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I INTRODUCCION 

l.- El Sistema Renina - Angiotensina - Aldosterona 

l."1. Generalidades. 

Desde el descubrimiento de la enzima renina por Tigerstedt y Bergmann en 

1898 (1), la investigación continua durante los años siguientes y principal-

mente en las Últimas décadas ha proporcionado extraordinarios avances en el -

conocimiento de la bioquímica y fisiología del sistema renina-angiotensina-al 

dosterona. Así, el sistema tal como es conocido hoy, se resume en la figura 1 

(1), en donde se observa que las moléculas componentes son: 

enzimas: a. renina (E.e. 3.4.99.19~ 

b. convertidora de angiotensina I (E.C. 3.4.15.1). 

c. angiotensinasas. 

péptidos: a. angiotensina I (decapéptido). 

b. angiotensina II (octapéptido). 

c. angiotensina III (heptapéptido). 

glucoproteína: angiotensinógeno (sustrato de renina). 

hormona esteroide: aldosterona. 

Estas moléculas constituyen un sistema que se activa en forma de cascada, 

ei cual juega un papel importe en la homeostasis de la presión sanguínea y en 

la regulación del volumen sanguíneo circulante. 

1.2. Bioquímica: 

Las moléculas componentes del sistema interactúan de la siguiente forma: 

la disminución del volumen de plasma o de sodio (administración de diuréticos 

o pérdida de sal) con la consiguiente disminución de la presión arterial, es

timulará a los riñones a liberar renina. La renina activa, que se sintetiza -

principalmente en el riñón, es una proteasa que escinde un enlace Leu 1º-Leu11 

de su sustrato angiotensinógeno, una glucoproteína que se produce principal--

mente 

no es 

LlO eu 

en el hígado.(El enlace que se rompe por acción de la renina en el hum~ 

Lelº- val
1

, la secuencia de aminoácidos en el extremo amino es Hfs 

V~Í - 111
2- Ht~. la secuencia L~~ - L~i se encuentra en caballo y cer-

do) (2). El producto de la reacción renina-angiotensinógeno es angiotensina I 



ANGIOTENSI:\OGENO 

H-ASP-ARG-VAL~TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-HIS-LEU-LEU-VAL-TIR-SER~R 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 .12 .13 14 

...........•.. ·. ;i~rnA l . 
. ' · H.:ASP~ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-HIS-LEU-OH 

,.;.:y\ ANGIOTENSINA I 

.;j~lMA CONVERTIDORA 1 DE ANGlOTENSlNA l 

H-ASP-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-OH 
ANGIOTENSINA II 

AMINOPEPTIDASA A 

H-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-OH 
ANGIOTENSINA III -----...:. SECRECION DE 

ANGIOTENSINASAS 

ALDOSTERONA 

l l 

2 

FRAGMENTOS INACTIVOS REABSORCION TUBULAR 
RENAL DE SODIO Y AGUA 

l 
1 

, INCREMENTO DE LA 
1-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

. PRESION SANGUINEA 

FIGURA l. COMPONENTÉS DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENS!NA-ALDOSTERONA (3) 

SEÑAL POSITIVA . 

------- SEÑAL NEGATIVA 
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un péptido de poca o nula actividad biológica. Este decapéptido no es una SU.§. 

tancia vaso presora, pero al pasar a través de la circulación pulmonar princi 

palmente y en la circulación periférica se convierte en el octapéptido angio

tensina II por acción d,e la enzima convertidora de angiotensina, una sustan-

cia vasopresora muy potente que actúa causando constricción del músculo liso

arteriolar. Además de esta acción directa, la cual incrementa la presión san

guínea, angiotensina II actúa sobre la corteza adrenal para causar la libera

ción de la hormona aldosterona. La vida media de la angiotensina II circulan

te es corta, aproximadamente de 30 segundos debido a una rápida degradación -

por angiotensinasas que circulan en la sangre, las cuales constituyen un gru

po de enzimas hidrolíticas (aminopeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptida

sas) que degradan las angiotensinas a aminoácidos. La remoción del ácido - -

aspártico N-terminal de la molécula de angiotensina II produce el heptapépti

do angiotensina III que es menos potente que la angiotensina II para estimular 

la biosíntesis de aldosterona y posee solo una quinta parte de su potencia -

vasopresora (3). A través de éstas acciones, resumidas en la figura 1, el Si.§. 

tema renina-angiotensina-aldosterona juega un' papel importante en la regula-

ción de la presión sanguínea y del volumen y composición del líquido extrace

lular. 

1.3. Componentes. 

l. 3. l. Renina: 

La enzima renina es una glucoproteína con actividad de carboxil proteasa 
. d 1 1 110 1 11 . ' d que esc1n e e en ace e.Jl eu de su sustrato angiotens1nogeno para pro u--

cir angiotensina I. Se sintetiza como unapreproenzima cuya secuencia de ami-

noácidos ha sido determinada (4). Está formada por 406 residuos de aminoáci-

dos. El peso molecular de la preprorenina humana es de 45067 daltones y de la 

renina humana de 37 235 daltones. Es la enzima limitante de la velocidad del

sistema, que está presente en grandes cantidades en tejido renal. 

Se ha encontrado que parte de la renina circulante se encuentra en esta

do inactivo y de un peso molecular superior a la renina madura ó activa (5).

La renina inactiva se transforma en una enzima activa por tratamiento con -

ácidos o proteasas. Además de las diversas especies de renina activa, se ha -

encontrado una forma inac1 iva de renina, que constituye del 10-50% de la con-
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centración total de renina plasmática en una persona normal. Se ha postulado, 
pero no demostrado, que la renina inactiva es prorenina. 

El riñón es la principal fuente de renina circulante, aunque se ha demol!_ 

trado que el cerebro, músculo liso uterino, tejido placentario, glándulas su1 

linguales y ciertos tumores también la producen (6). 

La renina es producida, secretada y almacenada por células del aparato 

yuxtaglomerular, que son células musculares lisas modificadas, localizadas en 

las paredes de cada arterioia renal aferente adyacente al glomérulo (figura 2 

y referencia 7) y que se han descubierto en todas las especies estudiadas in

cluyendo reptiles, pájaros y peces. Se almacena en forma de gránulos en las -

células yuxtaglomerulares las cuales contienen retículo endoplásmico y apara

to de Golgi, característico de las células secretoras. Un área de túbulo dis

tal, la mácula densa, permanece en estrecho contacto con las células yuxtagl,2. 

merulares en el hilio del glomérulo. Las células YG están ricamente inervadas 

por nervios simpáticos. Son particularmente sensibles a cambios en la presión 

sanguínea. 

En un principio, cabía sospechar que las células YG produjeran la renina 

y que los gránulos en ella contenidos fueran de renina o de su precursor. En-

1939 en Bélgica, Goormaghtigh fue el primero en exponer la hipótesis de que -

las células YG producían una sustancia hipertensora. Dunihue, en Estados Uni

dos (9), también halló señales de hipertrofia del aparato YG en animales he-

chas experimentalmente hipertensos. Hoy sabemos que las células YG intervie-

nen en un mecanismo homeostático que guarda relación con el control de la pr.!l_ 

.sión arterial. ·El papel fundamental de las células YG es, por lo tanto, res-

ponder a una caída de presión arterial secretando renina, que al producir an

giotensina II actúa elevando la presión arterial hasta valores normales. El -

efecto no es permanente porque la cantidad, extra de sodio en la sangre y el

aumento de presión dentro de la arteriola, actúan haciendo que las células YG 

disminuyan su actividad secretora. Estos mecanismos de retroalimentación ne&.!!. 

tiva evitan que la presión arterial se conserve en valores excesivamente al-

tos (Fig. 3). 



ENDOTELIO 
CAPILAR 

EPITELIO 
GLOMERULAR 

CELULAS MUSCULARES LISAS 

FIGURA 2. MICROANATOMIA DEL APARATO YUXTAGLOMERULAR MOSTRANDO LAS CELULAS 
YUXTAGLOMERULARES DE LA ARTERIOLA AFERENTE (8). 
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PRESION ARTERIAL DISMINUIDA 

LARENINA PRODUCE ANGIOTENSINA I A PARTIR,DE ANGIO-' 
TENSINOGENO 

LA ANGIOTENSINA I ES CONVERTIDA EN ANGIOTENSINA II 

VASCONSTRICCION DE LAS 
ARTERIAS PARA ASEGURAR 
LA PRESION DE FILTRACION 
NORMAL EN EL RIÑON 

ESTIMULA A LA CORTEZA SUPRA
RENAL PARA AUMENTAR LA SECRE
CION DE ALDOSTERONA 

ESTIMULA LA REABSORCION DE 
SODIO POR LOS TUBULOS DISTALES 
SEGUIDA DE REABSORCION OBLI
GATORIA DE AGUA 

AUMENTA EL VOLUMEN SANGUINEO 
Y EL NIVEL DE SODIO EN LA 
SANGRE 

RESTAURACION DE LA PRESION 
SANGUINEA NORMAL 

FIGURA 3. PAPEL DEL APARATO YUXTAGLOMERULAR EN EL MANTENIMIENTO DEL 
VOLUMEN SANGUINEO NO~AL . ( 10) . . 
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Básicamente, los cuatro mecanismos que regulan la liberación de renina -

incluyen: 

.a). Un receptor renal vascular que responde a cambios en la tensión arterial 

de la arteriola aferente. 

b). Un receptor en la mácula densa que detecta cambios en la.velocidad de l.!. 

beración de iones sodiq; y cloruros al túbulo distal. 

c). Factores hormonales, como angiotensina II circulante, prostaglandinas. 

d). El sistema nervioso central, vía los nervios renales y las catecolaminas 

circulantes. 

1.3.2. Angiotensinógeno: 

El angiotensinógeno hllll8Jlo puro es una glucoproteína de peso molecular -

de 65000 daltones y el de la molécula libre de carbohidratos es de 49548 del-. . 

tones (11). Es la molécula que sirve como sustrato de la enzima renina para -

_producir angiotensina I. 

Diversos estudios indican que el angiotensinógeno circÚlante se produce

en el hígado, así se ha demostrado que se libera de: 

a. hígado perfundido (12) 

b. rebanadas de hígado (13) 

c. hepatocitos aislados (14) 

además, "in vivo" se ha demostrado que la concentración plasmática de angio-

tensinógeno diBminuye después de la hepatectomía. 

La concentración en plasma es de 4-7 mg/ml. Sus niveles permanecen rela

tivamente constantes, excepto cuando la producción se incrementa después de -

la administración de estrógenos, glucocorticoides, insulina, prostaglandinas, 
angiotensina IIy binefrectom'ía (15,16,17). También se ha demostrado que la .ti

roidectomía y la adrenalectomía disminuyen el nivel plasmático de angiotensi

n6geno. 

1.3.3. Angiotensina l: 

El producto de la reacción renina-angiotensinógeno es angiotensina I, un 

decapéptido de poca o nula actividad biológica, En la figura 4 se muestra la

secuencia de aminoácidos de la angiotensina I humana, y en la figura 5 se - -
ilustra la estructura de la angiotensina I en varias especies de vertebrados, 
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ASP---ARG---VAL--~TIR---ILE·--Hzs---PRO----FEN---HIS--~LEU 
~ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

FIGURA 4.- SECUENCIA DE AHINOACIDOS DE LA ANGIOTENSINA I 



·' 

·1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Pez teleostato aglomerular 

(pez ganso) Asn - Arg - Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - His Leu 

Pez teleostato glomerular 

(salm6n) ~ - Arg - Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - Asn Lei.i 

Anfibios 

(rana toro) ~ - Arg - Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - Asn Leu 

Reptil 

(serpiente) ~ - Arg - Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - Tir Leu 

Pájaro .. 
(pollo) ~ - Arg - . Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - Ser Leu 

Mamífero 

(Bovino) !ll - Arg - Val - Tir - Val - His - Pro - Fen - His Leu 

Mamífero 
(caballo, cerdo, rata, 

perro, conejo, caballo, ·~ - Arg - Val - Tir - Ile - His - Pro - Fen - His Leu 

humano). 

Figura 5: Estructura de Angiotensina I en Diferentes 

Especies Representati~as de Vertebrados. (11) 
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observándose que los aminoácidos que cambian en.las diferentes especies son -

el 1, el 5 y el 9. 

La primera preparafiÓn pura de angitensina se obtuvo por incubación !!! -
illE2 de renina cruda preparada de plasma de caballo (18). Pronto se conoció

su composición y secuencia de aminoácidos (19). 

1.3.4. Angiotesina II: 

Aproximadamente en 1940 dos grupos de investigadores trabajando indepen

dientemente: Page y Helmer en Estados Unidos (20) y Braun-Menéndez en Argent1 

na (21), mostraron que la renina por sí misma no es una sustancia vasocons- -

trictora. Encontraron que la renina presente en plasma produce una nueva sus

tancia estable al calor, de acción corta y vasoconstrictora. Page y Helmer d~ 

nominaron a la nueva sustancia "angiotonina"; BraunwMenéndez usaron el térmi

no 11hipertensina". Durante muchos años :los investigadores de todo el mundo se 

dividieron en dos escuelas, cada una con su-propia terminología, hasta que 

llegaron a un acuerdo de adoptar el término "angiotensina", en el año de 1961. 

Angiotensina II es el componente activo del sistema, posee diferentes ª.f. 

ciones fisiológicas importantes, la primera de ellas se identificó fué su ac

ción presora, razón por la cual durante muchos.años se pensó que la única fu.!! 

ción del sistema era la regulación de la presión sanguínea. Fué hasta 1960 ~ 

cuando se descubrió que además, estimula la secreción de aldosterona. Esta m.Q. 

lécula eleva la presión sanguínea de dos maneras: 1) ejerce acción directa S.Q 

bre las arteriolas estimulando sus paredes musculares para que se contraigan, 

lo cual disminuye el calibre de las luces arteriolares y esto eleva la presión 

arterial en el sistema circulatorio en conjunto y 2) estimula a la corteza -

suprarrenal para producir aldosterona, la cual actúa sobre las porciones tub.!:!. 

lares de las nefronas obligándolas a conservar más sodio y agua; esto aumenta 

el contenido de líquidos del sistema. Como resultado, aumenta la reabsorción

obligatoria de agua, aumenta el volumen sanguíneo y disminuye el volumen de -

la orina. 
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1.3.5. Enzima Convertidora de Angiotensina: 

La enzima convertidora de angiotensina I (peptidil dipéptido hidrolasa -

(E.C. 3.4. 15.1~ es una exopeptidasa que cataliza la ruptura de unidades pepti

dil del extremo carboxilo de varios péptidos sintéticos y naturales. Los sus

tratos fisiológicos son angiotensina I y bradiquinina (Figura 6 y referencia-

22). Su actividad varía en las diferentes especies estudiadas (23,24). Es una 

glucoproteína de peso molecular de 130,000-140,000 daltones. Convierte el de-. 

capéptido inactivo angiotensina I al octapéptido vasoconstrictor angiotensina 

II; esta reacción ocurre por remoción del dipéptido e-terminal his-leu de an

giotensina I. La actividad enzimática requiere de iones cloruro que in vitro

pueden ser sustituidos por otros aniones monovalentes como bromuros, floruros 

y nitratos; es inhibida por EDTA, indicando esto que la enzima es una metalo-

11roteina. 

Fué descubierta en 1950 en plasma de caballo (25), Existe en una amplia 

variedad de organismos, desde bacterias hasta ~iferos. Está presente en to

dos los órganos y líquidos corporales de los mamíferos, principalmente en el

endotelio vascular del pulmón (22). 

Además de convertir angiotensina I--a angiotensina II, también inactiva a 

la bradiquinina. La hidrólisis de bradiquinina procede por remoción de los di 

péptidos Phe-Arg y Ser-Pro del extremo COOH- terminal del péptido. De esta -

forma, la misma enzima que produce la sustancia vasoconstrictora, también - -

inactiva otro péptido con potentes efectos vasodepresores. 

Existen inhibidores específicos de la enzima (26) _los· cuales suprimen la 

respuesta vasopresora de angiotensina II, potencian·Iosºefectos vasodepreso-:

res de bradiquininayrevierten la hipertensión experimental dependiente de r~ 

nina. Uno de éstos inhibidores es el captopril (SQ-14;225). 

1.3.6. Aldosterona: 

Aldosterona, una hormona natural secretada por la zona glomerular de la

corteza adrenal es el más potente regulador de la secreción de electrolitos,

ya que en el organismo promueve retención de sodio y agua y facilita la excr~ 

ción de potasio. Su peso molecular es de 360.4 daltones y se clasifica, en --



Angiotensina I Heptapéptido Inactivo 

Asp - Arg - Val - Tir - lle - His - Pro - Fen - His - Leu Arg - Pro - Pro - Gli - Fen - Ser - Pro 

ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA I 

{E.e. 3.4. 15.1) 
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base a su estructura dentro del grupo de las hormonas esteroides por tener la 

siguiente fórmula química: 

En el túbulo distal, la acción de la aldosterona se manifiesta por la -

,reabsorción incrementada de sodio y cloruros con incremento en la secreción -

de potasio. La reabsorción de sodio y cloruros tiende a incrementar la osmol.J! 

ridad del liquido extracelular.El mecanismo que regula la secreción de aldos

terona es responsable de los cambios en la hidratación del cuerpo. Importan-

tes estudios han establecido el hecho de que el sistema renina-angiotensina-

aldosterona es el principal mediador .de la respuesta adrenocortical a cambios 

en la hidratación del cuerpo (27). 

La secreción de aldosterona está inversamente relacionada con el volumen 

del fluido extracelular (especialmente en plasma) y con el contenido total de 

sodio del cuerpo. La restricción de sodio en el hombre causa un aumento de ~ 

unas. cinc.o veces en la secreción de aldosterona, mientras que una dieta alte

en sodio·reduce evidentemente dicha secreción. 

Las condiciones que reducen el volumen del liquido extracelular y las -

. ·que resultan en pérdida de sangre venosa, tienden a estimular la producción -

de renina de este modo se incrementa la formación de angiotensina. 

1.4. El Sistema y la Hipertensión. 

Tigerstedt y Bergmann en 1898, mostraron que cuando se administraban in

travenosamente extractos salinos de riñón en animales de experimentación, se

producía una sorprendente elevación de la presión sanguínea. Sin embargo, la

investigación del mecanismo que mantiene tal incremento ha sido amplia desde-
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los trabajos clásicos de Goldblatt y Cols. (28) al descubrir que si se dismi
_nuia moderadamente el flujo sanguíneo a los riñones al colocar una pinza de -

plata en lás arterias renales, la presión arterial del animal aumentaba. Com

probaron que ello deP,e~día de que el riñón en estas condiciones de isquemia -

vertía en la sangre una sustancia denominada renina, cuyo efecto era pasajero 

de modo que para producir hipertensión sostenida debía formarse de manera co.!!_ 

tínua (29). 

Actualmente se conoce que el trastorno denominado presión arterial alta

º hipertensión se presenta en aproximadamente una de cada cinco personas en -

algún momento de la vida. La hipertensión se debe a que están contraídas las

arteriolas del cuerpo, razón por la cual se eleva la presión en todo el sist~ 

ma arterial. En un número elevado de casos, las células de las paredes arte~ 

riolares enferman y a su alrededor aparecen depósitos de sustancias anorma- -

les, estos disminuyen la luz de los vasos y poco a poco los van haciendo más

estrechos, Este tipo de hipertrofia se acompaña casi siempre de enfermedad r~ 

nal; la relación causal que existe entre enfermedad renal e hipertensión ha -

sido tan manifiesta a través de los años que cada una de ellas se ha conside

rado indiscutiblemente causa de la otra. Cualquier factor que lesione los ri

ñones puede causar hipertensión renal; en estos casos, los riñones lesionados 

secretan grandes cantidades de renina que a su vez origina la formación angi.Q. 

tensina, y esta· causa vasoconstricción, la cual actúa correspondindo al efec

to del volumen sanguíneo elevado que tiene lugar en las enfermedades del ri-

ñón originando una hipertensión muy grave (30). 

En sujetos normales, el sistema es vital para mantener la presión sangu.!. 

nea durante la privación de sodio o durante la pérdida excesiva de volumen ~ 

circulante. El papel del sistema en estados fisiológicos normales y en esta-

dos de hipertensión se ha descubierto mediante el uso de inhibidores del sis

tema (31,32). 
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2.- Radioinmnoanálisis. 

2.1. Antecedentes: 

El Radioinmunoanálisis (RIA), método analítico de alto grado de especifi 

cidad y sensibilidad, tuvo sus inicios en 1960 cuando los doctores Yallow y -

Berson (33) reportaron sus resultados sobre la determinación de insulina end.Q. 

gena en suero por este método desarrollado por ellos. Antes de su desarrollo

no se disponía de técnicas uniformes para determinar cuantitativamente muchas 

moléculas de importancia biológica en fluidos corporales y en especial de hor. 

monas, y el intentar hacerlo resultaba un serio problema técnico dado que se

requerían grandes cantidades de muestra y los resultados ob.teilidos eran difi 

ciles de reproducir. Predominantemente se usaron métodos de bioensayo los CU.l!, 

les consisten en medir un efecto específico hormonal en un sistema vivo y la

respuesta se compara con aquella producida por una preparación patrón de hor

mona. Debido a la naturaleza del bioensayo, era necesario asignar un sistema

separado para cada hormona; además pocos bioensayos combinan una especifici~ 

dad adecuada con una sensibilidad suficientemente aguda para medir bajas con

centraciones de hormona, principalmente peptídicas para las cuales no se dis

ponía de bioensayos. 

La aplicación del RIA ha sido amplia y extensa durante los años posteri.Q. 

res a su desarrollo, de tal forma que actualmente se pueden estudiar por ésta 

técnica una amplia gama de sustancias como: hormonas peptídicas, fármacos, v,i 

taminas, nucleótidos cíclicos, enzimas, proteínas séricas, virus, ·etc. Hay un 

número cada día más grande de moléculas que están si;!ridQ cuantificadas en - -

fluidos biológicos como sangre, orina y liquido cef~Í~;taquídeo. •' 
.:1>*". 

Desde un punto de vista práctico, el RIA provee una determinación in vi 

trc en la que pueden manejarse cientos o miles de muestras simultáneamente

en cualquier laboratorio equipado para mediciones de ~adioactividad. En la ªf. 

tualidad ya no es sorprendente el interés que tanto los laboratorios de inve~ 

tigación, como los clínicos han establecido que es una herramienta invaluable 

para trazar los mecanismos y modelos de regulación hormonal y los clínicos 

han aprovechado su utilidad ~n la evolución y diagnóstico de varias anormali

dades endócrinas asociadas con hipo o hipersecreción. 
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De esta forma, el RIA ha solucionado muchos problemas técnicos siendo CO.!! 

siderados en la actualidad como una metodología rápida, exacta, reproducible,

de manejo relativamente sencillo por cuanto a requerir cantidades mínimas de -

muestra y principalmente por reunir los atributos de alta sensibilidad y espe

cificidad, para la e~aluación de todas las hormonas peptídicas y de una varie

dad de otras sustancias biológicamente importantes, antigénicas y no antigéni-

cas. 

2.2. Fundamento: 

El RIA se define como un método analítico que combina la elevada sensibi 

lidad de los métodos radioquímicos con la exquisita especificidad de las rea.f_ 

cienes inmunoquímicas, basado en la competencia entre una hormona marcada ra

diactivamente y la hormona no marcada para unirse con el anticuerpo específi

co (34), en una de sus modalidades (RIA Competitivo). 

Así, una muestra desconocida de antígena no marcado se mezcla con una ..;_ 

cantidad constante y conocida del mismo antígeno marcado radiactivamente. A -

esta mezcla se adiciona una cantidad constante de solución conteniendo anti-

cuerpos preparados contra el antígeno que se va a medir. Es conocido que los

anticuerpos, en virtud de la complementariedad estructural reaccionan especí

ficamente con el antígeno que estimuló su producción. Es importante adicionar 

cantidades suficientemente pequeñas de anticuerpo, tal que el sistema esté en 

condiciones de exceso de antígeno. Ya que el sistema está limitado por la ca!!. 

tidad de anticuerpo (que une el 50% dél antígeno marcado), la cantidad de an

tígeno marcado unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la cantidad 

de antígeno no marcado presente. 

En breve, el RIA explota la habilidad de la hormona no marcada presente

en el plasma u otras soluciones para competir con la hormona marcada por el -

anticuerpo y con esto inhibir la unión de la hormona marcada. Como resultado

de esta inhibición competitiva, la relación ?nti~uerpo-hormona marcada unida

(B) a hormona marcada libre (F), denominada B:F, disminuye conforme la conce.!!. 

tración de hormona no marcada aumenta. Esto se ilustra en la figura 7. La CO.!!. 

centración en una muestra desconocida se obtiene por comparación de la inhibi 

ción observada en esa muestra con aquella producida por una serie de solucio

nes patrón conteq~endo canLldades conocidas de hormona no marcada. 
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ANTIGENO MARCADO (As) + .ANTICUERfo Esrf:cÚico ·(A~) ~ ÁNTIGENO NO MARCADO 
'. . :. '·- ·: ,.. -·, ··'. .. '; .·; 
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FIGURA 7. En este esquema se ilustra el fundamento del radioinmunoanálisis, en un -
ensayo por competencia, donde la cantidad de anticuerpo es fija. En (A) -
solo hay antígeno marcado, la cantidad de antígeno marcado que está unido 
es igual a la que permanece libre, Cuando se adiciona suficiente antígeno 
no marcado (B) para competir igualmente con la hormona marcada, la rela-
ci6n B:F disminuye a 0.33. Si la muestra es rica en hormona no marcada -
(C), tal que la concentraci6n de la hormona marcada es despreciable, B:F
se aproxima a cero (35). 
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Es posible medir cantidades de nanogramos o menos de una hormona especí

fica en presencia de concentraciones billones de veces más altas de otras pr.2_ 

teínas plasmáticas presentes en la muestra; lo que significa que este método

es capaz de detectar cantidades traza de cualquier sustancia que pueda actuar 

como antígeno o hapteno. La resolución está limitada principalmente por la e.:1!_ 

pecificidad de la preparación del anticuerpo y por la actividad especifica del 

antígeno marcado. 

2.3. Técnica. 

Una determinación por RIA comienza con la preparación de una serie de P!!. 

trones y muestras desconocidas en tubos de ensayo. Generalmente se pueden tr,!!. 

bajar una docena de patrones y las muestras desconocidas, todos en soluciones 

amortiguadas. Como se mencionó anteriormente el RIA consiste en una competen

cia química, razón por la cual todos los tubos contienen cantidades constan-

tes de anticuerpo y antígeno marcado radiactivamente. Para la curva patrón, -

se adicionan cantidades progresivamente mayores de antígeno no marcado; ésto

obviamente da lugar a que, también en el mismo orden, se presente una compe-

tencia cada vez más fuerte entre los antígenos para unirse al anticuerpo; así, 

en los primeros tubos de la serie hay un exceso franco de antígeno radiactivo 

por lo cual el resultado neto es la formación de complejos antígeno-anticuer

po en su mayoría radiactivos, mientras que en los Últimos tubos de la serie -

el antígeno no marcado es el que se encuentra en exceso y por lo tanto con m!!_ 

yor probabilidad de ganar los sitios afines del anticuerpo. Si consideramos -

la inclusión de algunos tubos más a esta serie, en los cuales la cantidad de

antigeno no marcado es desconocida y se mantienen constantes todos los demás

parámetros entonces vemos de inmediato la posibilidad de poder deducir la CO.!!. 

centración del antígeno presente en dicha muestra, por la cantidad de comple

jos antígeno-anticuerpo que se formen. 

Después de unas horas de incubación, las fracciones libre y unida de la

hormona marcada se separan. Para ello se debe contar con un método de separa

ción de los complejos, con objeto de poder medir la radiactividad contenida -

en ellos. Los métodos que han sido aplicados para tales fines incluyen: elec

troforesis, cromatografia,precipitación química, resinas de .intercambio ióni

co, carbón-dextrán, doble anticuerpo, anticuerpo unido a fase sólida, etc. E~ 

te procedimiento se ilustra en la figura 8. 
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2.4 Cálculo de Resultados: 

Tomando en cuenta que ·prácticamente todos los métodos de RIA se llevan a 

cabo empleando curvas patrón, el cálculo de los resultados es bastante senci-
' llo, ya que implica tan solo una adecuada interpolación de los datos de la --

muestra problema en la curva patrón. 

Pasos a seguir: 

l. En un contador, medir la radiactividad presente en cada 

tubo, 

2. Restar la radiación de fondo. 

3, Calcular el promedio de las cpm. 

4, Calcular las cuentas netas promedio para los patrones y ~ 

muestras sustrayendo el promedio de las cuentas del blanco. 

S. Calcular la relación Bo/Bt. 

6. Calcular la relación B/Bo. 

7. Trazar las curvas patrón. ' 

8. Interpolar los datos problema. 

9. Corrección de lectura por concepto de volumen y/o dilución 

empleada. 

B Cantidad de radiactividad unida en presencia de patrones o muestras pr.2_ 

blema. 

Bo= Fracción de radiactividad unida por el tubo que contiene nula concéntr_!! 

ción de antígeno no radiactivo. Representa directamente a la éantidad -

de complejos antígeno-anticuerpo formados en este tubo, 

Bt = Cantidad de radiactividad total adicionada al tubo, 

Bo/BtxlOO Cociente de la fracción de radiactividad representativa de los

complejos antígeno-anticuerpo formados en el tubo del patrón 

"O" con la cantidad total de radiactividad adicionada a cada t.!! 

bo. Representa un indice del estado funcional de los reactivos

empleados, y normalmente se e¡¡cue11tra en el rango de 30 a 50%. 

B/BoxlOO Cociente que relaciona la fracción de radiactividad unida por C!!, 

da patrón o muestra con la del tubo patrón 11011
, Representa en -

si la fracción porcentual unida en cada tubo con respecto al m! 

ximo, que es el registrado en el patrón "O" (Bo), 
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Curvas Patr6n: 

Una vez obtenidos los datos de conteo radiactivo y calculado B/Bo de las 

muestras patr6n, es posible proceder a trazar las gráficas de la curva patrón 

en varias formas: 

Curva lineal: En este caso se traza en papel milimétrico normal, con lo -
cual se obtiene una curva similar a la ilustrada en la figura.9. 

Una curva de este tipo si bien es Útil y muy empleada, tiene el problema 

de que en sus extremos resulta muy difícil interpolar adecuadamente los d.!!, 

tos problema. Debido a ello se han desarrollado otros métodos para mejorar 

esta situación. 

-- Curva semilogarítmica. Una forma de mejorar la sensibilidad de la curva P.!!. 

trón es trazarla semilogarítmicamente, en forma similar ~ la que se repre

senta en la figura 10. 

Esto da lugar a una curva más lineal, ampliando con ello la zona de inter

polación. 

Curva logit-log. Este método es significativamente más complicado y gene-

ralmente solo se usa cuando se dispone de una computadora para el procesa

miento de datos.Consiste en trazar en una gráfica el logaritmo decimal de

la concentración de antígeno no radiactivo contra el logit (36) de los co

cientes B/Bo. La fórmula para calcular el logit es la siguien'te: 

Logit (B/Bo) = log ( B/Bo \ 
10 1-B/Bo ) 

Con éste método se logra una linearización total de la curva permitiendo -

una más sensible interpolación de los datos en toda su longitud.• como se -

observa en la figura 11. 

2.5. Isótopos radiactivos usados para marcar. 

Las propiedades físicas de un isótopo radiactivo determinan su uso como

agente de diagnóstico y en determinaciones clínicas. Las tres más importantes 

son vida media, modo de caída y energía de caída. 
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Los is6topos más empleados pará"éste fin,_son los siguientes: 

RADIO ISOTOPO VIDA MEDIA MODO DE CAIDA 

3H 12.35 años ~ 
14c 5730 años f!J 
355 87.4 días fJ 

36ct 3,01 X 105 años ~~)ti 
32p 14.3 días (!J 
131! 8.04 días f3 t '(' 

1251 60.0 días ' 
57Co "270.9 días r 
saco 70.8 días (3 
75Se 118.S días 

Uno de los radioisótopos más usados para marcar moléculas de importancia

biológica es el 1251, debido a su estabilidad y eficiencia de conteo. La vida

media del 125r es de 60 días, comparado con 8 días del 131r, el otro isótopo

de yodo disponible. 

2.6. Métodos de Medición: 

Dada la necesidad de llevar a cabo conteos de radiactividad como parte -

del proceso del RIA es conveniente conocer, por lo menos superficialmente, el

principio funcional de los detectores de radiaciones beta y gamma. 

Detectores beta (centelleo liquido): una radiación beta es una partícula 

nuclear emitida por ciertos isótopos radiactivos y que es indiferenciable por

cuanto a masa y carga eléctrica de un electr6n. En los contadores de centelleo 

líquido el principio de detecci6n es similar al de los cristales de centelleo-
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solo que en este caso se trata de un líquido centelleador, lo cual permite un 

contacto íntimo entre la muestra radiactiva y la solución centelleante, perm.!_ 

tiendo detectar a la radiación beta que es de menor energía. La solución nor

malmente, está compuesta por un disolvente orgánico, conteniendo uno o dos ~ 

"fluor" (compuesto que convierte la energía de excitación molecular en foto-

nea de luz), acompañado de un detergente que hace que toda la solución sea 

miscible, en el caso de que se esténº contando muestras acuosas. La energía de 

las partículas beta emitidas se transfiere vía el disolvente al soluto prima

rio y algunas veces a un soluto secundario, el cual emite entonces la energía 

como fotones de luz. Estos fotones se miden usando un fotomultiplicador - - -

(37,38). 

Detectores gamma (cristales de centelleo sólido): las radiaciones gamma

·son aquellas de tipo electromagnético que son emitidas por el núcleo de algu

nos isótopos inestables como resultado del reacomodo posicional de los nucle.Q. 

nes. Los contadores de centelleo son hoy en día los más empleados en el labo

ratorio clínico, La figura 12 es un boceto de un detector de centelleo y mue~ 

tra los dos principales componentes: el cristal de centelleo y el tubo foto-

multiplicador. La muestra que.va a contarse puede estar suspendida en solu- -

ción o en forma de pastilla. Una vez que la muestra está bien introducida en

e! contador, queda colocada junto a un cristal de yoduro de sodio, contenien

do cantidades traza de cloruro de talio. Los rayos gamma emitidos por la mue~ 

tra pasan a través de la pared del tubo de ensayo, y algunos de ellos chocan

con el cristal de centelleo y colisionan con los electrones en el cristal ~ 

transfiriéndole parte o toda su energía al electrón. Esta energía se transfo!. 

ma a su vez en un centelleo, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de 

energía perdida por el fotón de radiaciones gamma. La luz se desplaza a tra-

vés del cristal de-centelleo al tubo fotomultiplicador adyacente, donde es d~ 

tectada. 

Los cristales de yoduro de sodio activados con talio son los mejores de

tectores de radiaciones gamma, sobre todo porque el número atómico del yodo -

es lo suficientemente elevado para facilitar una absorción fotoeléctrica efi

caz y también porque la absorción de una cantidad determinada de energía pro

duce la emisión de un destello de luz más claro que otros detectores. Hay dos 

ventajas en el uso de un contador gamma: primero, el tiempo requerido para ~ 

acumular velocidades de conteo estadísticamente significativas es usualmente-
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bastante pequeño, incrementando asi el número de muestra que pueden ser pro

cr~sados por unidad de tiempo¡ segundo, son menos complejos electr6nicamente, 

no requieren el uso de frascos de centelleo y por consiguiente, considerabl~ 

mente menos costosos en cuanto a adquisición, operación y mantenimiento - ~ 

(37,38). 

2.7. Control de Calidad: 

Es conveniente que todo el laboratorio que lleva a cabo determinaciones 

por medio de RIA, observe un escrupuloso programa de control de calidad, el

cual de una manera muy general debe observar los siguientes puntos: 

Se tendrá una clara definici6n de la calidad que se requiere de cada uno

de los reactivos empleados en la determinación, generalmente el reactivo

más variable es el antigeno marcado radiactivamente del cual es muy impo.r, 

tante conocer exactamente su tiempo de vida media. Los laboratorios que -

producen sus propios reactivos, deberán caracterizarlos muy bien antes de 

usarlos. 

Otro aspecto, consiste en mantener en buenas condiciones el equipo. Los d.i 

lutores y micropipetas se ajustarán para obtener mediciones exactas y pre

cisas¡ a los congeladores, refrigeradores y centrifugas refrigeradas se -

les vigilará la temperatura y a los contadores de radiaciones se checarán

en cuanto a eficiencia y contaminaci6n.Si.esta verificación se hace rutinl!. 

riamente se evitarán muchos problemas y se ahorrará:::dempo. 
. .:.~· ... ·· 

Vigilar las condiciones Óptimas en la realización de la técnica tales como 

temperatura, tiempo y· pH óptimos tanto de reacción como de incubación¡ mé

todo de separación, etc. 

Cada que se procesen muestras de pacientes se procederá a verificar tanto 

la exactitud del ensayo, como la precisión del intraensayo mediante sue~ 

ros control por duplicado. 

Al paso de los días se procederá a la valoraci6n de la reproducibilidad -

ínter-ensayo, de cada una de las pruebas efectuadas (39). 
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2.8. Estandarización: 

El fin de la estandarización es procurar resultados exactos y reproduc,i 

bles, a diferentes tiempos, con diferentes reactivos y en diferentes labora

torios. Esto involucra el uso de cierta disciplina basada en el entendimien

to de que los resultados del ensayo pueden estar ampliamente influenciados -

por la variabilidad de los reactivos y las condiciones de ensayo. Estandari

zación no significa que el mismo sistema de ensayo o reactivos deben usarse

por todos los laboratorios. 

Es muy aconsejable que todo laboratorio que produce sus propios reacti

vos para una determinación por RIA, debe estar consciente de los criterios -

en los requerimentos que estos deben cumplir, y trate de diseñar su sistema 

de acuerdo con ellos. 

Otros aspectos en la estandarización es la simple disciplina de un pro

cedimiento de laboratorio correcto, el uso de muestras control y el control

de calidad interno (40). 

3.- Producción de Anticuerpos 

El éxito o fracaso de la metodología implicada en la obtención de anti

cuerpos frente a un antígeno determinado, está ampliamente marcado por el P.!!. 

so inicial que consiste en la preparación del inmunógeno. Los sistemas inmu

nes de muchos animales son extremadamente sensibles, detectando hasta las -

más pequeñas trazas de contaminantes. 

La interacción del inmunógeno con los linfocitos y macrófagos es impor

tante en la respuesta inmune. Aunque los linfocitos están relacionados con -

la producción de inmunologlobulinas, el macrófago juega un papel importante

en la regulación de la respuesta inmune ya que asegura la presentación a las 

células· inmunocompetentes de antígenos parcialmente degradados. ?i bien el -

macrófago no ejerce una función específica en el reconocimiento del antígeno 

(función propia de los linfocitos), esta cooperación celular que realiza maL. 
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ca el inicio de la reacci6n inmunitaria. 

Bajo la influencia de los 6rganos linfoides centrales, las células lin

foides se hacen inmunocompetentes, es decir, capaces de reaccionar específi

camente con los determinantes antigénicos que les han sido presentados por -

los macr6fagos. Para las células B, el receptor responsable del reconocimie.!!. 

to del antígeno es una inmunoglobulina; para las cél~las T, hasta 1985 se C.Q. 

noci6 la naturaleza de éste receptor, que es un heterodímero unido.por puen

tes disulfuro. De esta forma, los linfocitos B, responsables de la reacci6n

inmunitaria de tipo humoral, dan origen a las células secretoras de anticue.!. 

pos. En cuanto a los ~infocitos T, son los que originan aquellas células se.!!. 

sibilizadas al antígeno que intervienen en la reacci6n inmunitaria de tipo -

celular; además intervienen en la reacci6n humoral mediante fen6menos de CO.Q. 

peracihn ~elular entre T y B. Los linfocitos T cooperan en la síntesis de 8.!!. 

ticuerpos -frente a antígenos tim<idependientes (linfocit~s T auxiliares). Por 

otra parte, ciertos linfocitos T ejercen un control inhibiendo las respues-

tas inmunitarias humorales: son los llamados linfocitos T supresores (41). 

3.1: Preparaci6n del inmun6geno. 

La potencia inmunológica de los antígenos solubles puede elevarse consj, 

derablemente si persisten dentro de ios tejidos del animal de prueba •. Esto -

puede llevarse a cabo aplicando múltiples inyecciones del antígeno al animal, 

cierto período de tiempo. Otro método es mediante el empleo de adyuvantes, -

Este término.se usa para denotar cualquier sustancia que incremente la res-

puesta inmune hacia el antígeno inyectado. Los geles inorgánicos como hidrb

xido de altÍ!Dnio·o fosfato de aluminio fueron los adyuvantes usados inicial-

mente; los inmun6genos se ~bsorben sobre su superficie y esta mezcla es la -

~ue se inyecta. Posteriormente, éstos compuestos fueron reemplazados por los 

adyuvantes desarrollados por Freund, donde se forma una emulsi6n aceite-agua 

DespÜés de la ~nyecci6n subcutánea o intramuscular de la emulsi6n estable, -

se formarán pequeñas gotas, las cuales se distribuyen desde el sitio de in-

yección; la emulsi6n estable produce muy baja liberaci6n del inmun6geno, du

radera en algunas ocasiones hasta varios meses. 
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El adyuvante completo de Freund contiene bacilos tuberculosos muertos y 

se usa generalmente para la primera inmµnización; si se utiliza para las si

guientes inyecciones puede producirse una intensa reacción granulomatosa en-
. ' 

el sitio de inyección. El adyuvante incompleto se usa para las inyecciones -

posteriores; contiene aceites pero carece de los bacilos tuberculosos. El -

uso de tales adyuvantes tiene dos propósitos fundamentales: primero, previe

ne el rápido catabolismo del antígeno, por lo que una exposición más prolon

gada del antígeno incrementa la respuesta inmunológica, y segundo: la emul-

sión incrementa la exposición del antígeno a los macrófagos, ya que reaccio

nan al ser atraídos por un cuerpo extraño. La presencia de microbacterias _._ 

muertas por el calor en el adyuvante completo de Freund sirve generalmente -

para estimular el sistema retículo endotelial completo del animal incremen~ 

tando la respuesta de los macrófagos y promoviendo la actividad de las célu

las T cooperadoras (38,41). 

3.2. Vía de inoculación: 

El objetivo principal que se persigue al inyectar el inmunógeno en un

animal de prueba es, de hecho, introducir el antígeno en un medio potencial

mente rico en macrófagos. Las vías intramuscular, intradérmica y subcutánea

satisfacen este objetivo. La vía intravenosa es muy buena para obtener res- -

puesta humoral, pero mala para respuesta celular. 

En muchos casos, en la primera inoculación usando adyuvante completo de 

Freund la inyección intramuscular provee rápido acceso al sistema circulato

rio linfático. Las inyecciones secundarias en presencia de adyuvante incom-

pleto pueden administrarse por vía intramuscular o subcutánea. Esta Última -

es ventajosa ya que el antígeno se absorbe lentamente, minimizando la posibl. 

lidad de choque anafiláctico (38,41). 

3.3. Selección de las especies animales·. 

Los animales comúnmente usados en el laboratorio para la producción de

anticuerpos son: conejos, cabras, cerdos, gallos, ratas, burros y caballos;

los más usados con los conejos blancos Nueva Zelanda jóvenes, principalmente 
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cuando se requieren pequeñas cantidades de suero. 

Si las preparaciones de anticuerpos se van a usar en estudios que re- -

quieren baja o mediana especificidad, se colectará el suero de un número de

conejos inmunizados con la misma preparación. Si se requiere de alta especi

ficidad en la preparación es recomendable usar animales grandes dado que el

estudio completo puede necesitar preparaciones de anticuerpos bien caracteri, 

zados obtenidos, de preferencia, de una sola sangría de cosecha. (Esto se ~~ 

plica porque éstas preparaciones difieren de animal a animal y algunas oca~ 

siones dentro del mismo animal en cierto periodo de tiempo). 

Así, la obtención de sueros de alto título y alta afinidad para usarse

en RIA puede depender, en cierto modo, de la suerte en elegir una cepa ani~ 

mal genéticamente capaz de producir anticuerpos de alta afinidad contra la -

región antigénica de interés. El título y afinidad del anticuerpo varían 8ID"'." 

pliamente de animal (38,41) a animal y generalmente ·solo un animal producirá 

.un sueró óptimo. 

3.4. Dosis: 

La dosis del antígeno tiene una influencia importante sobre la respues

ta eri cuanto a la producción de anticuerpos. Después de aplicar la inyección 

inicial, un gran número de linfocitos son capaces de producir inmunoglobuli

nas que reconocen el sitio antigénico de interés, pero solo un pequeño núme

ro de estos linfocitos están destinados a producir anticuerpos de alta afin.!. 

dad. Para obtener un suero de alta afinidad, ésta~ células deberán activarse 

selectivamente antes de replicarse. La replicación se inicia cuando una glob.B_ 

lina receptora localizada sobre la superficie del linfocito se une al antíge

no; esta globulina receptora tiene el mismo sitio de reconocimiento antigéni 

co (y afinidad) que la globulina secretada por la clona de linfocitos. Una -

pequeña dosis de antígeno proveerá suficiente péptido para saturar las glo

bulinas receptoras situadas en la superficie solo de aquellos linfocitos de~ 

tinados a producir globulinas de alta afinidad. Con altas dosis de antígeno, 

las células de alta y baja afinidad tendrán suficientes receptores de super

ficie ocupados para activarse. Así, se recomienda usar una pequeña dosis de-
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antígeno en la primera inmunización. De modo igual si la primera dosis es p~ 

queña para inducir títulos de anticuerpos detectables, puede disparar selec

tivamente la proliferación inicial de clonas de alta afinidad, las cuales -

responderán vigorosamente a la siguiente dosis de antígeno. 

El intervalo de tiempo Óptimo al cual se aplican las dosis de refuerzo

depende de la dosis, ruta de aministración y adyuvante empleado. Generalmen

te, la práctica consiste en dar dosis de refuerzo solo después de que el ti

tulo ha alcanzado la cúspide de la curva y empieza a descender, usualmente a 

intervalos de 4 semanas. 

Dosis demasiado bajas o demasiado altas no inducen ninguna reacción inlll.!!. 

·nitaria. La inyección de tales dosis más bien produce un animal refractario -

ante la inmunización posterior hecha con dosis normalmente inmunógenas: se ha 

provocado una parálisis inmunitaria, es decir, un estado de tolerancia frente 

a este antígeno (42). 

3.5. Pureza de la preparación: 

El grado de pureza del inmunógeno puede ser también una consideración -

importante. La administración concominante de diversos antígenos puede dismi 

nuir la respuesta antigénica hacia el inmnnógeno de interés. Esta "competen

cia antigénica" se conoce poco, pero posiblemente involucra un efecto supre

sor de células sobre células. 

El adyuvante completo de Freund deberá usarse sólo si se dispone de an

tígenos muy purificados: si no se tiene en cuenta ésta condición, el organi1!. 

mo estimulado desencadenará una reacción inmµnitaria inútil dirigida contra

estas impúrezas (41). 

3.6. Parámetros del suero de importancia'en el RIA: 

La evaluación de un suero para usarse como reactivo en RIA en forma Óp

tima involucra la determinación de tres características básicas: titulo, se.n. 

sibilidad y especificidad. 
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El primer paso a seguir en la evaluación del suero obtenido de animales 

inmunizados es examinar la presencia de los anticuerpos. Incubando la hormo

na marcada con diferentes diluciones del suero que varían de 1:50 a 1:50 000, 

bajo condiciones similares a aquellas planeadas para el RIA se determina el

título, que se define como la dilución del suero a la cual el 50% de la hor

mona marcada está unida al anticuerpo,Generalmente los sueros con títulos -

por debajo de 1:1000 son de valor limitado; tales sueros, también exhiben b.!!. 

ja avidez. En orden de magnitud, el título de los sueros usados en RIA va- -

rian de 103 a 108, es decir, más altos que aquellos reportados para otras~ 
técnicas inmunológicas. El título es función del número de moléculas inmuno

globulinas presentes, de su afinidad para el antígeno y de' la actividad esp_!t 

cifica del antígeno marcado. 

Después de la determinación del título, la siguiente propiedad del sue

ro a examinar es la sensibilidad. La sensibilidad es función de la afinidad

y actividad específica del antígeno marcado. Una manera fácil de determinar

la consiste en probar concentraciones suficientemente bajas de la solución -

.patrón, así la sensibilidad corresponde al límite de detección, o sea la más 

baja concentración de la solución patrón que está significativamente por en

cima del patrón "cero", lo cual puede deternÍi~arse estadísticamente. 

El título y la sensibilidad están influenciados por las condiciones ba

jo las cuales se realiza el ensayo, si suponemos que un pequeño péptido sin

tético se usa como antígeno y que el suero contiene solo anticuerpos dirigi

dos contra un solo sitio antigénico del péptido. A pesar de la aparente sim

plicidad de este sistema, estos anticuerpos son el producto de un gran núme

ro de clonas de linfocitos, cada una con su propia afinidad para el antígeno. 

La afinidad y el título del suero de cierto animal, tienden a variar indepe.!!. 

dientemente con el tiempo. 

El primer paso en el procedimiento común para conocer la especificidad, 

consiste en medir la capacidad de sustancias naturales relacionadas con la -

hormona, de homología conocida, para desplazar al antígeno marcado en su - -

unión con el anticuerpo. Si se presenta desplazamiento, el grado de reactivi 

dad cruzada se expresa generalmente como la razón entre la concentración de

la sustancia que presente reactividad cruzada que produce 50% de unión de la 
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hormona marcada. Así, se probará la reactividad cruzada de formas molecula-

res naturales, precursores y fragmentos del antígeno principal. 

Ya que los anticuerpos que participan en la unión al antígeno marcado -

generalmente se comportan como si se originaron de una sola clona, también 

se puede decir que el suero de un RIA es específico, a condición de que el -

antígeno marcado sea homogéneo. 
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II. OBJETIVOS 

El objetivo del presente trabajo es obtener los reactivos para la dete.r_ 

minación de angiotensina I humana por radioinmunoanálisis, sustituyendo así

el estuche comercial que es de importación. De esta forma se pretende contri_ 

buir a la autosuficiencia tecnológica de nuestro país, fundamental en las -

condiciones económicas actuales. 

Para lograr tal objetivo, se desarrollaron las siguientes metodologias, 

las cuales constituyen los objetivos intermedios: 

l. Obtención de un anticuerpo anti-angiotensina I que reúna los requi

sitos de los sueros empleados en RIA: Alto título y un alto grado de especi

ficidad y sensibilidad. 

2. Preparación del antígeno marcado radiactivamente, incorporando 125I 

a la molécula de angiotensina I. 

3. Obtención de las soluciones patrón de angiotensina I.· 

4. Preparación de otras soluciones requeridas como amortiguadores e -

inhibidores. 

S. Selección del mejor método adaptable a las condiciones de laborato~ 

rio para obtener y almacenar tales reactivos. 

6. Probar, mediante la determinación de la actividad plasmática de re

nina en sueros de pacientes, que los resultados obtenidos con los reactivos

del estuche comercial son estadísticament~ equivalentes a los obtenidos con

los reactivos producidos en el laboratorio. 



.• 
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III. MATERIALES Y METÓDOS 

l. MATERIALES 

1.1. Material de vidriería. 

El material de vidriería se usó después de lavarlo y enjuagarlo -

exhaustivamente con agua bidestilada. Para el sangrado de los conejos se US.!!, 

ron tubos siliconizados con SigmacoteR al.1% en solución acuosa, 

1.2. Material biológico. 

En este trabajo se usaron siete conejos jóvenes Nueva Zelanda de 

1.5 Kg. 

l. 3. Equipo. 

- Agitador magnético Corning PC-353. 

- balanza analítica Mettler tipo H-15· 

baño de agua a 37gC Precision GCA Corporation. 

- cen.trífuga refrigerada IEC PR-6000. 

- columna de vidrio para cromatografía LKB 2137. 

colector de fracciones para cromatografía LKB Redirac 2112. · 

- contador de radiaciones ganuna Gammacord II (AMES). 

- congelador Reveo (-BOgC). 

- liofilizadoras Virtis (Gardiner, N.Y.) y Labconco Freeze Dry~r. 
- potenciómetro Orio Research 201. 

- rasuradora eléctrica Oster modelo 22. 

- Vortex de Scientific Products SS 220. 
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1.4. Reactivos. 

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, Mo.): 

- aceite de cacahuate, 

- ácido maleico (PM-116.1). 

- adyuvante completo de Freund (ACF), 

- adyuvante incompleto de Freund (AIF). 

- albúmina sérica bovina fracción V (PM=70,000). 

- albúmina de huevo grado V (PM=40,000), 

- albúmina sérica bovina grado RIA. 

- angiotensina I\ sal de acetato, secuencia humana, sintética -

(PM=1296). 

- des-Asp
1 

-angiotensina I, sal de acetato (PM=ll81.4). 

- Vals -angiotensina I, sintética (PM=l282.S). 

- angiotensina II, secuencia humana, sal de acetato (PM=l046). 
_Vals -angiotensina II, sal de acetato (PM=l032.2), 

1 
- angiotensina III (des-Asp -angiotensina II), sal de acetato 

(PM=931.1). 

- angiotensinógeno de plasma porcino. 

- azida de sodio (PM=6S). 

- carbón activado, cloramina T (N-cloro-p-toluénsulfonamida, 

sal sódica). 

- cloruro de 1-etil 3-(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida 

(PM=191.7). 

~ cloruro de hidroxilamina {PM=69,S). 

- DEAE-Sephadex A 2S, intercambiador aniónico, tamaño de perla 

40-120. 

- dextrán, grado clínico (PM=70,000), 

- 2,3 dimercaptopropanol (Dimercaprol, BAL), PM=l24.2. 

- hemocianina de lapas de ojo de cerradura (PM=6 SOO 000), 

- sulfato de 8 hidroxiquinolina (PM=l94.2). 

- metabisulfito de sodio. 
- Sigmacote. 
- Trizma base, tris (hidroximetil) aminometano (PM=121), 
- cloruro de tris (hidroximetil) amino metano (PM=lS7.6), 

- tiroglobulina tipo II porcina (PM=6SO 000), 
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1.5. Soluciones. 

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas en agua destilada y de-

sionizada, referida simplemente como agua. 

Para la obtención y caracterización de los anticuerpos se prepararon S.Q. 

luciones "stock" de 0.1 mg/ml en amortiguador Tris acetatos 0,1 M, pH 7.4 y

albúmina sérica bovina al 5% de los siguientes compuestos: 

d A 1 . . - es- sp -ang1otens1na. 

- valS-angiotensina II. 

15 . . . I - va -angiotensina • 

- angiotensina II. 

- angiotensina III. 

También se preparó una solución de 110 ;ig/ml de angiotensinógeno, 

Las siguientes soluciones. se prepararon en agua: 

- Tris-acetato 0.1 M, pH 7.4 

- solución de 3.5 mg/ml de cloruro dé l-etil-3 (3-dimetilaminopropil) carbo-

diimida. 

- cloruro de hidroxilamina 0,05 M. 

En la preparación del antígeno marcado radiactivamente se preparó: amor. 

tiguador de fosfatos 0,5 M, pH 7.4, 

- amortiguador Tris-HCl 0.1 M, pH 8,6, 

- solución de angiotensina I de 5.0 mg/10 ml de agua. 

- solución acuosa de albúmina sérica bovina al 0.1%. 

- albúmina sérica bovina al 5,0% en amortiguador Tris-acetatos pH 7.4,0.1 ·M. 

- solución de cloramina T de 4 mg/10 ml en amortiguador de fosfatos. 

- Na125r en solución de NaOH (pH 7-11, 100 mCi/ml). 

- solución de 4 mg/10 ml de metabisulfito de sodio en amortiguador de fosfa-

tos. 
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Fueron de J,T. Baker: 

- alcohol etílico. 

- cloruro de sodio. 

- fosfato diácido de potasio (PM=l36,9), 

- fosfato dibásico de potasio (PM=l74,18) y 

- xilol, 

El éter fue adquirido de Proquimed. El estuche comercial para el RIA de 

angiotensina I fue de New England Nuclear, NEA-026 (RIANEN TM) y consta de -

los siguientes reactivos: 

l. Dos frascos de suero anti-angiotensina I de conejo, 2 ml. Se diluyó a 250 

ml con amortigudor Tris-acetatos 0,1 M, pH 7.4, 

2. Dos frascos de angiotensina I-
125r, 0.5 ml cada uno. Se diluyó una parte 

con 50 partes de amortiguador Tris-acetatos 0.1 M, pH 7.4. 

3. Un juego de soluciones patrón de angiotensina I, 7 frascos liofilizados.

Se reconstituyeron con 2 ml de agua destilada fría, las soluciones resul

tantes contienen O.O, 0.1, 0.25, 0,5, 1.0, 2.5 y 5.0 ng de angiotensina -

I/ml en amo~tiguador Tris-acetatos 0.1 M, pH 7,4 y albúmina sérica bovina 

al 5.0%. 

4. Un frasco con amortiguador Tris-acetatos concentrado 2 M, 25 ml. Se dilu

yó con agua destilada a 500 ml. La solución final tiene una concentración 

de 0,1 M. 

5, Un frasco con suspension de carbón, 25 ml. Se diluyó a 500 ml con agua ~ 

destilada fría. La suspensión final contiene carbón al 0.6%, dextrán al -

0,0625% y azida de sodio al 0,005%. 

6, Un frasco·con amortiguador de maleatos concentrado, 25 ml. Se diluyó a~ 

250 ml y antes de aforar se ajustó el pH a 6.0 con hidróxido de sodio - -

5 N. La solución diluida tiene una concentración de ácido maleico 0.2 M. 

7, Un frasco con dimercaprol, 1.0 ml. Solución al 1,7% en aceite de cacahua

te y benzoato de bencilo al 3.3%, 

8. Un frasco con sulfato de 8 hidroxiwquinolina, 1 ml. Solución acuosa al --

6.6%. 

' 
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2. METODOS. 

2.1. Obtenci6n.y caracterización de los anticuerpos. 

2.1.1. Síntesis del antígeno. 

Ya que el bajo peso molecular de la angiotensina I (1296 d) es una ca-

racterística que no le confiere la capacidad de inmunogenicidad, la forma- -

ción de anticuerpos anti-angiotensina I puede estimularse inyectando un con

jugado antigénico conteniendo esta pequeña molécula acoplada a proteínas de

peso molecular elevado, es decir usando el concepto de hapteno. En el prese.!!. 

te trabajo las proteínas empleadas para tal fin fueron las siguientes: 

Proteína 

Albúmina de huevo 

Albúmina sérica bovina 

Tiroglobulina 

Hemocianina 

PM (d) 

·40 000 

70 000 

650 000 

6 500 000 

El procedimiento de conjugación consiste en hacer reaccionar tanto a la pro

teína como al hapteno con una molécula que forma parte de una f amiiia de CO.!!!, 

puestos químicos orgánicos comúnmente denominados carbodiimidas solubles en

agua y muy usadas actualmente para sintetizar conjugados inmunogénicos de ~ 

proteínas y otros polipéptidos pequeños biológicamente activos. En este caso 

se utilizó el cloruro de EDC que tiene la siguiente f6rmula química: 



La reacci6n que se efectúa es la siguiente (43): 

PROTEINA-C~H + R-N=C=N-R' 
(carbodiimida) 

! 
.INTERMEDIARIO POSTULADO 

o.. 
l?ROTEINA-C-N-HAPTENO 

1 
+ R-N-11-N-R' 

1 1 
H H H 

PRODUCTO ACOPLADO 
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En la reacción se adiciona hidroxilamina en soluci6n. piira·'.evitar un P.Q. 
sible rearreglo de la tirosina en presencia de carbodiimida, ya que ésta úl 

tima puede ~lterar el anillo aromático de la tirosina,para formar 0-aril- -

isourea o N-aril-isourea. (44) 

Método: 

Es importante que todas las soluciones sean de reciente· preparación. 
En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 ml de una soluci6n que contiene 1 mg/ 

ml de angiotensina I seguido de la adici6n de 2.5 mg de la proteína corres

pondiente y 1 ml de agua destilada. Se agitó suavemente hasta su completa -

disoluci6n. A ésta mezcla se adicionaron 0.5 ml de una solución.acuosa de -
EDC (3.5 mg/ml) y se dejó reposar 18 horas a temperatura ambiente. Transcu

rrido dicho tiempo se agregaron 2 ml de una solución de cloruro de hidroxi-
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lamina 0.05 M al tubo de reacción. Se dejó reposar la mezcla 5 horas más a

temperatura ambiente. De esta manera el antígeno ha sido acoplado a la pro

teína acarreadora. 

2.1.2. Inmunización 

El conjugado antigénico (4 ml) se emulsionó con un vol1.1111en igual de 

ACF o AIF según corresponda con el esquema de inmunización. Para tal fín se 

utilizó una jeringa de 10 ml con aguja del número 21 succionando el conjufil!. 

do y el adyuvante, la completa emulsificación se obtuvo después de varios -

pases sucesivos a través de la aguja de la jeringa. Una vezformada una emul 

sión lechosa y homogénea se consideró lista para inyectarse a los animales. 

Los animales seleccionados para la inmunización fueron siete conejos 

jóvenes Nueva Zelanda. Antes de inyectarlos se les cortó el pelo del lomo 

empleando una rasuradora eléctrica a fín de facilitar la localización del -

sitio de inoculación. Las inyecciones se empezaron a aplicar desde la parte 

cercana al cuell9. Se realizó la asepsia µe la zona con etanol al 70%, se -

inyectó un mL de la emulsión a cada conejo, distribuyéndolo en múltiples s.1. 

tios (aproximadamente 6 a 8) por vía subcutánea, observando la formación de 

una pápula. La dosis por conejo fue aproximadamente de 625 µg de angioten

sina I. Los conejos se numeraron en sus jaulas, los marcados del número 1 -

al 6 se inmunizaron y el número 7 no se inmunizó, es decir sirvió como con

trol. 
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2.1.3. Esquema de inmunizaci6n. 

La técnica seguida en el esquema de inmunizaci6n es una adaptaci6n del 
• 1 

método descrito por Moore y Lutterod (45) para la producci6n de anticuerpos 

para vasopresina. 

~la. inmunizaci6n: (angiotensina I + tiroglobulina) + ACF 
1 semana......_ 

~2a. inmunizaci6n: (angiotensina I + albúmina sérica bovina) + AIF 

1 semana..:... 

. 1 

......__3a. inmunizaci6n: (angiotensina I + albúmina de huevo) + AIF 
semana/ 

~4a. inmunizaci6n: (angiotensina I + tiroglobulina) + AIF 
12 semanas 

""-sa. irununizaci6n: (angiotensina I + hemocianina) + ACF 
10 días/ 

""-sangría de prueba 

4 días/ 

~sangría de cosecha 

2.1.4, !:iangria de prueba. · · 

Para estimar el título de anticuerpos circulantes en el suero de los co~ 

nejos inmunizados se tomaron muestras de sangre de la arteria de la oreja. La 

sangre extraída, aproximadamente 5 ml, se colect6 en tubos de centrífuga sil.!. 

conizados (para evitar al máximo la hem61isis) y sin anticoagulante, quitandc

la aguja de la jeringa, se transfiri6 el contenido de la misma en el tubo re!!_ 

balando lentamente por las paredes. Se dejar?n r~posar las·:muestras a tempera

tura ambiente para permitir la formación del coágulo, con un aplicador se se

paró el coágulo de las paredes del tubo, logrando así una mejor retracción -

del mismo. Se procedió a centrifugar las muestras durante 20 min a 2000 rpm a 

4uc. Se separó el suero. A estas muestras se les determinó el titulo de anti

cuerpos,. como se indica. en la sección 2.3, 
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2.1.5. ·Determinación del titulo de anticuerpos en el suero. 

Las determinaciones del titulo de anticuerpos en el suero de los siete -

conejos se realizaron por el método de RIA para angiotensina I. Las dilucio-,

nes del suero se hicieroro con amortiguador Tris-acetato 0.1 M, pH 7.4 probá.!! 

dose diluciones seriadas que comprendierori 1:101, 1:102, 1:103, 1:104, 
1:106, Las incubaciones se realizaron en tubos por triplicado de acuerdo al
protocolo de la Tabla I, 

De los resultados obtenidos se trazó una gráfica colocando el porcentaje 

de cuentas totales unidas en el eje de las ordenadas y el reciproco de la di
lución del suero en el eje de las abscisas. La dilución que corresponde al ~ 
50% de unión de las cuentas totales indica el titulo del suero y es la dilu~ 

. ción que se' emplieó en los experimentos siguientes: 

2.L'6: Sangría de cosecha. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la sangría de prueba, se san

graron los conejos marcados con los números 2,4 y 5, que son los que tuvieron 

el mayor titulo de anticuerpos, ·así como el conejo control. La sangría se re.!!, 

lizó por punci6n cardiaca. Para tal efecto se colocó al animal en la caja de

cont~nción, se le ·anestesió p~r inhalación con éter hasta llegar al plano qui 

rúrgico de la anestesia; entonces se colocó al animal én posición dorso-ven-

tral en una caja de sujecci6n. En seguida se localiz6 al corazón, se rasuró -

la zona y se introdujo la aguja lentamentenasta observar el flujo de sangre -

a la jeringa. Entonces se empezó a succionar suave y gradualmente con el émb,2. 

lo hasta que ya no se obtuvo más sangre. La sangre obtenida se transfirió a -

tubos de centrifuga de 50 ml. Estas muestras se dejaron reposar, se despren~ 

dió el coágulo adherido a las paredes y se centrifugó a 2400 rpm, 20 min a -

4°C. El suero se separó y se midieron los volúmenes de suero obtenido de cada 
conejo. 

Almacenamiento de los sueros. 

El volumen de suero obtenido se repartió en alícuotas de 0.5 .ó 1 ml. La

mitad del volumen de suero obtenido de cada conejo se almacenó congelado a --



TABLA I • PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUE¡RPOS POR RIA. 

TUBO .~MORTIGUADOR ASB 5% 125r-ANGIO r VOLUMEN DE ".:ARBON o co: • 
( 6000 cpm ) LA DILUCION o et: 

;;;: ~ 
.... et: 

CUENTAS TOTALES 1.5 '0.05 
xu o:: t; C,!l - - LLJ o -

BLANCO 0.5 0;1 0.05. ,_""" 1.0 (3 co: o:: - o:: -o 
§; ::i:: ::ice 

DILUCION 1:10 - 0;1 0.05 0.5 1.0 LL. co: et: 
co - o:: 1-DILUCION 1:100 - 0.1 0,05 0.5 z: .... 1.0 o:: z 

LLJ t-- et: o 
DILUCION 1:1000 - 0.1 o.os 0.5 o:: 1.0 Z-lU 

~~ LIJ 

DILUCION 1:10,000 - 0.1 0.05 0.5 1.0 uc:: z 
1- :::> -:::i 

DILUCION 1:50,000 - 0.1 0.05 0.5 -u 1.0 o 
c.!lZ LLJ z: 

DILUCION 1:100,000 - ·0.1 0.05 0.5 cr- 1.0 ::-·w 

DILUCION 1:1 000 000 - 0.1 0.05 0.5 1.0 

TODOS LOS VOLUMENES ESTAN EXPRESADOS EN MILILITROS 
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-B0°C Y la otra mitad se liofiliz6. Las alícuotas para congelar se colocaron~· 
en tubos eppendorf a -B0°C, previamente etiquetados con la fecha y número del 

conejo. Las alícuotas a liofilizar se colocaron en frascos de 10 ml con tapón 
de plástico, Del suero de cada coneJ·o se tomó una alicuota congelada y otra -
liofilizada Y se les determin6 el titulo de anticuerpos. 

2.1.B. Determinación del título de anticuerpos en los sueros congel.2_ 
dos y liofilizados, 

Siguiendo la misma metodología empleada en el ensayo 2.1.4 se determinó 
el titulo de anticuerpos a una alícuota de suero congelado y a otra liofiliz.2_ 
da de los conejos 2, 4 y S. 

El suero congelado se descongeló lentamente y el lipfilizado se reconstituy6-

con amortiguador Tris-acetato pH 7.4, 0.1 M hasta su volumen original hacién

dose las siguientes diluciones en el mismo amortiguador. 

Conejo 2: 1:102, l:SX102, 1:103, 1:2.SX103, 1:5X103, 1:7.SX103, 1:104 y - -

1:5X104 , 

Conejo 4: 1:102, 1:103, 1:104, 1:2.5Xl04, 1:5Xl04, 1:7.SX104 • 

Conejo 5: 1:102, 1:103, 1:104 , 1:105, 1:2.5Xl05, l:SX105, 1:7.5Xl05 y 1:106 

2.2. Obtención y caracterización del antígeno marcado radiactivamente. 

2.2.1. Marcaje radiactivo de angiotensina l. 

La técnica para marcar radiactivamente angiotensina I con 125¡ se derivó 

del método de la cloramina T descrito por Greenwood y Hunter (49) para marcar 

la hormona de crecimiento, adaptado por Nielsen y cols. (SO) para angiotensi

na l. 

Fundamento 

El procedimiento empleado depende del 'residuo de aminoácido que se va a

marcar. Asi este método involucra marcaje directo por una sustitución de ione• 

hidrógeno, principalmente en el anillo aromático de la tirosina por yodo ra• 

diactivo. La tirosina se marca preferentemente con respecto a la histidina -

cuando ambas están presentes en el péptido, principalmente a pH mayor de 7.5, 

esto es, bajo condiciones en las cuales la tirosina está cargada negativamentE?4 



Para introducir yodo radiactivo en residuos de tirosina, el isótopo radia.f. 

tivo debe convertirse de yoduro a yodo, lo cual se logra mediante el uso de -

agentes oxidantes siendo el más empleado la cloramina T cuya estructura se ~ 

muestra a continuación: 

Na+ ( cH3 ~ SOz-NCl)-

Entonces, el yodo se polariza por su interacción con el oxige~o del agua: 

~- f.i' 
I - I -------- I - + 

+ 
I 

Las moléculas de yodo cargadas positivamente son electrófilos, los cuales .at!l. 
can a la tirosina en el carbón orto al oxígeno cargado negativamente: 

) ~I 
La adición de un agente reductor como el metabisulfito de sodio detiene la a.f_ 

ción oxidante de la cloramina T. 

El pH de la mezcla de reacción debe ser ligeramente alcalino para ioni-

zar parcialmente la tirosina. 

Método 

La reacción para marcar radiactivamente la molécula de angiotensina I -

con yodo-125 se llevó a cabo a temperatura ambiente, tras una cortina de plo

mo, colocando el tubo de reacción dentro de un recipiente de plomo y ob&ervi.!!. 

do las manipulaciones a través de un espejo para evitar radiaciones sobre el
cuerpo humano. 

En un tubo de ensayo se colocaron 0.15 ml de amortiguador de fosfatos --

0.5 M, pH 7.4 y 0.003 ml de la solución de yoduro de sodio radiactivo (aproxi 

madamente 200 ,uCi) seguidos por 0.02 ml de solución de angiotensina I (5mg/10 

ml de agua) y 0.025 ml de la solución de cloramina T (4 mg/10 ml de amortigu.!!, 

dor). La mezcla se agitó durante 20 segundos en Vortex y se dejó reposar 1 mi 

nuto agregándose al final 0.025 ml de solución de metabisulfito de sodio (4 -

mg/10 ml de amortiguador)y después de 20 segundos la mezcla de reacción se di 

luyó con 1 ml de agua destilada. La solución se transfirió a una columna de -

cromatografía de intercambio iÓnico. 
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El volumen de la soluci6n de Nal25r que se adicion6 varía dependiendo del 

tiempo transcurrido entre la fecha de marcaje y la fecha de uso.Con esta infor. 

maci6n de consulta la tabla de decaimiento del 1251 (vida media= 60 días). Lo 

importante es que el volumen contenga 200jJCi. Así, partiendo de una soluci6n

que contiene lOOJJCi/ml, después de 38 días se observa en las tablas de decai

miento de 1251 el factor de 0.645, por lo tanto en la solución original ya no 

se tienen lOO>JCi/ml, sino que 64.5)JCi/ml, lo que significa que si se requie

ren 200 )l Ci, éstos están contenidos en 3 .1 }11 de la solución en vez de 2 }J 1 -

de la soluci6n original. 

2.2.2. Separación de 1251-angiotensina de la mezcla de reacción. 

La separaci6n de l251-angiotensina l de la mezcla de reacción se llevó a 

cabo por medio de la técnica de cromatografía de intercambio i6nico usando -

DEAE Sephadex A-25 como intercambiador y una columna para cromatografía con -

las siguientes características: 

longitud 

diámetro 

superficie transversal 

longitud del lecho 

volumen del lecho 

65 

1.6 

2.6 

so 
130 

cm 

cm 
cm2 

cm 

ml 

El pH empleado para hinchar el intercambiador iónico fue el mismo que se 

empleó para eluir la muestra, en este caso de 8.6. El hinchamiento completo -

tomó de 1-2 días a temperatura ambiente o 2 horas en un baño de agua hirvien

do. La cantidad de DEAE-Sephadex para preparar el volumen deseado se calculó

tomando en cuenta que rinde de 5-9 ml/g, añadiéndose después amortiguador - -

Tris-HCl 0.1 M pH 8.6 en exceso. El amortiguador debe contener el mismo ión -

presente originalmente en el intercambiador que es el ión cloruro. Durante el 

hinchamiento se removió varias veces el sobrenadante cambiándolo por amortigu.§_ 

dor fresco y al finalizar se lavó exhaustivamente el intercambiador por medio

de un embudo Buchner con un volumen aproximado de 500 ml del mismo amortigua-

dar. Se procedi6 a llenar la columna introduciendo el gel, resbalando por las

paredes y evitando la formación de burbujas hasta una altura de 50 cm seguido

por la adición de amortiguRdor Tris-HCl 0.1 M pH 8.6 hasta que quedó bien com

.pacta cuidando d~. que en todo momento existiera amortiguador en contacto con -

el gel. Se midió el flujo el cual resultó ser de 0.75 ml por cm2 por minuto. -
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Una vez comprobado que la columna y el resto del sistema funcionaron adecuada

mente se efectuó la reacción para marcar radiactivamente la angiotensina I. 

Antes de aplicar la mezcla a la columna se tomó una alícuota de 10).11 que sir

vió como referencia de la radiactividad total aplicada a la columna. Se apli-

có la mezcla de reacción que comenzó a eluirse con amortiguador Tris-HCl -

0.1 M, pH 8.0, colectándose fracciones de 3 ml, de cada una de las cuales se -

tomaron alícuotas de lO)Jl para medir la radiactividad presente en ellas. Es-

tas fracciones se midieron en el contador gamma para monitorear la elución de

las fracciones radiactivas y saber en qué momento se detendría el proceso. 

El 125r libre quedó unido a la columna y posteriormente se eluyó aumen-

·.tando la fuerza iónica del amortiguador. 

2.2.3. Propiedades inmunológicas del antígeno marcado. 

Las propiedades inmunológicas de: 125r angiotensina I se evaluaron por ~ 

dio de curvas patrón que muestran el desplazamiento del péptido marcado por -

cantidades crecientes de angiotensina I no radiactiva. Se compararon varias -

fracciones usando el suero del conejo 5 como fuente de anticuerpo para ésta -

prueba. A cada tubo de ensayo se adicionaron 50µ1 de 125r angiotensina I co..!!_ 

teniendo aproximadamente 6000 cpm. 

2.2.4. Almacenamiento del antígeno marcado. 

Del principal pico radiactivo las fracciones que contienen las cantida-

des más altas de radiacÚvidad se almacenaron congeladas en alícuotas a -7011C 

·hasta su uso. Se adicionó albúmina sérica bovina al 1%. Para cada ensayo se

diluyeron con amortiguador Tris-acetato 0.1 M, pH 7.4. 

2.3. Método para determinar angiotensina I por RIA. 

Las pruebas para caracterizar los reactivos producidos en el laborato

rio se realizaron por la técnica de RIA para angiotensina I basado en el m! 
todo de Haber y cols. (46). 

a) Explicación del ensayo: 

La medición indirecta de la enzima renina fue llevada a cabo inicial-

mente mediante la estimación de angiotensina II generada po,r bioensayo, - -

usando mediciones de presión sanguínea (47) y después por métodos de RIA. -
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En 1965, Haber y cols, subrayaron el signific~do fisiológico y patofisioló

gico de las mediciones de renina y descubrieron las ventajas de un procedi

miento de RIA para la estimación directa del producto primario de la activi 

dad de renina: angiotensina I. Baio las condiciones de este ensayo se ve fa 
vorecida la acumulación de angiotensina I, ya que se permite a la renina end.Q. 

gena reaccionar con su sustrato en presencia de reactivos que inhiben tanto a 

la enzima convertidora de angiotensina I como a las angiotensinasas. El estu

che comercial está basado en una adaptación de éste método. Las condiciones -

del ensayo han sido diseñadas para favorecer la generación de angiotensina I

en un sistema amortiguado dentro de su pH óptimo: 5.5 a 6.0 en presencia de -

inhibidores adecuados. 

b) Principio del método. 

Skeggs y cols. (48) ·demostraron que el metabolito primario de la activi

dad de la renina es la ángiotensina I la cual se rompe para producir angiote.!!. 

sina II bajo la acción de la enzima convertidora de angiotensina I (las rutas 

del metabolismo de este sistema se han descrito en el capítulo 1). 

Si se toman precauciones específicas para bloquear la enzima convertido

ra y las angiotensinasas normalmente presentes en plasma, la acumulación de -

angiotensina I bajo condiciones controladas refleja la actividad enzimática -

de renina. La inhibición de la actividad de la enzima convertidora y angiote.!!_ 

sinasas durante la generación de angiotensina I se lleva a cabo por el uso de 

EDTA, Dimercaprol y 8-0H- quinolina. 

Un gran número de investigadores han demostrado que la máxima actividad

de renina para el sistema renina-sustrato en plasma humano ocurre a pH 5.5 a 

6.0, mientras que una marcada disminución de la actividad se observa a nive-

les de pH más elevados. Debido a que la reacción se lleva a cabo en condicio

nes óptimas el tiempo de generación de angiotensina I es de 1 hora. 

La cantidad de angiotensina I generada se mide por RIA, la.separación -

de antígeno libre y unido se lleva a cabo por absorción diferencial del mat_g_ 

rial libre sobre carbón activado. La concentración del antígeno unido al an

ticuerpo se determina por conteo en un contador de radiaciones gamma. La re

lación B/F se expresa mediante una curva patrón de angiotensina I, de la cual 

los valores de las muestr~:· desconocidas se obtienen por interpolación. La a.f. 

tividad plasmátÍ¿a de renina (APR) se expresa como ng de angiotensina I gene

rada/ml/hora de incubaci6n a 37ºC, 
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c) Colección de las muestras. 

No se requiere preparación especial del paciente, pero debe conocerse su 

estado fisiológico e~acto para una interpretación adecuada de los resultados. 

La sangre debe vaciarse. eh un tubo que contenga EDTA a una concentración fi-

nal de 1 mg/ml desangre.Las muestras de sangre se mantienen en un baño de hi~ 

lo antes de separar el plasma mediante una centrífuga refrigerada a 4ªC por -

15 min a 2 400 rpm. El plasma claro se coloca entonces a 42C, si ia determin.!!, 

ción se va a realizar inmediatamente o se guarda en congelación a -20ªC, 

Es necesario adoptar ciertas precauciones si el paciente ha recibido 

agentes de diagn6stico radiactivos, los cuales pueden ser emisores gamma, ta-
99 

les como el mTc. En éstas condiciones el nivel de angiotensina I puede ao--

breestimarse. 

d). Generación de angiotensina I. 

1) Las muestras de plasma congelado se descongelaron lentamente en tin b.!!.· 

ño de agua a 4°C. 

2) Se adicionó 1 ml de cada muestra del plasma en tubos de ensayo colúc.!!_ 

dos en un baño a 4ªC. Se adicionaron 10 )Jl de la solución de dimerc.l! 

pro! y 10 )Jl de la solución de 8 OH quinolina a cada tubo. 

3) Se adiciona~on 2 m1 de amortiguador de maleatos 0.2 M, pH 6.0 a cada-
' tubo mezclando ~igorosamente. 

4) Se transfirió 1 ml del contenido de cada tubo a otros tubos marcados·· 

similarmente. EstaSalícuotas se incubaron 1 hora a·37ªC, mientras que 

el remanente se mantuvo a 4ªC por el mismo período de tiempo. 

5) Al final de período de incubación las muestras incubadas.a 37ªC se C.Q. 

locaron. a 4°C en el baño de hielo junto con su control de 4ªC y se -

procedió a medir la angiotensina I por RIA. 

e) Protocolo del RIA. 

l. Todos los tubos de ensaye numerados y los reactivos se mantuvieron en 

un baño de hielo a 4ªC, durante la adición de los reactivos. 

(ver table IC). 



TABLA II PROTOCOLO PARA EL RIA DE ANGIOTENSINA I 

TUBO AMORTIGUADOR ASB 5% PATRONES MUESTRA 

CUENTAS TOTALES 1.5 - - -
BLANCO 0.5 0.1 - . -
PATRON "O" - 0.1 - -
PATRONES ,. - 0.1 -
MUESTRA 37ºC - - - 0.1 . 
MUESTRA 4ºC · - - - 0.1 

TODOS LOS VOLUMENES ESTAN EXPRESADOS EN MILILITROS. 

1251-ANGIO :1 ANTICUERPO 
( 6000 cpm ) 

0.05 
tJ - o 
<:!" 

0.05 - ::i: 

co 
0.05 0.5 o:: ..... 

ci: 

o.os 0,5 i~ 
0.05 0.5 u 

z: ..... 
0.05 0.5 

CARBON 

-
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 

t 
u 

o:: ci: ci: 

~º~~ :::> ci: 
LL..O::Z:t.!J ..... IJ.J 
o:: ci: o:: 
-....100 
z: ci: o 
LLJ o:: o ci: 
u ............ q-

Cl>Z: w ..... o 
::E:l-U 

V1 ...... 
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2. Se numeró una serie de 16 tubos para cada curva patr6n y 4 tubos por e.e_ 

da muestra, en los tubos correspondientes se adicionaron los siguientes 

reactivos: 500JJ1 de amortiguador Tris-acetato 0.1 M, pH 7.4 para los -

tubos blanco; 100).11 de albúmina sérica bovina al 5% en los tubos blan

co y en el patrón "O"; 100 jJ 1 de cada solución patr6n, 100 µl de cada -

muestra (2 tubos para las muestras incubadas a 37gC y dos para las de --

4gc); 100 µl de la soluci6n de angiotensina r-125¡ a todos los tubos;~ 
500,ul de la soluci6n de anticuerpo en todos los tubos excepto en los -

tubos blanco. 

3. Todos los tubos se agitaron en Vortex durante 2 a 5 segundos y se incu

baron a 4gC durante 18 a 24 horas. 

4. Antes de completar el período de incubación la suspensión de carb6n di

luida al 0.6% se colocó en agitación. 

5, Al finalizar el período de incubaci6n todas las muestras se colocaron -

nuevamente en un baño a 4gC y se adicion6 1 ml de la suspensión de car

b6n a cada tubo. La suspensión de carbón se mantuvo en agitación duran

te la transferencia. 

6. Todos los tubos se agitaron en vortex y se centrifugaron a 4gC a 2400-

rpm durante 15-20 minutos. 

7. La fracción sobrenadante de cada tuvo se decantó en tubos de ensayo.nu

merados en la misma forma y se cont6 la radiactividad contenida en - ~ 

ellos, La angiotensina I unida al anticuerpo permanece en el sobrenada.!!. 

te y la angiotensina I libre se adsorbe sobre el carbón. 

B. Los sobrenadantes de los tubos se contaron usando un contacf~r de cente

lleo gamma. 

f) Cálculo de resultados. 

Después de que se complet6 el conteo,se determinó la concentraci6n de 8.!!. 

giotensina I generada interpolando el resultado en la curva patrón. 

l. Se promediaron las cuentas por minuto para los duplicados. 

2, Se calcularon las cuentas netas promedio para los patrones y las mues-

tras restando el promedio de cuentas del blanco. 

3. Se calculó el porcentaje de unión B/Bo para cada muestra. 

4. Usando papel semilogarítmico o bien papel logit-log se trazó la curva -

patrón y se deterrnin6 la concentraci6n de angiotensina I para cada mue.§_ 
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tra interpolando en la gráfica correspondiente. 

S. Se multiplic6 por tres (diluci6n de la muestra con el amortiguador) para 

obtener las unidades de ng/ml/h para las muestras in~ubadas tanto a 4 -

como a 37gC y se corrigi6 si se hizo alguna diluci6n usando el factor -

correspondiente. 

6. La APR se expresa como ng de angiotensina I/ml/h. Para calcularla se -

resta el valor a 42 C del valor a 37 2 C. 

2.4. Pruebas de especificidad. 

Para examinar la especificidad del anticuerpo de los conejos 2,4 y 5 y -

el comercial se determinó la reactividad cruzada con los siguientes análogos

de angiotensina I: 

ANGIOTENSINA I: 
ANGIOTENSINA II: 

ANGIOTENSINA III: 

Val5-ANGIOTENSINA I: 
Desp- Aspl-ANGIOTENSINA I: 

Val5-ANGIOTENSINA II: 

ANGIOTENSINOGENO: 

H-ASP-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEM-HIS-LEU-OH 
H-ASP-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-OH 

H-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-OH 

H-ASP-ARG-VAL-TIR-VAL-HIS-PRO-FEN-HIS-LEU-OH 

H-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-HIS-LEU-OH 

H-ASP-ARG-VAL-TIR-VAL-ILE-PRO-FEN-OH 

H-ASP-ARG-VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-HIS-LEU-LEU

-VAL-TIR-SER-R 

De cada uno de los análogos se prepar6 una soluci6n "stock" y a partir 

de esta se hicieron las diluciones necesarias hasta obtener 1000, 500, 100, · 

SO, 10 y 5 ng/ml de análogo. Las diluciones se hicieron en amortiguador - -

Tris-acetato·o.l M. pH 7,4 con ASB al 5% y azida de sodio al 1 %. Cada sue

ro se diluy6 con al amortiguador Tris acetatos 0.1 M, pH 7.4; de acuerdo al 

título encontrado. El suero del conejo 2, 1:103, del conejo 4: 1:2Xl04 y el 

del conejo 5: 1:8Xl04• El protocolo usado para determinar la especificidad
está resumido en la Tabla III. 



TABLA III: PROTOCOLO PAR~ DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS POR RIA DE ANGIOTENSINA I 

TUBO PATRONES Y ANALOGOS AMORTIGUADOR l 51-ANGIO I ANTICUERPO ARBON 
DE ANGIOTENSiNA. I ( 6000 :opm ) 

CUENTAS TOTALES l. 5 0.05 
BLANCO 0.5 0.05 1.0 
PATRON "O" 

.. 
0.05 0.5 

" 
1.0 

PATRONES DE 
ANGIO 1 (ng/ml) 

0.1 0.1 0.05 0.5 1.0 
0.25 0.1 . 0.05 0.5 1.0 
0.5 0.1 0.05 0.5 1.0 e 

xu c( 

l. o 0.1 0.05 0.5 LJ.J o 1.0 Ce( 
1-"'" >~ 2.5 0.1 0.05 0.5 o:: 1.0 o :i: ,_.e( 

5.0 0.1 0.05 0.5 > 1.0 1- (.!) 
CXl o::u 

z .-< e( c( o:: 
ANALOGOS DE LJ.J (.!) t-1 o 

o:: :::>CC 

ANGIO 1 ( ng/ml) o:: c( ~ ~ ¡:; 
5 0.1 0.05 0.5 

¡:; ~ 
1.0 o:: z ........ , 1-CCO 

10 0.1 0.05 0.5 t.!l:Z 1.0 :Z...JU 
e(,_. LJ.J 

50 0.1 0.05 0.5 ... 1.0 u o:: z 
,_. :::> 

100 0.1 0.05 0.5 1.0 e 
LJ.JZ 

500 0.1 0.05 0.5 1.0 
:;::w -

1000 0.1 0.05 0.5 1.0 

TODOS LOS VOLUMENES ESTÁN EXPRESADOS EN MILILITROS. 



TABLA IV. PROTOCOLO PARA DETERMINAR LA SENSIBILIDAD DE LOS ANTICUERPOS CONTRA ANGIOTENSINA I 

TUBO ANGIOTENS INA I AMORTIGUADOR ASB 5% 125!-ANGIO I ANTICUERPO CARBON 
cµENTAS TOTALES 1,5 0.05 

BLANCO 0.5 0.1 0.05 U> 
PATRON O 0.1 o.os 0.5 1.0 
ANGIOTENSINA I 

(ng/ml) ><U 
L1J o 

5.000 0.1 0,05 0.5 ~"'" 1.0 
2.500 0.1 0.05 0.5 o::i: 1.0 > 
1.000 O.l 0.05 0.5 c:o 1.0 .-< 
0,500 0.1 o.os 0.5 L1J 1.0 ir 
0.250 0.1 0.05 0.5 o:: et: 1.0 

¡:5~ 0.100 0.1 0.05 0,5 1.0 .... u 
0.062 0.1 0,05 0.5 z 1.0 ...... 
0.050 0.1 0.05 0.5 1.0 
0.040 0.1 0.05 0.5 1.0 
0.031 0.1 0.05 0.5 1.0 
0.025 0.1 0.05 0.5 1.0 
0.015 0.1 0.!.15 0.5 1.0 

TODOS LOS VOLUMENES ESTAN EXPRESADOS EN MILILITROS, 

-------

POR RIA. 

z 
::::> 

z w 
e 
< o ..... 
> .... 
1-
u 
e( et 
.....,:;¡; 

~~~ 
g c:to:: 
IJ...-10 ..... o 
o:: e:>: e( 
1- -1-zoz wwo u:;;:u 

V1 
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2.S. Pruebas de sensibilidad. 

Para determinar la sensibilidad de los anticuerpos de los conejos 2,4 y

S, se probaron concentraciones de angiotensina I menores de 0.1 ng/ml. La sen. 

sibilidad es el límite inferior de detección del anticuerpo y se define como

la cantidad más pequeña de angiotensina I que produce una disminución signifi 

cativa (p(O.OS) en el porcentaje de cuentas totales unidas en ausencia de an

giotensina I. Las diluciones de angiotensina I se hicieron en amortiguador de 

Tris-acetatos 0.1 M, pH 7.4 con ASB Al S%. El protocolo de las pruebas de sen. 

sibilidad se resume en la Tabla IV. 

2.6. Preparación de las soluciones patrón de angiotensina I. 

Las soluciones patrón de angiotensina I se obtuvieron frescas a partir

de un "stock" congelado de acuerdo al método de Sealey (Sl). De bid o a que la

angiotensina I sufre pérdida de actividad cuando permanece cierto tiempo en -

solución diluida, diariamente se prepararon las soluciones patrón a partir de 

una solución concentrada de 10 µg/ml empleando como diluyente amortiguador ~ 

Tris-acetato 0.1 M, pH 7.4 conteniendo ASB al 0.6% y azida de sodio al 0,2%

como agente bacteriostático. Cada mes se preparó una solución de lOµg/ml pa.r. 

tiendo de la solución de SOµ g/ml la cual se almacenó a -202C en agua con 

azida de sodio al 0.2%. Tanto la solución de 50 µg/ml como la de 10 µg/ml se

repartieron en alícuotas y se guardaron en tubos de vidrio siliconizados. 

Las concentraciones usadas para la curva patrón fueron 0.10, 0.25, o.so. 
1.00, 2.SO y 5.00 ng de angiotensina I/ml. En la construcción de la curva pa

trón, los patrones se colocaron por duplicado. Se incluyeron además tubos pa

ra medir cuentas totales, la unión inespecífica del antígeno radiactivo a pr.Q 

teínas en la solución amortiguadora (blanco) y el porcentaje de unión de an-

giotensina I radiactiva al anticuerpo en ausencia de angiotensina I no radiaE_ 

ti va.-
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2.7. Preparaci6n de los inhibidores. 

La determinaci6n de la actividad plasmática de renina por RIA, requiere

que la actividad de la enzima convertidora de angiotensina I y las angiotensi, 

nasas plasmáticas estén inhibidas para lograr la acumulación de angiotensina

I, producto de la acción de renina sobre angiotensin6geno. Este bloqueo es un 

factor crítico dentro del ensayo y se logra usando EDTA, Dimercaprol (BAL) y-

8 hidroxiquinolina como inhibidores. El sulfato de 8-0H-quinolina se prepar6-

como una soluci6n acuosa al 6.6% 1el dimercaprol (BAL) como una soluci6n oleo

sa al 1.7% conteniendo benzoato de bencilo al 3.3% en aceite de cacahuate ca

lentando ligeramente hasta su completa disolución. El EDTA se adicion6 al tu

bo de ensayo donde se colect6 la muestra de sangre del paciente, a una conce.!!. 

traci6n final de 1 mg/ml. De dimercaprol (BAL) y 8-hidroxiquinolina se prepa

ró el volumen suficiente para cada ensayo considerando que para cada muestra

generada a 37QC se requieren lOpl de cada inhibidor. Estas soluciones se - -

guardaron a 4QC, 

2.8. Parámetros estadísticos, 

2.a.1. Precisión. 

La precisi6n del método usando los reactivos producidos en el laboratorio 

se evalúa analizando por replicado (n=lO para cada muestra) alícuotas de mez

clas de plasmas de pacientes con valores de APR altos, bajos y normales, usa.!!. 

do el anticuerpo del conejo·S, La generación de angiotensina I y el cálculo -

de la APR se efectu6 como se explica en la sección 2.1.4. 

2.8.2. Comparación de APR usando reactivos del estuche comercial y -

los producidos en el laboratorio. 

Se determin6 el valor de APR en muestras de pacientes empleando ambos· -

reactivos. 



rv. RESULTADOS 
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IV. RESULTADOS 

a) De la caracterización de los anticuerpos. 

Considerando que uno de los reactivos esce~ciales en la realización de

una buena metodología en RIA consiste en el empleo de un anticuerpo de alto

tí tulo y especificidad, en el presente trabajo el primer paso en la evalua-

ción del suero obtenido a partir de conejos inmunizados con angiotensina fué 

determinar el título de anticuerpos, basados en el pri~cipio de Yallow y Be.r. 

son, según el cual el título corresponde a la dilución del suero a la cual -

el 50% de la hormona marcada radiactivamente está unida a su anticuerpo esp~ 

cífico. En los resultados obtenidos e ilustrados en la Figura 13, se observa 

que los títulos más bajos (mucho menores de 1:103) los presentaron los cone

jos 1,3 y 6 (razón por la cual nq se sangraron a blanco) y que los títulos -

más altos los exhiben los sueros de los· conejos 2, 4 y 5, siendo de 

l:l.SX103, 1:2.5Xl05 respectivamente. El suero del conejo control no presen

tó reacción con el anticuerpo, ya que exhibió porcentajes de unión muy bajos, 

menores del 0.5% aún en el suero menos diluido. 

Los conejos que tuvieron los títulos más altos se sangraron a· blanco, -

obteniéndose los siguientes volumenes de suero de cada uno de ellos: conejo-

2: 68 ml, conejo 4: 20 ml y conejo 5: 50 ml. 

Una parte de estos sueros se almacenó en alícuotas congeladas y la otra 

en alícuotas liofilizadas, de la siguiente forma: 

conejo 2: liofilizadas - 38 alícuotas de 1 ml c/u. 

congeladas - 30 alícuotas de ml c/u. 

conejo 4: liofilizadas - 20 alícuotas de 0.5 ml c/u. 

congeladas - 20 alícuotas de 0.5 ml c/u. 

conejo 5: liofilizadas - 16 alícuotas de 1 ml c/u. 

congeladas - 34 alícuotas de 1 ml c/u. 

Total de alícuotas congefadas: 74 

Total de alícuotas liofilizadas: 84 
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FIGURA 13. Determinaci6n del titulo de anticuerpos a los sueros obtenidos en 

la sangría de prueba. Títulos: conejo 2 ( • ), l:l.SX103; conejo 3 (0 ), --

1:5Xl02; conejo 4 ( >( ), 1:2.5Xl04; conejo 5 (O ), l:l.SX105; conejo 7 (A ), 

control. 
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Después de liofilizar o congelar las alícuotas de suero y con la f inali 

dad de determinar si éstos métodos de almacenamiento tienen influencia sobre 

el título de anticuerpos de los mismos, se midió el título a ambos tipos de

alícuotas. Para el suero del conejo 2 el título disminuyó de l:l,5X103 a - -

1:1Xl03, con respecto al título del suero fresco (Figura 14), En el caso del 

suero del conejo 4 (Figura 15) también se observó disminución en el título -

desde un valor de 1:2.5X104 para-el suero fresco hasta 1:2X104 para el suero 

congelado o liofilizado. Para el suero del conejo 5, el título disminuyó de-

1 :l,5X105 hasta 1:8Xl04 (Figura 16). El título de estos sueros no varió de.§_ 

pués de 14 meses de almacenamiento. En éstos tres sueros seleccionados, tan

to el suero congelado, como el liofilizado no presentaron cambios significa

tivos entre sí exhibiendo ambos el mismo tipo de curvas. La Figura 17 ilus-

tra una comparación de las curvas de determinación del título de anticuerpos 

de los sueros de los conejos 2, 4 y 5, una vez liofilizados. 

Después de producir un suero contra un 'antígeno determinado, y una vez

conocido el título de anticuerpos del mismo , es importante verificar la es

pecificidad de dicho suero antes de usarlo .para medir niveles de este anti~ 

no en fluidos biológicos. 

La especificidad del anticuerpo es indicativo de los posibles problemas 

que pueden presentarse debido a una reacción cruzada con péptidos relaciona

dos estructuralmente. 

Con el propósito de comparar la afinidad de unión de los análogos, - -

fragmentos y productos metabólicos de angiotensina I (p.53), con la afinidad 

de unión de angiotensina I al anticuerpo, se calculó el porcentaje de reacti 

vidad cruzada al 50% de desplazamiento de cada análogo comparada con angio-

tensina I de la siguiente forma: 

Cantidad (ng) de angiotensina I que desplaza el 50% 

de 125r-angiotensina ·r del anticuerpo. 

% de reactividad cr.!!. ----------------------
zada = 

Cantidad (ng) del análogo de angiotensina I que 

desplaza el 50% de l25r-angiotensina I de anticuerpo 

100 
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FIGURA 14. Determinación del título de anticuerpos del suero del conejo 2 
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FIGURA 15. Determinaci6n del titulo de anticuerpos del suero del conejo 4 

congelado ( • ) y liofilizado ( 1> ) , Titulo .. 1: 104 
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de los conejos 2 ( • ), 1:103; 4 (G> ), 1:2Xl04; S (X), 1:8Xl04• 
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Las Figuras 18, 19, 20 y 21 muestran las curvas de especificidad de los 

sueros de los conejos 2, 4, 5 y comercial respectivamente. Los resultados -

del % de reactividad cruzada, en base a las curvas de especificidad trazadas 

para cada anticuerpo se resumen en la tabla V. 

Como puede observarse en la tabla, sólo el análogo des-Aspl-angiotensi

na I mostró reactividad cruzada de manera significativa con todos los sueros. 

Los resultados de los experimentos para determinar la sensibilidad (li

mite de detección) del anticuerpo por éste método usando para ello los sueros 

de los conejos inmunizados se ilustran en la Figura 22. Los resultados obten! 

dos son los siguientes. Con el suero del conejo 2: 100 pg, suero del conejo--

4: 60 pg, suero del conejo 5: 30 pg. 

b) Del antígeno marcado radiactivamente: 

El patrón de elución del proceso de purificación de 1251-angiotensina I 

se ilustra en la Figura 23. La reacción se llevó a cabo con 180 JJCi de 125r 

Na y 10 JJ& de angiotensina l. Considerando que se aplicaron a la columna --

150Xl06 cpm y que eluyeron 300Xl05 cpm de los cuales 280XI05 estaban conten! 

dos en el pico principal de radiactividad, se calculó el rendimiento que fué 

del 20%. El pico principal contenía el 92% de la radiactividad total eluída

por la columna de DEAE-Sephadex A-25. 

Las propiedades inmunológicas de 1251-angiotensina l evaluadas mediante 

cúrvas patrón .de desplazamiento para tres lotes diferentes con el anticuerpo

del conejo 5, se muestran en la Figura 24 donde se observa la gran similitud 

entre estas curvas. 

De una sola reacción se obtuvo suficiente péptido radiactivo para 25 en 

sayos. 

Las curvas patrón de angiotensina I con los sueros obtenidos y el anti

cuerpo comercial se ilustran en la Figura 25 donde se observa que existe - -

similitud entre ellas, pero que la variación posiblemente esté causada por -
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FIGURA 19. Pruebas de especificidad del anticuerpo del conejo 4 con: angioten
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TABLA V. RESUMEN DE LAS PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD CON LOS DIFERENTES ANALOGOS 

ANALOGO 

ANGIOTENSINA I 

ANGIOTENSINOGENO 

ANGIOTENSINA II 

A.~GIOTENSINA III 

DES-ASPl-ANGIOTENSINA I 

VAL5-ANGIOTENSINA I 

VAL5-ANGIOTENSINA II 

ND = NO DETERMINADA 

SUERO 
CONEJO 2 

100% . 

<0.005 

(0.005 

(0.005 .·• 

5 

1.6· 

<O.OOS 

SUERO 
CONEJO 4 

100% 

(<O.OS 

((O.OS 

(<0;05 

SUERO 
CONEJO 5 

100% 

'o;o3 

ANTICUERPO 
COMERCIAL 

100% 

0.04 

>()~06 

ND e' 
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los ~eactivos obtenidos 

- - • ·.':---:.e-· .. \,~- •"· . _,, 

La curva patrón' pa:·~;· ~:j~d:'t·e~~¡~1~16r1~·d~ 1angiotensi~~ I en dich
0

a~.Ju~~~ 
tras se ilustra en i~ FÚ~rá. 26. · < •'c( \ _;;,·,<; < ;.': ·i• ::'·. ·· · · 

" . . ,, . ~. 
--~<;· ~L.~"-· ·'··- . -·<··:/ •,:,· ·:.,,-~:-_ 

La alta correlación entre las deierm:i.ri~¿i~~'é~>·d~ A~RZÜsa~d.() el ~s't~~he:.: 
comercial y los reactivos producidos en. el iaiiol:"at:orid'.~1'.úu~2ia::en 1~ ri&!!.. 
ra 27. ·:~ :; /,;~· .'-'··" :.· ·~- .. :·r". ·,· . 

·>·~;,·<t.:~/~>--:·:-... 

RESUMEN DE RESULTADOS 

l. Se obtuvieron anticuerpos contra angiotensina I en conejos inmunizados ~ 

con un conjugado entre· angiotensina I y proteínas de elevado peso molecular

'(Tabla VI). 

2. El título de los anticuerpos de los sueros obtenidos se determinó median
te RIA de angiotensina I. 

3. Se determinó la especificidad de los anticuerpos anti-angiotensina I obt~ 

nidos y se determinó el porcentaje de reacción cruzada con respecto a angio

tensina I. 

4. Se evaluó la sensibilidad del método usando los diferentes anticuerpos o.!2. 
tenidos. 

5. Los sueros obtenidos se almacenaron en alícuotas de dos formas: liofiliz.!!_ 

das y congeladas. No se observó variación en sus características después de -

14 mes·es. 
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FIGURA 26. Curva patrón de angiotensi.na I para determinar APR. 



ACTIVIDAD PLASMATICA DE RENINA (ng ANGIOTENSINA I/ml/h) 

(REACI'IVOS PRODUCIDOS EN EL LABORATORIO) 

FIGURA 27. Correlación entre las determinaciones de APR usando los 

reactivos del estuche comercial y los preparados en el laboratorio. 
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6. La molécula de angiotensina I se marcó radiactivamente con 125!. Se evalua 

ron las propiedades inmunológicas de este antigeno radiactivo medÚmte curvas 
<;'"·:'' 

de desplazamiento. 

7, Estadísticamente se calculó la precisión del método usando muestras de pa

cientes a las cuales se les determinó APR. 

B. Se determinó la APR en muestras de pacientes, estableciendo el coeficiente 

de correlación entre el método empleando los reactivos del estuche comercial

y el método con los reactivos producidos en el laboratorio, mediante un anál.i 

sis por mínimos cuadrados. 



TABLA VI. CARACTERIZACION DE LOS ~NTICUERPOS. RESUMEN DE RESULTADOS. 

NUMERO VOLUMEN DE TITULO DEL SUERO NUMERO DE ALICUOTAS 
DE CONEJO SUERO (ml) FRESCO CONGELADO LIOFILIZADO CONGELADAS LIOFILIZADAS 

1 1:103 

2 68 l:SX103 30 30 .·. 

3 -

4 20 1:2X104 

5 so 1 :l ,SXHÍS 1:8Jno4 1:8Xl04 

6 .. 1 :103 

7 CONTROL NO INMUNIZADO 

ESPECIFICIDAD SENSIBILIDAD 
MAXIMA MINIMA (pg/ml) 

5 . o;oos 

60 



. . 
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V ' D I S C U S I O N 

El objetivo que se persigue en el presente trabajo radica fundamental 

mente en la obtención de los reactivos para la realización de un RIA para

angiotensina I y su aplicación para la determinación de APR. Si la renina

se hace reaccionar en presencia de reactivos que inhiban la acción de la -

enzima convertidora en angiotensina I, un RIA de angiotensina I proporcio

na una determinación directa del producto primario de la actividad de reni 

na. 

Un primer requisito para el RIA consiste en disponer de un anticuerpo 

específico de alta afinidad para la sustancia que se está midiendo. Se en

cuentran reportados en la bibliografía un gran número de métodos en donde

se describen diversos intentos para potenciar la antigenicidad de pequeños 

péptidos de bajo peso molecular (43,52,53~, tales reportes describen la -

formación de anticuerpos contra sustancias que por sí solas no son capaces 

de estimular la síntesis de anticuerpos en los organismos de prueba, pero

que acopladas a sustancias de elevado peso molecular, proteínas generalmeri. 

te, forman un complejo hapténico que estimula la formación de anticuerpos

que reaccionan específicamente con la sustancia que originalmente no era -

antigénica. ·Esta conjugación se ha llevado a cabo por diazotación u otras

síntesis orgánicas (S4). En el presente trabajo se utilizó la reacción con 

EDC para sintetizar conjugados inmunogénicos entre la molécula de angiote.!l 

sina I (PM = 1296 d) unida covalentemente a proteínas acarreadoras ya que

ha demostrado ser un buen método para obtener conjugados con angiotensina

I como hapteno (43). 

Las proteínas usadas en la conjugación son diversas. Eggena y cols. -

(SS) administraron angiotensina I acoplada a albúmina sérica bovina a con~ 

jos durante 3 meses, obteniendo títulos que variaron de 1:1000 a 1:10 000. 

Menard y cols. (S6) ·acoplaron angiotensina I a albúmina sérica bovina o -

gammaglobulinas, inyectándola a conejos durante un período de 1 mes cuyos

titulos fueron de 1:1000. Haber y cols. (46) reportaron el uso de poli-L-

lisina succinilada como proteína acarreadora, inyectando este conjugado a

conejos jóvenes durante 9 a 16 semanas, el titulo de anticuerpos fue de 
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1:64 000. Skowsky y cols. (57) mencionan que un conjugado de angiotensina I -
con tiroglobulina en animales inmunizados produce. una respuesta de anticuer-

pos con altos titules de mucha mayor especificidad y afinidad que los conjurui. 

dos con poli-L-lisina o albúmina. 

Dado el bajo peso molecular de la molécula de angiotensina I, se contem

pló la necesidad de seleccionar un esquema de inmunización que garantiza la -

producción de sueros con altos títulos y elevada especificidad en los'conejos 

inmunizados. Así, considerando los resultados arriba mencionados se decidió -

seguir un esquema de inmunización semejante al descrito por Moore Y cols. 

(45), acoplando la molécula de angiotensina I a proteínas de elevado peso mo

lecular como: albúmina sérica bovina, gammaglobulina, tiroglobulina, hemocia

nina y albúmina de huevo; según se describió en la sección de métodos. Este -

método adaptado para angiotensina I resultó muy eficaz, pues los titules más

altos en los sueros obtenidos fueron de 1:60,000 y 1:150,000 o sea más altos

que los reportados cuando se emplearon otros métodos. 

·El anticuerpo antiangiotensina I obtenido es muy ventajoso econ6micamen

te hablando, ya que un solo conejo puede abastecer de suficiente anticuerpo -

para muchos laboratorios por muchos años. Si del conejo 5 se obtuvieron 48 ml 

de suero cuyo titulo fue de 1:80,000, con solamente 1 ml de este suero se ob

tienen 80,000 ml de suero listo para usarse en RIA. Considerando que en cada

ensayo para determinar la APR mediante el RIA de angiotensina I se utilizan -

85 ml del suero diluido y que cada semana se realiza un máximo de 5 de éstos

ensayos, entonces los 80,000 ml. de suero diluido son suficientes para 941 

ensayos a lo largo de 4 años, esto es partiendo solamente de 1 ml de suero de 

1 solo conejo.· 

Ya que la cantidad de suero obtenido rebasa las necesidades del laborat..Q. 

rio durante muchos años, se decidió caracterizar los sueros con títulos más -

altos y seleccionar aquel que reúna las mejores caracteristicas de título, ~ 

especificidad y sensibilidad. Los sueros con titules menores de 1:1000 son de 

poca utilidad en RIA (58). La congelación y liofilización disminuyeron el tí

tulo de anticuerpos en los sueros; sin embargo, al almacenarlos en estas con

diciones no se observó cambio en el título aún despues de 14 meses. 
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La reactividad del suero anti-angitensina I con diversos análogos y -

fragmentos de angiotensina I ha sido estud.iada por diversos investigadores, 

quienes subrayan la importancia del extremo carboxi-terminal para la especi 

ficidad inmunológica (59,60). Con respecto a los resultados obtenidos en e.e_ 

te trabajo, el bajo porcentaje de reactividad cruzada hacia análogos de an

giotensina I con la misma secuencia de aminoácidos en el extremo amino ter

minal del péptido, el cual es idéntico para angiotensina II, angiotensinógg_ 

no, y Val5- angiotensina II, indican que el suero no contiene cantidades -

significativas de anticuerpos que reconozcan el extremo amino terminal de .. 

la molécula. Los análogos que poseen la misma secuencia de aminoácidos en -

el extremo carboxi-terminal, tales como Val5-angiotensina I y des-Asp1-an-

giotensina I mostraron elevados porcentajes de reactividad cruzada hacia el 

suero anti-angiotensina I, especialmente des-Asp1-angiotensina I la cual 

desplazó hasta el 100% de la angiotensina radiactiva del anticuerpo comer-

cial, 30% con los sueros de los conejos 4 y 5 y 5% con el suero del conejo-

2. 

Desde el punto de vista clínico, los análogos de angiotensina I que -

circulan en la sangre del organismo humano requieren especial interés con -

respecto a su especificidad hacia el suero·antiangiotensina I; éstos son: -

angiotensina U, angiotensinógenoy des-Asp1-angiot:ensina I. Se comprobó que 

angiotensinógeno no presenta reacción cruzada· con el anticuerpo anti-angio

tensina I, lo cual puede deberse a que tiene bloqueado el extremo carboxi-

terminal, responsable de la antigenicidad. Como el octapéptido angiotensina 

II difiere de su precursor el decapéptido angiotensina I sólo por la ausen

cia de los aminoácidos His-Leu en el extremo carboxi-terminal, se ha puesto 

particular atención a la especificidad de esta reacción. Se observó que en

las condiciones planeadas en el ensayo, angiotensina II no reacciona inmun.Q. 

lógicamente (o lo hace en bajo porcentaje) con el suero antiangiotensina T. 

El nonapéptido des-Asp1-angiotensina I que posee la misma secuencia de ami

noácidos en el extremo carboxiterminal pre?entó porcentajes de reactividad

CTuzada hasta del 30% con los sueros obtenidos. Este factor no representa -

ningún inconveniente ya que dicho fragmento circula en la sangre como pro-

dueto de la acción de aminopeptidasas sobre angiotensina I, las cual.es es-

tán inhibidas durante la etapa de generación de angiotensina I como parte -

del proceso de.~IA. En estas condiciones la concentración basal de este pé.n. 
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tido se considera despreciable. 

Por lo tanto, la gran especificidad de los sueros obtenidos en este -

trabajo, como lo demuestra el bajo porcentaje de reactividad cruzada hacia

análogos de angiotensina I virtualmente presente en líquidos biol6gicos, -

proporciona la seguridad de que el desplazamiento del antígeno marcado ob-

servado al incubar muestras de plasma con el anticuerpo correspondiente se

debe totalmente a la angiotensina I generada. 

Por otro lado, analizando la especificidad de los sueros obtenidos de

los conejos inmunizados y comparando los porcentajes de reactividad cruzada 

se observa que varían en el siguiente orden: suero conejo 2 ) suero del co

nejo 4) suero del conejo 5 y ) anticuerpo comercial. Los tres sueros obte

nidos en los conejos inmunizados resaltaron más específicos que el anticuer. 

po comercial. Este factor constituye otra de las importantes ventajas del-

suero obtenido en el laboratorio. 

Con respecto a las pruebas de sensibilidad, con el anticuerpo del con~ 

jo 5 se alcanzan a detectar hasta 30 pg de angiotensina l/ml. Esta sensibi

lidad es semejante a la reportada con el anticuerpo comercial. 

Con los resultados ya mencionados (Tabla VI) se decidi6 emplear ruti8-ª_ 

riamente como fuente de anticuerpo al suero del conejo 5 que present6 los -

títulos más altos, alta especificidad y la mejor sensibilidad con respecto

ª los sueros de otros conejos. 

El método de Hunter y Greenwood (49) es utilizado casi universalmente

para marcar radiactivamente la molécula de angiotensina I con 125I, para ~ 
uso en RIA. S~ ha discutido ampliamente acerca de la proporci6n de 125z que 

se emplea y de la prolongada exposici6n al agente oxidante, ya que esto$ -

tienden a incrementar el daño a la angiotensina I causado por la oxidaci6n

y la radiaci6n, como ocurri6 en los primeros intentos (61). 

Con el método de Nielsen (50) la reacci6n se llevó a cabo a un bajo ni_ 

vel de radiactividad, con bajas concentraciones de cloramina T y metabisul

fito de sodio, además de que es necesario un solo paso de purificaci6n para 
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la separación del péptido marcado en la mezcla de reacción, a diferencia de 

otros que requieren métodos más sofisticados (62,63). 

En los experimentos que requirieron el paso de generación de angioten-

sina I, esta.se llevó a cabo en presencia de tres reactivos que atrapan efi 

cazmente a varios cationes divalentes inhibiendo de ésta manera un ataque -

proteolítico sobre angiotensina I. 

A éste respecto, Haber (46) reporta que las condiciones Óptimas para -

la preservación del decapétido durante la incubación del plasma, requiere -

de tres inhibidores: EDTA, Dimercaprol (BAL) y 8-0H-quinolina, que son los

que se usaron en este método. 

Para evitar efectos de las angiotensinasas presentes en1os 

tos, se separaron las células del plasma lo más pronto p~siÍ>le2po;·,i.o tan:.. 
-:::,_ 

to las muestras hemolizadas se desecharon. · ··;;,.· ... :·."· •º··:<· .•. , ::· 

El efecto de la concentración de proteínas ;~n ~rI~~ se ~LLi:~ u:~~~ 
do albúmina sérica bovina en los patrones y en la~ muestras muy diluidas·. 

Los reactivos obtenidos son de gran utilidad en los laboratorios donde 

se determinan parámetros del sistema renina angiotensina, ya que el.RIA de

angiotensina I es una medición directa de APR. Una modificación de este en

sayo puede aplicarse a la medición del sustrato de renina y de la concentr-ª. 

ción plasmática de renina. Estos métodos son reproducibles y específicos y

pueden adaptarse a todo laboratorio familiarizado con técnicas de RIA (64). 

La medición de APR difiere de la de concentración plasmática de renina -

(CPR) en que esta Última requiere de la adición de un exceso de sustrato de 

renina exógeno a la muestra de plasma. Actualmente se está usando como fue.!l. 

te de sustrato de renina, el plasma de ratas binefrectomizadas 24 horas an

tes, ya que por un lado carecen casi por ~omp1eto de renina circulante y -

por otro su concentración de angiotensinógeno es casi de 8 veces el valor -

en plasma de ratas control. En la medición del sustrato de renina se está 

empleando una fuente exógena de renina (renina de riñón porcino), que adi-

cionada en exceso consume todo el angiotensinógeno y se acumula la angiote.!!_ 

sina I. En las.tres condiciones diferentes mencionadas para la generación -

de angiotensina I el paso siguiente es la medición del péptido por RIA que-
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en los tres casos es similar. Esto se ilustra en el esquema de la Figura 28. 

Por otra parte, actualmente se está usando este anticuerpo para medir

la secreción de renina de rebanadas de corteza renal incubadas in vitro. E.[ 

to permitirá, por una parte,continuar ininterrumpidamente con las líneas de 

investigación que se tienen actualmente en el laboratorio (65-69), y por 

otra abrir nuevas líneas, como es el estudio de la regulación de la secte-

ción de angiotensinógeno de hepatocitos aislados. Esta nueva línea de inve.[ 

tigación ya se ha iniciado y los valores de angiotensinógeno liberado de h~ 

patocitos de ratas control han sido medidos. 

Además, el hecho dé que la secuencia de aminoácidos de la angiotensina 

I humana sea idéntica a la de rata, perro, caballo, cerdo, conejo y cobayo 

establece que este anticuerpo puede ser usado para estudios experimentales-

· en todas estas especies, lo cual aumenta enormemente su valor. 

Existen diversas situaciones clínicas en las cuales la determinación -

de los componentes del sistema renina-angiotensina es una herramienta Útil

en el diagnóstico diferencial de ciertas enfermedades, en las cuales la in

formación que se obtiene, aunque no es escencial es de considerable ayuda,

y aún en la investigación posterior del papel del sistema en la patogénesis 

diagnóstico temprano y posibilidades terapéuticas futuras. 

Desde la aparición de un RIA para angiotensina I, aparecieron en el -

mercado varios estuches comerciales basados en él. Por razones económicas,

muchos laboratorios han decidido preparar sus propios reactivos; de esta -

forma el costo de la prueba por muestra de paciénte es menor que el costo -

empleando estuches comerciales de importación. Además, en algunos casos los 

reactivos comerciales llegan a su destino deteriorados por el mal manejo d.!!. 

rante su transportación y/o almacenamiento, tal es el caso del laboratorio

donde se realizó este trabajo. 

Con la preparación de los reactivos para el RIA de angiotensina I des

critos en esta tésis, se asegura la continuidad de las determinaciones clí

nicas y del trabajo de investigación actual. 



Y DE LAS ANGIOTENSINASAS 
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FIGURA 28. ESQUEMA QUE ILUSTRA LAS DIFERENTES CONDICIONES EMPLEADAS PARA LA 
GENERACION DE ANGIOTENSINA I EN LAS DETERMINACIONES DE ACTIVIDAD 
PLASMATICA DE RENINA, CONCENTRACION PLASMATICA DE RENINA Y SUSTR! 
TO DE RENINA. 
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. . 
VI CONCLllS IONES 

Los reactivos preparados en este.trabajo pueden sus~ituir satisfacto-

riamente los encontrados en elmercádo de importación y a) Permiten có~ti:

nuar ininterrumpidamente tanto con las determinaciones en muestras de. pa'-: -

cientes como con las lineas de investigación del laboratorio y b) EviÍ:~ la 

dependencia del extranjero de.6stos.reactivos. 

·\ 
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