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Resumen

Se describe la preparacion de Angiotensina I *°[ de actividad espe-
cifica 150-200 mCi/mg, la preparacién del antisuero de Angiotensina I
¥ su utilizacién en el dosaje del mivel plasmatico de la renina por
radicinmunoensayvo en distinfas situaciones fisiolégicas y patoldgicas.

Summary _

The preparation (150-200 mCifmg) Angwtensma 1 ¥ is described,
as well as iis use in the megsurement of plasma renin levels by
radicimmunoassay in ¢ variety of clinical situctions.

Introduccion

A partir de fines de 1959 en que Yallow y Berson (1) describieron
la técnica de radioinmunoensayo para la medicién de insulina, se empezd
a utilizar la misma metodologia para la determinacién de los niveles de
varias hormonas de naturaleza proteica, entre ellas la hormona de creci-
miento (2) y et ACTH (38).

La Division Moléculas Marcadas, Area Radioisétopos y Radiaciones de
la CNEA, se ha ocupado de la marcaci6n y control de: insulina (4), hor-
mona del crecimiento humano (5), hormona tiroestimulante (6}, hormona
corionica gonadotréfica (7), hormona luteinizante (8), parathormona (3)
y ACTH (19).

En este trabajo se describe el método usado para la marcacién y
purificacion de Angiotensina I y aplicacion en la clinica,

MARCACION DE ANGIOTENSINA 1 (AT I}

La Angiotensina I fue obtenida de la Beckton Dickinson and Co. USA.

E]l método utilizado para marcar la AT I fue el de Hunter y Green-
wood ¢11) vy la hormona fue purlflcada después de la marcacidn, utili-
zando una resina de intercambio idnico.

REACTIVOS

1) 1 mCi *?*INa, libre de portador y reductor. Concentraciéon de actividad
400 mCi/ml.

2) Solucién reguladora de fosfato de sodio 0,5 M, ajustada a pH 7,5.

3) Solucidén de cloramina T (1,5 mg/ml).
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4) Solucién de metabisulfito de sodio (2 mg/ml).
5) Resina De Acidite FF (1,5 mEq/ml).

METODO DE MARCACION

En una celda de reaccion previamente siliconada, colocada en hiele

y protegida con pelicula “parafilm”, se afiaden:

1) Aproximadamente 1 mCi de *INa sin portador ni reductor (400 mCi/
ml). .

2) 25 ul de una solucién reguladera de fosfato 0,5 M pH 7.5,

3) 25 yl (37 ug) de cloramina T, recientemente preparada, disielta en
solucién reguladora de fosfato 0,056 M pH 7.4.

4) 25 pl (5 pg) Angiotensina I, disuelta en 4cido acético 0,01 N.

5) 50 pl (100 pg) de metabisulfito de sodio en solucién de fosfato 0,05 M,
pH 7.4 recientemente preparada,

6) 1 ml de alblimina humana al 7 % en solucién reguladora de fosfato
0,5 M (con agregado de lisozima de huevo 0,25 9% como inhibidor
proteolitico).

PURIFICACION
A) Intercambiador anidnico

Se prepara una columna de vidrio siliconada de 5 cm de largo por
1 em de didmetro llevindola con 250 mg de resina aniénica De Acidite ¥F,
previamentie saturada con alblimina humana al 19 vy 0,25 @, de lisozima
de huevo, todo en solucién reguladora de fosfato 0,5 M.

Se introduce el contenido de la celda de reaccién en la columna ¥y
se lava con albtimina humana 0,3 3, lisozima de huevo 0,25 % en solu-
cion reguladora de veronal 0,02 M. El producto marcado es eluido en
aproximadamente 2 ml.

PURIFICACION ANGIOTENSINA
L-Asp-L-Arg-L-Val-L-Tyr (1%} -L-Ileu-L-His-L.-Pro-L-Phe- I-His-IL-Leu

PH: 1415 SEPHADEX: G-2§ (medic
RENDIMIENTO: 9%
Act, Especifica: 144 mCi/mg
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Fic. 1. Purificacién de Angiotensina I *1
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B) Filiracién en gel

A fin de separar la posible diiodoangiotensina formada en la reaccién
de marcacién, caracterizada por una menor inmunorreactividad gue la
monoiodoangiotensina (12), se ensayé la purificacién por filtracion en gel.

Para ello, la mezcla de reaccion se pasé a través de yna.columna de
Sephadex G-25 (medio) de 1 cm de didmetro por 50 cm de largo, previa:
mente saturada con albumina humana al 0,25 %, en solucién reguladora
de fosfate 0,35 M, pH 7,5 gue contiene lisozima de huevo al 0,25 %,
siendo la velocidad de elucion de 15 ml/h. Se recogieron alicuotas de
1 ml; la angiotensina marcada comenzé a aparecer a partir del eluido
15 al 26 (fig. I). Se consideraron cuatro fracciones, I, II, IIT y IV, cuyas
actividades fueron de 70, 100, 140 v 100 (i, respectivamente.

CALCULO DEL RENDIMIENTO DE REACCION

Se efectua por cromatoelectroforesis de una alfcuota del tubo de
reaccion y con veronal 0,02 M y Azul de Bromofenol, Se siembra en papel
Whatman 3 MM (tiras de 3,5 cm de ancho y 45 cm de largo), se corre
a 500 voltios durante 90 minutos. Se sacan las tiras y se pasan por un
radioscanner Packard, modele 7200; se determinan los poreentajes por
pesada.

FRACCIONAMIENTO Y DISTRIBUCION

La hormona marcada se envia en alicuotas congeladas en envases de
poliestireno de 5 ml de capacidad, dentro de las 24 h de producida y con
las siguientes especificaciones:

Actividad especifica: 150-200 mCi/mg
Dafio: 5 9%

Volumen: 2 ml

Actividad total: 200 pCi

RADIOINMUNOENSAYO PARA ANGIOTENSINA 1

El método de radioinmunoensayo utilizado para medir los niveles plas-
maéticos de AT I se basa en la capacidad de la AT I humana de competir
con la AT T sintética, marcada con %1 por unirse a un antisuerc contra
AT I sintético.

PREPARACION DEL ANTISUERO A LA AT {

El antisuero se obtuvo inmunizando conejos con AT I. Los ammales
utilizados fueron conejos machos (raza New Zealand) de 4 a 6 semanas
de edad. El antigeno para cada ihyeccion se preparé de la siguiente ma-
nera: 1 mg de AT I (Asp-isoleu®AT I (a); se mezecld con 0,5 mg de
carbén (Norit A) (h); 0,1 mg de bacilos tuberculosos muertos (lavados,
dializados v lloflhzados) (¢); 0,5 mg de Belloid DT (d). Esta mezcla se
disolvié en 1 ml de ad;uvante de Freund incomplete ¥ 0,5 ml de solucién
fisiologica. Las inyecciones se realizaron de acuerdo a la técnica descrita
por Boyd y Perar (13). La primera inyeccién se realizd en el tejido es-
plénico y las inyecciones siguientes se realizaron cada 15 dfas por via
subcutinea.

El 50 al 75 95 de los conejos respondio, produciendo anticuerpos a la
AT T entre la 6* y 8* semana después de la primera inyeccién. Los titulos
maximos de anficuerpos se encontraron entre la 10* y 18* semana después
de la primera inyeccién. El plasma del animal con mayor titulo se utilizé
para los estudios.
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Para obtener una mayer sensibilidad en las determinaciones, se -es-
tudiaron curvas variando la dilucién del antisuero. La tabla I muestra
la relacién entre la AT I 3], ligada al anticuerpo (B) y la AT I %[ libre
(F), obtenida utilizando antisuero en diluciones de 1/1.000 a 1/24.000 ¥
{A) con concentraciones maximas y minimas de mg AT I entre 125 y
150 mg. La dilucion de 1/16.000 del anticuerpo permitié obtener curvas
con mayor sensibilidad que las logradas con diluciones méas bajas. Por
otra parte, en diluciones mas altas (ej.: 1/24.000), la relaciéon de B/F es
demasiado baja y no permite realizar determinaciones correctas.

TaerLa I - Relacion enire la Angiotensina I **I, ligada al anticuerpo (B) y la AT 1
=T libre (F), variando la concentracién del anticuerpo.

ANTISUERQ B/F
CONCENTRACION FINAL

1= 1.000 041
1= 3.000 0,40
1= 6.000 0,50
1=12.000 0,55
1 = 16.000 0,76
1= 24.000 0,32

PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL RADIOINMUNOENSAYO

1. Solucion madre de carbom-dextrdn

0,25 g de dextrin 70 (PM: 70.000) (e) se disuelven en %5 ml de
solucién buffer de barbital. Después se agrega 2,5 g de Norit A vy se
disuelve esta mezcla en 100 ml de soluciéon reguladora de barbital (so-
lucién N¢ 7). Esta solucién debe agitarse continuamente durante 24 h
a 4 °C y se debe guardar refrigerada. :
2. Solucion de trabajo de carbén-dextrdn

Esta solucion es la que se va a utilizar en el radioinmunoensayo. Esta
solucion es una dilucién 1:4 de la solucion madre de carbén dextran,
disuelta en la solucién reguladora de barbital (soluciéon N¢ 7). Se agrega
1 mi a cada tube. -
3. Solucion de 8-hidroxiguinclina

Se disuelven 660 mg de sulfato de 8-hidroxiquinolina (f) en 10 ml
de agua destilada (solucién 0,34 M). Esta solucién se debe conservar
en la oscuridad.
4. Dimercaprol (2,3 dimercaprol-1-propanal: MAL g)

Se diluyen 0,8 ml de dimercaprol en 9,2 ml de benzoato de hencilo

(solucion 0,806 M).
5. Solucidn reguladora de tris-ucetato .

Se diluyen 6 g de tris base (h) en 500 mi de agua destilada (solucién
0,1 M). El pH se ajusta a 7,4 con aproximadamente 2,5 ml de 4cido acé-
tico glacial.

6. Solucion reguladora de trisacetato con lisozima (i)
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Se agrega 1 mg de lisozima por ml de la -solucién buffer N¢ 5. Esta
soluci6n se utiliza para diluir las muestras de plasma.
7. Solucién reguladorae de barbital

Se disuelven 3,8 g de cloruro de sodio, 0,7 g de barbital sédico y
0,4 g de acetato de sodio en 450 ml de agua destilada. El pH se ajusta a
7,4 con aproximadamente 25 ml de acide clorhidrico 0,1 N, Esta solucién
se debe conservar refrigerada, :

EXTRACCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

La sangre se saca en tubos que contienen 0,3 ml EDTA (etilendia-
minotetraacético). Los tubos se mantienen en hielo hasta el momento de
ser centrifugados en frio (4 °C). El plasma se separa inmediatamente y
se conserva congelado hasta €l momento del radioinmunoensayo. Inme-
diatamente antes de comenzar el radicinmunoensayo, se agrega a cada
tubo una de las muestras de plasma, 10 ul de la solucién de $-hidroxiqui-
nolina (solucién N° 3) y 0,2 ml dimercaprol. E1 EDTA, dimercaprol y la
8-hidroxiquinolina se utilizan para inhibir las angiotensinasas (14) (15).
Para el radioinmunoensayoe se utilizan de 0,2 a 0,5 ml de plasma. Cada
muestra de plasma se diluye a 3 concentraciones distintas con la solucién
N¢ 6. Las muestras se incuban a 37 °C durante 3 h y después se realiza
el radicinmunoensayo.

RESULTADOS OBTENIDOS VARIANDO EL TIEMPO DE INCUBACION

Se tomé un pool de sangre de los sujetos normales (posicién de pie,
dieta libre). La sangre se sacé en tubos que contienen EDTA como fue
descrito més arriba y al plasma se le agregd la solucién de 8-hidroxiqui-
nolina y dimercaprol. Los plasmas fueron incubados a 37 °C de 0 a 24 h,
La figura 1 muestra los resultados. Al aumentar el tiempo de incubacin
se produjo un aumento de la generacion de AT I (fig. 2). Para el radio-
inmunoensayo, se utilizé un tiempo de incubacién de 3 h,

AT Y
ng/ 100mE
plasma

600

Lot

AQ0

300

200

100

. . st
q 1 2 3 4 4 s 24

Fic. 2. Generacién de Angiotensina I variando el
tiempo de incubacién.
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PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR (figura 3)

1. Se enumeran los tubos del N° 1 al N? 18 y se mantienen refrigerados
en hielo.

80§

50

T 2

209

P

47 500 1.000 AT 1

. 3. Angiotensina I. Curva de referencia an-
tisuero: 1/16.000 DiL.

En cada tubo se pipetean 0,9 ml de la solucion reguladora tris.

Se agrega la AT I estindar en distintas concentraciones.

La AT I 123] ge diluye con solucién reguladora de tris-acetato con
lisozima (solucion 6) para obtener alrededor de 10.000 ¢ 15.000 cpm
por 50 ul de solucién. En los tubos numerados del N® 1 al N° 16 se
agrega 50 ul de solucién de AT I %3], Para certificar el método se
agrega 100 ul de AT I %] en el tubo N° 17 y 150 pl de AT I 25 en
el tubo N° 18. . '

5. Se agregan 50 ul del antisuero a AT I en la dilucién seleccionada en
los tubos numerados del N¢ 3 al N° 18. Los tubos N* 1 y N* 2 sirven
de control.

Se mezela cada tubo en el mezclador.

Se incuban los tubos durante 72 h a 4 °C.

Se agrega a cada tubo 1 ml de la solucién de trabajo de carbén
dextrin {solucion N° 2). .

Se centrifugan los tubos a 5.000 r.pm., a 4 °C, durante 2¢ min.

Se decanta el sobrenadante en tubos numerados.

Se cuentan los tubos en secuencia {sobrenadante del fubo N° 1,
seguido del precipitado tubo N° 1, etc.) en un contador de pozo.

Lo b

RSB N>

[

CALCULOS

La curva se realiza calculando 9% B donde B es la AT unida al anti-
cuerpo (sobrenadante).
La concentracién de AT I de las muestras se detiene interpolando en
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la curva estandar y los resultados se expresan en mg de AT I1/100 mi de
plasma.

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA SEPARACION CON SEPHADEX G 25
DE LAS DISTINTAS FRACCIONES DE LA AT I

BiF

aF

X3

250 500D 750 ng AT I

Fic. 4. Angiotensina I. Microcurvas de referencia
usando distintas fracciones de AT I *I. Anfti-
suero: 1/16.000 DIL.

El control de inmunorreactividad con las fracciones I, II, III y IV,
obtenidas separando con Sephadex, se llevé a cabo mediante incubacién
de las mismas interpoladas en microcurvas estindar. Como muestra la
figura 4, la relacién B/T no varié significativamente cuando se trabaja
entre 0 y 850 mg de AT L

REPRODUCTIBILIDAD

Se agregaron 500 a 1.000 ng de AT I a muestras de 10 mi de pool
de plasma. La recuperacién vario entre 85 a 90 % de la AT I agregada
al pool de plasma.

ESTUDIOS CLINICOS

La renina es una sustancia proteica de origen renal. Se considera a la
renina como la hormona renal, debido a que se la encuentra en la sangre
circulante y que su concentracién se modifica en diversas situaciones
fisiologicas y patolégicas (18). La renina es una hormona que posee al-
gunas caracteristicas particulares. A diferencia de otras hormonas, no
ejerce su accién directamente sobre las células reactivas, sino que lo
hace a través de su accién enzimatica (18).

La renina es en realidad una enzima que actiia sobre un sustrato
plasmético (a-2 globulina), el hipertensindgeno genera un decapéptido,
que es biolégicamente inactivo, la angiotensina I (AT I}, que por la accion
de otra enzima, la enzima de conversién, forma la angiotensina II, un
octapéptido que tiene actividad biologica. La AT II se destruye réapida-
mente por accién de las angiotensinasas plasmaticas y de los tejidos.
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La actividad plasmatica de la renina (APR)} se mide por la cantidad
de AT I generada por una cantidad de plasma a 37 °C en condiciones que
impiden su transformacién a AT II y la accién de las angiotensinasas
(BAL, EDTA y 8hidroxiquinolina) (18). La renina es parte de un sistema
homeostitico, el que regula el volumen del liquido extracelular, a través
de la secrecién de aldosterona y de la retencion de sodio y agua. Por
ello, su concentracién en el plasma, atn en condiciones fisiolégicas, est
sujeto a grandes variaciones vinculadas con las necesidades del organismo.
Las condiciones en las cuales se deferminan los niveles de la APR deben
ser establecidas y determinadas, ya que los factores que modifican la
secrecion de renina son multiples: las variaciones de la perfusién arterial
renal, las variaciones de la actividad del sistema simpéitico y el aporte
de sodio y potasio a la mdacula densa (18) (19).

Se reconoce actualmente que el cambio de posicion corporal, de la
supina a la posicidon de pie, estd asociada a una disminucién en la per-
fusion arterial renal y a un aumento del tono simpatico. Estas modifica-
-cignes producen un aumento de la APR en los sujetos normales (fig. 5).
El aporte de sodio juega también un papel importante en la regulacién
de los niveles de APR (19). La disminucién de la cantidad de sodio en
la dieta aumenta los niveles de APR (fig. 6). En forma similar, la admi-
nistracion de un diurético, la fursenida (40 mg, eV; Hoechst Pharmaceu-
tical Co) aumenta rapidamente los niveles de la APR (fig. 7) debido a su
accion nafridiurética y a la disminucién del volumen del liguido extra-
celular,

[
600
AT ) "
ngfion mi . f
: . i 4
5001 prasma . ry 4
A 3
400
300
A
200 ol A A
A
A
A
100 . ACOSTADO: A
DE PIE; P

Fic. 5. Actividad plasméatica de la renina en dis
tintas posiciones corporales,

Se ha sugerido que en el hipertiroidismo existe una actividad de
sistema simpatico y se reconoce actualmente que el sistema simpatico
estimula la APR. La figura 8 muestra que en el hipertiroidismo los niveles
de APR estan elevados y que en el hipotiroidismo estin mds bajos que
los observados en los sujetos normales (21). El -tratamiento exitoso de
ambas situaciones estd asociado a niveles normales de APR (21). La
fisura 9 muestra los niveles de PBI y de la APR en 3 pacientes con
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AT R
' ng/100 w1
Flasma

2.500

1.500

L.031a

530

Fic. 6. Actividad plasmatica de la renina. Efecto
de la dieta hiposddica.

kAT
ng/1o0 ml plasma

2.500

2,000

nsoo| g

1,500

500

;7 -
1
° is5 30 45 50 50 120

Fia. 7. Niveles de la APR por administracién de
un diurético.

hipertiroidismo. En estos pacientes el tratamiento con 1 produjo un
estado transitorio de eutiroidismoe con niveles normales de PBI y APR.
Cuando el estado de hipotiroidismo se corrigié con terapia sustitutiva,
los niveles de APR y de PBI se normalizaron.

Se estudiaron ademds (fig. 10) los niveles de la APR en 4 pacientes
con cirrosis hepatica, con edema; 3 pacientes con hiperiensién renovas-
cular; 7 pacientes con acromegalia activa; 5 pacientes con acromegalia
inactiva; 3 pacientes con enfermedad de Cushing; 4 pacientes con hiper-
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tension y 3 pacientes en el tercer trimestre de embarazos normales
(fig. 10). Puede verse que en los pacientes con hipertensién renovascular
y en la cirrosis hepatica con edema {(aldosteronismo secundario) y en el
emharazo (aldosteronismo secundario fisiolégico) la APR estd aumentada,
mientras los niveles de APR observados en la acromegalia activa g inac-
tiva (22) en la enfermedad de Cushing y en la hipertensién esencial son
simijlares los valores de APR observados en los sujetos normales,

AT |
ng/100 mi de plasma
MORMAL HIFERTIRQIDISMO HIPOTIRGIDISMO

T

2.000

1.500

1.000

wa

|50

Fiz. 8, Actividad plasmética de la renina en el-
hiper-eu-hipotiroidismo.

FBI
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Fie. 9, Efecto del tratamiento hipertiroidismo en
los niveles de la actividad plasmilica de la re-
nina y en el PBL
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ng ATIM25¢
100 mi plzsma HIPERTENSION ENFERMEDAD
CIRROSIS REND ACROMEGALIA DE  HIPERTEMSIGN
NORMAL  .HEPATICA VASCULAR  AGTIVA-INACTIVA  CUSHING ESENCIAL EMBARAZD
2.000
1,500 .

1.000 .

500

Fic. 10. Niveles de la actividad plasméatica de la renina en distintas situaciones
clinieas. ) .

La figura 11 muestra la APR en pacientes con enfermedades de
Addison antes y después del tratamiento con glucocorticoides. Puede ob-
servarse que los niveles basales de APR en los pacientes con enfermedad
de Addison son significativamente méis altos que en los sujetos normales
(p: 0,001) y que ¢l tratamiento sustitutivo con hidrocortisona produjo
un descenso marcado de los mismos (23).

AT I

rg/sl00 ml plasma

SiN TRATAMIENTO

2.000 l

1.500

TRATAMIENTQ COM
GLUCQCORTICQIDES

|

1.000 .

/

500

Fig, 11. Actividad plasmética de la renina. Efecto
del tratamiento en la enfermedad de Addison.

'COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL RADIOGINMUNGENSAYO
Y BIOENSAYO

Se compararon los resultados del radicinmunoensayo con los resul-
tados obtenidos, midiendo los niveles de angiotensina II (AT II) por el
bicensayo utilizando ratas anestesiadas tratadas con pentolinium (21).
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El biocensayo mide la respuesta precisa obtenida por la inyeccién de
las muestras. Las muestras a probar y los estandares de AT II (5-valil-
angiotensina amida, Ciba) se administraron por via endovenosa. La res-
puesta presora se midié para 2 dosis diferentes de cada muestra por
duplicado y cada resultado es el promedio de 4 ensayos. La recuperacién
de la angiofensina II agregada a las muestras fue de 90-100 9%, lo que
indica Ja ausencia de angitensinasa en los extratos.

La tabla II muestra los resultados de los niveles de AT I y AT II,
medidos por el radioinmunoensayo y bioensayo respectivamente. La acti-
vidad de renina medida por radioinmunoensayo como AT I fue 17,8 = 2.0
ng AT I/ml y medida por bioensayo 15,5 = AT II/ml p.N.S.

Esta experiencia demuestra -que existe una excelente correlacién
entre los métodos inmunolégicos y biolégicos y que los resultados pueden
ser comparados. Kotchen y col (25) demostraron que existe .una buena
correlacién entre los métodos de radioinmunoensayo de Haber y col. (17)
y ¢l bioensayo de Skinner (26). Otros investigadores como Hass y Gold-
latt (27) y Boyd y col. (28) demostraron que el método de bioensayo da
valores mas altos que el método de radioinmunoensayo, mientras que
Secley y col. (29), Cohen y col. (30) y Ménard y Catt (31) demostraron
que los valores de actividad de la renina, medidos por el hioensayo, son
mas bajos que los medidos por el radioinmunoensayo. Nuestros resultados
sont algo mas altos utilizando el radicinmunoensayo que el bioensayo, Io
gque demuestra que los resultados pueden ser comparables.

Tarra IT

Comparacidn de los volores de la actividad de renina
medida por bicensayo y radiocinmuncensayo

N? Radioinmunoensayo Bioensayo

ng AT Ifml ng AT I/mi
1 12,0 7.4
2 15,0 118
3 12,0 114
4 18,0 11,6
b] 30,0 22,7
6 22,0 24,4
7 240 19,0
8 6,0 6.8
9 21,0 19,0
10 18,0 19.7
11 18,0 15,6

Media + B. S. 178 = 2,0 155 = 1,8

Conclusiones

Se marco la Angiotensina 1 con 125INa, utilizando el método de Hunter
y Greenwood (11). Ademas se paso la 1251 AT I por una columna de filtra-
cién en gel. Los resultados obtenidos, utilizando distintas fracciones de
[ AT 1 permiten afirmar que el pasaje de la AT I, marcada por una
columna de filtracién en gel, no es necesario, ya que los resultados de la
curva estindar fueron similares a los obtenidos con la resina de inter-
cambio iénico,

188



PREPARACION DE ANGIOTENSINA I 1251

Se describié el método de dosaje radioinmunolégico y su aplicacién en

distintas situaciones fisiolégicas y patolégicas. El método de radioinmuno-
ensayo presenta sensibilidad adecuada para detectar concentraciones bajas
de AT 1 en plasma. Valores similares de AT I en plasma de sujetos nor-
males han sido descritos por Boyd y col. (16) y por Haber y col. (17).
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