cuerpo con dicha hormona.

Por lo tanto el motivo de este trabajo es demos--
trar que se puede determinar la actividad de renina - -
plasmitica, midiendo la generacidén de angiotensina I --
con el método de radioinmunoensayo, que resulta ser su-
perior a otros métodos para determinacién de actividad

de renina plasmitica.

Este estudio se planed en pacientes con insufi- -
ciencia renal crénica pordue se ha visto que la reten--
cién de sodio y los valores de angiotensina plasmdtica

son los factores mds importantes en el mantenimiento --



de la hipertensién arterial en este padecimiento.



ANTECEDENTES

Al final del siglo pasado, Tigerstedt y Bergman -
observaron que la inyeccién intravenosa de un extracto
de tejido renal producfa un aumento lento y sostenido -
de presién sanguinea. Ellos llamaron "RENINA" al princi
pio activo. Luego se demostrdé que la inyeccién repetida
re renina cruda producfa respuestas presoras cada vez -
menores, propiedad llamada "taquifilaxia". Se observdé =
m4s tarde que la purificacién de la protefna activa au-
mentaba su actividad presora cuando se inyectaba por --
via intravenosa, pero disminuia su capacidad de con- --
traer los vasos de la oreja de un conejo cuando se per-
fundia con solucién de Ringer-locke. Sin embargo, la --
adicién de plasma al liquido de perfusién que contenfa
renina purificada tenfa por resultado una constriccién

intensa de la oreja.

Dos investigadores, Page en Estados Unidos de Nor
teamérica y Houssay en Argentina demostraron que la re-
nina es una enzima proteolitica que reacciona con un --
componente plasnidtico para producir una sustancia preso

ra, denominada por esos grupos de investigadores "Angio



tonina" e "Hipertensina", respectivamente.

Por acuerdo posterior, esta substancia se denomi-
né "ANGIOTENSINh". Investigaciones mds recientes han de
mostrado que el substrato plasmético es una alfa 2 glo-
bulina; que el producto inicial de su desdoblamiento ==
por la renina, es un decapéptido llamado angiotensina I
con actividad presora débil o nula. Este decapéptido es
transformado en un octapéptido de gran actividad preso-
ra, que es la angiotensina II; accién debida a una enzi
ma plasmdtica llamada convertina, cuya actividad requie

re la presencia de clorurosl.

Cuando se inyecta por via intravenosa una pequeria
cantidad de angiotensina II, la presién sanguinea aumen
ta notablemente y sigue alta por 5 § 10 minutos aproxi-
middamente, En cambio, la inyeccién de renina purificada
produce un aumento lento de presién y se mantiene este
nivel elevado de 40 4 60 minutos, la accién prolongada
de la renina se debe a formacidén lenta, continua, de an
giotensina en el plasma sangufneo circulante. Existe --
también en muchos érganos, entre ellos rifién, intestino
e higado, enzimas angiotensinasas que destruyen el octa
péptido presor. La angiotensina II es relativamente re-
sistente al calor, se disuelve en agua y alcohol, y es
dializable,
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Se han aislado de plasma de cerdo unos 5 substra
tos diferentes de renina, que difieren sélamente por -
el carbohidrato de la molécula de glucoprotefna. La re
nina rompe un enlace leucina-leucina que une los 4ci--
dos aminados 10 y 11 de la protefna para formar el de- .
capéptido angiotensina I. La enzima transformadora ex-
trae la histidina y la leucina de la terminal C de es-
te péptido para formar el octapéptido activo angioten-

sina IT cuya estructura es la siguiente:
ASP-ARG=-VAL-TIR-ILEU-HIS-PRO-FEN

Las angiotensinasas del cerdo y del caballo son
idénticas; la del carnero difiere, en cuanto al ﬁcido
aminado de posicién 5, donde se encuentra valina en lu
gar de isoleucinaz. Se han sintetizado una serie de a-
nélogos de angiotensina, y se han definido los requeri

mientos para su actividad biolégica3.

Por varios métodos de investiggcién. como técni-
ca de anticuerpos fluorescentes, cultivo de tejidos, =
centrifugacién diferencial y exdémen citolégico, se ha
encontrado que el sitio de produccién de renina son --
las células granulares de la arteriola aferente, a ni-
vel del polo vascular glomerular, Sin embargo, en dife
rentes estudios se ha mencionado que la renina se pue-

de encontrar también en la mdcula densa. Todos los es-



tudios indican que el sitio de produccidn de renina son

las

células yuxtaglomerulares,

En las investigaciones de Hartroft se ha estable-

cido la relacidn entre el aumento de la granulacidn de

las

células yuxtaglomerulares y el aumento de la activi

dad plasmdtica de renina.

Hay varias pruebas a favor de que la renina sea -

secretada por las células yuxtaglomerularess

l"’

En las ratas hipertensas por maniobtra de Goldblatt,
el rifién cuya arteria se encuentra en constriccién,
presenta células yuxtaglomerulares ricas en grénu--
los, (alta actividad secretora). Las células yuxta-
glomerulares del otro rifién, cuya perfusidén es nor-
mal, contienen menos granulos que los ririones de ra

tas testigo (activided secretora disminuida).

También en la rata, los rifiones aislados perfundi--
dos con sangre a alta presién pierden la granula- -
cidn de las cédlulas yuxtaglomerulares. En rifiones -
perfundidos con presiones normales o bajas la granu
lacidén persiste. Estas dos observaciones sugieren -
que unz disminucién de la presidén an arteriola afe-
rente, mediante ligadura parcial de la arteria re--

nal, estimula la secrecién de renina por las célu--
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las yuxtaglomerulares. La formacidén de angiotensina
II en la sangre circulante produce un aumento com--
pensador de la presidn arterial; en cambio una pre-
sién aumentada en la arteria renal disminuye la pro

duccidén basal de renina,

Una alimentacidn rica en sal, y la inyeccidn de des
oxicorticosterona (DOCA) producen hipertensidén acom
patiada por desaparicién de los grédnulos de las célu
las yuxtaglomerulares. Una alimentacidén sin sodio,

asi cono la suprarrenalectomia, disminuyen la pre--
sidén arterial. Ambos procedimientos aunentan nota--
blemente la cantidad de grdnulos en las células yux

taglomerulares.

Puede obtenerse renina de la corteza renal que con-
tiene glomérulos, pero no de la médula ni de la pa-

pila donde sélo hay tdbulos.

7l aislamiento de los glomérulos y vasos correspon=
dientes (con un dispositivo magnético) después de -
inyectar particulas de hierro ha mostrado que la --
fuente de renina es, el glomérulo o bién los vasos

unidos a é1.

La cantidad de renina que puede obtenerse de los ri

flones es paralela a la cuntidad de grdnulos que se



encuentran en células yuxtaglomerulares.

6.- Los anticuerpos contra renina de conejo marcados -
con fluorescefna, se localizan especificamente en

los grénulos de las células yuxtaglomerulares.

Todas estas pruebas sugieren: que el polo vascu-
lar glomerular es un Srgano que al mismo tiempo perci-
be la presidn y secreta hormonas; que los grénulos de
las células yuxtaglomerulares contienen la RENINA; que
la compresidén de una arteria renal aumenta la secre- -
cién de RENINA, produciendo un aunento compensador de

la presidn arterial de perfusién.

Algunos trabajos recientes han relacionado la an
giotensina con la regulacién normal de la presién arte
rial en distintos estados funcionales, ademds se sabe
que la angiotensina es fundamental en la regulacidn de
secrecién de aldosterona, facilitando asi indirectauen
te la conservacidén de sodio por el tGbulo renal y el -
aumento del volumen extracelular. Al actuar directamen
te sobre los tdbulos renales, la angiotensina disminu-
ye la reabsorcién de sodio y contrarresta la conserva-
cién indirecta de este idén producida por la aldostero-

na.

Las distintas funciones de la renina y angioten--



sina que acabanos de iencionsr hacen poco probable que
la actividad del sistema se encuentre bajo influencia
de un factor Gnico. Vander ha revisado los mecanismos
principales que intervienen en la regulacién de la 1li-

beracidn de renina, los cusles sons

a).- Los cambios de presidén dentro de arteriolas afe--

rentes,

b).- Los cambios de composicidén del lfquido tubular a

nivel de la adcula densa,
¢).- Los impulsos nerviosos simpdticos.

d).- Las catecolaminas y otras substancias humorales -

conocidas o no.

Skeggs (1951) en su primer intento para determi-
nar angiotensina en sangre utilizé un rifién artificial
y los dializados obtenidos fueron purificados y su ac-
tividad presora fué probada en la rata. Mds tarde dese
rrollé un método para medir 1= angiotensina en sangre
utilizando 250 ml gque fuercn extraidoé rdpidamente de
la arteria y puestos en alcohol. Los filtirados alcohé-
licos fueron purificedos por extraccidn y cromatogra--
£{a, obteniéncose un 50 4 607 de pureza, Posteriorien=
te el método fué aplicado para el enscyo de sangre ar-

terial en sujetos hunznos. Se observé que la concentra
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cidén de angiotensina en sangre en casos de hipertensién
maligna es mucho mds alta que en sujetos normotensos y

pacientes con hipertensién benigna4.

Paladini (1959) introdujo un método que requiere
solamente 50 ml de sangre para el ensayo de angiotensi
na, La recuperacién fué de 63%%. Buchner (1964) descri-
bié un método més corto para la determinacién de angio
tensina en sangre arterial; con muestras de 50 a 100 -
ml de sengre obtuvo extractos que fueron tratados por
cromatografia sobre papel, después eluidos, evaporados

secados y finalmente ensayados en ratas.

Debido al bajo peso molécular de la angiotensina,
es diffcil la produccién de anticuerpos por lo que, --
Deodhar (1960), entrelazando quimicamente este polipép
tido a una protefna indujo la produccidén de un antisue
ro en conejos con reaccién cruzada con angiotensina II.
Goodfriend usé un conjugado con carbodimida para pro--
ducir complejos de angiotensina II-protefna. Haber, --
por medio de radioinmunoensayo empleando filtracién en
gel fué capdz de obterer pequeflas cantidades de angio-
tensina, haciendo reaccionar la angiotensina marcada -
con 1311 con anticuerpos producidos en conejos median-
te la inyeccidén de un polinero angiotensin-poli-L-lici

na., Al adicionar angiotensina sin marcar a 1la mezcla
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antigeno-anticuerpo, una parte de la angiotensine mar-
cade se desplazb del complejo y se encontrd una rela--
cidén cuantitativa, entre la cantidad de angiotensina -
no marcada afiadida, libre, y la angiotensina marcada -

resultante del complejo.

Tanbién para la renina se practicaron bioensayos,
existiendo dos métodos para su determinacidén, directo
e indirecto. E1 primer método estéd fundamentado en el
efecto presor, inyectando intravenosamente a un animal
una solucidn de renina. Los extractos no estaban li- -
bres de angiotensinasas. Haas, en 1966, pensé que el -
animal ideal parz el enssyo era el perro porgue no re-
quiere anestesia complicada o procedimientos quirGrgi-
cos largos, ademids los perros responden a la inyeccidn
intravenosa de la renina de todos los mamf{feros., Nair,
en 1959, usé un método similar para el ensayo de reni-
na usando, en lugar de perros conejos enlrenados sin -

anestesia,

Fn el método indirecto la renina es incubada con
una cantidad relativamente grande de substrato apropia
do. Para un ensayo preciso tanto renina como substrato
no debten contener angioiensinasas. Haas realizé esta -
prueba con substrato de suero humano, eliminando angio

tensinasas por procedimientos que incluyen tratamien--
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tos con EDTA, fraccionamiento con sulfato de amonio y
didlisis. El suero ya libre de angiotensinasas fué in
cubado 10 horas a 38° ¢ Yy a un pH dé 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 presor directo -

en perros preparados.

Para obten er substrato de renina en altas con-
centraciones, Alonso fracciondé plasma obtenido de pe-

rros en los que se habfa practicado nefrectomia.

Cook y Lee descubrieron que la preparacidn - -
ideal de subétrato para obtencidén de renina deberia -
tener las siguientes propiedades: 1) una alta activi-
dad en términos de angiotensina producida por mg de -
protefna presente; 2) ser estable; 3) no regenerar --
substancias vasoactivas cuando sea incubada sola; 4)
estar libre de an;iotensinasas., Tuvieron exito prepa-
rando dichos substratos de plasma, bajo condiciones -
esteriles, de conejos en los que se habfa practicado
nefrectomfa. El suero fué purificado por cromatogra--
f{a usando técnica estéril., Si esta técnica no se hu-
biera usado, la angiotensina hqbiera aparecido activa
mente en las soluciones al ser contaminadas por micrg

organiswos, Co:0 la renina estédndar fué obtenida de -
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cone jo en etanol seco, la relativa sensibilidad de es-

te método no puede ser comparada al usado por Haas.

Se vié entonces que la obtencidén de renina en --
plasma en el hombre y animales es més complicado que -

la obtencidn en el tejido de rifiént,

Los métqdos de bioensayo que se han descrito nos
servirdn para hacer una comparacidén con el método de -
Rad ioinmunoensayo que se utilizé en este trabajo y po-
der ver las ventajas que reune este método, tanto en -
sensibilidad como en la disminucién del tiempo emplea-

do en otros métodos mds complicados.



CAPITULO III



GENERALIDADES

a) De la insuficiencia renal crénica

La funcidén primordial del ritidn es la de mante-
ner en sus limites normales las condiciones fisicas y
qufinicas del plasma sanguineo, siendo la orina el pro
ducto de la actividad del rifién donde se excretan los

productos metabdlicos.

La insuficiencia renal crénica generalmente a--
vanza lentamente y dura a menudo meses o aiios antes -
de que sus sintomas se desarrollen. El padecimiento ce
caracteriza por la reduccién gradual de las funciones
renales causando retencién de productos metabdlicos -
Yy disturbios en el medio, y como la pérdida de la fun
cién renal es gradual el cuadro clfnico es diferente

al de la insuficiencia renal aguda.

Dentro de lo que caracteriza a la insuficiencia
renal crénica, la retencidn nitrogenada (elevacién de
los valores en sangre de urea, creatinina, nitrégeno
total no protéico y nitrdégeno residual) es consecuen-

cia de la disminucidén de la filtracién glomerular. La
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retencidn nitrogenada solo alcanza un nivel moderado -
cuando la filtracidén glomerular ha desdendido por deba
jo del 50% de su valor normal, posteriormente alcanza
cifras elevadfsimas que expresadas en urea sobrepasan
los 500 y 600 mg$ cuando la filtracién glomerular estéd

por debajo de 10 ml/minuto.

En la aparicién de la hiperazoemia (aumento de -
substancias nitrogenadas en la sangre) y el comienzo -
de la enfermedad renal causal puede mediar un periodb
de tiempo considerable que puede ser de 15 a 20 afios =
en algunas glomerulonefritis crdniqas. Sin embargo de
un modo general la retencidn nitrogenada es mds precoz
y acentuada en las nefropatias glomerulares que en las
tubulointersticiales, debido a que en aquellas lo pri-
mero en afectarse son los glomerulos, en tanto que en

estas la afectacién glomerular es secundaria y tardia.

Otra de las caracteri{sticas de la insuficiencia
renal crénica es que se altera la capacidad de produ--
cir una orina concentrada, que clfnicamente se mani- -

fiesta por poliuria con orina de baja densidad.

Los sintomas iniciales de una insuficiencia re--
nal son variados pero son frecuentes: la fatiga fisica
y mental, la inapetencia y el estado nauseoso. Avanzan

do el proceso, el organismo entero acusa las consecuen
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parte de las enfermedades renales que cursan con insu-
ficiencia renal presentan también hipertensidén arte- -
rial y el sindrome secundario de la misma es decir la

enfermedad cardiovascular hipertensiva.

Dentro de los sintomas respiratorios, la disnea
con respiracién profunda, de Kussmaul, o la forma rit-
mica de Cheyne-Stokes, es frecuente en los per{odos a-
vanzados, el enfermo es insensible a su disnea, perma-
nece tranquilo y quieto; estas modificaciones del rit-

mo respiratorio son debidas a la acidosis sistémica.

Dentro de las élteraciones hematoldgicas la ane-
mia es un signo casi constonte de la insuficiencia re-
nal crdénica, ain cuando esta no sea muy importante, es
frecuente encontrar cifras de hematies entre 3.5y 3 -
millones en casos de insuficiencia renal avanzada con
disminucién de la filtracidn glomerular por debajo de
los 30 ml/minuto, la anemia puede llegar a menos de --
los 2 millones, es noraocitica y normocrdémica, con si-

deremia normal o ligeramente elevada.

La tendencia hemorragipara de la insuficiencia -
renal se caracteriza por gingivorragias, petequias, e~

quimosis, epistdxis, hematemesis y melenas,

En la insuficiencia renal crdénica de larga dura-
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cién se producen alteraciones esqueléticas en casi el
507, de los casos que se conocen cono osteodistrofia -

renal.

Las manifestaciones psiquicas del cuadro urémi-
co son muy variables hay enfermos que conservan su lu
cidez mental hasta el momento de entrar en coma; o- -
tros en cambio tienen confusidn mental y desorienta--
cidén espacial y temporal mucho tiempo antes de préseg
tarse el estado de coma. Es posible que en estos Wlti
mos casos influya también el aporte defectuoso de oxi
geno a las células cerebrales debido & la anemia, asi
como a la presencia de substancias téxicas que inhi--

ben los procesos enzimdticos de las neuronas.

°

Tl coma es el estadfo final del sindrome urémi-
co. Rste cuadro es cada vez menos frecuente, quiza -
porque las alteraciones bioguimicas y electroliticas
son mejor conocidas y pueden ser corregidas adecuada-

mente.

Las causas de la insuficiencia renal crénica en

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

hipertensidén maligna y ‘3) pielonefritis crénica.

La glomerulonefritis es una enfermedad que afec

ta las asas capilares del glomérulo, Durante la glome
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rulonefritis crénica la velocidad de filtracidn glome
rular disminuye progresivamente., Aparece hiperazoemia
relativamente importante cuando la velocidad de fil--

tracidén glomerular llega a ser menor de 40 ml/minuto,.

Pueden explicarse satisfactoriamente la reten--
cidn de nitrdégeno y el aumento de las cifras sangui--
neas de sulfato, urato, creatinina, etc., por la dis-

minucidén de la velocidad de filtracidén glomerular,

La hipertensién maligna tiene la triada clésica

de:

“1).- Presidn sanguinea diast6lica que excede de 130 -

mm, Hg.
2).- Neurorretinopatias hipertensivas.,

%3).- Dafio renal demostrado por proteinuria y eleva- -

: 6
cién de la urea sanguinea .

La pielonefritis es una manifestacién de infec-

cién bacteriana de los rifiones. El microorganismo res

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

crénica.

Los principales son: Determinacidén plasmdtica -
de 002, sodio, potasio, cloruros, urea, creatinina y

osmolaridad en sangre, ademds de biometria hemdtica.

Otro estudio de importancia es el exémen gene--
ral de orina que normalmente se practica en una orina
reciente, prefiriéndose la primera de la mafiana y en
orina de 24 horas se determina: sodio, potasio, cloru

ros y creatinina,

Tltimamente se ha visto que la determinacidn de
angiotensina es muy importante ya que los efectos de
esta protefina son varios: entre ellos podemos mencio=-
nar un efecto presor, el efecto estimulante de la se-
crecién de aldosterona y un efecto directo sobre la -

nemodindmica renal y la excrecién de sodio.

¢) Método de radioinmunoensayo.

Uno de los descubrimientos que mds han contri--
buido al desarrollo de.la endocrinologfa en lag (lti«
mas décadas, ha sido indudablemente el radioinmunoen-
sayo, que ha permitido al fisidlogo conocer nuevos y

diferentes mecanisnos de regulacidén hormonal y al cli
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nico efectuar valoraciones mds objetivas de las dife-
rentes endocrinopatias asociadas con hiper & hipose--
crecién de ciertas hormonas. Bn un principio las hor-
ménas protéicas, debido a sus caracter{sticas estruc-
turales y a que circulan en concentraciones pequeﬁisi
mas (del orden de nanogramos y picogranos), resulta--
ban muy diffciles de valorar mediante bioensayos espe
c{ficos porque la mayorfa exhibian poca especificidad
y el ntmero de muestras que se podfan analizar era i1
mitado. ™ué hasta 1960 cuando Yalow y Berson publica-
ron por prinera vez el método radioinmunolégico para

medir insulina en plasma humano.8 Con algunas modifi-
caciones al método original se han determinado mds de
veinte hormonas protéicas, ocho o diez hormonas no --
protéicas y aln substancias no hormonales, tales como

vitanina By, y 4cido £6lico.”

El principio general del radioinmunoensayo se =
puede resunir fédcilmente en dos reacciones de tipo --
competitivo (Figura 1). Le hormona marcada con el ra-
dioisdtopo (Ag) se une al anticuerpo especifico (Ac)
para fornar un complejo radioactivo antigeno-anticuer
po. El radioinmunoensayo, se basa en la capacidad gque
tiene la hormona (Ag) (no marcada con radioisétopos)
presente en el plasma o en la solucidén tipo para com-

petir con la hor.iona radiocactiva por el anticuerpo es
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pecifico y por lo tanto inhibir su unidén con dicho an
ticuerpo. Como consecuencia de esta unidn ccapetitiva,
la proporcidn entre hor-iona rzdioactiva unida al anti
cuerpo (B) y hormona radioactiva no unida al anticuer
po (F) va disminuyendo conforme aumenta la concentra-
cidén de la hormona no radioactiva, presente en el 1{i-
quido bioldégico que se analiza. La concentracidn de -
la hormona no radioactiva, por ejemplo en el plasma,

se obtiene al comparar la inkiticidén que dicho plasma
ocacion& entre la unién de la hormona radioactiva y el
anticuerﬁo especffico (B:F), con la inhibicidn obteni
da por las solucionés tipo que contienen concentracio

- ; - 0
nes conocidas de dicha hormona.1

Existen diferentes maneras de expresar los re--
sultados de esta unidrn competitiva. Una de ellas fué
propuesta por Yalow y T’,erson8 y consiste en expresar-
las como la proporcidén entre la hormona radioactiva -
unida al anticuerpo (B) y la no unida al anticuerpo -
o libre (F): B/F y los resultados expresados grafica-
mente en escala aritmética (figura 2); También se - -
ruede expresar como el porcentaje de la hormona unida
al anticuerpo (por ciento B) usando escela aritmética

o sexilogarftnica (figura 3).
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HORMONA ANTICUERPO HORMONA NO
RADIOACTIVA WSPECIFICO . RADIOACTIVA (%)
(Ag) (Ac) rg”
COMPLEJO RADIOACTIVO COMPLEJO NO RADIOACTIVO
ANTIGENO~ANTICUERPO ANTIGENO=-ANTICUERPO
(Ag)-.Ac Ag*.Ac
g

(*) TIPO O MUESTRA DE PLASMA

FIGURA I
Esquema que ilustra el principio

bédsico del radioinmunoenssyo.

Existen dentro del radioinmunocensayo términos -

que son importantes conocer:

Yodacidn: T.a mayorfa de las hormonas peptidi- -
cas tienen cuando menos un residuo tirosina, el cudl
puede ser marcado con yodo radioactivo. La razdn por

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

14

dioisStopos (carbén™" 8 tritium), es debido a que se
obtiene una actividad especifica elevada, necesaria -

para los fires particulares del radioinmunoensayo. Fl
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método m4s comummente usado para la yodacidn de hormo
nas protéicas es el descrito por Greenwood y Hunter.l1
La yodacién debe restringirse a un dtomo de yodo por

cada molécula de la hormona.

Actividad espec{fica: Este férmino se refiere a
la proporcién de la hormona protéica que se a vuelto
radioactivo como consecuencia de la yodacidén. Una gran
activided esprecifica se correlaciona con una gran ra--
dioactividad. La actividad especi{fica se puede expre--
sar como cuentas por minuto/unidad de masa o bién como

curies o microcuries/unidad de masa,

Dafios Indica la proporcién de moléculas de la -
hormona protéica, que han sido alteradas durante el -
proceso de la yodacidén, y que se couportan como si ya
estuvieran unidas al anticuerpo. Este daflo puede ser
ocasionado por la radioacidén interna del yodo radioac
tivo o por un exceso cuanti 6 cuzlitativo del agente

oxidante.

Eficiencia: Se refiere a la prbporcién en que -
el yodo radioactivo se ha unido a la hormona protéica.
Por ejemplo: una eficiencia del 70%, significa que la
mayor parte del yodo radioactivo se ha unido a la hor
mona al final de la reaccidn, por lo tanto la hormona

as{ mercada tendrd una elevada actividad especi{fica
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¥y un gran nimero de cuentas por minuto.

8/

0.

L " & 4 3

P ) L . x .
¢ o /0 a0 3JIo YO sO 60 o go Go 100 -n;/)w,/

FIGURA II

Curva tf{pica en papel aritmético. Cada punto repre-
senta el promedio de cada una de las concentraciones

Fraccién unida (B): Hace referencia a la propor
cidn de la hormona protéica radioactiva unida al anti
cuerpo, existiendo diferentes métodos para separar es

ta fraccidn:

a) Cromatoelectroforesis en papel, la fraccidn
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"B" se localiza en el extremo opuesto al si

tio de aplicacidén de la muestra.

b).- Doble anticuerpo, la fraccién "B" se encuen

tra en el precipitado.

¢).- Carbén-dextrdn, la fraccién "B" se localiza

en el sobrenadante,

% de enlace

30

HEF ()7/)-/)

s Joo 200 %o0 Goo /oo?

FIGURA III

Curva tipica donde se expresa el porcen
taje de unién de la hormona radioactiva
al anticuerpo, ep relacidén a las concen
traciones de HEF , expresadas en escala
semilogar{tmica

* Hormona estimulante del foliculo

FPraccidén libre:.(F): Es la proporcién de la hormo
na protéica radioactiva, que no se ha unido al anti- -

cuerpo y que no estéd dafiada. Bn la cromatoelectrofore-
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sis en papel, la fraccién "F" se localiza en el ori--
gen; en el sistema de separacién con doble anticuerpo
se encuentra en 8l sobrenadante; en el sistema de se-
paracién con carbdén-dextrdn, se localiza en el preci-

pitado.12

Para el desarrollo apropiado del radioinmunoen-

sayo es preciso que se cumplan ciertos requisitos:

1) Precisién. Es 1la habilidad para diferenciar
concentraciones diferentes de la hormona. Una manera
de conocer la precisién es por medio de la estimacidn
del coeficiente de variacidén, el cual se>obtiene al -
dividir la desviacidén estdndar entre el promedio de -
la concentracidén.. Un radioinmuncensayo no debe tener

un rango de variacién superior al 39%.

2) Sensibilidad. Estd definida por la concentra
cién més pequeria de hormona que puede ser diferencia-
da claramente de la concentracidén "cero" de hormona.
Un modo sencillo de conocer la sensibilidad es presen
tar gridficamente los resultados obtenidos para la cur
va esténdar usando una escala semilogaritmica y obser
var qué concentraciones abarca la porcién recta de di
cha curva, Sin embargo, es obvio que solo el andlisis
estad{stico de los resultados puede demostrar cudl es

el 1imite de sensibilidad tanto en concentraciones --
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altas como bajas de la hormona.

%) Especificidad. Se refiere a la capacidad del
sistema para determinar exclusivamente la hormona que
se desea cuantificar, o bién aquellas estructuralmen-
te semejantes & la estudiada; por lo mismo un radioin
munoensayo determinado no debe detectar otras hormo--

nas protéicas diferentes.

4) Reproducibilidad. Es la capacidad que tiene
una prueba para producir un mismo punto de la gréfica
tipo.'Lé Unice manera de conocerla, es tener resulta-
dos a lo largo de ?arios meses de trabajo y analizar
"los valores obtenidos para ese punto de la grédfica., -
Es deseable que el méximo coeficiente de variacidén --
cea del 209 para concentraciones altas y bajas de la
hormona y del 10% para concentraciones medias de la

misma,

5) Variabilidad intraensayo. Se puede conocer -
fécilmente si se analizan varias veces (por ejemplo -
duplicado) cada una de las diferenteé muestras de - =
plasma o suero humeno, o bién diferentes concentracio
nes del patrdn. Al analizar los resultados, se obtie-
ne el promedio y la desviacién estdndar para conocer

el grado de variebilidad intraensayo.



29

6) vVariabilidad interensayo. Este parédmetro se
puede determinar al investigar diversas muestras de -
plasma o suero humano que contienen diferentes concen
traciones de la horsona en estudio, las cuales se ana
lizan en radioinmunoensayos realizados en diferentes
dfas o meses. Una vez que se tiene un nimero suficien
te de ensayos, se calcula el promedio y la desvia- -
Acidn estdndar de los resultados obtenidos en cada una
de las muestras analizadas y en esta forma se conoce

el grado de variabilidad interensayo.

7) Finalmente se reconienda el uso de una carta
de control de calidad con objeto de poder tener un co
nociiiento preciso del radioinmunoensayo que se eln- -

pleé.13

Una vez cumplicos estos requisitos se puede de-
cir que el radioinmunoensayo es un método muy Gtil no
sdlo para el diagnéstico de la deficiencia o exceso -
de una hormona determninada, sino también para estu- -

diar diferentes aspectos de la fisiologfa humana.



CAPITULO IV



SELECCION DE LOS PACIENTES

Se determiné actividad de renina flasmética por
el método de radioinmunoensayo en 13 pacientes, con -
diagnéstico de insuficiencia renal crénica, secunda--
ria a nefropat{as parenquimatosas, con o sin hiperten

sién arterial secundaria.

El estudio se realizé con un mimero mayor de pa
cientes, pero debido a que algunos no soportaron ni -
"las menores dietas de cloruro de sodio a las que es--
tuvieron sometidos, solamente en 13 de ellos fué posi

ble llevar a cabo el estudio completo.

A cada paciente se le determind actividad de re
nina al final de 3 perfodos de 6 dfas; en el primer -
perfodo 1los pacientes recibieron una dieta hiposddi-
ca estricta (15 mEq/dfa) en su alimentacién; en el se
gundo perfodo se les mantuvo con dieta hiposédica es-
tricta igual que en el primer perfodo mds 5.85 g. de
NaCl (100mEq/dfa) adrzinistrados en forma de cépsulas,
y en el tercer perfodo se les mantuvo a dieta hiposd-
dica (igual que antes), mds 10 g. de NaCl (171 mEq/ -

dfa) tanbién como cdpsulas.
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En el quinto y sexto dfa de cada perfodo, a los
pacientes, se les détermind angiotensina I plasmdtica
a las 8 a.m. en decibito y a las 12 a.m. en posicién
de pié después de 4 horas de ambulacidén. Al quinto --
dfa se tomé muestra de sangre para medir urea, creati
nina, 002, sodio y potasio. En la orina recolectada -
de 24 horas, el quinto y sexto dia de.cada perfodo se
midié excrecidn urinaria de sodio, potasio y depura--
cién de creatinina, Ademds se midié la presién arte-- }

rial a las 12 a.,m. con esfigmomanémetro de mercurio.

En la tabla II se encuentran los datos del diag
néstico clinico, edad, promedio de creatinina y depu-
racidn de creatinina en los pacientes estudiados, de

los que el 1004 corresponden al sexo femenino.



TABLA II
No. - ®dad Diag.
(arios)

1 47 P.N.C.
2 54 G.N.C.
b 19 G.N.C.
4 47 P.N.C.
5 19 G.N.C.
6 56 R.P.

7 59 ..

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 plasmitica
D.cr. = depuracién de creatinina

R.P. = rinén poliquistico

Crs 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 téxica (Kanamicina)
P.N.C. = pielonefritis crénica
G.N.C. = glomerulonefritis erénica
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D.cr.
ml/min,

1%
3.0
1.8
0.6
4.8
1.6
33.0
3.0
5.9
1.1
3.6
2.2
18,8



CAPITULO V



DESCRIPCION DEL MRTODO DT RADIOINMUNOWNSAYO
PARA MEDIR ANCIOTENSINA I PLASMATICA

A) Fundamentos

El método de radio inmunoensayo para determinar -
actividad de renina estd basado en la medida del grado
de generacidén de angiotensina I, como se ve en siguien
te patrdén metabdlico:

Angiotensindgeno =-=--- el . Angiotensina I

; : enzima_c i . .
Angiotensina I =--====-=-2 gmigrrima Angiotensina II

Angiotensina JI ---S=E==-ZS==2202c-o Polipéptidos inac
tivos

La elaboracién de esta secuencia proporciond las

bases para considerar este trabajo y poder definir su

14

significado clfnico. La angiotensina II estimula la

secrecidén de aldosterona en la glédndula suprarrenal y
rodo el sistema contribuye a la regulacién del balan-

15

ce normal de sddio. Conn y colaboradores sugieren -

que la medicién de la actividad de la renina en plas-
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ma en pacientes hipertensos puede ayudar en el diagnos
tico diferencial de hiperaldosteronisiio primario y se-

cundario.

La actividad elevada de la renina es inducida en
personas normales por una dieta baja de sodio, terapia

diurética o postura erecta, mientras que la baja acti-

vidad de la renina es inducida por una dieta alta de

sodio, esteroides retenedores de sodio o la posicién

de dectibito.

B) Principios de la prueba;

El equipo de radioinmunoensayo de la actividad
de la renina de 1a Clinical Assays Inc. significa un -
método simple y preciso para la determinacidén de la ac
tividad de la renina por la medida del nivel de genera
cién de angiotensina I en plasma. E1l equipo incluye to

dos los reactivos requeridos en el proceso.

Tl ensayo que es una modificacién del método de

Haberl6, involucra una competencia obiigatoria de an--

125

giotensina marcada con 1 con otra que no es marcada

por el anticuerpo especifico a la angiotensina I. lLa -

1251 unida al

125

separacién de angiotensina I marcada con
anticuerpo y la angiotensina I marcada con I libre

eg obtenida por precipitacién de la fraccién del enla-
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ce con un segundo anticuerpo. El uso de la técnica de-
la separacidén de un doble anticuerpo adquiere un signi
ficado especial al separar la porcién libre de la por-
cidén agregada, el doble anticuerpo precipita solamente
material no daflado que ha sido enlazado por el anti- -

cuerpo de la angiotensina 117.

Después de la centrifugacién el enlace de rédio-
éctividad contenido en el precipitado es medido en un
dontador de rayos gamme y solamente el precipitado se
cuenta. La especificidad del método de sepuracidén eli-
mina la necesidad de contar tanto la porcidén libre co-

mo la porcidén enlazada.

El ensayo tiene una sensibilidad de 30 pg aunque
los niveles bajos cercanos a 10 ng pueden ser cuantifi

cados.

C) REACTIVOS:

A.- Tris tampén

- Disolvers: 1,0 g de trizma en 50 ml de agua.
Ajustar a pH 7.4 con NaOH 0.1 N 6
con dcido acético glacial, usendo

un medidor de pH.

Adicionar: Agua a un volumen de 100 ml en ma-
trédz volumétrico.

Guardar: En refrigerador.



Estabilidads:

36

2 meses

Solucidén patrén de 100 ng/ml

Adicionar:

Guardar:

Antisuero de

Adicionars

Guardars:

Estabilidad:

Angiotensina

Adicionars:

Guardars:

Estabilidad:

Suero humano

Adicionar:

1.0 ml de tris tampén a el tubo --
que contiene angiotensina I patrdn
quedando una solucién de 100 ng/ml
Mezclar suavemnente,

Reconstituir un frasco de solucidn
patrén cads vez que se use y con--
servarlo en refrigerador.

angiotensina I

1.0 m1 de agua a el frasco que con
tiene antisuero de angiotensina I.
Mezclar suavemente evitando la for
macién de espuma.

En refrigerador
Minima de un mes después de recons

tituido.

125

I marcada con I

10 ml de tris tampén a el frasco -
que contiene angiotensina I marca-
da. Mezclar suavemente y evitar la
formacién de espuna.

Fn refrigerador

Dos meses.

tratado

5 ml de agua al frasco que contie-
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ne suero humano tratado, “ezclar -
suavemente y evitar formacidén de -
espuma,

Guardar: En congelador.

Tstabilidad: Minimo tres meses.

Suero normzl de conejo

Adicionar: 10 ml de tris tampdén al tubo que -
contiene suero normal de conejo. -
Mezclar suavemente,

Guardars: En congelador

mstabilidads Minimo tres meses

Suero de cabra anti-conejo

Contenidog 10 m1 de suero de cabra anti-cone-
jo con preservcotivo.

Guardars: En congelador

Bstabilidads Minimo tres meses

Solucidn de sulfato de 8-hidroxi-quinoleina

Contenido:  Solucidn de 660 mg de 8-hidroxi- -
quinoleina en 10 ml de agua.

Guardars Bn refrigerador y en frasco obscu-
B g0 )8

Solucidén de dimercaprol

Contenido: 10% de 2, 3-dimercaptopropanol en
aceite y conteniendo 20% de benzoa
to de bencilo,

Estabilidad: Por tiempo indefinido
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Jo~ Solucidn de hidrdéxido de soio 0.1 N
Ke.- Acido acético glacial Q,P.

L.- Agua deionizada

MATERIAT

Tubos de vidrio de 12 x 75

Pipetas volumétricas de 0,5, 1, 5, 10 mnl.
Pipeta graduada de 1 ml,

YMicropipeta de 5, 10, 50, 100 lamdas

Matrdz volumétrico de 100 ml.

APARATOS

Potenciométro

Agitador vortex
Centrifuga refrigerada
Bario de agwa

Contador de rajyos gamma

OBTENCION D7 LAS MUESTRAS

Ia sangre del paciente debe ser recolectada en -
tubos de vidrio conteniendo EDTA como anticoagulan-

te a una concentracién de 1 mg/ml de sangre y colo-

cacos en hielo.
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Ta muestra debe ser centrifugada inmediatamente
a 4° ¢ y el plasma trensferido a un tubo de plasti

co y guardaco en congelador.

G) PREPARACION D® LAS MUESTRAS

1).- A 2 ml. de plesma del paciente que se ha man-~
tenido en congelacién, agregar 10 lamdas de sclucidn
de sulfato de 8 hidroxi-quinoleina y 5 lamdas de solu

cién de dimercaprol. Mezclar bién.,

2).- Dividir los 2 ml. de plasma en dos porciones
la primera es rotulada cuatro y guardadz entre O y 4°
C en un bafio de hielo, exactemente durante 3 horas. -
Ia segunda porcidn es rotulada 37 y es incubada a 37°

C en un bafio de agua durante 3 horas exactamente.

3).- Al término dé las 3 horas, se juntan todos los
tubos para colocarlos en un bafio de hielo ¥y as{ seguir

trabajando la técnica.

H) PREPARACION DE LAS SOLUCIONES TIPO

Se parte de un frasco rotulado A, el cudl contie

ne una solucién patrén de angiotensina de 100 ng/ml.

Dentro de los tubos rotulados del B al G se pipe

tea 1 ml. de tris amortiguador y se continta como si--
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Dentro del tubo B pipetear 0,5 ml. de la svlucidn

" patrén del frascc A y mezclar con vortex.

Transferir 0,5 ml., del

Transferir 0,5 ml., del

Transferir 0.5 ml. del

Transferir 0,5 ml,., del

Transferir 0.5 ml., del

* Mezclar perfectanents bién

tubo B al tubo C,.
tubo C al tubo D.
tubo D al tuic E.
iuto B al tubo W,

tubo I al tuto G.*

con vortex.

Tenemos entcnces 7 diluciones del 1ipo de angio-

tensina I como sigue:

TABLA

I

Tubo Angiotensina I Argiotensina I
concentracidn contenido en

ng/ml 0.1 ml.

A 100 10 ng

B 33.3 3.3% ng

C 11.1 1.11 ng

D 3.70 370 pg

7 1.23 127 pg

P 0.410 41.0 pe

G 0,137 13,7 pg
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I) PREPARACION DE LA GRAFICA DE CALIBRACION

Para la grédfica se preparan 20 tubos numerados -
del.l al 18 y Tl ¥y Ty o Los tubos 1 y 2 son controles
no contienen antisuero ni tipo, también pueden llamar-
se blanco ("B", como lo referiremos posteriormente en

los cdlculos).

Tos nimeros 3 y 4 son controles del méximo de en
lace y no contienen tipo. (para los cdlculos se regis-

tran con las letras "CME").

Los tubos numerados 5 al 18, debidamente aparea-
dos, servirdn para colocar en cada par los tipos marca
dos "A" a "G", (y se controlan para fines de cédlculos

con las concentraciones especificadas en la tabla I).

Los tubos rotulados T, ¥ Too corresponden al so-
brenadante de los tubos 1 y 2, como adelante se .indica

(sus literales para los cédlculos son CT).

Guardar todos los tubos en un bafio de hielo du--
rante la adicién de los reactivos, como ya se dijo an-

teriormente,
Ta adicidn de los reactivos es como sigues

1).- Pipetear solucidn tris tampén a los tubos en la -

forma siguiente: 0.9 ml a los tubos 1 4 4; y 0.8



2)0"

3)0"

4)~"

5)-'

6)0'

7)0-

8)0“

9)"‘
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ml a los tubos 5 4 18,

Adicionar suerc humano tratado, reactivo "E", a -

los tubos 1 al 18, 0.05 ml; mezclar con vortex,

Agregar las soluciones tipo preparadas como se in
dicé anteriormente (tabla 1), 0.1 ml de cada uma,
a los tubos 5y 6 al par 17 - 18,

Agregar 50 microlitros de angiotensina I marcada

con 1251. Mezclar con vortex.

Tapér los tubos 1 y 2 para evitar la adicidén del

antisuero duranie el siguiente paso.

Agregar 10 microlitros de antisuvero de conejo a -
todos los tubos excepto al 1 y 2 (como se indico

en el inciso 5).

Pipetear a todos los tubos 50 microlitros de sue-

ro de cabra anti-conejo.

Agregar 100 microlitros de s1ero normal de conejo

a todos los tubos.

Mezclar todos los tuhos completamente e incubar de

18 4 22 horas a 4°Ca

Tos tubos contienen ahora los reactivos como se

observa en la tabla III.



10).-

ll)u-

12).-

13) « =

4%

Despuds de la. incubacidén se centrifugan todos --
los tubos durante 30 minutos a 1600 G., en cen--

tri{fuga refrigerada.

becantar los sobrenadantes de los tubos 1 y 2 --

dentro de los tubos marcados Tl ¥y Tpe

En los siguientes tubos se desecha el sobrenadan
te y los tubos se invierten de jdndolos un tiempo
en el refrigerador con el objeto de que escurra

todo el sobrenadante, posteriormente secar el ex

ceso con papel filtro.

Contar cada tubo en un contador de rayos gaama -

durante 1 minuto.

CALCULOS:

CPM,, Blanco: El promedio de cuentas de los tu-

bos 1 y 2.

CPM Cuentas totales: Bl promedio de las cuen-
tas de los tubos T, ¥ Ty Normalmente de-
ben ester en el rango de 2,000 &4 5,000 --

C.p.M,

CP Control méxiso de enlace: ¥l promedio de

Towm
cuentas de los tubos 3 y 4
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Cuentas obtenidas por tubo: Tl promedio
de las cuentas en cada par de tubos de

EPU, s

la solucidn tipo que se indica en la ta
bla I.

Gréfica de calibracién.

Bl porcentaje de enlace (% EA-G) para cada con-
centracidén de tipo es calculado de la siguiente mane-

ras

Los datos de porciento de enlace de cada tipo se
registran contra la concentracién de angiotensina I de
cada tubo, en papel semilogaritmico de 3 ciclos, unien
do los puntos con una linea curva caracteristica como
se observa en los ejemplos que se dan en el capitulo -

siguiente.

Capacidad de enlace del contenido de cada equipo de --

reactivos:

Tos reactivos han sido preparados para poder tra
bajar con cada equipo durante un tiempo determinado, -

suando el porcentaje de enlace eupieza a decaer nos in
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dica que los reactivos estén deteriordndose, y no es -
5 o
conveniente usarlos, este se calcula de acuerdo con la

férmula siguientes

- CPM
Porciento total de enlace = ----SBE-_____ P_ x 100

CPMCT = CPMB

En general el porciento total de enlace debe ser

entre 50 - 60%.

J) DESARROLLO DE LA TRCNICA CON IAS MUESTRAS PROBLEYMA

Cuando se corre un ensayo clinico se trabajan --
las muestras de los pacientes (por duplicado) paralela
mente a la gridfica, se trabajan alrededor de 8 4 12 --
muestras por cada curva de calibracién que se corre, -
obteniéndose un total de 3 curvas por cada eguipo de -

de reactivos.

En G) se ha descrito la parte correspondiente a
preparacidén de la muestra, como se observa por cada -
muestra se necesitan cuatrc tubos, dos para la muestra

que fué incubada a 37°C y dos para la de 4°G,

Una vez que las muestras fueron incubadas duran-

te tres horas a 37°C y a 4°c 1a técnica a seguir es:
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1).~- Pipetear en los cuatro tubos para cada muestra -

0.9 ml de tris tampdn.

2)o= Agregar 50 microlitros de suero o plasma que fu?
incubado a 4°C a los dos primeros tubos y el ais
mo volumen pero del suero que fué incubado a 37°

C al segundo par de tubos. Mezclar con vortex.

3)e= A cada tubo continuar con el desarrollo de la téc
nica en la misma forma descrita para la grafica,
a partir del paso 3 hasta el paso 1%, en que se

hace la cuenta de rayos gamma.

CALCULOS:

El porcentaje de enlace de cada muestra es cal-

culado similarmente usando la misma ecuacidén (% E4 H

% Bsq)

E1 porcentaje de enlace obtenido es convertido -
a valores de angiotensina I interpolando en la gréfi-
ca trazada como quedd sefialado, Se obtienen los valo-

res de las muestras a 4°C y a 37°%.

La diferencia entre los valores de angiotensina
I { en ng), obtenida de los valores calculados para -
los tubos a 37°C menos el de 1los tubos a 4°C es la =--

concentracidn de angiotensina I formada por las mues-
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tras en 3 horas,

Es necesario conocer la cantidad de angiotensina

I por ml. de muestra, y se usa la férmula siguientes:

ng A/ml = (g = KyO) X momemlendtoteslocera-Ssbemae
0.05 (vol. de la muestra)

Ademds 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:

fl

ng Afml/hr = -DEALL:_ _ 4 (A0 = A40) x -228-- /3
3

o sea: ng A/ml/hr

20
(A37o - A4o) X --%-

Donde:

A37 = Bs la cantidad de angiotensina I presente
en la alicuota de 50 lamdas de plasma in-
cubado a 37°C. )

A = La cantidad de angiotensina I presente en

la muestra a 4°C.
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Finalmente, debe calcularse la actividad de la -
renina, que es la directamente responsable del cambio
de angiotensindgeno en angiotensina I. Para ello es --
que se dan las dietas hiposédicas y se toman las mues-

tras en posicién dectbito y de pié.

RANGO NORMAL DE ACTIVIDAD D¥E RVNINA

Para 110 mEq de sodio, en dectbito: 1.0 £ 0.2 ng/ml/hr
de pié: 1.8 2 0.4 ng/ml/hr

Para 10 mEq de sodio, en dectbito: 2.2 % 0.5 ng/ml/hr
de pié: 5.9 £ 0.4 ng/ml/hr



CAPITULO VI



RESULTADOS

Fn 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 matemdticamente para conocer la -

concentracién de angiotensina I plasmitica.

A continuacidén se exponen las secuencias en que
fueron utilizadas las férmulas anotadas en el capitu-
lo v, para los cdlculos correspondientes, as{ co:o --
cada una de las operaciones que se realizan al seguir
la técnica cuantitativa, con los datos que aparecen -
en la tabla III, en la que se encuentran los nimeros
de los tubos para la gréfica de calibracién, ,yT
y con los nGmeros 21 - 22 la muestra de un paciente -
tomada a las 8 hrs. en declibito, incubada a 4°c; los
tubos 2% y 24, la misma muestra pero incubada a 37°¢,
Para el par marcado 25 - 26, la muestira del mismo pa-
ciente, tomada a las 12 horas de pie, incubadas a 4°¢

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

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

y al aplicar las fdériulas obtenemoss:

CPM - CPM

Porciento total de enlace = .| W B X 100
CPMCT - CPMB
= -86222:2.22:5__ x 100
1599 - 22-5
- 5303460
| CPM, , - CPMg
Porciento de enlace para Rl B mee e X 100
CPMCME - CPMB
10 pgs =SB & 106 = 26 4
863 - 22
3,33 ngs -12--2--22- x 100 = 6.3 %
863 - 22
1.11 ng: -348-2-_22_ x 100 = 14.7 %
863 - 22
370 pg: ~RE0 T 25 ¥ 100 = 3643 %



199 pgy ~L88.T-nB8.
863 - 22

41 pg: 805 -__22_
863 - 22

13.7 pgs 844 _-__22_
863 - 22

51

83.2 ¢,

93.1 %

97.7 %

Los datos as{ obtenidos sirven para trazar la -

gréfica de calibracién (gréfica No. 1).

Ahora se calcula para las muestras, usando la -

misma férmula y el promedio de las CPM de cada par, ¥y

con este resultado se cdlcula el porciento de enlace .

y este se traslada a la gridfica para conocer la con--

centracién de angiotensina I plasmitica, en la si- --

guiente forma:s

862 =

22

Tubos 21/22 = -==S-Z--Z2- x 100
863 - 22

Tubos 23/24 = -252.2--22_ x 100
863 - 22

y as{ sucesivamente, hasta obtener

99% R = 10 pg

424, R = 355 pg

todos los valores



52

representados en el cuadro de la tabla III

FEl siguiente paso es calcular la concentracién
en ng/ml/hr., tanto para los valores de las muestras
a 4°¢c coro para las de 37°C, aplicando la férmula-cg

rrespondiente,

(ng Ag70 - ng A40) X 20/3 = conc. de A,I. en ng/ml/hr,

(355 - 10) x -59- = 2,300 pg = 2.3 ng

( 230 - 10) x -29- = 1,460 pg = 1.46 ng
3

20

(370 - 10) x -5-- = 2,393 pg = 2,393 ng

(210 - 10) x -59- = 1,306 pg = 1,306 ng

(88 =~ 10) = -29- = 520 pg = 0.52 ng
204

(210 - 10)

1,313 pg = 1.313 ng



53

FEstas cifras representan nanogrdmos de Angioten-
sina I por mililitro de muestra en una hora de incuba-

Ciéno

Las cifras primera, tercera, y quinta represen--
tan la actividad de las muestras tomadas a las 8 horas
en dectbito, las cifras segunda, cuarta y sexta las --

muestras tomadas a las 12 horas de pié.

Las cifras primera y segunda el final del primer
perfodo; las cifras tercera y cuarta el final del se--
gundo perfodo; las cifras quinta y sexta el final del

-tercer perfodo.

Con los resultados de los pacientes estudiados,
se llevé a cabo.este mismo sistema de cdlculos que se
~encuentran resumidos en las tablas IV, V, VI, corres-
pondiendo cada tabla a un perfodo respectivamente, --
siendo estos des: primer perfodo, dieta de 15 mEq de -
sodio al dfa, segundo perfodo dieta hiposddica estric
ta mds 5.85 g. de YaCl y el tercer perfodo, dieta hi-
posédica estricta més 10 g. de NaCl, Asi mismo se en-
cuentran en estas tablas los resultados de excrecidn

urinaria de sodio y de potasio y la presién arterial.



TAELA YTY

rusos | RS- | PATRON [sUERD 1125, IANITSUR\SURRO IS SRy |g cow | (9 foEuace| erom)

1/2 0.9 0.05 0.05 0.1 0.05 25/20 . 22.5 B

3/4 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 827/900 863.5 ME

5/6 0.8 0.1 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 32/56 44 10 .ng. 2.6 10 ng.

7/8 0.8 0.1 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 ~78/12_ 5 3.33 ng. 6.3 3.33 ng.

9/10 0.8 0.1 0.05 0.05 0.01 '| 0.1 0.05 152/141 146.5 1.11 ng. 14.7 1.11 ng.
11/12 0.8 0.1 0.05 '0.05 ’ 0.01 0.1 0.05 340/316 328 370 pg. 36.7 | 370 pg.
13/14 0.8 0.1 0.05 0.05 0.01 0:1 0.05 721/723 - 722 123 pg. 83.2 123 pg.
15/16 0.8 0.1 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 792/819 805.5 41 pg. 93.1 41 pg.
17/18 0.8 0.1 0.05 | 0.05 0.01 0.1 0.05 893,796 844.5 13.7 pg. 97.7 13.7 pg.
T, /‘I‘., 1591 /1607 1599 cr 53.3
3/22 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 820/905 862 99 10 pg.
23/24 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 402/363 382 42 355 pg.
25/26 0.9 0.05 0.05 0.01 {1 1% d 0.05 865_/557 861 99 10 pg.
27/28 0.9 0.05 0.05 0.01 0:1 0.05 506/500 503 57 230 pg.
29/30 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 847/877 862 99 10 pg.
31/32 0.9 0.08% 0.05 0.01 0.1 0.05 387/335 361 40 370 pg.
33/34 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 863/836 849 98 14 pg.
35/36 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 921/906 913 105 lp Pd.
B37/38 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 742/752 747 86 88 pa. o
39/40 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 835/851 | 843 97 | 13 pg.
41/42 0.9 0.05 0.05 0.01 0.1 0.05 542/534 538 61 210 pa.
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TABLA IV

Dieta de 15 mEq. de sodio al dfa

\'s U, v .P.A.(12 a.m,)

Paciente Ang I (ng/ml/hr) L K

No. 8 a.ms 12 a.m. mEq/dfa mEq/dfa = mm. Hg
1 2.15 7.02  40.2 9.4 107/67
2 0.64 1.53  37.3 20.4 140/85
3 0.86 1,38  16.3 14.4 157/107 |
4 1.41 3.32  11.8 8.7 200/107
5 0.48 ~ 1.43  41.8 30.0 120/90

6 2.30 2,80  177.0 23.0 130,137
7 0.98 4.79 Tvd 38,3 150/97
8 3.84 3.34 49,0 29.0 137/90
9 0.73 1.72  16.0 30.7 140/105
10 1.07 2,26  24.2  17.6 170/107
11 2.35 1.39 5.4 22.4 127/80
12 0.93  1.28  30.5 19.8 113/73
13 0.60  1.12  16.3 25.3 105/70

Ang 1 = angiotensina I

UNav = excrecidén urinariz de sodio '
Ukv = excrecién urinaria de potasio
P,A. = presién arterial



TABLA V
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Dieta de 15 mEq/dfa mis 5.85 gr. de NaCl (100 mFq/dfa)

Paciente Ang I (ng/ml/hr) U,V

No.

T =N o0 A~ NN -

H = P o
N OH O

=
W

Ang I
UNa
U,V

P.A.

8 a.n.

]

1.21

0.64
0.0

1.18
0.29
3,26
0.12
%:25
0,32
2.63%
0.86
1.13
0.39

angiotensina I

12 a.nm.
1.77 51,2
0.51 40,2
0.60 15.1
6.30 20.0
0.63 50.0
4,56 53.0
0.80 48.8
3.94 41.7
0.30 29.8
1.70 26.9
0.73 21.7
2.13 21.3

~ 0.00 64.7

UKV

mEq/dfa mEq/dia

9.7
22.0
10.5

8.3
38.0
15.0
24,2
19.8
2349

15.5

17.9
13.7
25.4

excrecidn urinaria de sodio

excrecidén urinaria de potasio

presién arterial

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

113/71
132/83
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

Dieta hiposédica estricta mds 10 gr. de MNaCl (171 nrg/dia)

Paciente Ang I (ng/ml/hr) UV U v P.A. (12 a.m.)
No. 8 a.ne 12 a.m. mRg/dfa mRq/dfa mm., Hg
1 1.46 1.93 81.4 11.0' 1.20/70
2 0.05 0.0 100.6 27.5 135/95
. 3 » = - - -
4 0.0 2.46 33.4 7:7 215/112
5 0.38 0.57 156.0 40.0 140/100
. 6 - - - .= .
7 0.40 0.05 114.3 38.5 150/87
8 2,77  3.61 79.2 20.0 . 120/90
9 0.0 0.0 1100.6  21.2 177/127
» 10 - - = = -
11 0.15 0.13 90.6 19.8 145/85
12 0.0 0.0 61,2 14.4 - 97/63
13 . 0.0 0.0 159.0 26.4 127/90

* Tstos pacientes no soportaron esta dieta

Ang I = angiotensina I

UpaV = excrecién urinaria de sodio
UKV = excrecidn urinaria de potasio
P.A. = presién arterial



CAPITULO VII
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ANALISIS BIOESTADISTICO

Valores de angiotensina I plasmética obtenidos en

cada perfodo.

A

2.15
0.64
0.86
1.41
0.48

2.30 -

0.98
3.84
0.73
1.07
2.35
0.93
0.60

13
1.41

By

7.02
1.53
1.38
3.32
1.43%
2.30
4.79
3434
1.72
2426
1.39
1.28
1.12

2,568

A

1.21
0.64
0.0

1.18
0.29
3.26
0.12
3.25
0.32
2,63
0.86
1.1%
0.39

13
1.175

By

Lo T
0.51
0.60
6430
0.63
4.56
0.80
3.94
0.30
1.70
0.73
2.13
0,0

13
1.844

A3
1.46

0005

0.0
0.38

0.40
2.77
0.0

0.15
0.0
0.0

13
0.521

By
1,93

0.0

2,46
0.57

0.05
3.61
0.0

0.13
0.0
0.0

13
0.875
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S = 0,98 1.725 1.147 1,929 0.908 1.512
Sg= 0,272 0.478 0.318 0.%18 0,287 0,415
A/B t 2.102 1075 0.702
p p0.05 'N.S. N.S.
1/2 1/3% 2/3
A t = 0,564 t = 2,226 t = 1.479
N.S. p < 0.05 N.S.
B t = 1.009 t = 20578 t = 10361
N.S. p & 005 N.S.

En cada uno de los tres perfodos se deterniné la me-
dia y la desvizcidn estdndar para excrecidén urinaria de --
sodio y potasio asi como para la presidén arterial, obte- -

niéndose los siguientes resultados:

Primer perfodo = Dieta 15 mEq/d{ia

U,

. UV Pula

K

Y‘Tedia = 28071 22023 137.8/89.6
Desviacién St= 20.2 8.59 26.5/14.4
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Segundo perfodo = Dieta 15 mrg/dfa mds 5.85 gr. de NaCl

UNaV

Media = 37.3

Desviacidn St= 15.7

(100 nEq/dia)

TV P.A.
18,76 139.1/88.8
8.13 30.6/13.9

Tercer perfodo = Dieta 15 mEg/dfa =nds 10 gr. de NaCl

UNaV

Media = 97.63%

Désviacién St= 38,8

1/2 T
1/3 T
2/3 T

Los cambios de

(171 mEq/dfa)

Uv P.A.
22 .65 142.6/99.1
10.7 33.2/18.6
1.210 N.S.)
5.524 (p 0.001)
5.111 (p 0.001)

excrecidn urinaria de K y los cam-

bios de P.A., estadisticamente no fueron significativos,
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RESTMEN

Se describe el principio bédsico del radioinmuno-

ensayo.

Se definen algunos vocablos técnicos utilizados

con regularidad.

Se analizan las caracteristicas y ventajas que -
tiene el radioinmunoensayo para la medicidén de -
la actividad de renina basadz en la cuantifica--

cidn de la angiotensina T,

Se clasifican en forma adecuada a los pacientes

para la investigacidn planeada.

Se analizan a cacde uno de <1llos sigulendo la tég
nica descrita, asi{ como cuantificando su excre--
cién de sodio y potasio, y la medicidn de la pre

sidn arterial.

Se cstablecen las ccndiciones necesarias para --
que el método se realice en forma szetisfactoria,

revisando previamente todos los eyuipos y mate--
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rial empleado.

7))o= Se agrupan los resultados obtenidos para erectuar
los cdlculos necesarios para la cuantificacidn de

la Angiotensina I y actividad de renina,

8).- Se analizan los resultados estadisticamente obte-
niendo los valores de promedio, desviacidn tipica
varianza y error, los que sirven de base para el

cdlculo de probabilidades en la Prueba de Student.



CAPITULO IX



CONCLUSIONES

1).- F1 método de radioinmunoenszyo a pesar de que em-
plea marcadores radioactivos, en s{ es sencillo y
pueden efectuarse determinaciones en un tiempo mi

nimo relativamente.

2).- Tiene la ventaja de ser reproducible por lo que =
sus posibilidades de error son minimas, aunqué pa
ra ello es inportante el hacer un lavado adecuado
del material utilizado, de las manipulaciones que
se realizan durante el enssyo y el control de la
temperatura que debe llevarse a cabo socbre todo -

en la incubacién a 37° C.

3).- Tiene la ventaja de efectuar cuentas por minuto -
en blanco, en capacidad méxima de enlace y en - -
cuenta total que permiten reconocer el momento en
que el juego de reactivos sea desechado, ademds -
de cuantificar concentraciones mfnimas en el ran-
go de nanogrdmos y picogrémos, caracteristica que

puede atribuirse a su especificidad.

4).- De los puntos anteriores se puede inferir que el
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6).-

65

método reune las caracteristicas que lo califican
como muy buena clinica ya que es preciso, sensi--

ble y especifico.

Analizando a los pacienfes en el perfodo en que -
se les administraba una dieta hiponatrémica es~ -
tricta (15 mEgq/dia) se observa que a pesar de pa-
decer insuficiencia renal crdnica su comportamien

to es similar al de los sujetos normales,

TLos valores encontrados en el periodo con dieta -
de 100 mEg/dfa. fueron menores a los valores obte-

nidos en el primer periodo en angiotensina.
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