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PREPARACION DE ACTH 1251 5 131j

Su utilizacion en radioinmunoensayo™

0.D. Bruno**, E,L, Quihillalt y A.E.A, Mitta

RESUMEN

Se describe la preparacién de hormona adrenocorticotrofica marcada con
[-125 6 1-131. Se describen los métodos que demuestran el comportamiento
inmunoreactivo de la hormona.

SUMMARY
FPreparation of ACTH 125 or 1311; its use in radioimmunoassay.

The preparation of adrenocorticotropin hormone (ACTH) labelled with
125] and 131 is described. :

Test for the determination of the immunoreactive behaviour of the hormo-
ne are accomplished.

INTRODUCCION

La preparacién de adrenccorticotrofina { ACTH) marcada con 1311 ¢ 1231
apta para su uso en radioinmunoensayo del ACTH plasmético debe reunir cier
tas condiciones que dependen en parte del isbtopo empleado. Asi, si se utili-
za el 131, debe obtenerse una actividad especifica (AE} elevada dado el cor

* Este trabajo se realizé con apoyo del Contrate 814/RE del O.1.E.A.
** Instituto de Investigaciones Médicas, Universidad de Buenos Aires. Miembro de la

Carrera de Investigador Cientifico (CONICET).
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to periodo de semidesintegracion (8,04d) de este is{)topo; esto es necesario
para asegurar condiciones de sensibilidad del dosaje ad‘ecuados o sea: pe-
quefia concentracién del trazador en el medio pero suficiente nimero de cuen-
tas que facilite las operaciones de contaje al fin del periodo de incubacién.
Si el is6topo utilizado es el 1231 la situacién difiere en cuanto a que la AE
podrd ser mas baja dado su periodo de sgmidesizg{egracién mas prolongado
(60 d). En cualquiera de los dos casos (*3*1 6 '*°I), otras condiciones indis-
pensables para la buena calidad de la preparacion son la de obtener un dafio
o degradacién bajo y un alto nivel de purificacion

Con la finalidad de obtener un ACTH marcado presentando las caracteris-
ticas antes citadas, se utilizd la técnica de Hunter y Greenwood (1) con algu-
nas modificaciones: esta técnica ha sido ya empleada para la marcacion de o-
tras hormonas proteicas tales como insulina (2) HCH (3) TSH {4) HCG (5) LH
(6) PTH (7), en la Divisién Moléculas Marcadas de la Gerencia de Investiga-
ciones de la Comision Nacional de Energia Atémica.

PARTE EXPERIMENTAL

Todas las operaciones son realizadas empleando material de vidrio silico-
nado y/o de pldstico llevédndolas a cabo, en lo posible, a 4°C a fin de reducir
las pérdidas por adsorcidén o degradacion del ACTH (8).

MARCACION

En un pequefic tubo de vidrio siliconado conteniendo 2mCi de '31INa (Sa-
clay, francia) 0 0,7-1,0mCi de 125INa(New England Nuclear, USA) disueltos
en 25 pl de solucidn de fosfatos 0,5 M, pH 7,6, se agregan sucesivamente y con
gran rapidez (se emplea una jeringa de polietileno de 1 ml a la que se adapta
un fino cateier del mismo material): 37,5 ug de Cloramina T (en 25 ul de solu-
cion de fosfatos 0,5M, pH 7,6); 10-15 4l de solucién de fosfatos 0,5M, pH 7,6)
2 pg de h-1-39 ACTH (gentilmente proporcionada por el Dr. Gy Fekete, Medimpex,
Budapest, Hungria) de sintesis.

Luego de una répida mezcla, se transfiere el producte de reaccidn a un tubo
c‘ontemendo 125 ug (en 25 ul de solucién de fosfatos 0,5M, pH 7,6) de metabisul-
fito de sodio a fin de detener la reaccién.



PURIFICACION

Se comienza inmediatamente después de la marcacién diluyendo el pro-
ducto en 1 ml de plasma humano normal fresco a lo que se agrega 7 mg de
QUSO - G 32 (granulos de silice microprecipitados; Philadelphia Quartz Co.,
USA); luego de una breve homogeneizacioén sobre Vortex, se centrifuga 10
minutos a 3.000 rpm y se descarta el sobrenadante. El precipitado es lavado
con 2 ml de agua destilada volviendo a homogeneizar, centrifugar y descartar
el sobrenadante y repitiendo estas opersciones dos veces. Finalmente el
ACTH marcado es extraido del QUSO con 2 ml de acetona al 40 % en acido
acético al 1% y diluido en 4 ml de solucién de veronal sédico 0,02M, pH 8,4,
alblmina humana {CNTS, Francia) al 0,3 %.

Control de la marcacion y purificacion

Se realiza mediante corrida cromatoelectroforética de alicuotas de los
productos de marcacién y purificacién (diluidas en plasma humano con azul
bromofenol; proporcion 1:5), respectivamente, sobre papel Whatman 3 MM du-
rante 90 minutos a temperatura ambiente y con una diferencia de potencial de
500 V. Luego de secadas, las tiras son analizadas en un radiocromatégrafo
Parckard y la importancia relativa de los picos cuantificada por simple recor-
te de las mismas y pesada en una balanza de precision.

Control de la inmunoreactividad

Fue llevada a cabo mediante incubacién del ACTH marcado en las condi-
ciones habituales de una curva de referencia para dosaje de ACTH plasmatico.
Esta curva se establece realizando las siguientes mezclas: a) 0,5 ml de plas-
ma humano perteneciente a un sujeto previamente tratado con glucocorticoides
(carente por lo tanto de ACTH endégeno conteniendo cantidades progresivamen-
crecientes de ACTH humano de extraccidn (gentilmente proporcionado por el
Dr. C.H. Li, Universidad de California, USA): 0,4, 10, 20, 40, 60, 100, 200 y
400 pg/tubo; b) 2 ml de una mezcla (preparada inmediatamente antes de su uso)
conteniendo ACTH-'3'1 6 ACTH- 1251 y antisuero anti-ACTH (Dr. R. Depieds,
Marsella, Francia) en solucién reguladora de veronal sédico 0,02 M, pH 8,4, con-
teniendo mercaptoetanol 0,2 %, trasylol (R) 1.000 U/ml v albimina humana 0,3 %.
La mezcla es distribuida con una jeringa Comwall de pipeteo continuo y esta
preparada de manera a obtener una dilucién final del antisuero de 1:450.000 y
una concentracion final de ACTH marcado de 10 pg/tebo (= 4-5.000 cpm/tubo).
El volumen final de incubacién es de 2,5 ml.

Para el dosaje de ACTH en muestras plasméticas se realizan operaciones
analogas salvo que el ACTH de referencia disuelto en plasma carente de ACTH
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endégeno es reemplazado por 0,5 ml del plasma descon.o’cido a determinar.
Cada muestra es analizada por duplicado. La degradacion del trazador du-
rante la incubacién es determinada para la curva de referencia y para cada
muestra a dosar por incubacién de un tubo control conteniendo todos los reac-
tivos enunciados salvo el antisuero y el ACTH frio. -

Luego de incubacién a 4°C durante 3-7 dias se procede a la separacién
de la fraccién de ACTH libre (L) de aquella unida al antisuero (B) mediante
una pastilla de 50 mg de talco (Louis Dreyfus & Berschtel, Parls, Francia).
Después de centrifugacion a 2.000 rpm. durante 30 minutos a 4°C, se sepa-
ra el precipitado(fraccién L) del sobrenadante (fraccién U) por simple decan-
tacién y ambos son contados durante 10 minutos en un contador Packard. E1
valor porcentual de (L)) con respecto al total (T) es corregido por substrac-
cién del por ciento de trazador degradado (no fijado en €l talco en ausencia
de antisuero). La curva de referencia es trazada y los valores observados pa-
ra los plasmas a dosar son transportados a la misma deduciéndose asi la con-
centracidén de ACTH en esos plasmas.

RESULTADOS

Marcacién y purificacién

La figura 1 muestra un ejemplo del control de marcacién y purificacién
realizado por cromatoelectroforesis. Pueden claramente individualizarse tres
picos correspondiendo respectivamente al ACTH radioiodado que permanece
en el lugar de la siembra, a la fraccién de ACTH degradado que migra al cen-
tro de la tira junto a las proteinas plasmaticas y, finalmente, el ioduro radio-
activo no fijado que migra mas alla del centro de la tira. En el grafico infe-
rior se observa el pico correspondiente al ACTH 12!, luego de purificar la

hormona utilizando QUSQO-632.

La tabla | sintetiza los resultados obtenidos utilizando '311. Debe sefia
larse que la AE fue superior a 600 uCi/ug en 9 de las 11 marcaciones y que
en 7 de las mismas el dafo de marcacion se considerd de 0% siendo en las 4
restantes de 9,11,15 y 16 % respectivamente. Por purificacién pudo eliminas-

se totalmente el dafio e yoduros.

En la tabla 2 se observan los resultados correspondientes a las marcacio-
nes realizadas con 1251, S6lo en dos de las seis marcaciones se reveld la exis-

teacia de dafio (7 y 9%). Como en el caso anterior, la purificacién fue satisfac-
toria.

Es de sefialar que sobre el total de 17 marcaciones efectuadas utilizando
los dos isétopos, uo se observé ningin tipo de correlacién entre la AE obteni-
da y el porcentaje de dafio de marcacidn.




Control de la inmunoreactividad

En la figura 2 se representan los valores obtenidos para la curva de re-
ferencia. Puede verse que en ausencia de ACTH de referencia, aproximada-
mente 30 % del trazador es ligado por el antisuero anti- ACTH y que el agre-
gado de concentraciones progresivamente creciente de ACTH Li induce una
caida de U, esta calda es mas acentuada para los primeros puntos de la cur
va lo que se traduce en una pendiente inicial pronunciada que otorga gran
sensibilidad al sistema, pudiendo leerse valores de ACTH inferiores a 10pg.
El valor de U para el punto O de la curva es de 28,5 £ 0,41 (media + ES); el
valor correspondiente al control de degradacion del trazador durante la incu-
bacién es de 15,4 : 1,2 (media + ES). No se evidencid ninguna diferencia en
el comportamiento inmunoreactivo de los dos tipos de ACTH marcado que fue-
ron utilizados.

Resultados obtenidos en el dosaje de muestras plasmdticas

La tabla 3 muestra los resultados preliminares obtenidos en un grupo de
sujetos normales y en pacientes con diversos trastornos del eje hipotalamo-
hipéfiso - adrenal, mediante determinacién de ACTH sobre una muestra de plas-
ma obtenida entre 8 y 9 horas. (las muestras fueron obtenidas en tubos de vi-
drio siliconado mantenidos en hielo, conteniendo EDTA 1,0 mg/ml de sangre,
centrifugadas a 4° C, separadas y congeladas de inmediato a - 20° C). Tanto
los valores en sujetos normales como los obtenidos en pacientes afectados de
sindrome de Cushing de diferente etiologia, post- suprarrenalectomia o en la
enfermedad de Addison, concuerdan con los publicados por otros autores (10,

11).

La figura 3 evidencia el efecto de una situacién de ‘‘stress’’ (cirugia) so-
bre la concentracién plasmatica de ACTH en dos individuos normales del pun-
to de vista enddcrino; los valores basales, normales en el pre-operatorio inme-
diato (58 y 32 pg/ml, se encontraron claramente elevados a2 480 y 302 pg/ml
respectivamente en el post-operatorio inmediato para retornar a cifras basales
normales (23 y 13 pg/ml) 24 horas después de la intervencién.

La figura 4 representa el efecto de un estimnlo bien conocido, la hipogluce-
mia inducida por insulina, sobre las conentraciones plasmaticas de glucosa, cor-
tisol y ACTH: siguiendo al medir glucémico (23 mg/100 ml a los 30 minutos) se
observa una elevacion de ACTH plasmatico de 53 pg/ml (basal) a 224 pg/ml
(45 minutos), que es seguida por un aumento de la cortisolemia plasmatica a 8,0

#g/100 ml (basal)a 17,0 ug/100 ul (90 minutos).

Estos resultados evidencian la especificidad de} dosaje al demostrar las
variaciones esperadas en la concentracién de ACTU en diferentes situaciones
flSlologlcas o fisiopatolégicas.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se empled la técnica de Hunter y Greenwood para la marcacién de ACTH
con 1311 e 125 obteniéndose resultados altamente satisfactorios en lo refe-
rente a actividad especifica, bajo porcentaje de degradacion y alto grado de
pureza de la molécula marcada. El control inmunoreactivo demostrdé que la
molécula asi marcada conserva su capacidad de ser ligada por un anti - sue-
ro especifico. Finalmente, los resultados obtenidos en la determinacién de
muestras basales en sujetos normales o con trastornos del eje hipotalamo-
hipofiso- adrenal asi como en estudios dindmicos en situacién de ‘‘stress’’
demuestran la especificidad del sistema de dosaje. Lias preparaciones de
ACTH 12316 '2!] segin la técnica descripta son perfectamente aptas para
su uso en un sistema de dosaje radioinmunol6gico dc adrenocoticotrofina
plasmatica.
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TABLA 1}
A.CT.H, 3 (n=11)

A.E. = 487.860 uCi/pg
DANGC =0-16 %
PURIFICACION = No se observo dano ni ioduro

TABLA 2
A.C.T.H. '35 (a=6)

A.E. 335-47Y uCi/pg
DANO =0-9%
PURIFICACION = No se observo dofio ni ieduro

TABLA 3

Resultados preliminares obtenidos

SUJETOS NORMAL ES: 0-160 pg/mi (n = 20)

S. DE CUSHING POR ADENOMA: 18 pg/ml {n=1)

S. DE CUSHING POR HIPERPLAS|A: 270-580 pg/ml (n = 5}

SUPRARRENALECTOMIA TOTAL POR

S. DE CUSHING? 1500 pg/ml (n= 1)

ENFERMEDAD DE ADD{SON: 2824 pg/mi (n=1)
e S ACTHLOO
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rsndimiento: 94°4
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FIGURA 1b
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Efecto de la hipoglucemia insulinica sobre la concentracion plasmdtica de ACTH.
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