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A deproteinized hydrosoluble splenic extract, which produces a hypertensive effect,
injected in rats intravenously is described. The pressure action is very similar to the sinthetic
angiotensin II, and the (Sarcosine1-Isoleucine8)—angiotensin II, a competitive antagonist,
produced partial inhibition of both responses. There were no significant differences between
control and experimental rats in the plasmatic levels of angiotensin II, aldosterone and ADH.
Therefore, the splenic extract does not seem to release these hormones included in the
renin-angiotensin pathway. Significant Angiotensin II levels were detected in the splenic
material. These results support the view that forty per cent of the pressure action is due to
Angiotensin II present in the extract.
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bn 1959, DE GANDARIAS (8) obtuvo, a
partir de tejido esplenico, un material hi­
drosoluble que se caracterizaba por su
notable actividad sobre la musculature
lisa, vascular y no vascular, asi como
sobre diversos aspectos de la hemostasia.
Sobre este ultimo punto, se ha descrito
que su actividad podria ser debida a la
presencia en el extracto de alguna sustan-
cia simil-heparina (12). La actividad sobre
musculature lisa demuestra ser resistente
al tratamiento con antagonistas alfa- y 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

beta-adrenergicos y colinergicos (9-11).
En preparaciones in vitro de ileon ais-

lado de cobaya, se ha sugerido la posibili-
dad de que los receptores Hj-Histamina
medien la respuesta contractil debida al
extracto (2), pero esta hipotesis no explica
el efecto presor observado in vivo.

En el presente trabajo se estudia la
posible implicacion del sistema renina-
angiotensina en la respuesta hipertensore
del extracto, muy similar a la producida
por la angiotensina II sintetica, un rapido
y corto incremento de la presion arterial
(14, 21, 22).
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Material y Metodos

Preparation del extracto esplenico. —
Se prepare a partir de bazo de vaca obte-
nido tras el sacrificio y sangrado del ani­
mal. El traslado al laboratorio se realizo
inmediatamente despues, en recipiente re-
frigerado. Tras el lavado del bazo, se
obtuvo el extracto mediante el siguiente
procedimiento: Homogeneizado y des-
proteinizacion (3) con arena de mar en
relacion 3:1, arena : bazo, anadiendo des­
pues las soluciones desproteinizantes en
relacion peso bazo : volumen solution,
1:5 de Na(OH) 0,3 N y SO4Zn al 5 %,
homogeneizanao mediante ultrasonidos
el macerado obtenido, durante 2-3 minu-
tos. Filtrado del sobrenadante, obtenien-
dose un Kquido transparente e incoloro
que se liofilizaba con el fin de mantener
su actividad sin cambio durante varios
meses.

Experimentos fisio-farmacoldgicos. —
Se empleo un total de 60 ratas machos,
raza Sprague-Dawley, con pesos com-
prendiaos entre 300-400 g. Tras anestesia
con Nembutal (0,2 ml/100 g i.p.), y ha-
biendo realizado traqueotomia para evitar
complicaciones respiratorias, se canulo la
vena femoral para disponer de una via de
aplicacion de las distintas sustancias. Pos-
teriormente se libero la arteria cardtica
comun y se introdujo una canula cuyo
extremo se conectaba a un transductor
electronic© de presion Ueno de solution
salina heparinizada, y este a un amplifica-
dor. El registro grafico se efectud me­
diante un registrador Hewlett-Packard
tipo 7754-A de cuatro canales.

Las dosis empleadas de extracto esple­
nico (SE) fueron las equivalentes a 50,
100, 200 y 400 mg de tejido fresco. Las
dosis de angiotensina II (A II) (Sigma)
fueron 10-2, 2 X 10“2, 4 X IO-2 y 8 x
10-2 jug, y la de (Sarcosina’-Isoleuci-
na8)—angiotensina II, inhibidor competi­
tive de la angiotensina (13), fue en todos
los casos de 0,8 /zg. Todas las infusiones 

se realizaron en forma de «bolo» de 0,5
ml en un tiempo de 30 s, inyectandose el
inhibidor previamente a los agonistas.

Se llevd a cabo una serie de experimen­
tos (n. = 6) con el fin de comprobar la
posible influencia de los agentes quimicos
empleados durante el proceso de despro-
teinizacion (placebo), no apreciandose
cambios significativos en los valores basa-
les de presion tras la administration de
pool de reactivos.

Ensayos bioquimicos. — A otras 40 ra­
tas, anestesiadas con Nembutal (0,2
ml/100 g i.p.), se les canulo la vena yugu-
lar, para perfusion de los reactivos, y la
arteria carotica, para obtencion de las
muestras sanguineas. Todos los experi­
mentos se realizaron en animales ya des-
piertos (20-24 h post-anestesia), con el fin
de prevenir efectos del anestesico sobre el
sistema renina-angiotensina (19).

Las muestras sanguineas se recogieron
60 s despues de la infusion en «bolo» (0,5
ml/30 s) de 200 mg de extracto esplenico
(grupo experimental) o el equivalente de
solution placebo cuya composition se ha
descrito anteriormente (grupo control).
Todos los analisis actividad plasmatica de
renina (APR) (Cea-Ire-Sorin), angioten­
sina II (Cea-Ire-Sorin), hormona antidui-
retica (ADH) (Bulman Lab., Ltd.) y al-
dosterona (Abbott), se realizaron por ra-
dioinmunoensayo (RIA), de acuerdo con
tecnicas ya descritas (7, 15, 16, 18, 20).

Estudio estadistico. — Los resultados se
expresan como la media ± error estandar,
para un numero de experimentos designa-
dos como n. El estudio estadistico se
realizo mediante el metodo t de Student,
para datos no apareados.

Resultados

Experimentos fisio-farmacoldgicos. —
La administration de 400 mg de tejido
esplenico y de 8 X 10-2 /zg de angioten­
sina IL ambos referidos como 100 % de
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Fig. 1. Respuestas producidas por la angiotensina
II (A II) (8 X 10~2 p.g/0,5 ml, 30 s) y el extracto
esplenico (SE) (4 X IO2 mg/0,5 ml, 30 s) inyectados

ambos intravenosamente.

respuesta, muestran una reaccion similar,
ya que provocan un corto y rapido incre-
mento en la presion arterial media de
ratas normales (fig. 1). El efecto de las
distintas dosis de ambas soluciones se ex-
presan como procentajes de respuesta en
relacion con el control 100 % (fig. 2,
sup.).

El antagonista (Sar’-Ile^-angiotensina
II (0,8 /zg) produce inhibicion en ambas
respuestas, A II y SE, aunque esta dosis
que inhibe totalmente la respuesta de do­
sis bajas de A II, no inhibe totalmente la
respuesta de dosis bajas de SE (fig. 2,
inf.). De hecho, dosis mucho mas eleva-
das (5-10 /zg), no inhiben mas del 60 %
de la respuesta presora producida por
el SE.

Ensayos bioquimicos. — No se obser-
van diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de A II entre las ratas control
(23,43 ± 2,77 pg A Il/ml) y las trata-
das con SE (25,5 ± 5,75 pg A Il/ml) (fig.
3a). Similares resultados se obtuvieron
para ADH y aldosterona: 7,17 ± 0,86 pg
ADH/ml en el grupo control frente a
5,93 ± 0,65 pg ADH/ml en el experi­
mental (fig. 3b), y 920 ± 120,28 pg aldos-
terona/ml en el control frente a 864,66 ±

Fig. 2. Porcentaje de respuesta producida por la
angiotensina II (A II) y por el extracto esplenico
(SE) en sus distintas dosis (1 = 8 x 10~2 ng A II y 4
X 102 mg SE), sin inhibidor (superior) y tras el
tratamiento con 0.8 p.g de (Sar1—//d')-angiotensina

II (inferior).
La akura de las columnas indica las medias obtcni-
das con al menos 6 experimentos. Las lineas vertica-

les indican el error estandar.

138,33 pg aldosterona/ml en el tratado
con SE (fig. 3c).

Sin embargo, midiendo directamente A
II en el extracto, se detectan pequenas
concentraciones de la misma, (1,03 ±
0,533 ng/100 mg de tejido fresco) canti-
dad que provoca al menos un 40 % de la
respuesta total. Ademas, se observan di­
ferencias significativas en los niveles de
angiotensina I generados por ml de
plasma y por hora de incubacion (APR)
entre los animates control (23,92 ± 4,17
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I 1 Control

I 1 Experimental

Fig. 3. Niveles plasmdticos de angiotensina II (a), hormona antidiuretica (b) y aldosterona (c) obtenidos en
los animates control y cxperimentales, como de la actividad plasmatica de renina (d).

Numero de animales por grupo, 10. (p < 0,01).

ng/ml/h) y los tratados con SE (9,53 ±
1,86 ng/ml/h) (fig. 3d).

Discusion

Los mecanismos de accion de los ex-
tractos esplenicos, particularmente en lo
que se refiere a actividad sobre musculo
liso, son relativamente desconocidos. Los
resultados fisio-farmacologicos aqui pre-
sentados, pueden servir como una pri-
mera aproximacion para tratar de clarifi-
car los mecanismos sobre musculatura lisa
vascular, ya que al producir el antagonista
de la A II una clara inhibicion en la
respuesta presora producida por el ex-
tracto, se puede pensar en una accion del
mismo via sistema renina-angiotensina.
En este caso, no se realize un estudio
farmacoldgico complete (24) debido a

3ue diversos factores in vivo podrian mo-
ificar los resultados.
La ausencia de diferencias significativas

en los niveles plasmaticos de A II y aldos-
terona entre los animales control y expe­
rimentales, parece sugerir la no participa-
cion del extracto en la liberacion de estas
hormonas incluidas en el sistema renina-
angiotensina en el intervalo de tiempo'
estudiado. Sin embargo, la cantidad de A

II detectada en el SE demuestra ser capaz
no solo de provocar un 40 % de su res­
puesta presora, sino tambien de producir
un retroefecto negative en la liberacion de
renina (4, 23). A pesar de ello, esta A II
inyectada con el SE parece ser degradada
muy rapidamente, ya que no es detectada
en las determinaciones hormonales. La
aparicion de estas pequenas cantidades de
A II en el extracto es totalmente inespe-
rada, ya que estudios previos con tecnicas
mas sencillas (2, 6), descartaban esta posi-
bilidad. Asimismo, se podia suponer que
el metodo de desproteinizacion empleado
eliminarfa incluso los pequenos peptidos.
En cualquier caso, dicho metodo des-
truye todo tipo de moleculas con peso
molecular superior a los 1.500 d (1), pero
pequenas concentraciones de A II (PM <
1.500 d), parecen escapar a la desproteini­
zacion. Es importante entonces tener en
cuenta estos resultados a nivel de cual­
quier experimentacion que requiera el
empleo de agentes desproteinizantes.

No esta todavia clarificada la naturaleza
total de la respuesta presora producida
por el extracto, pero los resultados aqui
presentados parecen excluir la liberacion
de ADH, otra hormona hipertensora (5,
17), al menos en el intervalo de tiempo
estudiado.
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Resumen

Se describe la respuesta presora que produce un
extracto esplenico desproteinizado hidrosoluble
cuando es inyectado intravenosamente en ratas. Di-
cha respuesta es muy similar a la producida por la
angiotensina II sintetica. El inhibidor competitive
(Sarcosina'—Isoleucina8)—angiotensina II, produce
una inhibicion parcial en la respuesta del extracto y
de la angiotensina, pero no existen diferencias signi-
ficativas entre los niveles plasmaticos de ratas con­
trol y tratadas con extracto, de angiotensina II,
aldosterona y hormona antidiuretica. Por tanto, el
extracto esplenico parece no producir liberacion de
estas hormonas incluidas en la via renina-angioten-
sina. Sin embargo, la cantidad de angiotensina pre­
sente en el extracto, es suficiente para producir al
menos un 40 % de la respuesta presora del mismo.

Palabras clave: Extracto esplenico, Angiotensi­
na II, Hipertensidn.
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