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C O M I S I Ó N N A C I O N A L D E E N E R G Í A A T Ó M I C A 

D E P E N D I E N T E D E L A P R E S I D E N C I A D E L A N A C I Ó N 

PREPARACIÓN DE ACTH l 2 5 I ó 1 3 1 ] 

Su utilización en radioinmunoensayo* 

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

RESUMEN 

Se descr ibe ia preparación de hormona adrenocorticotrófica marcada con 

1-125 6 1- 131. Se describen los métodos que demuestran el comportamiento 

inmunoreactivo de la hormona. 

SUMMARY 

Preparation of ACTH ^25/ OT 13])• i¡s u s e ¿n radioimmunoassay. 

The preparation of adrenocorticotropin hormone (ACTH) label led with 
1 2 5 1 and is described. 

Tes t for the determination of the immunoreactive behaviour of the hormo­

ne are accomplished. 

INTRODUCCIÓN 

La preparación de adrenocorticotrofina (ACTH) marcada con 1 ? 5 I ó 1 2 5 1 

apta para su uso en radioinmunoensayo del ACTH plasmático debe reunir cier­

tas cond ic iones que dependen en parte del isótopo empleado. As i , si se utili­

za el ^ M , debe obtenerse una actividad espec í f ica ( A E 1 elevada dado el cor-

* Este trabajo se realizó con apoyo del Contrato 8 1 4 / R B del O . L E . A . 

** Instituto de Investigaciones Médicas, Universidad de Buenos Aires. Miembro de la 
Carrera de Investigador Científico (CONICET). 
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to per íodo de sernidesintegración (8 ,04d) de es te i s ó t o p o ; es to e s necesa r io 

para asegurar c o n d i c i o n e s de sens ib i l idad del dosa je adecuados o sea : p e ­

queña concent rac ión del trazador en el medio pero suf ic iente número de cuen­

tas que fac i l i te las ope rac iones de contaje al fin del per íodo de incubac ión . 

Si el i só topo ut i l izado e s el 1 _ 5 I la s i tuación difiere en cuanto a que la AE 

podrá ser más baja dado su per íodo de sernidesintegración más prolongado 

(60 d) . En cualquiera de l o s d o s c a s o s ( l 9 M ó 1 " 5 I ) , o t ras c o n d i c i o n e s ind is ­

pensab l e s para la buena ca l idad de la preparación son la de obtener un daño 

o degradación bajo y un alto nivel de purif icación. 

Con la finalidad de obtener un ACTH marcado presentando las carac ter í s ­

t icas antes c i t adas , s e ut i l izó la t écn ica de Hunter y Greenwood (1) con algu­

nas mod i f i cac iones : es ta t écn ica ha s ido ya empleada para la marcación de o -

tras hormonas pro te icas ta les como insulina (2) HCH (3) TSH (4) HCG (5) LH 

(6) P T H ( 7 ) , en la Div i s ión Molécu las Marcadas de la Gerencia de Invest iga­

c i o n e s de la Comis ión Nac iona l de Energía Atómica . 

PARTE EXPERIMENTAL 

T o d a s las ope rac iones son rea l izadas empleando material de vidrio s i l i c o -

nado y / o de p lás t i co l l evándolas a c a b o , en lo p o s i b l e , a 4 ° C a fin de reducir 

l a s pérdidas por adsorción o degradación del ACTH ( 8 ) . 

MARCACIÓN 

En un pequeño tubo de vidrio s i l i conado conteniendo 2 m C i de 1 ? 1 I N a (Sa-

c lay , Francia) o 0,7-1,0 mCi de 1 2 5 I _ \ a ( N e \ v England Nuclear, USA) d i sue l tos 

en 25 ¡ú de s o l u c i ó n de fosfa tos 0,5 M, pH 7 , ó , se agregan suces ivamen te y con 

gran rapidez ( s e emplea una jeringa de poi ie t i leno de 1 mi a la que s e adapta 

un fino catéter del mismo material): 37 ,5 ¡ig de Cloramina T (en 25 ¡J.1 de so lu ­

c ión de fosfa tos 0 , 5 M , pH 7 ,6) ; 10-15 /¿l de so luc ión de fosfa tos 0 , 5 M , pH 7,6) 

2 ¡ig de h-1-39 A C T H (genti lmente proporcionada por el Dr. Gy Feke te , Medimpex, 

Budapest , Hungría) de s ín tes i s . 

Luego de una rápida mezc l a , se transfiere el producto de reacc ión a un tubo 

conteniendo 125 M g ( e n 25 ,.1 de so luc ión de fos fa tos 0,5 M, pH 7,6) de metabisul-

fito de sodio a fin de detener la r eacc ión . 
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PUR1F1C ACIÓN 

Se comienza inmediatamente después de la marcación di luyendo el pro­
ducto en 1 mi de plasma humano normal f resco a l o que se agrega 7 mg de 
Q U S O - G 32 (granulos de s í l i c e microprecipi tados; Phi ladelphia Quartz C o . , 
USA); luego de una breve homogene izac ión sobre Vortex, se centrifuga 10 
minutos a 3.000 rpm y se descarta el sobrenadante. El precipi tado e s l avado 
con 2 mi de agua dest i lada vo lv iendo a homogeneizar , centrifugar y descar tar 
el sobrenadante y repitiendo e s t a s o p e r s c i o n e s d o s v e c e s . Finalmente el 
ACTH marcado e s extraído del QUSO con 2 mi de acetona al 4 0 % en á c i d o 
a c é t i c o al 1 % y di luido en 4 mi de so luc ión de veronal s ó d i c o 0 ,02M, pH 8,4, 
albúmina humana ( C N T S , Francia) al 0 , 3 % . 

Control de la marcación y purificación 

Se real iza mediante corrida cromatoelect roforé t ica de a l ícuotas de l o s 
productos de marcación y purif icación (di lu idas en plasma humano con azul 
bromofenol; proporción 1:5), respect ivamente, sobre papel Whatman 3 MM du­
rante 90 minutos a temperatura ambiente y con una diferencia de potencial de 
500 V. Luego de s e c a d a s , l a s tiras son anal izadas en un radiocromatógrafo 
Parckard y la importancia relativa de l o s p i c o s cuantif icada por s imple recor­
te de las mismas y pesada en una balanza de prec i s ión . 

Control de la inmunoreactividad 

Fue l levada a cabo mediante incubación del ACTH marcado en l a s condi ­
c i o n e s habi tuales de una curva de referencia para dosa je de ACTH p lasmát ico . 
Esta curva se e s t a b l e c e realizando l a s s iguientes mezc l a s : a) 0,5 mi de plas­
ma humano perteneciente a un sujeto previamente tratado con g l u c o c o r t i c o i d e s 
(carente por lo tanto de ACTH endógeno conteniendo cant idades progresivamen-
c r ec i en t e s de A C T H humano de extracción (genti lmente proporcionado por el 
Dr. C .H. L i , Universidad de California, USA): 0 ,4 , 10, 20, 40, 6 0 , 100, 200 y 
400 pg / tubo ; b) 2 mi de una mezc la (preparada inmediatamente antes de su uso) 
conten iendo ACTH - 1 3 1 1 ó A C T H - 1 2 5 I y antisuero anti-ACTH (Dr. R. D e p i e d s , 
Marsella, Francia) en so luc ión reguladora de veronal s ó d i c o 0 ,02M, pH 8,4, con­
teniendo mercaptoetanol 0 , 2 % , trasylol (R) 1.000 U/ml y albúmina humana 0 , 3 % . 
L a mezc l a e s distribuida con una jer inga C o m w a l l de p ipe t eo continuo y está 
preparada de manera a obtener una di lución final del antisuero de 1:450.000 y 
una concent rac ión final de A C T H marcado de 10 pg / tubo (= 4 - 5 . 0 0 0 c p m / t u b o ) . 
El volumen final de incubación e s de 2 ,5 mi. 

Para e l d o s a j e de ACTH en muestras p lasmát icas se realizan o p e r a c i o n e s 
análogas sa lvo que el A C T H de referencia d isuel to en plasma carente de ACTH 
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endógeno es reemplazado por 0 ,5 mi del plasma d e s c o n o c i d o a determinar. 

Cada muestra e s analizada por dup l icado . L a degradación del trazador du­

rante la incubación es determinada para la curva de referencia y para cada 

muestra a dosar por incubación de un tubo control conten iendo todos l o s reac­

t i vos enunc iados sa lvo el antisuero y el ACTH frío. * 

L u e g o de incubación a 4 ° C durante 5-7 d ías se p rocede a la separac ión 

de la f racción de A C T H libre ( L ) de aquella unida al antisuero (B) mediante 

una past i l la de 50 mg de t a l co ( L o u i s Dreyfus & Rerschte l , Par í s , F ranc ia ) . 

D e s p u é s de centrifugación a 2.000 rpm. durante 30 minutos a 4 ° C , se sepa­

ra el precipi tado (fracción L) del sobrenadante ( f racc ión U) por s imple decan­

tación y ambos son contados durante 10 minutos en un contador Packard. El 

valor porcentual de (U) con respec to al total ( T ) e s cor regido por subs t rac­

c ión del por c ien to de trazador degradado (no fijado en el ta lco en ausenc ia 

de antisuero). La curva de referencia e s trazada y l o s valores o b s e r v a d o s pa­

ra los plasmas a dosar son transportados a la misma deduc iéndose así la con­

centración de ACTH en e s o s plasmas. 

RESULTADOS 

Marcación y purificación 

La figura 1 muestra un ejemplo del control de marcación y purif icación 

real izado por c romatoe lec t rofores i s . Pueden claramente individual izarse tres 

p i c o s correspondiendo respect ivamente al ACTH radioiodado que permanece 

en el lugar de la siembra, a la fracción de ACTH degradado que migra al cen­

tro de la tira junto a las proteínas p lasmát icas y, finalmente, el ioduro radio­

ac t ivo no fijado que migra más allá del centro de la tira. En el gráf ico infe­

rior s e observa el p i c o correspondiente al ACTH 1 3 1 1 , luego de purificar la 

hormona uti l izando Q U S O - 6 3 2 . 

L a tabla 1 s intet iza los resultados obten idos uti l izando 1 3 1 1 . Debe seña­

larse que la AE fue superior a 600 ^ C i / u g en 9 de las 11 marcac iones y que 

en 7 de l a s mismas el daño de marcación se cons ide ró de 0 % s iendo en l a s 4 

restantes de 9 ,11 , 15 y 16% respect ivamente . Po r purif icación pudo eliminar­

se totalmente el daño e yoduros . 

En la tabla 2 se observan los resul tados correspondientes a las marcac io­

nes real izadas con 1 2 5 I . Sólo en dos de las s e i s marcac iones se reveló la e x i s ­

tencia de daño (7 y 9 % ) . Como en el c a s o anterior, la purif icación fue sa t i s fac­

toria. 

Es de señalar que sobre el total de 17 marcac iones e fec tuadas ut i l izando 

los dos i s ó t o p o s , no se obse rvó ningún tipo de corre lac ión entre la AE obteni­

da y el porcentaje de daño de marcación. 



Control de la inmunoreactividad 

En la figura 2 se representan l o s va lores ob ten idos para la curva de re­
ferencia . Puede verse que en ausenc ia de A C T H de referencia, aproximada­
mente 30 % del trazador e s l igado por el antisuero anti- ACTH y que el agre­
gado de concen t r ac iones progresivamente c rec ien te de A C T H Li induce una 
ca ída de U, esta ca ída e s más acentuada para l o s primeros puntos de la cur­
va lo que se traduce en una pendiente in ic ia l pronunciada que otorga gran 
sens ib i l idad al s is tema, pudiendo l ee r se valores de ACTH inferiores a lOpg. 
El valor de LT para el punto O de la curva e s de 28,5 ± 0,41 (media ± ES); el 
valor correspondiente al control de degradación del trazador durante la incu­
bación e s de 15,4 + 1,2 (media ± ES). No s e e v i d e n c i ó ninguna diferencia en 
el comportamiento inmunoreactivo de l o s dos t ipos de ACTH marcado que fue­
ron u t i l i zados . 

Resultados obtenidos en el dosaje de muestras plasmáticas 

La tabla 3 muestra l o s resul tados preliminares ob ten idos en un grupo de 
suje tos normales y en pac ien tes con d ive r sos trastornos del e je hipotálamo-
h ipó f i so -ad rena l , mediante determinación de ACTH sobre una muestra de p las­
ma obtenida entre 8 y 9 horas, ( l a s muestras fueron obtenidas en tubos de vi­
drio s i l i conado mantenidos en h ie lo , conteniendo EDTA 1,0 mg/ml de sangre, 
centrifugadas a 4 o C , separadas y conge ladas de inmediato a - 20° C ) . Tanto 
l o s va lores en sujetos normales como l o s ob ten idos en pac ientes a fec tados de 
síndrome de Cushing de diferente e t io log ía , pos t -suprar rena lec tomía o en la 
enfermedad de Addison , concuerdan con l o s publ icados por otros autores (10 , 
11) . 

L a figura 3 ev idenc ia el e fec to de una si tuación de " s t r e s s " (cirugía) so­
bre la concent rac ión plasmática de ACTH en dos ind iv iduos normales del pun­
to de vis ta endocr ino; l o s va lores bása l e s , normales en el p re -opera tor io inme­
diato (58 y 32 pg /ml , se encontraron claramente e l evados a 480 y 302 pg /ml 
respect ivamente en el pos t -ope ra to r io inmediato para retomar a cifras b á s a l e s 
normales (23 y 13 pg /ml) 24 horas después de la intervención. 

L a figura 4 representa el e fec to de un est ímulo bien c o n o c i d o , la h ipog luce -
mia inducida por insulina, sobre l a s conen t rac iones plasmáticas de g l u c o s a , cor-
t isoi y A C T H : s iguiendo al medir g lucémico (23 mg/lOQ mi a l o s 30 minutos) s e 
obse rva una e l evac ión de ACTH plasmát ico de 53 pg/ml (basa l ) a 224 pg /ml 
(45 minutos), que e s seguida por un aumento de la cor t i so lemia plasmát ica a 8,0 
í /g/100 mi (basa l ) a 17,0 ug/100 ul (90 minutos) . 

Es tos resul tados evidencian la e s p e c i f i c i d a d de! dosa j e al d e m o s t r a r l a s 
va r i ac iones esperadas en la concent rac ión de ACTU en diferentes s i tuac iones 
f i s i o l ó g i c a s o f i s i o p a t o l ó g i c a s . 
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RESUUEN Y CONCLUSIONES 

Se empleó la t écn ica de Hunter y Greenwood para la marcación de A C T H 
con 1 3 1 1 e 1 2 5 1 ob ten iéndose resul tados altamente sa t i s fac tor ios en lo refe­
rente a act ividad e s p e c í f i c a , bajo porcentaje de degradación y alto grado de 
pureza de la molécula marcada. El control inmunoreactivo demostró que la 
molécu la asi marcada conserva su capac idad de ser l igada por un anti- sue­
ro e s p e c í f i c o . Finalmente, los resul tados ob ten idos en la determinación de 
muestras bása les en suje tos normales o con trastornos del e je hipotálamo-
h ipof i so -adrena l asi como en es tudios d inámicos en s i tuación de " s t r e s s " , 
demuestran la e s p e c i f i c i d a d del s is tema de dosa j e . L a s preparaciones de 
ACTH 1 2 < i I ó según la t écn ica descr ipta son perfectamente aptas para 
su uso en un sistema de dosa je radioinmunoiógico de adrenocot icotrof ina 
plasmática. 
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T A B L A 1 

A . C . T . H . 1 3 1 l (n = U ) 

A . E . = 4 8 7 - 8 6 0 f j C i / f i g 

D A Ñ O = 0 - 1 6 % 

P U R I F I C A C I Ó N = N o s e o b s e r v a d a ñ o n i l o d u r o 

T A B L A 2 

A . C . T . H . 1 2 5 l (n = 6) 

A . E . = 3 3 5 - 4 7 1 f í C i / f í g 

D A Ñ O = 0 - 9 % 

P U R I F I C A C I Ó N = N o se o b s e r v o d a ñ o n i i o d u r o 

T A B L A 3 

R e s u l t a d o s p r e l i m i n a r e s o b t e n i d o s 

S U J E T O S N O R M A L E S : 0 - 1 6 0 p g / m ! ( n = 2 0 ) 

S . D E C U S H I N G P O R A D E N O M A : 18 p g / m l ( n 1) 

S. D E C U S H I N G P O R Hl P E R P L ASI A: 2 7 0 - 5 8 0 p g / m l ( n =~- 5) 

S U P RA R R E N A L E C T O M 1 A T O T A L P O R 

S , D E C U S H I N G : 1 5 0 0 p g / m l ( n = 1^ 

E N F E R M E D A D D E A D D I S O N : 2 3 2 4 p g / m ! ( n = 1) 

.- ACTH _J"l_L. 

F I G U R A 1 o 
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