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marcación de hormonas proteicas con "’l producido 
en la Comisión Nacional de Energía Atómica 
de la República Argentina”

Debido a ]as ventajas como trazador que 
el 125I tiene en la marcación de hormonas 
proteicas, la im portancia del a31I en este 
aspecto ha disminuido en los últimos años- 
Sin embargo en nuestro país, el costo del 
1201 y i as frecuentes dificultades en la im ­
portación de este isótopo sugieren la con­
veniencia de increm entar el uso del 131I 
de producción nacional.

La Comisión Nacional de Energía A tó­
mica (CNEA) de la República Argentina 
produce 131I a escala comercial en el reactor 
RA3 del Centro Atómico de Ezeiza desde 
1973. Este yodo es utiilzado en la marcación 
de Albúm ina, Rosa de Bengala, H ipurán, 
Fibrinógeno, Suero Antirrábico, etc. (1) pe­
ro no ha sido exhaustivam ente empleado 
para la marcación de hormonas proteicas. 
Por estas razones, empleando una m etodo­
logía económica y fácilm ente asequible, se 
estudió la marcación de Insulina, Gluca- 
gón, Hormona de Crecimiento Humano 
(H C H ), Prolactina (PRL) y Hormona Lu- 
teinizante (LH ), con 181I de producción 
nacional.

Material y métodos
Insulina de cerdo fu e  cedida p o r el L abo ra­

torio H oechst; G lucagon (lote 258-V016-36) fue 
obtenido del laboratorio  L illy  por gentileza de 
la Dra. M ary A. Root; HCH! (FS/634 A ), PRL 
(V -L-S- a) y  LH (LER  960) fueron  cedidos por 
el N ational In s titu te  of H ealth  de los Estados 
Unidos. E l J 3:1 IlNA fue p reparado  por la  CNEA 
de la  RepOblica A rgen tina  con un a  concentra­
ción de activ idad en tre  10,9 y  180 m C i/m l y 
provisto  a través de un subsidio otorgado por 
la m ism a Institución. A lm idón hidrolizado fa ­
bricado por S taley  A rgen tina  fue cedido gen­
tilm en te  por el Ingeniero R. J . Rodríguez; di-

(1) Trabaj'o realizado en ]a Unidad de Endocrinolo* 
gia del Hospital de Ped iatría  “Dr. Pedro de Elizalde” 
en la Fundación Laboratorio de Investigaciones Pediá' 
tricas (FLIP), Montes de Oca 40 (cod. 1270), Buenos 
Aires, Argentina y en la Gerencia de Radiaciones y 
Radioisótopos de la Com. Nac. Energía Atómica, Bs. 
As., Argentina 

Las separatas deben ser solicitadas al Dr. Juan  C. 
Cresto en la dirección arriba indicada.

2) Recibida, agosto 14 de 1976, aprobada enero 22 
de 1977.
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feren tes calidades fueron  estudiadas y por su 
capacidad reso lu tiva fue elegida el tipo "Eclip­
se F  75”.

Todas las drogas utilizadas fueron  de grado 
analítico.

Técnica de m arcación: Se utilizó  e l m étodo 
de la cloram ina T  (2) con ligeras m odificacio­
nes. A una cantidad de tam pón fosfato 0.25 M, 
pH  7.5 se le agregó 1 mCi de i31INa, la  can­
tidad  necesaria de horm ona p ara  ob tener la 
activ idad  específica deseada y 10 ¿ti (26 /ig) de 
cloram ina T (2.625 m g /m l). El volum en final 
fue de 50 ¿d y  el tiem po de reacción de 15 
segundos. La reacción fue deten ida con el ag re­
gado de 20 /il (48 ¡ig) de m etabisulfito  de sodio 
(2 .4  m g /m l). Esta técnica general fue variada 
p ara  algunas horm onas en particu lar. P ara 
glucagon se utilizó 2.5 ¿<1 (6.5 fig) de cloram ina 
T y 5 /xl (12 fig) de m etab isu lfito  de sodio y 
para  p ro lac tina  se em pleó 5 /*1 (13 /¿g) de clo­
ram ina  T y 10 m1 (24 jug) de m etabisulfito  da 
sodio.

El rendim ien to  de la  reacción fue calculado 
em pleando la crom atoelectroforesis (tam pón ve- 
ronal 0.1 M, pH 8.6) en papel W hatm an 3 no 
crom atográfico (papel de f iltro ). Este pape! 
requ ie re  de 40 a 80 ¿ti de BEC para  una co­
rre c ta  separación en tre  el origen y la zona de 
albúm ina (B EC -B uffer Especial de C orrida- 
com puesto de: tam pón veronal 0.02 M. pH  8.6; 
albúm ina hum ana 0.25 % y suero norm al de 
cobayo 1/50) al que se adiciona una ínfim a 
p arte  del m ateria l m arcado.

D epuración: E fectuada la m arcación, se ls 
agregó 20 ¿il de suero hum ano norm al colo­

reado con azul de brom ofenol y  la  horm ona 
m arcada fue depu rada  em pleando la electro- 
foresis horizontal en gel de alm idón p re p a ra ­
tivo, siguiendo la técnica de Sm ithies (3). P a ­
ra  el alm idón utilizado, la  concentración ideal 
hallada fue de 11.67 g/100 m i de tam pón bo­
ra to  0 018 M, pH  8.8. Luego de 16 horas de 
electroforesis a 4°C (tam pón borato 0.3 M, 
pH 8.2) la posición del m ateria l radiactivo 
fue determ inada por au to rrad iografía  y  la zo­
na correspondiente a la horm ona depurada fue 
cortada y elu ída del gel por cen trifugación 
(2100 G a 4°C, luego de ser hom ogeneizada en 
2 m i de tam pón veronal 0.02 M, pH! 8 .6  con 
albúm ina hum ana 0,5 % ). Las horm onas de­
puradas y eluídas fueron  contro ladas inm uno- 
lógicam ente y redepuradas en Sephadex  (ade­
cuado al tipo de horm ona) u tilizando colum nas 
de 60 mi, corriendo con tam pón veronal 0.02 
M, pH  8.6 adicionado de albúm ina hum ana al
0.25 %. La electroforesis en gel de alm idón 
p repara tivo  fue tam bién  u tilizada p ara  calcu lar 
la  riqueza isotópica del 1311 em pleando el p r in ­
cipio expuesto por Berson y Yalow (4).

Control inm unológico: El contro l inm unológi- 
co se efectuó con exceso de anticuerpo en tam ­
pón veronal 0.02 M, pH  8.6 con albúm ina h u ­
m ana al 0.25 % y 1 % de suero no rm al de 
cobayo. E l volum en final de reacción fue  de 
2 m i; la incubación se efectuó d u ran te  la  no ­
che a 4°C y la separación de las fracciones 
lib re y  un ida al an ticuerpo  se realizó (para  
un a  concentración pro teica de 0.1 m i de sue- 
ro /tu b o ) con un a  suspensión de carbón-dex- 
trano, en tam pón veronal 0.02 M, pH  8.6,
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F i g u r a  1. — A utorradiografía  ds una serie de marcaciones de 
insulina  *«'1 a las cuales se le adicionaron cantidades crecien­

tes de J*7I.
Las m arcaciones han  sido corridas sim ultáneam ente en  elec­
troforesis con gel de almidón. Las actividades específicas están  
indicadas al pie de la  figu ra (25, 101, 24, 26, 25 y 26 m C i/m g) al 
igual que las cantidades de i'27I Na adicionadas (236, 472, 708 
y 944 ng) Las actividades to tales de cada corrida son iguales, 
lo que perm itió  idénticos tiem pos de exposición en la  au to rra ­
diografía y consecuentem ente la com paración de las mismas. 
Se observa que los increm entos en la concentración de 127I Na 
cam bian la in tensidad  y d istribución del núm ero de m anchas.
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TABLA I

Valores teóricos de m arcacin de M ono-Iodo-Compuestos con n , I

HORMONA PESO MOLECULAR
131-1 131-1

(Riquesa isotópica: 100 %) (Riqueza isotópica: 5% )

G lucagon 

Insu lina 

P ro lactina 

H orm ona de 
Crecim iento hum ana

H orm ona L utein izan te

3500

6000

20000

21500

30000

4656 m C i/m g 

2716 „ „ 

815 „ „

758 „ „ 

543 „ „

232.8 m C i/m g

135.8 „ „ 

40.7 „ „

37.9 ,. „ 

27.1 „ „

adecuada a cada horm ona. Tres concentracio­
nes fueron  usadas: A) carbón activado 100 m g / 
m l-dex trano  10 m g /m l; B) carbón activado 200 
m g /m l-d ex tran o  10 m g /m l y C) carbón acti­
vado 300 m g /m l-dex trano  10 m g/m l. P ara  
glucagon e insu lina se efectuó la  p reparación  
con 0.05 m i y con 0.2 m i de A; p a ra  LH y HCH 
con 0.4 m i y  0.5 m i respectivam ente de B y 
para P R L  con 0.4 m i de C.

Resultados y discusión
La marcación de Insuilna con 131I adi­

cionado con cantidades crecientes de 1:27I 
perm ite calcular la actividad específica 
del 131I con la electroforesis en gel de alm i­
dón (fig- 1). Este método tiene un error

próximo al 30 % que depende básicamente 
de la precisión en la  densitom etría de las 
manchas. La riqueza isotópica del m I es­
tudiado (partida 14/X/75) es de 17,9 % ,una 
de las más elevadas en la serie de m arca­
ciones- No se efectuó densitom etría de las 
autorradiografías en las otras marcaciones 
de Insulina, pero los cambios de densidad 
en las manchas son apreciables a simple 
vista (figura 2). En general se asumió 
una riqueza isotópica del 5 % como valor 
mínimo aceptable, calculándose sobre esta 
base los valores máximos de actividades 
específicas para mono-yodo-compuestos (ta­
bla I) y las marcaciones hormonales se

TABLA II

M arcaciones efectuadas con 1X11 producido en la Comisión de Energía A tóm ica

A ctividad específica 
INSULINA J (imCi/mg)

Rendim iento ( %) 
Captación ...................

{A ctiv idad específica
R endim iento .............

C aptación ...................

{A ctiv idad específica
R endim iento  .............

Captación ...................

f A ctividad específica
H. C. H. *s R endim iento .............

L Captación ...................

f A ctividad específica
L. H. -< Rendim iento .............

I Captación ...................

44' 91 116

86 93 93
81 78 62

35 46 53 149 173 359
48 51 96 86 88 95
38 37 21 23 22 19

11 21 62 65 73 127
4 8 15 13 15 59

71 70 75 40 58 16

28 30 37 47 76
55 21 38 46 66
72 60 68 50 67

80 94
34 46
54 48
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r diendo reem plazar al 125I importado con las 
ventajas o inconvenientes propios del isó­
topo utilizado.
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preparación de este traba jo  a las Dras. M aría 
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S rta . Ana M aría M astrángelo por la p rep a ra ­
ción del m anuscrito.
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F ig u r a  2. — Autorradiografía  de dos marca­
ciones de insulina con J3II corridas sim ultá ­

neam ente.
Las d istin tas actividades específicas (2 9  y 109 
m C i/m g) se  objetivan fácilm ente en la d istin ­
ta in tensidad y d istribución  de las m anchas.

efectuaron sobre la base de estos datos in­
dicativos para evitar los riesgos de sobre- 
yodinación.

La purificación con gel de almidón per­
mite seleccionar moléculas m arcadas con 
movilidad electroforética similar a las hor­
monas no marcadas (5,6), facilitando la 
obtención de compuestos con buena reac­
tividad inmunológica aún luego de m arca­
ciones con actividades específicas mayores 
que las indicadas en la tabla I. Además per­
mite separar compuestos monoyodados de 
Insulina (4) y Glucagon (7).

Las captaciones inmunológicas son va­
riables (tabla II) en relación a las distin­
tas hormonas estudiadas y a los antisueros 
disponibles. Es posible apreciar que algu­
nas hormonas presentan un comportam ien­
to inmunológico correcto en todas las m ar­
caciones (Insulina, HCH y LH) que es 
dependiente más del comportamiento de la 
hormona durante la marcación que del 
yodo utilizado-

Los resultados obtenidos dem uestran que 
el 13lI preparado en la CNEA es útil para 
la marcación de hormonas proteicas, pu-

Resumen
Se marcó Insulina, Glucagon, Hormona 

de Crecimiento Humano (H C H ), Prolac­
tina (PRL) y Hormona Luteinizante H u­
mana (LH) ■ P ara  ello se empleó la técnica 
de la cloramina T, utilizando m I produci­
do en la Comisión Nacional de Energía 
Atómica (CNEA) de la República A rgen­
tina Las concentraciones de cloramina T y 
m etabisulfito de sodio se adecuaron a las 
distintas hormonas y la depuración de las 
hormonas marcadas se efectuó por medio 
de la electroforesis en gel horizontal de 
almidón con posterior filtración en Sepha- 
dex. La técnica con el gel de almidón pe r­
mitió m edir la riqueza isotópica del 131I 
preparado en la CNEA (17,9% ). Las fluc­
tuaciones en la riqueza isotópica nos per­
m itieron asumir un valor mínimo acepta­
ble para marcación del 5%. Los controles 
inmunológicos se efectuaron con exceso de 
anticuerpo utilizando la misma solución de 
trabajo y sim ilar técnica de separación 
(carbón-dextrano) para todas las hormonas

Los resultados obtenidos dem uestran que 
el 131I preparado en la CNEA es útil para 
la marcacin de Insulina, Glucagon, HCH, 
PRL y LH.

Summary
Insulin, Glucagon, Hum an Growth Hor- 

mone (HGH), Prolactin (PRL) and H u­
man Luteinizing Hormone (HLH) were 
labelled w ith 131I produced by the Atomic 
Energie Commission (CNEA) of Repúbli­
ca Argentina. The cloramine T technique 
was used for labelling w ith m inor modifi- 
cations and it was fitted for the individual 
hormones Labelled hormones were depu- 
rated by horizontal starch gel electropho- 
resis and secondary gel filtration with 
Sephadex. Specific activity of ,3,I (CNEA) 
was meassured by starch gel electropho- 
resis and 17,9 % was founded in one deter- 
mination- 5 % was the m inor isotopic con­
cen traron  accepted for labelling. The in-
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cubation of all the hormones were carry 
out in the same w orking solution and anti- 
body excess was used for immunologic 
control. Dextran-charcoal technique was 
developed for bound and free hormone se- 
paration.

The results shown the 131I produced by 
CNEA is usefull for Insulin, Glucagon, 
HGH, PRL and HLH labelling.
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