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INTRODUCCION GENERAL

Fl uso de isétopos radiactivos, ha permitido dilucidar en
forma experimental una gran cantidad de problemas bioquimicos, tanto
en sus aspectos cualitativos como cuantitativos. Es asi como en los
Gltimos afos, fue cada vez mavor la aparicién de material bibliogréfi-
co que se refiere al esclarecimiento de problemas quimicos, fisicoqui-
micos y fisiolégicos valiéndose, en forma preponderanté, de técnicas
experimentales en las cuales, los trazadores radiactivos juegan un pa-
pel de fundamental importancia.

La presencia de un isétopo radiactivo, como parte integran-
te de una molécula involucrada en una reaccién metabSlica llevada a
cabo "in vivo", puede ser utilizada, en muchos casos, para conocer el
mecanismo {ntimo de la reaccién, o también para individualizar estados
intermedios de dicha reaccién. Con semejante criterio, es posible tam-
bién analizar el comportamiento de una reaccién "in vitro". En efecto,
las técnicas con trazadores conforman la base de ciertos procedimien-
tos especiales, utilizados para la determinacién de hormonas, vitaminas
y otras sustancias presentes en fluidos biolbgicos y tejidos. la facili-
dad m&s notoria que presenta este tipo de técnicas, consiste en anali-
zar datos, obtenidos por medicién de la radiactividad presente en cada
una de las etapas del proceso.

No resultaron ajenos a este desenvolvimiento los estudios
realizados con hormonas radiactivas, ya sea en el aspecto puramente qui-
mico (sfntesis o degradacién), o bien en el aspecto fisiolégico (campor-
tamiento "in vivo", interaccién metabSlica, degradacién catabblica, si-
tio de accibn, etc.). Esto ha permitido en muchos casos demostrar en
forma ariginal y también corrcborando hipStesis previas, los mecanis-
mos y sitios de accién farmacolégica, y por Gltimo, los mecanisn:)s de
actividad fisiolégica, secuencia de caminos metabdlicos, aislamiento

de metabolitos intermedios y compuestos de degradacién final.

Un capftulo de suma importancia es el referido a los andlisis



"in vitro", realizados con indicadores radiactivos. la facilidad mas
notoria que presenta este tipo de técnicas consiste en la posibilidad
de analizar datos obtenidos por medicién de radiactividad, en un mate-
rial bioldgico extrafdo previamente del paciente. Por ello, estas téc-
nicas no implican la incorporacién del material radiactivo en el orga-
nismo viviente. En la mayorfa de estos procedimientos, se recurre a
la marcacién de la molécula involucrada en el problema, con un isétopo
radiactivo. Dicho isétopo puede pertenecer a un elemento ya constitu-
yente de la mplécula original, en cuyo caso el pr*ooeso' de marcacién
dard como resultado el cambio del isétopo original por otro del mismo
elemento constitutivo de la estructura. As{ podemos citar, entre los
ejemplos mis generalizados, la sustitucién en moléculas orgénicas de
12C por 1U'C y, en una larga lista de compuestos, la sustitucién del

]'H por el 3H. En ambos tipos de cambios, la configuracién estructural
y la férmula qufmica no se encuentran modificadas, permitiendo en cam-
bio la evaluacién cuantitativa de un determinado proceso mediante la
medicién de la radiacién emitida por el isétopo radiactivo empleado.
Es canfn también que la marcacién se realice introduciendo un is6topo
radiactivo, perteneciente a un elemento extrafio a la estructura ori-
ginal. Un ejemplo tfpico para este segundo caso, y que ademis nos in-
teresa particularmente, es el reemplazo de un H perteneciente a la mo-
1écula ariginal, por un is6topo del iodo. En este caso, los trazadares
de preferencia utilizados para la determinacién radiactiva resultan

ser el 1251 o bien el 131I.

Dentro del capitulo a que nos referimos, debemos tener en
cuenta la amplia difusién que obtuvo en poco tiempo el radioinmunoensa-
yo. En efecto, ya desde el afio 1956, Berson y col. (1) (2) (3) (4) in-
tensificaron los estudios sobre el metabolismo de la insulina, trans-
porte a través de unién con globulinas en circulacién sangufnea humana,
cinética de reaccién entre insulina y anticuerpos de insulina. Fn to-
dos estos casos se utiliza la insulina marcada con iodo radiactivo co-
mo trazadar. En 1959 Yalow y col. (5) (6), establecieron definitivamen-
te en sus trabajos de valoraciones biolégicas, el método de radioinmu-
noensayo como mecanismo para la cuantificacién de insulina. Aprovecha-

ron para ello la propiedad de la insulina de provocar la formacién de



sus propios anticuerpos, cuando se la invecta a individucs de distinta
especie animal, y la facilidad de obtener una reaccién inmunolégica
que permita deducir la concentracién de insulina presente en la reac-
cién. Para ello utilizaron insulina marcada con iodo radiactivo como
trazador, y partieron de la suposicién de que el comportamiento de la
insulina marcada es similar al de la hormona nativa.

Otros autores han desarrollado técnicas que,, aprovechando
la capacidad inmunolégica de determinada molécula proteica, permiten
su valoracién en fluidos biolégicos. Una gran parte de estos compuestos
interesa fundamentalmente por su actividad hormonal. Se encuentran de
esa manera descriptos en la literatura métodos para la evaluacién de
un gran namero de hormonas , no solamente de naturaleza proteica O po-
lipeptidica com el glucagén (7) (8) (9) (10), somatotrofina (11) (12)
(13) (14), insulina (15), tirotrofina (16) (17) (18) (19) (20) (21),
hormana luteinizante (22), gonadotrofina coriénica (23) (24) (25) (26),
angiotensina II (27) (28) (29) (30) (31) (32), sino también aquellas
de naturaleza esteroidea, tales como aldosterona y testostercna (33)
(34) (35) (36) y también AMP cfclico (37). Para estos Gltimos ejemplos,
1a base del método consiste en posibilitar la unién de la molécula en
estudio con una estructura proteica can caracter{sticas antigénicas
(38).

Otro campo en el cual se ha trabajado con moléculas marca-
das, aunque quiz&s con menor intensidad que en el caso anterior, es
el referido a las acciones farmacoldgicas de hormonas (39), como asi
también estudios sobre su comportamiento metabdlico (40) (41).

Conviene en este momento dejar claremente establecido, que
existe una diferencia fundamental en el criterio de utilizacién del
ensayo inmunolégico, con respecto al del ensayo biolégico. En este 41—
timo caso, se evaldia una respuesta biolégica, inducida por una sustan-
cia capaz de estimular los receptores periféricos de un érgano o de
un tejido, o bien una reaccién metabbélica. En cambio, en el ensayo
inmunolégico, se mide cuantitativamente una reaccién inmunoquimica es-

pecifica, en la que participan uno o mds aminodcidos pertenecientes



a una determinada secuencia que constituyen el determinante antieenico.
Idealmente, los valores obtenidos por los dos tipos de técnicas resulta-
rfan concordantes, cuando el o los grupos activos biolégica e inmunolo-
gicamente se encuentran en la misma porcién molecular. Pero en la préc-

tica frecuentemente se obtienen resultados discordantes.

Los valares obtenidos en ensayos bioldgicos e inmumnolbgicos

pueden ser solamente comparados en un muy pequefio nimero de hormonas y,
en todos los casos, esto es posible gracias a la grmisensibilidad \4

especificidad con que puede llevarse a cabo el ensayo biolégico. Resul-
tan interesantes en este sentido los estudios de interrelacién entre la
estructura inmnolégica y la actividad biolégica del ACTH llevados a ca-
bo por varios grupos de trabajo (42) (43). Sin embargo, en lineas pene-
rales, los ensayos biolégicos aportan resultados con menor precisién

que los obtenidos mediante radioinmuncensayo.

Teniendo en cuenta que a este Gltimo hecho se agrega, en mu-
chos casos, la simplicidad operativa como factor de decisién en la me-
todologfa a emplear, se acepta que el uso de moléculas marcadas estd ba-
sado, fundamentalmente, en que las mismas deben participar homogéneamen-
te en los procesos en los cuales actfa la molécula no marcada original
y que su inclusién, se realiza al solo efecto de poder contar con un me-
canismo que brinde una observacién cronolégica de las etapas en las cua-
les interviene. F1 método cumple su cometido total cuando, al mismo tiem

po, dicha observacidn nos permite obtener conclusiones cuantitativas.

Afin tanando como premisa fundamental el andlisis efectuado
precedentemente , resulta interesante hacer notar que la experiencia re-
cogida por los grupos de investigadores interesados en la aplicacién de
esta metodologfa ha permitido, no solamente avanzar en el desarrollo de
técnicas en las cuales intervienen las moléculas marcadas con isétopos
radiactivos, sino también la visualizacién v comprensifn de todos aque-
llos problemas surgidos de la realizacién préctica de las diversas eta-
pas de trabajo.

Tales factores no pueden ser diferenciados en su importancia



de acuverdo a las etapas en las cuales se encuentran involucrados, si-
no que, en realidad, los problemas que sureen en cada paso de un ensa-
yo experimental conforman un cfmulo de interrogantes que deben ser es-
tudiados con similar intensidad.

Fsta consideracién surge del hecho que s8lo recientemente
se han comenzado a plantear en forma pfiblica, los inconvenientes que
cada investigador ha encontrado en su tarea. En efecto, en 1966 Rosa
y colaboradores (44) llamaron la atencién sobre los e;’ectos que se
producen en la actividad biolégica debides a una prosresiva iodacién
de la insulina. En particular, dieron énfasis al estudio de la distri-
bucién del iodo incorporado al total de residuos tirosfnicos y de la
posible correlacién que existirfa entre el decrecimiento de la activi-
dad biolégica y la cantidad de iodo presente en la molécula. Con el
mismo interés, en 1967 el mismo srupo describid claramente los efectos
quimicos y bioldgicos que acompafian a la iodacién de alb@mina humana
(45), tan intensamente usada hasta el presente en diasndstico clinico

y experimental.

Fn 1970, Rosa y colaboradores (46) ., describieron en el
Simposium de la Sociedad Germana de Fndocrinolopia, los problemas re-
lacionados con la marcacién de angiotensina v polipéptidos pequefios ,
y Kurchbart y colaboradores (47), analizando la misma hormona, estudia
ron los efectos quimicos v biolégicos asociados a la iodacién de an-

gsiotensina II.

Hace muy poco tiempo, en mayo de 1972, relatando sus expe-
riencias personales en el seminario sobre técnicas radioinmunoldgicas
realizado en Paris, Hunter (48) describié claramente una serie de pro-
blemas que son merecedores de un estudio exhaustivo y que, en su con-
junto, actfian negativamente en la obtencién de resultados experimenta-

les Gt les.

Fn lo que atafie a la marcacién de moléculas polipeptidicas,
y a su posterior conservacién v comportamiento, dicho autor demuestra

con ejemplos alguncs puntos esenciales. Fs interesante mencionar aquf



una de las conclusiones extraidas de los resultados de marcacién de
gastrina con iodo. En efecto, dicha hormona de PM 2114, por el agrepa-
do de un &tomo de iodo en su Unica tirosina, aumenta su peso molecular

en 6%, modificando presuntamente su punto isceléctrico.

En términos generales, es interesante citar también que,
cuando una protefna o un polipéptido se iodura con una actividad espe-
cffica elevada, ocurren disminuciones en la immmoreagtividacl. Fste
hecho, va en desmedro de la naturaleza del sistema de competicién que
se utiliza en las técnicas radioinmunolbgicas. Ademas, algunas altera-
ciones no pueden ser evitadas simplemente variando la relacién iodo/
protefna. De cualquier modo, todas las incursiones que se intenten
realizar en el tema de la marcacién deben forzosamente estar relacio-
nadas al comportamiento de la moldcula en los estudios en cuestién.

Otro aspecto que resulta necesario mencionar es el relati-
vo al material radiactivo empleado. Particularmente, en la marcacién

de hormonas y proteinas, en general se acepta la utilizacién de 1251

o de 1311. La eleccién de cada uno de ellos estid precedida por argu-
mentos en favor v en contra de cada is&topo radiactivo. Nosotros he-
mos crefido necesario analizar, en forma exhaustiva, las caracteristicas
de las muestras radiactivas que se emplean en las marcaciones (49).
Resulta interesante sefialar que la importancia que el tema merece
puede deducirse del hecho que, en forma pricticamente simulténea,
Drouet y colaboradores (50) plantearon, a principios del presente afo,
la interpretacién correcta que debe tenerse de las soluciones de io-
do radiactivo "sin portador", utilizadas en la marcacién de protefnas.
&
Analizando el panorama que se plantea, resulta mis dificil
la aceptacién de un gran nimero de conclusiones obtenidas a partir
de experiencias en las cuales la sustancia en estudio se encuentra
marcada con un radioisétopo. Fn efecto, en el caso particular de uti-
lizacién de hormonas marcadas, se mide una cierta actividad v se la
correlaciona con una cantidad dada de hormona, la mayor parte de la
cual estd constitufda por moléculas no radiactivas. A menos que, en

los estudios de marcacién de esa homnona, se demuestre .que no se han



alterado las propiedades fisicoqufmicas y bioldgicas (que incluyen su
comportamiento y actividad farmacolégica asf camo sus propiedades inmu-
noldgicas), dicha correlacién no puede considerarse valida.

Debemos admitir que, hasta el mamento actual, la literatura
cita innumerables trabajos exmerimentales en los cuales la observacién,
tanto cualitativa como cuantitativa de un determinado proceso, se lo-
gra mediante el uso de una molécula marcada. Fn cambio, es sumamente
pobre el caudal de informacién que tenemos respecto a’'las modificacio-
nes, tanto estructurales como de comportamiento, que se observan como
consecuencia del agregado de un is6topo radiactivo a una molécula con
actividad hormonal.

En efecto, podemos establecer una lista de causas de va-

riacién que se relacionan directamente con la iodacién:

1) la presencia de iodo radiactivo camo sustituto del &tomo de hidrd-
geno perteneciente al anillo aromitico de la tirosina, puede ser cau-

sa de una disminucién en la reactividad (u8) (51).

2) Los reactivos usados en el procedimiento de iodacién pueden variar
las propiedades antigénicas de la molécula en cuestién.

3) Fl dafio a la molécula marcada puede ser realizado por la propia ra-
diacién del iodo utilizado, ya sea durante o luego del proceso de mar-

cacién.

La validez de los resultados de innumerables trabajos de
investigacién metabblica, en los cuales son usadas moléculas proteicas
marcadas ocon radioisétopos ajenos a la estructura natural, puede ser
seriamente cuestionada si se demuestra que la especie quimica, obteni-
da luego de un proceso de marcacién, no conserva las propiedades de la

sustancia original.

EXPOSICION DEL PLAN DE TRABAJO

Haciendo propia esta orientacién filoséfica v experimental,
nos hemos interesado en el estudio de la marcacién y comportamiento
posterior de polipéptidos de estructura simfnle con actividad hormonal.



En especial, hemos analizado con amplitud la marcacién, el comporta-
miento fisicoquimico y la actividad biolégica de la angiotensina IT.
En pequefias moléculas polipeptidicas, poseedaras de pocos grupos fun-
cionales, la influencia dada por la modificacién de ciertos residuocs
sobre la actividad biolégica, tiene una importancia relativamente ma-
yor y puede ser estudiada en condiciones mis accesibles que en el ca-
so de moléculas proteicas de alto peso, cuyas conformaciones molecula-
res y disposicién espacial resultan ser m&s compleijas.

La angiotensina II fue elegida para este estudio dado que,
siendo un octapéptido de peso molecular 1150, su andlisis podria ser
representativo del estudio de polipéptidos de bajo peso molecular.
Adem&s, su residuo tirosinico es reconocido como esencial para la ac-
tividad bioldgica, y es sabido que la iodacién involucra fundamental-
mente dicho residuo, transforméndolo en un derivado con uno o dos

&tamos de ioduro en su nficleo fenblico.

En forma parcial, las observaciones recogidas trabajando
con angiotensina IT se reprodujeron al intentar generalizarlas a ca-
sos similares. Para ello, hemos utilizado también la experiencia re-
oogida en la marcacién de tirotrofina bovina, hormona también polipep-
tidica, cuya estructura contiene varios residuos tirosinicos, y a los
cuales no podemos, "a priori", adjudicarles comportamientos semejan- -

tes desde el punto de vista bioldgico.

La meta de nuestro trabaijo es la de contribuir a una.me-
jor informacién b&sica sobre este tipo de campuestos, a los fines de 5
una utilizacién més racional de los mismos. Para lograrlo, hemos de-
bido abordar el estudio de un conjunto de problemas, que obligaron a
introducirnos en diversas disciplinas. Por esto creemos que, a los
fines de una mejor comprensién de cada una de las etapas de esta la-
bor, es conveniente realizar en forma separada su consideracién ex-
perimental y su discusién. )

En cuanto a la parte experimental se refiere, fue reali-
zada en los laboratorios del Nepartamento de Radioquimica del Centro



de Estudios Nucleares, SORIN, Saluggia, Italia durante el afio 1969,
Laboratorio de Radiois&topos de la Orientacién Fisica del Departa-
mento de Fisicamatem&tica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad de Buenos Aires, y los laboratorios del Departa-
mento de Radioisétopos, de la Gerencia de Fnergfa de la Comisién Na-
cional de Energfa At6mica, Buenos Aires,. Argentina durante los afos
1970, 1971 y 1972,

Esquem&ticamente, podemos dividir nuestro trabajo en las
siguientes partes:
Capitulo I: Valoracién de Iodo en preparados de I-131.
Capitulo II: Marcacién por el método de la cloramina-T.
Capitulo III: Marcacién por el método del monocloruro de iodo.

Capitulo IV: Comportamiento biolégico de la iodoangiotensina II.
Su preparacién por el método electrolitico.

Esperamos que la labor realizada signifique un aporte que
contribuya a una aplicacién mds racional de la marcacién de polipépti-
dos con iodo radiactivo y su posterior utilizacién experimental.

Es de desear que lo mucho que queda por hacer constituya

el motivo de futuras investigaciones.
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CAPITULO I

VALORACION TF._TODO EN PREPARADOS DE I-131

I-1.- INTRODUCCION

En nuestro trabajo experimental hemos utilizado deos is&topos
radiactivos del iodo. E1 I-125 fue utilizado en los estudios de marca-
cién por via electrolitica, en los andlisis de camportamiento biolégifé?"
co de la angiotensina II marcada v en las experiencias de marcacién si-
guiendo el m&todo del monocloruro de iodo, con las cuales se analizb
la influencia del pH en la composicién de los preparados obtenidos.
Fundamentalmente, para los dos primercs casos, los factores mé&s impor-
tantes que decidieron la eleccién del radiocisétopo fueron, por un lado,
la comodidad de utilizacién del producto marcado en un lapso de tiempo
bastante prudencial, y por otro lado, la presuncién generalmente admi-
tida de que el dafio que produce en la molécula argénica, al emisién ¥
de baja energia que presenta el isétopo de referencia es relativamente
pequefio. E1 I-131 en cambio fue utilizado en las experiencias de marca-
cién con claramina-T. De esta manera asimilamos nuestro caso al de un
gran nlmero de marcaciones que se efect(an con este mftodo v que se

131

realizan para cbtener hormonas marcadas con I para ser utilizadas

en técnicas de valoracién.

Conviene efectuar a esta altura, una breve consideracién
referente a la utilizacién del iodo en la marcacién. En efecto, cual-
quiera sea el método elegido, el mecanismo de la reaccién de marcacién
no estd condicionado al is6topo que se utilice, ni depende del mismo.
In las distintas etapas* de nuestro trabajo hemos utilizado tanto el
125I como el 1311 como iﬁmcmms radiactivos. Las propiedades fisi-
cas de uno u otro son marcadamente diferentes. Analizaremos brevemen-
te las propiedades de cada radioisétopo, con el fin de aportar las ra-

zones que determinaron su utilizacién en cada etapa.

El iodo-125, cuyo perfodo de semidesintegracién es de 60.2
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dfas segin alguncs autores (52) y de 58 + 0.13 dfas segln otros (53),
pasa mediante captura electrénica a 125'I‘e, emitiendo ademis una radia-
cién gamma de 0.03548 MeV. El esquema correspondiente a la desintegra-

cién del 12SI es el siguiente:

125,
53

0.03548

A_

125
52 Te

La transformacién finaliza precisamente en el 125Te, iséto-
po natural y estable del teluro.

la ocbtencién del 125

qQue enunciaremos esquem&ticamente:

I puede realizarse por diversas vias,

1) mediante el uso de aceleradores de particulas:
a) 125Te (p, n) 1251

b) 1247 (4, n) 1251

o) 1% (q, 2 n) 125

@ 123 e , 2 n) 125

2) mediante el uso de reactores nucleares:

El 125I se puede obtener en un reactor nuclear, median-

te irradiacién de 2%e con neutrones térmicos , segin la reaccién:

124 125 C.E. 125
Xe (n, ¥) Xe W I
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Si en canbio se usa xenén natural camo blanco de irradia-
cibn, se obtienen ademds, camo productos de reacciones secundarias,
todd una serie de is6topos del xenén (5u).

1% () % (T 1/2 = 36.41 cfas)
128y, (n,5) 129-my, (T 1/2 = 8.00 dfas)
13040 (n,¥) 181-my, (T 1/2 = 11,80 dfas)
2% tn, 0 % (T1/2 = 5.27 dfas)
134ye (n,8) 135y, (T 1/2 = 15.60 min.)
1% (0 % (T 1/2 = 9.1% hrs.)
136¢e (n, 1% (T 1/2 = 3.90 min.)

Todos estos isbtopos, ya sea 'per se" o por sus productos
de desintegracifn, a veces también radiactivos, configuran una inpcx;—-
tante gama de impurezas radioquimicas. Por esta razén, la produccién
rutinaria de 125I se realiza por irradiacién con neutranes térmicos
de xenén altamente enriquecido en 12bye.

126I en las soluciones de 1261 configura

La presencia de
otro inconveniente que debemos mencionar; la aparicién de esta impu-
reza se debe a la gren facilidad con que puede introducirse un neutrdn
125I. Dado que durante la irradiacién de lque con
125I, durante el proceso también se produ-

neutrones térmicos se forma
1251 formados. Sin embar-
125

cird 126I por irradiacién de los nicleos de
go, dado que el 125I se forma por desintegracién del Xe, que a su
124

vez es producido por irradiacién del Xe, es facil verificar que
126

en el nficleo de

se disminuye la formacién de I irradiando una masa considerable

de xenén durante un periodo de tiempo muy corto. Fstableciendo el e-
cilté%libr-io entre estos dos pardmetros, se logra mantener el nivel de
I por debajo del 2 % (55),

12 125I (

l‘X’e (n,¥) 125Xé —_—> n,¥) 126I
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De todo lo analizado hasta el momento, es aceptable ad-

125, as{ producido las interferencias que pudieran

mitir que en el
ocasicnar las impurezas radiactivas sefialadas resultan desprecia-
bles y no se justifica tenerlas en cuenta.

No ocurre lo mismo cuando queremos trabajar con 131,
Este is6topo tiene un periodo de semidesintegracién de 8.05 dias,

y su esquema de desintegracién es el siguiente:

131
S3

I

0.723
0637

0.503

0.364

0177
0.164

0.080

0325

0284

131
Xe

54

Dos son las vias de obtencién, Por un lado la recupera-
131 '

cibén del I a partir de los productos de fisién nuclear, en cuyo
> -
caso el rendimiento de obtencién es del 2.9 % (54).
tew U (n, £) 131I
U (n, f) 131Te ———— 1311

24.8 min

Por otro lado el 311 se cbtiene por irradiacién con’neu-

trones térmicos de teluro, ya sea al estado elemental, ya sea camo
diéxido, o bien como compuesto soluble.

Independientemente del material utilizado como blanco de
irradiacién, la reaccién es siempre:
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130 131
Teln,y) Tem\
30h

B™ 82% N\

1718% B

30 24.8 min
Teln,7) % re .~ B

Debemos también aqui tener en cuenta que, en el proceso
de irradiacién, se encuentran involucrados todos los isétopos natura-
les del teluro, dando camo reacciones secundarias otros is6topos del

iodo distintos al 1311.

La irradiacién de teluro y sus derivados es en la actua-
lidad el proceso elegido en la gran parte de los laboratorios de pro-
duccién de 1311. Del anilisis tebrico del procedimiento, surge clara-
mente que en toda solucién de 1317 se encuentran también el 127I y
el 1291, a partir de la activacién de 126Te V4 128‘I‘e respectivamente,
A pesar de que, analizado el problema en forma absoluta, la probabi-
lidad de activacién de estos is6topos es pequefia, cuando se procura
establecer su importancia relativa se observa que la misma “adquiere
un valor apreciable. Tal es asf, que generalmente en la produccién

de 1311 por irradiacién de teluro natural mediante neutrones térmicos,

131

se observa que por cada mCi de I tenemos aproximacamente 30 ng

de iodo total, de los cuales solamente 8 ng corresponden al 131‘[,

mientras que el resto es una mezcla de 1271 vy 1291. Sin embargo, la

cantidad real total del iodo presente por cada mCi de 131I depende

de varios factores:

a) La historia del proceso de irradiacidn.

b) El tiempo transcurrido entre la finalizacién de la
irradiacién y la utilizacién del radioiéotopo.

c) la cantidad de iodo presente como impureza en los reac-
tivos utilizados durante el procesamiento del teluro
irradiado.
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Mientras el primer factor involucra fundamentalmente a las
cantidades de 127I y 129I originalmente formados, el segundo factor
nos esté indicando un cambio paulatino en la actividad especifica del
131I, dado que frente a un perfodo de 8.04 dias, carrespondiente al
isétopo de referencia, contamos con el 1271, isétopo estable del iodo,
y el 1297 con wn perfiodo de semidesintegracién de 1.7 x 107 afics. Po-
demos considerar que su actividad es constante durante el tiempo Gtil
de aprovechamiento de una muestra de 131I. FEstos hechos ya fueron con-
siderados por otros autores (56) (57) (58) (59), no 610 desde el pun-
to de vista de la preparacién de soluciones de 131I de alta actividad
especffica, sino también en la obtencién de protefnas marcadas con al-

ta actividad especifica.

Precisamente, las diferencias que pudieran existir en las
concentraciones del elemento carrespondiente a distintas partidas de
jodo-131, utilizadas en la marcacién de polipéptidos, permite apreciar
la importancia del conocimiento de la actividad especifica real de las
soluciones de 131I, ya sugerida por otros autores (56) (57) (58) (59)
(60). Este hecho nos indujo a contar con un método de valoracién de
iodo total que puede ser eficaz, no solamente para su utilizacién co-
mo paso previo a la marcacién con iodo, sino inclusive constituir un
procedimiento para comnlementar el cantrol operacional de la produc-
cién del radioisétopo.

Por consiguiente, describiremos a continuacién la puesta a
punto de un micramétodo, que nos permite valorar el iodo en forma de
1311 "sin portador”. Para ello
hemos adaptado a nuestras condiciones de trabajo, la técnica propuesta
por Rogina y Dubravcic (61) en base a un trabajo de Sandell y Kolthoff
(62).

1™ y/o IO3', presente en una muestra de

El mftodo se basa en la accién catalitica de los iones io-
duro, sobre la reduccién del ién cérico a ceroso, por accién del &cido
arsenioso en medio &cido. La reaccién, estudiada cinéticamente por

Lein y Schwartz (63), puede esquematizarse como sigue:
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2 ce't ¢ asPte=l= 3t 4 At

(I-1)

Por lo tanto, la inica accién del I~ consiste en acelerar
la reaccidn anterior. A medida que aumenta la cantidac de I, aumenta
la velocidad de la reaccidn (I-1).

FEl progresivo avance de la reaccibén puede ser determinado
mediante el estudio de la desaparicidén del color caracteristico de la
sal o8rica. SandeIl y Kolthoff (6u4), bas&ndose en el hecho de que la
velocidad de la reaccién es proporcional a la concentracién de ioduro,
fijan las condiciones experimentales (concentracién de reactivos, aci-
dez y temperatura) y determinan la cantidad de ioduro midiendo el tiem-
po requerido para la completa desaparicién de la coloracién amarillen-
ta.

Basindose en la misma reaccién qufmica, Chancy (65) mide la
concentracién del ién cérico remanente no reducido, al cabo de un tiem-

po fijo, en lugar de esperar una decoloracién total.

Es evidente que la medicién de la concentracién del ién cé-
rico, efectuada mientras la reaccién se desarrolla, puede inducir a
obtener un valor afectado de cierto error ocasional. Ts en funcién de
ello, que nosotros hemos crefdo mis acertada la eleccién hecha por Ro-
gina y Dubravcic de interrumpir la reaccién, eliminando del medio el
remanente de ién o8rico por transformacién en ceroso, por medio del ién
ferroso.

Si la muestra contiene I(); , éste se reduce a I por accién
del A~53+ qQue se encuentra en exceso en el nedio?écido, de acuerdo a la
siguiente reaccién:

- + 3 _
10,7 + 3 a0, —He 1745 Aso, 3 (I-2)

La reaccién (I-1) se detiene mediante el agregado, a un
tiempo dado que debe ser ‘anterior a la finalizacién de la reaccibn, de
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un exceso de ién ferroso que reduce al ién cfrico remanente, segin la
reaccién:

Ce™ sre 5 ce s (I-3)

Por lo tanto, la cantidad de iones férricos, que es equiva-
lente a 1la de los iones ce'tt aln no reducidos, serd tanto mayor cuanto
menor sea la cantidad de ioduro que acelera la reaccién (I-1). Con el
fin de valorar la concentracién de iones Fe3+, se agreya un exceso de
una solucién de KSCN, produciéndcse la coloracién roja caracteristica
del complejo formado, cuyo pico de absorbancia m&xima se encuentra a-
proximadamente a 490 nm,

Fe 3* + so0" ——> Fe (sa) ** (I-4)

Por lo tanto, la absorbancia a 430 nm serd proporcional a
la concentracién del ién férrico, y serd tanto mayor cuanto menor sea
la cantidad de iodo. La concentracién de iodo se determina por interpo-
lacién en una curva de calibracién en la que se representa la absorban-
cia a 490 nm en funcién de la concentracién de iodo.

I-2.- PARTE EXPERIMENTAL

El método descripto por Rogina y Tubravcic permite la valo-
racién de iodo en forma de ioduro desde 10 ng hasta 1000 ng totales.

Dado el estado critico que presentan algunos parémetros
que intervienen en la reaccién, tales como la oconcentracién v el tiem-
po, resulta necesario fijar las condiciones de la experiencia a fin de
poder considerarla reproducible.

I-2-1.- MATERIAL
I-2-1-1.- APARATOS

Espectrofotémetro Bausch y Lomb, modelo Spectronic 20.
Bafio termostatizado, modelo Samy.
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Jeringas de dispensién automitica de volumen prefijado,
Jencons Scientific, Inglaterra.

I-2-1-2.- REACTIVOS

- Acido sulfiirico. Solucién al 60 % p/p. Se prepara a partir
de &cido sulffirico 96 %, densidad 1.84, marca Carlo Frba, Milano, Italia,
calidad "pro andlisis”. Se toman 32.6 ml de sulflrico concentrado v se
diluyen a 100 ml agregando el 4cido gota a gota sobre ,67.'4 ml de agua bi-
destilada fresca. Este procedimiento se realiza en erlenmeyer mantenido
en bafio de hielo y mezclando por rotacién en forma constante.

- Acido arsenioso. Solucién 0.1 N en 4cido sulffirico, aproxi-
madamente 0.1 N. Se prepara disolviendo por calentamiento 4.946 g de
triéxido de arsénico marca Carlo Erba, Milano, Italia, calidad "pro ané-
lisis", en aproximadamente 500 ml de agua bidestilada fresca, acidifica-
da con 10 gotas de &cido sulflirico concentrado. Finalmente, la solucién
se lleva a un litro completando con agua.

- Sulfato cfrico aménico. Solucién 0.02 N en &cido sulfirico
1.6 N. Se prepara disolviendo 13.380 g de Ce (304)2'2 (NHu)2 SO, .4 H,0
© 12.765 g de la sal bihidratada en aproximadamente 500 ml de agua bi-
destilada fresca; se agregan 4u4 ml de &cido sulflrico de densidad 1.8u4
y se campleta a un litro con agua. En nuestro trabajo hemos utilizado
la sal bihidratada marca Baker, Phillipsburg, N.J., U.S.A., de calidad
"pro anflisis".

- Tiocianato de potasio. Solucién al 4 % p/v. Se obtiene di-
solviendo 4 g de la droga marca Merck, Darmstadt, Alemania, de pureza
"pro anilisis"”, en agua bidestilada reciente y llevando la solucién a
un volumen final de 100 ml.

- Toduro de potasio. Solucién de 200 ug I /ml. Se obtiene
disolviendo 261.6 mg de ioduro de potasio marca Carlo Frba, Milano, Ita-
lia, de pureza "pro anilisis", en aproximadamente 500 ml de agua bides-
tilada reciente y luego se completa el volumen a 1000 ml con agua. Fsta
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se considera solucién madre a los efectos de su conservacién, debiendo
efectuar una dilucién 1:1000 cada vez que se quiere realizar una curva
de calibracién. Esta Gltima solucién, cuya concentracién es de 200 ng/
ml, es la adecuada para efectuar la curva de valoracién de solucices

de 1311 "sin portador".

- Iodato de potasio. Solucién de 200 ug de iodo/ml. Se obtie-
ne disolviendo 337.0 mg de iodato de potasio marca Carlo Frba, Milano,
Italia, de calidad "pro anilisis", en aproximadamente EIOO ml de agua bi-
destilada fresca y luego se completa a 1000 ml. Esta solucién se mantie-
ne en reserva para ser dilufda 1:1000 en el momento de realizar una cur-
va de calibracién a partir de iodato en lugar de ioduro.

I-2-1-3.- PRECAUCIONES

Con el fin de obtener resultadocs reproducibles, deben tener-
se en cuenta las siguientes precauciones en el uso y conservacién de los
reactivos:

- Utilizar las soluciones de los reactivos dentro de los 15

dfas posteriores a su preparacién.

- Quardar los reactivos en la oscuridad en frasoos de color
caramelo, bien tapados.

- lavar el material con mezcla sulfocrémica caliente, enjua-
gar abundantemente con agua comfn v finalmente con agua bi-
destilada.

- Preparar todas las soluciones con agua bidestilada, de re-
ciente obtencién.

Las extremas precauciones que conviene mantener en la prepa-
racién del material y reactivos tienen la doble finalidad de evitar la
inhibicién de la reaccién catalitica, v al mismo tiempo, disminuir al
miximo la presencia de iodo como impureza en las determinaciones.
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I-2-2,- METODO

Durante las pruebas preliminares efectuadas para poner a
punto este método de valoracién, hemos encontrado conveniente modifi-
car las cantidades de reactivos a utilizar con respecto al método
original, pero conservando las proparciones de sustancias reaccionan-
tes.

I1-2-2-1.- TEQNICA

Los distintos pasos que componen una experiencia estén de-
tallados a continuacién:

1) Se coloca en cada tubo una alfcucta exactamente medida
de la solucién de iodo a determinar v se campleta a 4.00 ml con agua
bidestilada.

2) Se afaden 0.25 ml de ASO3H3.

3) Se afiaden 0.25 ml de SOqu al 60 % n/p.

En este momento se mezcla vigarosamente hasta obtener una
solucién de densidad homogénea y se deja estabilizar durente 20 minu-
tos a la temperatura elegida.

La solucién de sulfato cérico amdnico a utilizar se mantie-
ne también a la misma temperatura que los tubos de reaccién.

4) $e agregan a cada tubo 0.50 ml de la solucién cdrico amé-
nica y se agita inmediatamente.

5) Transcurrido un tiempo fijo se detiene la reaccién cata-
litica con el agregado de 0.50 ml de sulfato ferroso aménico.

6) Se agregan 0.50 ml de KSNC; se observard el color rojo la-
drillo caracteristico del sulfocianuro férrico.

7) Dada la sensibilidad del equipo espectrpfotamStrico con
que se trabajé, hemos disminufdo la intensidad del color mediante wna di-
lucién al medio, es decir, en nuestro caso, se agregan 6.00 ml.
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1-2-2-2,- RECOMENDACIONES

Aconsejamos mantener los tubos de reaccién a temperatura
ambiente durante 45 minutcs, para luego efectuar la lectura de trans-
mitancia 6ptica o absorbancia éptica (segfin 1o que resulta mis ade-
cuado) a 490 nm, utilizando un blanco de agua destilada camo valor
de referencia inicial del equipo de medicién. La lectura puede efec-
tuarse en cualquier momento posterior a los 45 minutos enunciados,
dado que el color permanece estable en forma satisfactoria.

Dos son los factores que hemos tenido que adaptar a nues-
tras condiciones de trabajo. Ellos son la temperatura y el tiempo.

I-2-3.- TEMPERATURA DE REACCION

En el trabajo original los autores realizan dos curvas de
distintos rangos de concentracién de ioduro, para lo cual, en un caso,
trabajan a 30°C durante 20 minutcs y obtienen calibraciones desde 0
hasta 100 ng de ioduro totales y, en el otro caso, a 20°C durante 8
minutos para un &mbito comprendido entre 0 y 1000 ng.

El &pbito de cantidad de iodo en el cual sospechamos que pu-
diesen estar ubicadas las muestras a calibrar, teniendo en cuenta que
el volumen no se encuentre afectado por un error apreciable y ademis
no involucre la utilizacién de una cantidad considerable de muestra
radiactiva, nos obligh a elegir la segunda de las escalas de trabajo.
Ello trajo come consecuencia la imposibilidad de mantener reproducible
y estable en nuestro ambiente de trabajo la temperatura de 20°C exigi-
da en la publicacién de referencia, al disponer como equipo de estabi-
lizacién de temperatura un bafio termostatizado en contacto con el me-
dio ambiente,

Las pruebas de estabilidad térmica efectuadas con nuestro
equipo termostatico, en distintas condiciones arbientales, nos permi-
tieron definir la temperatura mis baja posible en 26.5°C cen una fluc-
tuacién no mayor de + 0.2°C,
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I-2-4,- TTEMPO DE REACCION

Aceptando como valor constante de temperatura 26.5°C, he-
mos desarrollado la reaccién cinética con tres valores de concentra-
cibén de iodo, que son 0.2 ug, 0.5 ug v 0.8 pg totales, y hemos varia-
do el tiempo transcurrido entre la incorporacién de la solucién céri-
ca aménica y el sulfato ferroso ambnico.

Es evidente que, si trabajando con los mismos rangos de
ooncentracién y una temperatura de 20°C Rogina vy Dubravcic cbtienen
una curva de extincién &ptica que permite detectar can buena sensibi-
lidad pequefias variaciones en la concentracién del iodo, en nuestra
situacién la mayor temperatura de reaccién supone de antemano la con-
veniencia de situarnos por debajo de los 8 minutos requeridos en la
determinacién por dichos autores.

A tal efecto hemos estudiado las variaciones que se obser-
van en la lectura final, cuando la reaccién se interrumpe a los 4 mi-
nutos, 5 minutos, 6 minutos y 7 minutos, encontrando los siguientes

valores.

TARLA T-1 a

OONCENTRACION Y VOLUMEN DE LOS RFACTIVOS UTILIZADOS EN LAS
CURVAS REALIZADAS A DIFERFNTES TTEMPOS DE INCUBACION

Tubo Solucién H20 Acido Acido Sulfato Concentracién
de KI Arsenioso Sulflirico odrico Total
amfnico
- 200 ng_/ml - 0.1 N 60 % p/n 0.02 N -
n°® ml ml ml ml ml ng
1 1.00 3.00 0.25 0.25 0.50 200
2 2.50 1.50 0.25 0.25 ' 0.50 500

3 4,00 - 0.25 0.25 0.50 800
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TABIA I-1 Db

LECTURAS ESPECTROFOTOMETRICAS ORTENIDAS A DIFERENTES
TIEMPOS DE INCURACION

200 ng 500 ng 800 ng
TIEMPO LECTURA
T A T A A
min % - % - % -

24,9 0.604 59.9 0,223 77.6 0.110
31.3 0.505 68.5 0.164 83.3 0.080
33.0 0.409 75.3 0.124 87.0 0.060
46.3 0.335 80.0 0.097 8.5 0.063

DS B o) B ¢ A T

A
09}
07}
os}t A
[0}
+
03}
A&
01F . :
+\_—— e
| 1 ] 1 {
20 40 60 80 (I'ng/ml.

Figura I-1.- Modificacién de la reaccién cinética para distintos
intervalos de tiempo.
Absorbancia éptica en funcién de la cantidad de iodo
presente a temperatura constante.
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A
09} += 20 ngyml
A= 50 ng/ml
o= 80 ng/ml
07
0S| \

01F O\G \'A

4 5 6 7 t{min)
Figura I-2.- Modificacién de la reaccién cinética para distintas
cantidades totales de ioduro presente.
Absorbancia 6ptica en funcién del tiempo de reaccién
a temperatura constante.

Fn las figuras T-1 v I-2 estin indicados los valores obte-
nidos, en un caso representando la absorbancia en funcién de la con-
centracién total de iodo para los diferentes tiemnos de reaccién v,
en el otro caso, los mismos datos en funcién del tiempd para las di-
versas conoentraciones utilizadas.

Aunque el tipo de curva que caracteriza esta reaccién ciné-
tica no presenta ninginounto de inflexidn que indique un cambio susta;l-
cial en las condiciones de la técnica, hemos optado por realizar las
futuras experiencias manteniendo la reaccién durante 5 minutos. Consi-
deramos para ello que se trata de un tiempo que brinda wuna variacién
apreciable en la lectura de diferentes concentraciones de iodo, princi-
palmente en la parte correspondiente a los valores bajos de concentra-
cidn total del mismo. d
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De acuerdo con lo mencionado precedentemente, en la Tabla
I-2 se amplfa la informacién indicada en la Tabla I-1, para lo cual
se incluye el tiempo de incubacién, los reactivos de neutralizacién
y colaracidn final, asf como la escala de concentraciones de iodo
cano 16n ioduro, convenientes para la realizacién de una curva de
calibracién patrén.

la sensibilidad de esta técnica hace necesario extremar al
méximo las precauciones, para lo cual nos hemos impuesto cuatrc con-
dicicnes de importancia que respetamos en todo momento:

a) Es fundamental una exacta medicién de los wollmenes de
los reactivos; para el sulfato cfrico aménico y el sulfato ferroso
antnico, es acansejable utilizar pipetas de volumen de descarga auto-
mitico, con lo cual disminuimos al méximo el error accidental, admi-
tiendo solamente el error sistemitico del instrumento.

b) Al hacer la curva de calibracién, el sulfato cdrico de-
be ser agregado en intervalos de 20 segundos (trabajando con pipeta
automitica), y luego la reaccién se detiene a los 5.00 minutos.

c) En cada valoracién debe hacerse la correspondiente cur-
va de calibracién.

d) Conviene hacer cada determinacién por triplicado.

I-3.- RESULTADOS

I-3-1.- CURVA DE CALTBRACION

Teniendo presente en todo momento las condiciones detalla-
das anteriormente, hemos obtenido curvas de calibracién en las cuales
los puntos representados son pramedio de tres determinaciones efectua-
das para cada valar.

La escala de lectura que trae el equipo espectrofotanétrico
utilizado hace conveniente realizar la lectura espectrofotomStrica en
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unidades de transmisién porcentual y, a partir de dichos datcs, obte-
ner los valores de absorbancia.

Las lecturas se realizaron en todos los casos a 430 nm,
ajustando el instrumento con un blanco de agua destilada.

A partir de estos datos podemos representar la absorbancia
(en nanometros), en funcién de la oconcentracién de iogum presente. -
Un ejemplo de los resultados logrados en una determinacién se puede
observar en la tabla I-3.

A
(0Re]
o: prueba 1
o7L a:prueba?
0S5} \

03

/7

L 1

I 1 1
20 60 100 140 180 (1) ng/m.

Figura I-3: Curvas de calibracién de iodo total en solucién.
Absorbancia éptica en funcién de la cantidad de

iodo presente a temperatura constante.
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Figura I-4: Qurvas de calibracién de ioduro e iodato total en
solucidn.
Absorbancia dptica en funcién de la cantidad de
ioduro e iodato presente respectivamente a tempera-
tura constante.

En la figura I-3 estln representados los valores correspon-
dientes a dos experiencias efectuadas en diferentes momentos. Las for-
mas de ambas curvas y su superposicién, dan prueba clara de la repro-
ducibilidad del método.

Una de las posibles y mis frecuentes impurezas que pueden

131I es el iodo pentavalente, en forma de

contener las soluciones de Na
IOE. Tenienao en cyenta que originalmente la puesta a punto del método
de valoracién se debib a la necesidad de contar con una técnica que

nos permitiera conocer en cualquier mamento el contenido total de iodo
presente en soluciones de ioduro radiactivo, hemos realizado dos cur-
vas simulténeas y en idénticas condiciones experimentales. Una de ellas R

tal cual fue descripta anteriormente, utilizando una solucién patrédn de
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KI en concentracién igual a 200 ug de 17 /ml, y la otra curva, a par-
tir de una solucién patrén de KIO, de idéntica concentracién de iodo
que la anterior. Los resultadcs obtenidos en una y otra curva se pue-
den comparar en la figura I-4. Es posible observar que los valores
concuerdan satisfactoriamente, dentro de los errares experimentales
del método.

I-3-2- VALORACION DE IODO EN MUESTRAS DE 1311 "SIN PORTADOR"

DE DISTINTO ORIGEN

A través de una parte importante de nuestro trabajo expe-
rimental, que estd contenido fundamentalmente en el capitulo proximo
referido a la marcacién de polipéptidos mediante el uso de cloramina-T

131I sin

como agente oxidante,hemos utilizado diferentes muestras de
portador". la variedad de las mismas no s6lo estd referida a su lugar
de procedencia, sino también a la partida preparada por la entidad

productora del material.

En todas las ocasiones hemos intentado valorar los conteni-
dos reales de iodo al momento de recibir las partidas, realizando, co-
mo ya hemos puntualizado anteriormente, la interpolacién del valor de
la muestra desconocida en una curva de calibracién efectuada en forma

simulténea.

El dato que nos sirvié de referencia en cada muestra radiac-
tiva fué la concentracién de actividad, es decir, la actividad del isé-
topo expresada en mCi por ml correspondiente a la fecha de preparacién
de la solucién. A partir de ese valor y teniendo en cuenta el fundamen-
to tebrico enunciado en la introduccién de este capitulo, fué posible
determinar el volumen a utilizar en la reaccién, de tal manera que,

"a priori", pueda estimarse en que &mbito se ubicard el valor final de
iodo dentro de la escala 6or'respondiente a la curva de calibracién.
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TABLA T-4

CONTENTDOS REALES DE IOPO EN MUESTRAS DE 131t

"SIN PORTADOR" DE DISTINTOS ORIGFNES

En todos los casos se estudiaron partidas destinadas a la
marcacibén de moléculas orgdnicas.

PROVEEDOR PARTTDA CONTENIDO REAL DE
I0DO (ng/mCi)

133
525
70
92
133
270
uL2
150
95
78
66
110

EWN R R NP U E W N R

* C.N.E.A.
I-4,- DISQUSION

Desde el punto de v1sta de la ejecucién préctica del méto-
do realizado, conviene dlscutlr alpunos detalles técnicos que resultan
de importancia para la obtencién de resultados reproducibles. la curva
de calibracién con soluciones patrones de ioduro debe realizarse conjun-
tamente con cada valoracién, a los fines de asegurar que se ha trabaja-
do en idénticas condiciones experimentales.

Cuando se r;éprgsenta la cantidad de iones Ge3+ formados en
funcién del tiempo, se obtiene una curva que llega a una meseta, cuya
altura es invariable para una concentracién dada de ién cett y de acido
arsenioso. Sin embargo, el tiempo necesario para lograr dicha meseta o,
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dicho de otro modo, la pendiente inicial de esa curva, depende de la
concentracién de ioduro y ademis, en forma muy marcada, de la tempe-
ratura a la cual se realiza la reaccién. Debido a estas razones, es
muy importante trabajar a temperatura constante, por cuanto la reac-
cién se suspende antes de su finalizacién, es decir, en la primera
parte de la curva. Una pequefia variacién de la temperatura puede re-
sultar, de acuerdo con este enunciado, en la obtencién de datos muy
diferentes a lo esperado. Por lo tanto, la temperatura de la reaccidn
y el tiempo de duracién de la misma deben elegirse cuidadosamente y
mantenerse perfectamente constantes. Fn esas condiciones, las deter-
minaciones efectuadas por este método tienen un error standard no ma-
yor de + 5 %, lo que estd de acuerdo con el trabajo de Appelby y Spi-
llet (66).

En los ensayos preliminares, realizados con el objeto de
fijar la temperatura y el tiempo de reaccién 6ptimos, los valores
elegidos (26.5 ¥ 0.2)0C y 5.00 minutos respectivamente, permiten obte-
ner absorbancias ficilmente determinables en el rango de oconcentracién
de iodo usual en las muestras analizadas. Fn este sentido puede sefa-
larse que, a temperaturas mayores, los tiempos de reaccién serian ex-
tremadamente cortos, principalmente teniendo en cuenta que las deter-
minaciones por triplicado de cada concentracién se realizan en forma
oconsecutiva y, ademis, cuanto menor sea el tiempo que apliquemos en
la reaccién, mayor serfa la probabilidad de incrementar el error expe-
rimental. Por otro lado si trabajasemos a temperaturas menores, ten-
driamos serias dificultades en realizar la experiencia en el medio
ambiente y con bafio termost&tico abierto, pero ademis y fundamental-
mente, las reacciones serfan demasiado largas, por lo que resultaria
dificultoso asegurar la constancia de la temperatura. Ademis, en este
Gltimo caso, utilizando tiempos de reaccién menores, las lecturas es-
pectrof otamétricas no pueden considerarse fidedignas por cuanto las
absorbancias serfan demasiado elevadas.

Dado que la impureza radioquimica previsiblemente mé&s impor-

tante es el 131105, hemos efectuado curvas de calibracién utilizando
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concentraciones conocidas de KIO;. Los resultados obtenidos son exac-
tamente equivalentes a los logrados en presencia de 17, con lo que
se comprueba la validez de la reaccién (I-2).

En este sentido debe hacerse notar que la cantidad de
iodo total formado durante la irradiacién de teluro natural, con un
flujo determinado de neutrones térmicos, depende del tiempo de irra-
diacién. A su vez, el contenido de iodo total por cada mCi de 131I
en una solucién de este radioisdtopo, en un determinddo momento, de-

pende del tiempo transcurrido desde la irradiacién (56).

Debemos finalmente sefialar que el método elegido reviste
importancia préctica en lo que respecta al control de la preparacién
de soluciones de 1311 "sin portador". Por otro lado, el conocimiento
del contenido real de iodo de dichas soluciones permite fijar con ma-
yor precisién las condiciones de su posterior utilizacién en la marca-

cién de polipéptidos o proteinas en general.
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CAPITULO IT

MARCACION POR EL METODO DE LA CLORAMINA - T

II-1.- INTRODUCCION

Existen diferentes métodos mediante los cuales es posible
lograr la marcacién de sustancias de caracteristicas proteicas con un
isétopo radiactivo. Ya mencionamos al comienzo que las’ moléculas mar-
cadas se pueden agrupar genéricamente en dos grandes rubros. En el
primero, las moléculas se marcan por reemplazo de uno o més &tamos de
su estructura por isdtopos radiactivos del mismo elemento que sustitu-
yen, mediante reacciones quimicas y/o biosintéticas. Dentro de este ti-
po de moléculas marcadas se encuentran también aquellas en las que se
introducen dos is6topos radiactivos de diversos elementos. Los dos me-
canismos elementales de obtencién de dichos caompuestos marcados son ya
sea el intercambio isotépico, o bien la sintesis orgénica. El ejemplo
mis tipico es el de las moléculas marcadas con 3 y/o e,

El otro rubro camprende todos aquellos pmoedimientés que
conducen a la obtencién de sustancias marcadas con un radiois&topos per-
teneciente a un elemento extrafic a la estructura original. Quedaria
par aclarar que dentro de estos casos estin comprendidas tanto aquellas
marcaciones en las cuales existe una sustitucién de un elemento por otro,
cano aquellas en las cuales el elemento extrafno radiactivo se agrega a
la estructura original, variando su constitucién quimica. Dentro de este
Gltimo grupo encontramos una amplia variedad de campuestos marcados con
1311 o can 1251. Hemos tenido en cuenta muy especialmente todo lo refe-
rente a la marcacién de moléculas con caracteristicas proteicas y las con-
secuencias inmediatas del proceso, para lo cual analizaremos en cada caso
los diversos métodos que se utilizan, asf como las ventajas o desventajas

de cada uno.

31 4 polipéptidos, mediante el empleo de

la claramina-T camo agente oxidante (Hunter y Gremwood) (67), se canoce

la incorporacién de 1

desde hace varios afics. Si bien dicha técnica se emplea en forma rutinaria
g # . .
para la marcacién de una amplia gana de moléculas, se puede apreciar que,
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mediante la aplicacién de este método, no siempre los resultados expe-
rimentales logrados son reproducibles.

A esta altura conviene aclarar que, a nivel de produccién
rutinaria de polipéptidos y proteinas marcadas con iocdo radiactivo,
los métodos del monocloruro de iodo (68) y de la cloramina-T, han sido
los procedimientos de marcacién mis preoconizados. F1 método del ICl
se usa cada vez menos, debido principalmente a que la eficiencia de
marcacién se hace progresivamente menor a medida que ‘se disminuye la
cantidad de proteina utilizada. Por esta razén, se observa una utili-
zacién cada vez més intensiva del método de la cloramina-T (67) (69).
No obstante ello, también con esta técnica se han dbservado dificul-
tades que provocaron estudios por parte de alguncs autores. Quizis
el mis importante resulte el trabajo efectuado por Hunter (70), donde
llama la atencién sobre algunos inconvenientes que se plantean en la
marcacién,

En efecto, una de las principales causas que pueden ocasio-
nar dafios severos a la molécula que se marca es la elevada concentra-
cién de cloramina-T (71). En contraposicién, una concentracién dema-
siado baja del reactivo oxidante, puede provocar una seria disminucidén
y/o irregularidad del rendimiento de marcacién de la protefna. El me-
canismo propuesto por el autor para permitir variar la cantidad de
protefna y de iodo radiactivo en un extenso rango, a ffn de minimizar
la concentracién de cloramina-T necesaria, y al mismo tiempo predecir
el grado de iodacién con bastante aproximacién, se fundamenta en que
la velocidad con que el ioduro se combina con la proteina esti relacio-
nada con el potencial "redox" de la mezcla reaccionante. Sisbien el mé-
todo propuesto par Hunter (77), indica las cantidades &ptimas de reac-
tivos a utilizar, creemos necesario puntualizar que este procedimiento
resulta notoriamente camplicado, principalmente para el caso de marca-
cicnes rutinarias.

En el capftulo anterior hemos demostrado que las cantidades

totales de iodo presentes en soluciones de 131

I utilizadas para la mar-
cacién de polipéptidos, pueden ser apreciablemente diferentes y que,

ademds, la actividad especifica real de estas solucicnes disminuye en
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funcién del tiempo. Resulta evidente que para una determinada canti-
dad de protefna y de cloramina-T, la presencia de ioduro en el medio
resultard variable si utilizamos a lo largo de diferentes experiencias,
realizadas a distintos tiempos desde la preparacién del 131
dades iguales de la misma partida del radioisdtopo.

I, activi-

En este sentido consideramos que al efectuar marcaciones ,
las cantidades de ioduro utilizadas en dos experienci:as s6lo son exac-
tamente iguales, si el ioduro radiactivo que se aporta a los medios
de reaccibén proviene de la misma muestra y si dichas experiencias son
realizadas en forma simulténea. De esta manera logramos eliminar las
variaciones en la concentracién de iodo presente en la solucién de

1311.

Una conclusién implfcita en el trabajo de Hunter, y que no-
sotros campartimos, asigndndole ademis una gran importancia, radica
en el hecho de que a fin de mantener la homogeneidad de los preparados
marcados, es aconsejable usar no mds de 1 o 2 &tomos de ioduro por
molécula de polipéptido pequefio o proteina respectivamente. Si todos
estos &tomos fueron radiactivos, resultaria una molécula marcada con
una actividad especifica lo suficientemente elevada como para provocar
fenbmenos de radidlisis, debidos a la interaccién de la radiacién emi-
tida oon la sustancia. Por esta razdn se prefiere utilizar ioduro por-
tador. En principio, el mismo se encuentra ya presente en la muestra
de 1311 formando parte del iocdo real total, tal cual hemos visto en
el capitulo anterior. Si su cantidad se considerase insuficiente, se
procederd al agregado de ioduro inactivo al conjunto de reactivos reac-

clonantes,

En base a estas consideraciones ,hemos encarado el estudio
de la relacién entre la cantidad total de iodo aportada a la reaccién
y el rendimiento de marcacién de los polipéptidos, asi camo de las ca-
racteristicas de los productos resultantes. De esta manera intentamos
establecer las condiciones &ptimas de utilizacién de preparados de

1311 en la marcacién de moléculas polipeptidicas.

Debemos, antes de comenzar a relatar la experiencia realiza-
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da, dejar aclarado cual es el mecanismo que conduce a la obtencién de
la sustancia marcada, mecanismo que resulta vélido para cualquiera de
los is6topos del iodo a utilizar, y, por supuesto, también para la mez-
cla de los mismos, cualquiera sea la proporcién de cada uno en particu-
lar.

El fenémeno quimico que ocurre durante la iodacién, ha sido
estudiado hace ya bastante tiempo en forma exaustiva (72).

El iodo puede participar en reaccicnes de sustituticién en
el anillo bencénico de residuos tirosfnicos, en el grupo imidazol de
la histidina (73), v en el grupo indol del triptofano (74): también
puede oxidar los residuos de cistefna y cistina (73) (74) (75) (76)
77).

En 1945, C.H. Li (78), trabajando con sero-albmina, ha de-
mostrado que la velocidad de iodacién de dicha proteina se encuentra
en estrecha relacién a la que corresponde a una tirosina libre, cuando
el grupo tircsfnico involucrado en la reaccién es el de mayor asequibi-
lidad. En oonsecuencia, la interpretacién dada por dicho autor (79),
acerca de la interaccién entre el iodo y la tirosina, se basa en el he-
cho de que la reaccién esté condicionada por la farmacién de monoiodo-
tircsina (MIT), dado que esta iltima, en presencia de iodo, forma ins-
tanténeamente el derivado diiodado (DIT). |

Esquem&ticamente, los pasos serfan:

f--0-H

0
: 0 /“\o
N Ol+2mo ==} O}t == Umpldo U (11-1)
R

Segln esta inter'pretamén cuando el apente iodante es el
I,, el mecarusm8 seria similar:

lento rapldo
(B) + @ D (I1-2)

R
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También surge del modelo propuesto por Li, que el complejo
(A) de la ecuacién (II-1), resulta mis estable que el complejo (B) de
la reaccién (II-2), debido a la presencia de puentes de hidrégeno.
Sin embargo, los resultados obtenidos por Roche y col. (72), especial-
mente en lo referente a la estabilidad del MIT camo intermediario de
la iodacién total de la tirosina, ponen en duda la validez de la in-
terpretacién dada par Li.

De cualquier manera, dejando a un lado en este momento la
forma en que participa en la reaccién la MIT, podemos decir que se rea-
liza el reemplazo de un &tomo de hidrégeno de un nficleo tirosinico (80),
por uno de iodo proveniente de un itn HZOI+ (81). Fste Gltimo, se pro-
duce cano consecuencia de la transformacién de I™ a I,, por accién del
agente oxidante. la reaccién global serd por lo tanto la siguiente:

2 17 —— I2 +2e (I1-3)
» + -
12 + H20 = HZOI + I (IT-4)
OH OH
+ + I
HLOIT s Hi0 + 1) (II-5)
R R

Con el fin de realizar el estudio esbozado mis arriba, hemos
utilizado en una primera instancia, camo modelo, la molécula de angio-
tensina II. Debe sefialarse que dicha molécula posee una estructura li-
neal, y se trata de un polipéptido simple de peso molecular 1150, con
un solo residuo tircsinico.

Asp - Arg - Val - Tir - I soleu - His - Pro - Fenil ala

%

b

Posteriomente, con el fin de analizar el problema en una es-
tructura m&s campleja, efectuamos un estudio similar empleando tirotro-
fina bovina. Dicha molécula tiene un peso molecular aproximado de 25000,
y 10 residucs tirosinicos (82). En ambos casos, las experiencias preli-
minares efectuadas con 10 uCi de Nal3l1 vsin portador', no han demostra-
do reproducibilidad en los rendimientos de marcacién, los cuales, adems,
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eran relativamente bajos, si se tiene en cuenta la oferta de ioduro
frente al total de moléculas polipepti:iicas.

Nuestro interés, al efectuar el mismo an&lisis para molécu-
las de distintos pesos moleculares y ademds con diferente grado de
complejidad estructural, radict en la posibilidad de generalizar las
conclusiones obtenidas en las marcaciones de angiotensina IT ocon 1311,

usando diferentes cantidades de portador.

Estos estudios, también nos permiten llamar la atencién, so-
bre la intensidad con que debe ser encarado el estudio de marcacién de
cualquier campuesto de naturaleza polipeptidica o proteica, tenga o no
actividad fisioldgica hormonal.

Por Gltimo, en las condiciones sefialadas anteriormente, pudi-
mos observar que la incorporacién de una pequefia cantidad de una solu-
cién recientemente preparada de ioduro de potasio inactivo, mejora sus-
tancialmente el rendimiento de la reaccién. Fn este contexto, hemos es-
tudiado también los efectos producidos por el envejecimiento de los pre-
paradcs de Na131I sobre el rendimiento de marcacién.

IT-2.- PARTE EXPERIMENTAL

La técnica seguida en los experimentos que a continuacién de-
tallamos, fué realizada, tal como dijimos en la parte introductoria, si-
guiendo el mftodo de Hunter y Grenwood, que consiste b&sicamente en in-
carporar iodo a la molécula polipeptidica, partiendo de I” y cloramina-
T cano reactivo oxidante,

IT-2-1.- MATERIAL
IT-2-1-1.- APARATOS

Fuente de poder Clinicol, con capacidad de variacién de la
diferencia de potencial entre 200 y 500 V.
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Cuba de electroforesis Celogel, con puente de 18 centime-
tros de largo.

Micropipetas Micro, Long levy Pipet, Fisher Scientific
Co, U.S.A.

Qubas de vidrio de 30 cm x 60 an con soparte de acero inoxi-
dable para cronatograffas descendentes.

Radiocromatdgrafo Packard modelo 7201 con sistema sincrdni-
co de integracién de &reas.

Estufa de cultivo calibrada a 37°C.
IT1-2-1-2.- REACTIVOS

- Solucidn reguladora de fosfates 0.05 N a pH 7.4. Se preparan
para ello las siguientes soluciones:
a) KHzPOu. 2H,.0. Solucién 0.1 M. Se disuelven 1.36 g de la droga en

2
100 ml de agua bidestilada.

b) Na,HPO,, . 2H,0. Solucién 0.1 M. Se disuelven 8.90 g de la droga sbéli-
da en 500 ml de apua bidestilada. la solucién reguladora de fosfatos
se obtiene a la concentracién deseada mezclando 19.2 ml de a) con

80.8 ml de b).

- Cloramina-T. Solucién 3.62 % p/v. Se prepara disolviendo
18.1 mg de la droga en 5 ml de la solucién reguladora de fosfatos 0.05
N apH 7.4,

-Metabisulfito de sodio. Solucién 2.4 % p/v. Se prepara a
partir de 12 mg de metabisulfito de sodio (Na28205) que se disuelven
en 5 ml de solucién reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.4,

- Angiotensina II. Solucién 0.5 % p/v. Se prepara disolviendo
1 mg de angiotensina II en 0.2 ml de solucién reguladora de fosfatos
0.05 N a pH 7.4.
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la angiotensina II que utilizamos es sintética (Asp1 ,Vals-

angiotensina II) provista por CIBA de Basilea, Suiza.

-Tirotrofina bovina. Solucién 0.5 % p/v. Se prepara de idén-

tica manera que la solucién de angiotensina II.

La tirotrofina bovina equivale a 40 unidades U.S.P. por
cada 10 mg de hormona sblida y fué provista para estos estudios por
(]
el Naticnal Institute of Health de Rethesda, Marylanc, U.S.A.

131

~Solucién de Na™ "I sin portador. las diversas muestras de

131I fueron provistas por CEA-CIN-SORIN (caracteristica de catélogo
S-4) de Francia, New Fngland Nuclear (caracteristica de catilogo NEZ-
035 H) de Boston, Massachusetts, U.S.A., The Radiochemical Centre,
(caracteristica de cat&logo IBS-3) de Amersham, Buckinghamshire, In-
glaterra y Comisién Nacional de Tnergfa Atémica (caracteristica de ca-

talogo 0I-1310000) de Buenos Aires, Argentina.

Fn todos los casos las partidas utilizadas fueron las que

se aconseja emplear en la marcacién de hormonas.

-Solucibn reguladara de verocnal-acetato de sodio-acido acé-
tico 0.1 N pl 8,5, Esta solucién se prepara disolviendo u4.U g de ve-
ronal s&lico y 4,7 ¢ de acetato de sodio en anroximadamente 500 ml
de apua bidestilada. Se adicionan luego 30 ml de &cido acdtico 0.1 N,
y finalmente se campleta a 1000 ml con agua bidestilada.

-Solucidn reguladora tris-&cido maleico-hidréxido de sodio

pH 8.2, Se preparan para ello las siguientes soluciones:

a) Se disuelven 15.0 g de tris [2—aminc»2(hidroximetil) propano-1:3-
diol] y 14.5 g de &cido maleico en agua bidestilada, en cantidad

suficiente para tener un volumen de 250 ml.

b) Solucién de hidréximo de sodio 1 N. Se obtiene disolviendo 40.0 ¢
de NaOH en apua bidestilada en cantidad suficiente para obtener
1000 ml.
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La solucidn reguladora se obtiene mezclando 40 ml de a)
més 29 ml de b) y camnpletando a 100 ml con agua bidestilada. Se ajus-
ta el pH a 8.2 con HC1 0.1 N o NaOH 0.1 N segin corresponda.

-Pronase. Solucién 5 % p/v. Se prepara disolviendo 5 mg de
droga en 1 ml de la solucidn repguladora tris-acido maleico-hidréxido
de sodio pH 8.2,

Se utilizb Pronase grado B, marca CalbiocHem de lLos Ange-
les, Califarnia, U.S.A.

~-Metilmercapto-imidazol. Solucién 22 % p/v. Se prepara di-
solviendo 55 mg de droga en 2.5 ml de la solucién reguladora tris-
&cido maleico-hidréxido de sodio pH 8.2.

-Butanol saturado con &cido acdtico 2 M (2:1), Se mezclan
en una ampolla de decantacién 2 partes de butanol de uso cromatogra-
fico, con 1 parte de solucibn de &cido acético de uso cromatogréfico
2 M. Se agita hasta obtener una emulsién, y se deja en reposo el tiem-
Po necesario para que se abtengan dos fases perfectamente delimitadas.
En ese momento se separan ambas fases valiéndose de la ampolla de de-
cantacién, cbteniéndose por un lado la fase acuosa que es la inferior
y primera en decantar, y par otro lado la fase alcohdlica que es la
superior,

IT-2-1-3.- PRECAUCTIONES

Con el fin de obtener resultados validos, es conveniente

tener en cuenta los siguientes detalles:

-Todas las soluciones regulddoras deben mantener, desde
el momento de su preparacién, el valor de pH preestablecido, para lo
cual es necesario controlarlas mediante pHchimetro luego de su prepa-
racién y corregir la diferencia que pudiese observarse. Ademis es
aconsejable repetir dicho control, cada vez que sean utilizadas, con

lo cual se constata su correcto estado de conservacién.

-Estas soluciones deben permanecer refrigeradas hasta su
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utilizacién. Un correcto uso de cualquiera de estas soluciones obliga
a‘retirarlas del refrigerador y mantenerlas en el lugar de trabajo el
tiempo necesario para estabilizar su temperatura con la del ambiente.

-las soluciones de angiotensina II, tirotrofina bovina,
claramina-T y metabisulfito de sodio, deben ser preparadas momentos
previos a su utilizacidn, a fin de evitar su descomposicién. Ello
justifica que las cantidades a preparar en cada oportunidad sean las
minimas posibles, extremando por tal motivo las medidas tendientes a
evitar al miximo cualquier error en los valores de concentracién.

-la solucién de metilmercapto-imidazol puede ser utilizada
durante 15 dias, si se tiene la precaucién de canservarla en frasco

oolor caramelo y en refrigeradaor.

I1-2-2,- METODO

IT-2-2-1.— VALORACION DE TODO EN LAS SOLUCIONES DE Nal i1

La actividad especifica real de todas las muestras de
Na131I utilizadas fue determinada experimentalmente de acuerdo a la

técnica que hemos detallado en el capitulo anterior.
IT-2-2-2.~- MARCACION

Las concentraciones indicadas anteriormente para los reacti-
vos que participan en la reaccién de marcacién fueron tamadas de un
trabajo de Gocke y col. (83).

Se trabaja en todo momento con material de vidrio silicona-
do, a fin de evitar problemas de adsorcién de las hormonas utilizadas,

debido a las pequefias concentraciones que se utilizan,

Los distintos pasos que componen una experiencia de marca-
cibn se detallan segin el siguiente orden:
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1) Se coloca en el fondo de un tubo de hemblisis 5 ul de
la solucién del polipéptido a marcar. De acuerdo con el método, uti-
lizamos en la experiencia 25 pg de hormona, sea angiotensina II o

bien tirotrofina bovina.

2) Se incorpara la muestra de iodo a utilizar en la reac-

131

cién. Fn cada oportunidad, el volumen correspondiente a T "sin

portador” fué calculado teniendo en cuenta el decaimiento radiactivo,
de manera de contar con actividades del orden de 10 MCi de 1311 camo

trazador de la reaccién.

3) Se afiaden 100 pl de la solucién de iodo por'tad?? en la
concentracién a utilizar. las diluciones necesarias para toda la‘se-
rie de oconcentraciones de iodo total, carrespondientes a una experien-
cia en la cual se quiere marcar la angiotensina II, se obtienen segin

el sipuiente esquema:
TABLA TI-1

PREPARACION DE SOLUCIONES PORTADORAS UTILIZADAS EN
LOS TUROS DE MARCACION DE ANGIOTENSINA TI

Dilucién de la Tubo Solucién portadora H,0 bides- portador

Sol. patrén tzlada en 0.10 ml
(200 pg/ml) - ml ' ml ng
1:4000 A 0.00 1.00 0
" B 0.1n 0.90 1
" C 0.30 0.70 3
" D 0.50 0.50 5
" E 1.00 - 10
1:100 F 0.15 0.85 15
" G 0.20 0.80 20
" H 0.30 0.70 30
" I 0.40 0.60 40
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La preparacién de las muestras de portador que fueron uti-
1izadas cuando se tratd de marcar la tirotrofina bovina estdn indica-
das en la Tabla JII-2.

TARLA I11-2

PREPARACION DE SOLUCIONES PORTADORAS UTTLIZADAS
IN LOS TUBOS DE MARCACION DE TIROTROFINA BOVINA

Dilucién de la Tubo Solucién poartadora [,0 bides- portador
Sol. patrén tHlada en 0.10 ml
(200 pug/ml) - ml ml ng

1:10 A 0.00 1.00 0

" B 0.20 0.80 200

" C 0.30 0.70 300

" D 0.60 0.40 600

" E 0.90 0.10 3900

original F 0.12 n.88 1200
" G 0.15 0.85 1500 .

" H 0.18 0.82 1800

" I 0.20 0.80 2000

4) Se agregan 10 ul de la solucién de cloramina-T, tratan-
do que la adicién se realice sin que quede parte del reactivo en la

pared del tubo. Se comienza a agitar inmediatamente y durante 30 se-
gundos.

5) Se interrumpe la accidn oxidante de la cloramina-T, O
bien su eventual exceso, mediante el agregado de 80 ul de la solucién
de metabisulfito de sodio.

los pasos 1), 2), 3) y 4), se realizan midiendo los volGme-
nes ocon micropipetas de escurrido total, en tanto que en el paso 5)

se realiza la medicién con pipeta de 0.1 ml con graduacién de 0.001 ml,
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Es conveniente que para los pasos 4) y ). sean dos .as
personas que estén dispuestas a efectuarlos, ya que nientras una
agrega la solucién de cloramina-T y agita constantemente el tubo de
reaccién durante 30 segundos, la otra se encuentra dispuesta a neu-
tralizar la reaccién ocon el agregado de metabisulfito.

De esta manera, ain cuando la reaccién que involucra el
I”, la cloramina-T, y la muestra a marcar, se complet:a en un tiempo
inferior al establecido, hemos preferido sistematizar el agregado
del metabisulfito de sodio a fin de descartar un probable error.

II-2-2-3,- DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE REACCION

Una alfcucta de la solucién final de cada tubo se siembra
en papel Whatman n® 1, cartado en tiras de 3 an x 26 cm. Dicha siem-
bra se efectlia a 6 cm de uno de los extremos y se realiza una electro-
foresis orientando la carrida hacia el polo positivo de la cuba, a
una diferencia de potencial de 12.0 V/cm durante 60 minutos, empleando
la solucién reguladora de vercnal-acetato de sodio-&cido acstico 0.1 N,
pH 8.6,

Al cabo de este tiempo, la corrida electrofarética separa
el polipéptido, que queda en la siembra, del ioduro inorginico rema-
nente en la solucién final de reaccién. F1 desplazamiento que corres-
ponde en estas condiciones, es de apraximadamente 10 an entre el punto
de siembra y el pico correspondiente al ioduro. Ia zona correspondiente
al polipéptido estd constitufda por una mezcla de hormona radiactiva
y hormona no marcada. La determinacién cuantitativa del rendimiento de
la reaccién de marcacién fue realizada estableciendo el porcentaje de
radiactividad de cada uno de los picos. Para ello, previo secado es-
ponténeo de la tira de papel, se registré en un radiocramatografo
Packard, modelo 7201, las actividades correspondientes a ambas zonas de
la electrofaresis. El equipo de referencia consta de dos tubos de medi-
cién de radiaciones oolimados con distintas aberturas. En nuestro caso
hemos utilizado una abertura de 25 mm de ancho por 1 mm de largo, ya
que de esta manera se define con la mejor resolucién cada zona radiac-
tiva.
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Por medio de un sistema mecinico, que act@ia a velocidad
constante, pasamos la tira de papel entre ambos colimadores y la ra-
diacién que a través de ellos llega a los tubos de medicién, se suma
y amplifica y por {iltimo queda registrada (Figura II-1) en un sistema
de integracién de actividad. Ello permite, no solo observar visualmen-
te la forma y separacién de cada pico radiactivo, sino también calcu-
lar el porcentaje de iodo unido al polipéptido y el porcentaje de io-
d libre, en comparacién al total de iodo radiactivo.

—eTTT T T T T T e T
- f=-Zdvelocidad de registro = 5 an/min
— === ——escala méxima = 3 x 10 o/minr
e constante de tiempo = 1 segundo

RV WOV SURIITUr SEPIITIIIDY SR —— SR NIV NGO FRNIOUICIRY PR TN

Figura II-1.- Separacién electroforética de los componentes
radiactivos presentes a continuacién de una
reaccién de marcacién de angiotensina II. 1a
imagen corresponde al registro impreso axtggﬁ"ia—
ticamente por el radiocramatégrafo.
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II-2-2-4,- DETERMINACION DE RESIDUOS TIROSINICOS MONO Y DITODADOS

Simulténeamente con el control de la reaccién de marcacién,
se efectia la hidrélisis total del polipéptido, seg(n el siguiente es-
quema:

1) Se oolocan 0.2 ml de la solucién radiactiva en el fondo
de un tubo de hemdlisis.

2) Se agregan 0.1 ml de la solucién de Prcnase al 5 % p/v.

3) Con el objeto de proteger el polipéptido marcado de una
posible liberacién de iodo, se adicionan 0.05 ml de la
solucién de metilmercapto-imidazol al 20 % p/v.

4) Se mantiene la hidrélisis en estufa de incubacién a
37° C durente 2 haras, procurando previamente que los

distintos camponentes incorporadcs formen una solucién
homogénea.

Finalizada la incubacién, se prepard una cramatograffa en
papel Whatman n® 1 cortado en tiras de 4 cm x 48 om, efectuando la
siembra del material hidrolizado a 10 con del extremo que queda intro-
ducido en la cubeta, que contiene como solvente butanol-8cido acgtico
2 M (2:1). La cromatograffa es descendente y la saturacién de la cuba
cromatogréfica se efectud dejando el solvente preparado fresco duran-
te 24 horas previas a la realizacién de la corrida. Al mismo tiempo,
la fase acuosa remanente en la preparacién del solvente se depositd
en un cristalizador en el fondo de la cuba, para completar el sistema
de saturacién de la misma.

la corrida cromatogrdfica se efectu$ durante 16 horas. Al
cabo de dicho tiempo, el frente del solvente avanza aproximadamente
30 am de longitud, medidos a partir del lugar de siembra. la ubica-
cién de los distintos componentes del hidrc;]izado, medida la radiac-
tividad de la tira de papel a través del radiocranatégrafo (Figura
II-2), responde a los siguientes valores de Rf: |
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Toduro libre (I") = 0.28
Monoiodotirosina MIT) = 0.61
Diiodotirosina (DITY) = 0.74
. ' (=) . o‘j
] _ —
23 S ~B8—
TP— W ___ — — ‘ ——
3 3+——"—+— g
— velocidad de registro = 5 an/min -
8 escala maxima = 1 x 10% o/min-
] T constante de tiempo = 3 segundos
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Figura II-2.- Separacién electroforética de los componentes

radiactives presentes a continuacidn de la

hidrdlisis enzim&tica de una muestra de angio-

tensina IT marcada. la imagen corresponde al

registro impreso automiticamente por el radio-

cromatégrafo.
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Aunque las dos (ltimas zonas radiactivas se encuentran rela-
tivamente préximas, se las obtiene perfectamente definidas, siguiendo
las mismas condiciones de utilizacién del radiocramatégrafo que en el
caso de las mediciones de las tiras electroforéticas.

II 3.- RESULTADOS
II-3-1.- MARCACION DE LA ANGIOTENSINA II

El total de experiencias realizadas para la angiotensina II
fueron 20. Cada una de estas experiencias comprende la realizacién,
por triplicado, de marcaciones con nueve cantidades totales de iodo di-
ferentes. Si representamos el rendimiento porcentual de la marcacién
de angiotensina II con 1311, en funcién de la relacién de nano&tamos-
gramo de ioduro por cada nanamol de angiotensina II, obtenemos una cur-
va que alcanza valores de rendimiento parcentual superiores a 90 % v
donde la dispersién estadistica (error standard) de los diferentes pun-
tos representados es fundamentalmente mayor en los resultados obtenidos

en la parte inicial de la curva.

Cabe hacer notar, que no existen variaciones llamativas en
los resultados ocbtenidos utilizando distintas partidas de 131
que éstas mantengan los requisitos de pureza establecidos para su uti-
lizacifn; tampooo hemos encantrado diferencias al emplear muestras de
iodo radiactivo de procedencia variada. Por lo tanto, en los puntos
de la curva que se indican en la figura IT-3 A, v que son los promedios

I, siempre

de las 20 experiencias, no hemos efectuado una discriminacién en base
al origen de la muestra de 1311 utilizada.

En la figura II-3 B, se pueden observar los resultados
logrados con muestras de 1311 producidas en los laboratorios de la Co-
misién Nacional de Energfia Atdmica. Resulta evidente que los datos ob-
tenidos no difieren significativamente de los logrados con preparados
de otra procedencia.
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Figura II-3.- Marcacidn de angiotensina II.
Rendimiento porcentual de marcacién de

angiotensina II con 11

I (R %) en fun-

citn de la relacién de nano&tamos -gra-

mo de ioduro por cada nanomol de angio-

tensina II.
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Los resultados logrados en el an&lisis cromatogré&fico de
los productos hidrolizados esté@n representados camo la relacién por-
centual de la actividad de la monoiodotirosina con respecto a la ac-
tividad total de monoiodotirosina vy diiodotirosina. Dicha relacién
es equivalente a la relaci&n porcentual de actividad de monoiodoangio-
tensina, con respecto a la actividad total de las moléculas marcadas .,

como podemos observar en la figura IT-4,

A (1)

_ x 100
A(un) 'A(un )

100

I\I
S0
80 . 4 2 4
100 200 300 W0 atg 1~ W
n mol Ang

Figura TT-U4,- Actividad relativa porcentual de monoiodo-
tircsina en angiotensina TT marcada.
Relacién porcentual de la actividad de la
monaiodotirosina con respecto a la activi-
dad total de monoiodotirosina v diiodoti-
rosina en funcidn de la relacién de nano-
&tomos-gramo de ioduro nor cada nonomol

de angiotensina II.
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Como se puede anreciar, la pronorcién relativa de la ac-
tividad de monoiodoangiotensina decrece, en forma poco importante,
a expensas del derivado diiodado, cuando se aumenta progresivamente

la cantidad relativa de ioduro portador en la marcacién.
I1-3-2.- MARCACION DE TIROTROFINA BOVTNA

Cuando comenzamos a marcar la tirotrofina bovina, parti-
mos de la suposicién de que si en alpuna medida se reproduce 1o ob-
servado para el caso de la angiotensina TI, nos encontrarfamos ante
la necesidad de realizar un aporte mavor de &tomos de iodo, que el
realizado para la angiotensina TT. Fn efecto, debimos tener en cuenta
que de la utilizacién de una molécula de peso 1150 y un solo residuo
tirosfnico, pasamos a emplear una hormona polipeptfdica de peso mo-*
lecular aproximado a 25000, y que posee 10 residuos tirosfnicos. De
todas maneras, resulta necesario indicar que en ningin >rvr'xc:mem:o se tul
vo en claro il es la asequibilidad de los residuos tirosfnicos en )
la molécula total, y cull es la facilidad de incornoracién de iodo co}x;

respecto a la incarporacién de iodo en la angiotensina II.

Rajo estos preceptos, las primras experiencias involucra- ,
ron incorporaciones de ioduro portador eft los tubos de reaccién,, del
orden de 0 ng hasta 40 ng, con lo cual®, a pesar de observar un ligero
incremento de los rendimientos de mafcacién, dicho mejoramiento no re-
sultaba de nineuna manera concluyente. Fste resultado es enterarfér;:e "
previsible, si se analizan mis a fondo las condiciones de 1a experien-

cia, -

I'n efecto, siﬁ%algulamos la relacién molar entre el iodo
aportado y la cantidad de hormona utilizada en estas experiencias pre-
liminares, vemos que esta relacién resulta tan peaueia que se justifi- -
ca incrementar notablemente la cantidad total de iodo aportado a la
reaccién; finalmente las cantidades limites. utilizadas, tal cual vimos
en la tabla II-2, varian entre 0 y 2000 ng de ioduro totales.

La curva de rendimiento porcentual de la marcacién de tiro-

131

trofina con I en funcién de los nanodtomos-gramo de ioduro incorpo-
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rados por cada nanamol de tirotrofina se encuentra en la figura 11-5,
en la que se indican los valores medios logrados con Mal3lt de las di-

ferentes procedencias indistintamente.
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Figura II-5.- Marcacién de tirotrofina bovina.
Rendimiento porcentual de marcacién de

1311 (r %), en

funcién de la relacién de nano&tomos-

tirotrofina bovina con

gramo de ioduro por cada nonamol de ti-
trofina bovina.

Se puede apreciar un méximo de rendimiento bastante bhien
definido, de aproximadamente 85 % para valores comprendidos entre 1.5
y 3 nanotomos-gramo de ioduro por nanomol de tirotrofina.
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Fieura II-6.- Actividad relativa porcentual de monoiodoti-
rosina en tirotrofina bovina marcada.
Relacién porcentual de la actividad de 1la
monoiodotirosina con respecto a la actﬁvidad
total de monoiodotirosina v diiodotirosina
en funcién de la relacién de nanodtomos-gramo
de ioduro por cada nanomol de tirotrofina bo-

vina.
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Por otra parte, en la figura II-6 hemos indicado la rela-
cibn de la actividad de la monoiodotircsina, con respecto a la acti-
vidad total de monoiodotircsina v diiodotirosina, obtenidas ambas
por hidrélisis total del polipéptido.

Puede observarse un descenso significativo de la porpor-
cidn de la actividad de la monoiodotiresina, 1o que implica que en
la zona de rendimiento méximo, la actividad relativa de monoiocdotiro-

sina desciende del 50 % al 35 %.

II-3-3.- DETERMINACION DEC LA PROPORCION DE MOLFECULAS MONOIODADAS
Y DIIODADAS

Hasta este momento nos hemos interesado con intensidad en
el rendimiento de la reaccién de marcacién y en la proporcién de resi-
duos mono y diiodados presentes en la totalidad de residucs tirosini-

Qos .

A los efectos de interpretar nuestros resultados, debemos
recordar que se entiende por grado de iodacién (G.I.), al nimero de
dtomos de iodo incorporados a una molécula proteica o polipebtidj.ca.
Resulta importante aclarar que cada residuo tirosfnico admite co;no
maximo 2 &tomos de iodo. Fn este sentido corresponde asimilar esta

definicién a nuestras condiciones experimentales.

Ll rendimiento de la reaccién de marcacién se determina
a partir de la relacién porcentual entre el iodo radiactivo unido a
la molécula polipeptidica y el iodo radiactivo total. Afn cuando la
presencia de iodo inactivo como portador, signifique que en el total
de moléculas marcadas, una parte lo serd con iodo radiactivo v otra
parte con 1odo no radiactivo, estadisticamente la distribucién de
amhas partes debe ser considerada proporcional en el iodo unido al
polipéptido y en el iodo libre. Por lo tantoé:

iodo unido al polipéptido < 100
1odo total

/)

Rendimiento de marcacién % =
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I - polipéptido
% = X -
R% = BT 100 (I1-6)

En la préctica esto se reemplaza, en base a lo dicho prece-
dentemente, por la siguiente relacién:

RS = *T - polipéptido (c/min)
¥T - polipBptido (c/min) + ¥ libre (c/min)

x 100 (II-7)

donde *I simboliza el iodo radiactivo.

Conociendo la cantidad total de ioduro presente al momento
inicial de la reaccién, resulta:

n® de 4tomos - gramo de I R % (I1-8)

G.I. = n° de moles de polipéptido X 1m0

Esta forma de expresar matemiticamente el grado de iodacién,
es Gtil cuando queremos analizar, no solamente el rendimiento que se
obtiene al cabo de una reaccién de marcacién, sino, fundamentalmente,
el nlmero de &tomos de iodo que se han incorporado a cada molécula.

En el caso particular de la angiotensina II, sabemos que
existe un solo nficleo tiresfnico, por lo que el némero de moléculas
de polipéptido es equivalente al ndmero de residucs tirosfnicos exis- |
tentes., Admitiendo que las (nicas especies que se forman son.,rlos deri -
vados mono y diiodados, los limites extremos del grado de 1oda€:16n que
se pueden cbtener, van desde G.I. = 0.0 hasta G.I. = 2.0, Esto no sig-
nifica que al decir que una determinada muestra marcada posee un G.T.=
1, debamos interpretar que el 100 % de las moléculas presentes se en-
cuentren cano monoiodadas, sino que existiré una mezcla formada nor
moléculas no marcadas, moléculas marcadas con un solo &tomo de iodo,
y moléculas marcadas con dos §tomos de iodo. Lo que sf resulta defiﬁﬁg-
torio es que la proporcién de cada una en dicha mezcla, nos brinda un
promedio ponderado que corresponde matemiticamente a un G.I. = 1.

Podemos ahora calcular el porcentaje de moléculas monoioda-
das y el porcentaje de moléculas diiodadas, referidas al total de mo-
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1l8culas de nolipéptido presentes. la actividad norcentual de monoiodo
tirosina (A%M.IT) se calcula a partir de la exnpresién:

(c/min)
A% - A x 100 (I1-9)

MIT AMIT (e/min) ¥ PDIT (c/min)

Asimismo, la actividad porcentual de la diiodotirocsina

(A %DIT) sera:
A% Aprr  (e/min) 100 (II-10)
DIT ~ 'A'MIT (c/man) + ADIT {c/min)
De lo dicho, podemos deducir que:
MIA % molecular = A %MIT x G.I. (T1-11)
_ 1
DIA % molecular = - A %DIT x G.I. (TI-12)

100 - (MTA % molecular + DIA % molecular)
(IT-13)

ANG % molecular

donde MIA % molecular es el nimero de moléculas consideradas como mono-
iodadas en un total de 100,

DIA % molecular es el nfmero de moléculas consideradas camo diio-
dadas en un total de 100.

ANG % molecular es el nlmero de moléculas no marcadas en un total
de 100,

Al calcular una cantidad de moléculas, usando como dato la
radiactividad medida, estamos estableciendo cano condicién que dicha me-
dicién en cuentas/minuto es proporcional a la cantidad de iodo presente.
En el caso de la actividad medida correspondiente al derivado monocioda-
do, esta premisa es ldgica, cualquiera sea la proporcién en que se en-
cuentren en esa muestra el iodo activo y el inactivo, si aceptamos una
distribucién estadisticamente homogénea entre ambas partes, de la misma
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manera que ocurre al establecer el grado de iodacién.

Debemos tener el mismo criterio al calcular el nimero de
moléculas diiodadas presentes. Pero en este caso corresponde una acla-

racién ulterior.

Si bien en el caso de los derivados diiodados, la presencia
de dos &tomos de iodo radiactivo en el mismo residuo tirosinico es po-
co probable, en especial cuando en el medio contamos con iodo portadar
agregado, resulta légico admitir que, estadisticamente, la probabilidad
de incorporar iodo radiactivo al residuo tirosfnico, se durlica en el
caso del derivado diiodado, siempre que ambos camponentes marcados, se
formen a partir de una Gnica composicién homogénea inicial de la solu-
cién de ioduro.

De lo mencicnado m&s arriba, se deduce que en el célculo del
porcentaje de moléculas de angiotensina diiodadas (férmula 11-12), la
actividad porcentual de DIT debe dividirse por dos, al referirse al va-
lor molecular por ciento.

Fn las condiciones de trabajo detalladas, nos es imposible
discriminar la distribucién de ambos tipos de iodo (radiactivo e inac-
tivo) presentes en las tirosinas iodadas, obtenidas por cramatografia
del hidrolizado.

El criterio enunciado avala la deduccién de las ecuaciones
indicadas precedentemente.

Debemos sefialar que todas estas consideraciones sblo poseen
un sentido estadistico y no pueden aplicarse al tratamiento de una mo-
1écula polipeptidica en forma individual.

Sin embargo, debe resultar absolutamente claro que solamen-
te en el caso de moléculas como la angictensina, que poseen un solo
residuo tircsfnico, la proporcién de moléculas mono y divodadas se pue-;
de calcular unfvocamente a partir de la actividad porcentual de MIT vy
de DIT (férmulas II-11 y II-12).
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Es criterio general (48) considerar que cualquier molécula
polipeptidica marcada con iodo rediactivo, empleada camo trazador, no
deberia contener m&s de un &tomo de iodo por molécula, para que su com-
portamiento resulte asimilable al de su equivalente nativo. Si bien es-
ta condicién generalmente se evalfia a partir de una determinacién del
grado de iodacién (que deberia ser menor o igual a 1), resulta eviden-
te en base a lo dicho anteriormente, que este solo pardmetro no es su-
ficiente para garantizar la ausencia de polipéptidos marcados con mis
de un &tomo de iodo por molécula. Fste problema se oor’nplica alin més
cuando la estructura en estudio posee més de un residuo tirosfinico.

Si se efectfia un anilisis semejante con la tirotrofina bo-
vina, debemos introducir un factor adicional, derivado del hecho de
que dicha molécula posee mds de un residuo tirosfnico. Es evidente
que para asimilar el andlisis al efectuado con la angiotensina, debe-
riamos determinar la proporcién de moléculas de tirotrofina marcadas
con uno hasta veinte &tamos de iodo.

Independientemente del nimero total de &tomos de iodo que
tenga incorporado una determinada molécula de tirotrofina, el método
experimental nos permite dilucidar solamente la proporcién de residuos
tircsfnicos con 0, 1 0 2 &tomos de iodo en su estructura.

Por lo tanto, fué necesario aplicar un criterio restringido
y determinar solamente la proparcién del nfmero de residuos tircsini-
cos mono y diiodados, en base molecular de tirotrofina. Para ello es
necesario simplemente dividir las férmulas II-11 y IT-12 por el nimero
de residuos tirosfnicos presentes en la molécula (T), y el resultado
nos proveera de un valor estadistico de la proporcién de residucs tiro-
sinicos mono y diiodados, por cada molécula de tirotrofina.

En oconsecuencia las expresiones correspondientes a este caso

serifan: 3
- [ ol
MIA % molecular = A % X —p—— (IT-14)

DIA % molecular

T A% DIT X —-T— (II—].S)
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En el caso especifico de la tirotrofina bovina, T es isual
a 10.

II-3-Y4.— INFLUFNCTA DEL ENVFJFCIMIENTO DE LOS PREPARANOS DF, 91T

Fn las experiencias descritas hasta ahora, se han utiliza-
do en todo momento soluciones de ioduro portador preparadas inmediata-
mente antes de su uso. En cambio, en algunas experiencias realizadas
a tal efecto, hemos empleado solucidn de ioduro radi&ctivo proveniente
de una misma partida, pero a diferentes tiempos. Fn este caso, camo
hemos mencionado precedentemente, la cantidad real de ioduro portador
presente en esa solucién varfia. Fste hecho, dio lugar a analizar si
131; pudo haber introducido algin

efecto en los rendimientos de marcacién, para distintas cantidades

realmente el envejecimiento del Na
reales de ioduro aportados a la reaccion.

Se realizaron varmas series de marcaciones en las cuales
fue utilizada, en m&s de una opartunidad, una misma partida de *\Iaisll.

Referiremos lo que aconteci$ con la marcacién de la angio-
tensina II. Hemos analizado los datos obtenidos con dos partidas de
iodo, cada una de las cuales fue utilizada en dos experiencias distin-
tas, a intervalos de tiempo similares entre la fecha de preparacién
del Na131T (dato que invariablemente es provisto por el respectivo

productar) y el momento de su utilizacién.

los datos se encuentran ordenados en la tabla II-3. Fn
la columa de iodo total hemos tenido en cuenta, en cada caso, el io-
do portador y el perteneciente al pronio ioduro radiactivo. Fste Gl-
timo dato se obtuvo a partir de la valoracidn de ioco total y el pe-
rfodo de semidesintegracién del isétopo radiactivo. Asf resulta que,
para la partida que en la tabla II-3 hemos individualizado convencio-
nalmente como n® 1, la actividad de 131
estaba contenida en un volumen en el que la cantidad total de iodo
fue de 0.42 ng a la fecha de la experiencia, en tanto que 6 dfas des-
pués, para la minima actividad incorparada, dicha cantidad carrespon-
dié a un total de 0.53 ng de iodo.

T incorporada a cada reaccién,
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RENDIMIENTO DE MARCACION DE LA

ANGIOTENSINA II EN FUNCION DEL TIEMPO

PARTIDA * t TIodo Total Rendimiento
- dias ng %
1 8 0.u2 u9.6

1.42 52.5

3.42 62.4

5.42 72.8

10.u2 81.7

15.42 8u.9

20.42 80.0

1 14 0.53 62.5
1.53 55.8

3.53 71.5

5.53 79.5

10.53 82.9

15.53 84,3

20.53 85.9

30.53 86.2

2 8 0.55 39.3
1.55 53.9

3.55 66.9

5.55 73.5

10,55 81.0

20,55 84,2

30.55 83.7

40,55 89.6

2 16 1.1 28.3
2.1 32.2

.1 39.9

6.1 64,5

11.1 74.9

21.1 77.2

31.1 79.5

41.1 '85.0

% Nomenclatura convencional
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Fn el caso de la partida sefialada con el n°® 2, vemos cla.
ramente que entre una experiencia y la siguiente han transcurrido
8 dias, lo que es equivalente a un periodo de semidesintesracién del
131I. Puede deducirse que en amhbos casos, hemos utilizado la misma
actividad de iodo radiactivo, para lo cual, mientras en el primero
el total de iodo fué de 0.55 ng, en el segundo pasé a 1.1 ng debido
a la duplicacién efectuada en el volumen de muestra del Nat3lr utili-

zada.

Un anflisis similar hemos efectuado para el rendimiento
de marcacién de la tirotrofina bovina en funcién del tiempo. (Tabla
II-4).

TABLA TI-u4

RFENDIMIENTO DE MARCACTION DF

TIROTROFINA BOVINA EN FUNCION DEL TIEMPO

PARTIDA #* t Iodo total Rendimiento

- dias ng %
1 5 1.6 45,2
300 79.4
600 83.5
300 » 78.3
1200 B3.4
1500 43.0
1800 37.8
2000 41,5
1 10 1.6 50.6
300 83.5
600 84.3
300 73.8
1200 59.3
1500 51.5
1800 39.8
2000 36.0

* Nomenclatura convencional
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Conviene aclarar en este caso, que sélo en el primer tubo
de cada experiencia (o sea aquel al cual no corresponde agregado de
portador), figura la cantidad de iodo aportado por la solucién radiac-
tiva. Fn los restantes tubos, la incidencia fnfima que esta cantidad
tiene en el total, nos ha hecho considerar innecesaria su inclusién.

II-4,.- DISCUSION

Tal como hemos demostrado anteriormente al’ referirnos a
la valoracién del contenido de iodo presente en una muestra de iodo
188y | utini-
zados en la marcacién de polipéptidos, puede ser apreciablemente di-
ferente seglin las partidas que se utilicen. La posibilidad de determi-
nar experimentalmente ese valer, nos ha permitido, ademds de estable-

radiactivo, la actividad especifica de los preparados de

cer un medio auxiliar de contralar de la produccidn de soluciones de

1311, adoptar un criterio definido que signifique normalizar la meto-

1311 55 inten-

dologia de marcacién de polipéptidos o protefnas con
tamos trasladar este esquema de trabajo a la utilizacién de 125I, co-
mo isétopo de eleccidn en las reacciones de obtencién de polipéptidos
marcados , vemos claramente que, ya sea por la forma de su obtencién,

O por sus propiedades radioffsicas y radioquimicas, las implicancias

de una variacién en la actividad especifica de una muestra resulta
despreciable en su utilizacién. No obstante ello, es razonable suponer
que las conclusiones que se obtienen en este capftulo, referentes a

la influencia de la cantidad total de iodo sobre el rendimiento de mar-
cacién y la naturaleza de los productos obtenidos, pueden ser perfec-
tamente asimilables al caso de este Gltimo radioisétopo.

Con respecto a la marcacién, es interesante hacer notar,
que tal cual camo esti planteado el método, cualquier pequefia modifi-
cacién o error en el procedimiento puede variar fundamentalmente el
resultado, en especial el que concierne al rendimiento de la reaccidn.
Por lo tanto, cualquier experiencia que encaramos fué realizada por
triplicado, con lo cual pudimcs descartar valores muy dudosos o bien
realizar promedios en los parcentajes de rendimiento, obtenidos a par-
tir de las mediciones de las electroforesis, y también en los porcenta-
jes de componentes mano y diiodados correspondientes al total de molécu-
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las marcadas con iodo, obtenidos en las mediciones de las cromatogra-
fias de las muestras hidrolizadas.

Los resultados logrados en nuestras experiencias, confir-
man la importancia que ya otros autores han adjudicado a la cantidad
relativa del ioduro total presente en la marcacién de protefnas con
1:M‘I, mediante el método de la claramina-T.

Fn efecto, tanto Bale y col. (56), como Helmkamp y col.
(57), insisten en la importancia que adquiere el conocimiento de la

131I, cuando se trata

actividad especifica real de las soluciones de
de su utilizacién en la marcacién de proteinas, e inclusive, en las
limi taciones que pueden existir cuando en el resultado final apare-

cen productos que actian negativamente en su aplicacién.

Cualquiera sea el método de eleccidn para la obtencién de
estructuras polipeptidicas marcadas, el proceso bésico consiste en la
reaccidn entre el residuo tirosinico presente en la molécula orginica
y el ioduro. E1l objetivo que se debe tener en cuenta en todo momento,
es el de no provocar una modificacién funcional en el producto origi-
nal. En general, hace ya tiempo que se acepta que una protefna con més
de dos &tamos de iodo por molécula, no conserva las mismas propiedades
que la molécula no marcada (48) (84).

Fste hecho, que ya fue sefialado para proteinas como la al-
blmina humana (60), nos indica que esta incidencia perniciosa resul-
tard ipual, o seguramente mayor, en moléculas de menor peso, O simple-
mente de estructura polipeptfdica mis sencilla.

En el caso de la angiotensina, se observan rendimientos
elevados y que se mantienen estables, por encima de una proporcién de
ioduro total relativamente baja [l# x 1073 nanoatomos gramo de I~ por
nanomol de angiotensina (I—/A)] . Esto da una idea de la facilidad
con que se puede incarporar iodo a dicha molécula. Al mismo tiempo,
lograr una marcacién de rendimiento considerable para la relacién
I7/A indicada, implica la incorporacién de una cantidad de ioduro tan
pequefia que da como resultado un grado de iodacién lo suficientemente
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bajo como para suponer que el comportamiento de la molécula marcada
tenga una diferencia nula o mfnima con respecto al polipéptido nati-
vo. En las ocondiciones en que la cantidad de ioduro agregado es ma-
xima, el grado de iodacién no supera un valor de 0.035., Dado que la
angiotensina posee un solo residuo tirosfnico, el grado de iodacién
miximo que se puede lograr tedricamente es de 2.0, lo que obviamente
indicarfa que el 100 % de las moléculas tendrfan en su nucleo tiro-
sinico 2 &tomos de ioduro incorporados. Aplicando las ecuaciones
I1-10 y TI-12, a los resultados indicades en las fimuras IT-3 vy TI-4,
se comprueba que la proparcién méxima de moléculas de angiotensina
con dos &tomos de iodo en su residuo tirosinico, con respecto al to-
tal de moléculas de angiotensina (marcadas y no marcadas), que corres-
ponde al grado de iodacién 0.035, es de 0.27 %. Por lo tanto, la mar-
cacién de angiotensina con 131I mediante el método de la cloramina-T,
nos permite obtener un preparado cuyas propiedades bioldgicas serdn
pricticamente iguales a las de la molécula nativa; dicha afirmacién
la hacemos fundindonos en los resultados obtenidos en la determinacidn
de actividad bioldgica de la angiotensina, marcada con 1 o 2 &taomos

de ioduro, y que analizaremos en detalle en el capitulo IV. De lo di-
cho hasta ahora, podemos deducir, que es factible lograr un elevado

1311, usando camo

rendimiento de marcacién de la angiotensina-II con
agente oxidante la cloramina-T, sin que ello implique una alteracién
sustancial del comportamiento de la molécula en su posterior utiliza-
cién, si se trabaja con cantidades de ioduro total camprendidas entre
4 x 1073 y 4 x 10~2 nanotanos-gramo de ioduro por nanamol de angioten-

sina-II,

Quando efectuamos un andlisis similar al realizado para la
angiotensina, con los resultados logrados con tirotrofina bovma el
problema se canplica debido a la presencia de 10 residuocs tlrosiruoos
en esta (iltima molécula, En primer lugar, hemos observado que la can-
tidad total de ioduro debe ser sustancialmente mayor que la utilizada
en la marcacién de angiotensina.

tn efecto, para alcanzar rendimientos cercanos al 85 %
en la marcacién de una u otra molécula,-la relacién entre las cantica-

T
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des totales de ioduro que deben ser incorporadas a la reaccidn, es de
aproximadamente 30, Esto implica que la relacién entre los nanoatamos
grano de I”/nanomol de tirotrofina bovina, y los nanoitomos-gramo de
I /nanamol de angiotensina II, para alcanzar ese rendimiento es de
aproximadamente 500. Esta observacidn sugiere, de por si, una mavor
dificultad de incorporacién de &tamos de iodo a la molécula de tiro-
trofina que a la de angiotensina II.

7
Estimamos que esta mayor dificultad de incorporacién, po-
dria deberse a uno o mis factares, entre los cuales deberia tenerse
en cuenta la mayor camplejidad estructural de la molécula (estructura

terciaria), y el entarmo de los distintos residucs tirosinicos.

Si observamos el gréfico correspondiente a la figura II-5,
vemos que se alcanza un rendimiento porcentual maximo de 85 %, cuando
la proporcidn de nanoitomos - gramo de I / nanomoles de tirotrofina
es aproximadamente igual a 2. A partir de ese punto, el rendimiento
comienza a disminuir sustancialmente, y si bien el grado de iodacién
continfla en aumento, no lo hace en forma proporcional a la oferta de
ioduro, por lo que la incarporacién de una cantidad mayor de 1}-2510 se*
logra evidentemente con mas dificultad. )

Independientemente de la dificultad con que el ioduro pue-
de llegar a ocupar todos los sitios posibles en una cadena de amino-
acidos, cuya estructura resulta més compleja que nuestro caso origi-
nal de la angiotensina II, las evidencias nos hacen supaner que ante
diferentes situaciones, una primera instancia a coﬁsiderar, seri el
aunento del rendimiento de marcacién en funcién de la cantidad de
ioduro presente. Fs muy posible que la relacién de nanoitomos-gramo
de I /nananoles de la molécula considerada, necesaria para obtener
el mdximo de rendimiento, serd distinta para cada molécula a marcar
en particular, y por supuesto, estari supeditada a varios factores,
entre los cuales, quizds uno de los mis importantes, debe ser la ma-
yor o menor facilidad de introduccién del &tomo ex8geno, en las zonas
de las cadenas polipeptidicas donde se encuentran presentes los nd-
cleos tirosinicos. Al mismo tiempo, también es posible, como lo demues-

tra nuestra experiencia, que cuando dicha relacién es muy pequefia, se
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puede observar una zona de rapido crecimiento en la curva de rendimien-
to de marcacién. Esta hipftesis nos permite efectuar un anilisis crfiti-
co de un aspecto de los resultados obtenidos por Glover y Shepard (85).
Dichos autores sefialan la impartancia que tiene el cocnocimiento de la
131I, particularmente
cuando las mismas son utilizadas en la iodacién de hormonas proteicas,

actividad especifica de las preparaciones de Na

destinadas a radioinmuncensayo. Usando insulina como polipéptido de
referencia, logran establecer el rendimiento porcentual de iodacién en
funcién de la cantidad de iodo total presente, que a ’su vez estd cons-
tituida en cada caso por una cantidad fija de iodo rediactivo y por
cantidades variables de iodo no radiactivo. los valores asf{ obtenidos
entre 1 y 12 yug de iodo total, utilizando 50 g de insulina, se encuen-
tran alineados en una curva decreciente, similar a la zona de pendien-
te negativa del gréfico de nuestra figura II-5. Al(n cuando carecemos

de experiencia en la utilizacién de insulina como hormona a marcar,
podemos supcner que los valares de rendimiento obtenidos con menos de

1 pg de iodo total, podrian dar la indicacién de un crecimiento en la
zona inicial del gré&fico. Este anilisis, que no implica una critica al
trabajo de dichos autores (85), nos permite en cambio aportar una prue-
ba m&s en favor de la necesidad de generalizar las conclusiones concep-
tuales del presente capitulo.

Nuestros resultados, indicados en las figuﬁ% I:f'fs y II-6,
permiten deducir algunas consecuencias interesantes. Fn la zona de
rendimiento miximo, donde existe una relacién de 2 nanoitamos gramo
de I por nanomol de tirotrofina, el grado de iodacién es de aproxima-
damente 1.7. Teniendo en cuenta que el 50 % de la actividad se encuen-
tra en los hidrolizados, como diiodotirosina, y que la tirotrofina bo-
vina posee 10 residuos tirosinicos, se puede calcular que en el 4,25 %
de dichos residuos, se han incarporados 2 &tomos de iodo. E1 mismo
cdlculo demuestra que para 15.8 nanoitamos-gramo de I /nanamol de tiro-
trofina, que corresponde a un G.T. 5.85, ese valor se eleva al 23.4 %,
Dado que la proporcién relativamente elevada de residuos diiodados s
en la zona de rendimiento de marcacién méximo, podria eventualmente al-
terar el comportamiento de la hormona marcada, estimamos conveniente
eatablecer un compromiso entre el rendimiento de marcacién, y la pro-
porcién de residuos tirosfnicos diiodados. En este sentido, puede de-
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terminarse que para un rendimiento de marcacién aceptable, como ser
70 %, que se obtuvo con una relazién de 0.34 nanoitomos-gramo de T~/
nanomol de tirotrofina, el grado de iodacién es de 0.24, y solamente
el 0.2 % de todos los residuos tircsinicos que componen la molécula
se encuentra bajo la forma de derivado diiodado. Resulta 18gico admi-
tir que estas Gltimas condiciones permiten lograr una hormona marcada
més apropiada para su utilizacién posterior. De lo dicho hasta aqui
se desprende claramente que la relacién éptima entre el nimero de
dtomos de ioduro vy el nimero de moléculas de Dolipépt’ido, es indepen-

diente de la proparcién de Na1311 presente en el total de ioduro.

A pesar de que las conclusiones del presente capitulo se
extrajeron en base a experiencias en las cuales las proporciones de
ioduro radiactivo utilizadas fueron bajas, las mismas mantienen su
validez para marcaciones en las que se logran actividades especificas
elevadas. En este caso, se obtienen los mismos rendimientos para can-
tidades iguales de polipéptido, si se trabaja con actividades de 131
tales que, paralelamente, obliguen a disminuir, o en casos extremos
eliminar totalmente, el agregado de ioduro portador; todo ello con-
servando constante la cantidad de iodo total necesario para loprar

el resultado adecuado.

Si bien nuestro estudio abarcé moléculas de tamafo y com-
plejidad diferentes, los hechos nos inducen a pensar, que los efec-
tos observados probablemente se produzcan en la generalidad de los
casos, por lo que consideramos, que un estudio similar al nuestro
debe encararse para cada molécula polipeptidica en particular. Este
estudio debe incluir bésicamente:

1) la determinacién de la relacién éptima entre el nimero
de dtomos de iodo y el de moléculas polipeptidicas presente en la

reaccién.

2) la determinacién de la proporeién de residucs tirosi-
nicos mono y diiodados, frente al total de moléculas polipeptfdicas.
Lste dato resulta de interés ya que las evidencias dadas por otros
autores y nuestra observacién para el caso de la angiotensina, que
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demostraremos posteriormente, indican que la presencia de dos &tomos
de iodo en un mismo residuo tirocsinico puede disminuir significativa-

mente su actividad biolégica.

Independientemente de la impartancia que este fenémeno
adquiere para cada estructura en particular, nuestros resultados de-
muestran que la sola obtencién de un elevado rendimiento de marca-
cién, no es suficiente garantia para lograr un polipéptido marcado
con propiedades adecuadas a su utilizacién, sino que'deben tenerse
en cuenta otros factores como los mencionadcs anteriormente.

Finalmente, los resultados de marcacién de la angiotensi-
na IT y de tirotrofina bovina, que se encuentran tabulados, vy que

131I utilizadas a tiempos dife-

fueron obtenidos con soluciones de Na
rentes después de su preparacién, nos permiten extraer otra conclu-
sibén. Se demuestra, en efecto, que el "envejecimiento" de dichas
solucicnes radiactivas no tiene influencia significativa en el rendi-
miento y en las propiedades de las moléculas marcadas. Debe desta-
carse que estos resultados son validos, si las cantidades apropiadas
de soluciones de ioduro de potasio agregadas como portador, son pre-

paradas inmediatamente antes de su uso.
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CAPITULO IIT

MARCACION POR EL METODO DEL MONOCLORURO I'E IODO

III-1.- INTRODUCCION

Uno de los puntos de mayor interés a abardar en el estudio
de la marcacién de un polipéptido resulta, sin duda alguna, el conoci-
miento de su comportamiento cuando se intenta realizar la incorporacién
del elemento trazador a distintos valores de pH.

Evidentemente, la necesidad de este estudio surge de las di-
ferentes propiedades fisicoquimicas que la molécula pueda tener, segimn
las condiciones del medio en el cual la sustancia se encuentre.

En el caso particular de la angiotensina II, se conocen di-
versos trabajos referentes a la conformacién y propiedades fisicoquimi-
cas de la molécula en solucién.

En efecto, en el afo 1962, Smeby y col. (86), a través de es-
tudios de dispersién fptica rotatoria y espectroscopia ultravioleta, su-
girieron una conformacién tridimensional acorde con los datos fisicos
y biolégices disponibles (87)(88). A partir de estos resultades surge co-
mo importante la presencia de tres'gzupos funcionales esenciales para
la actividad bioldgica. Ellos son, el grupo carboxflico C terminal de
la fenilalanina, y los anillos arom&ticos pertenecientes a los amino&ci-
dos fenilalanina y tirosina. Paiva y Paiva (89)(30)y Paiva y col. (91),
lograron resultados esencialmente similares, si bien postularan que
otros residuos también son importantes para la actividad biolégica del
polipéptido. En base a tales estudios, podemos relacionar estas conclu-
siones con el hecho de que uno de los grupos esenciales citados, la ti-
rosina, es precisamente el residuo que se marca con iodo. La facilidad
de reaccifn del residuo tircsfnico con dichd elemento, depende de la
estructura polipeptidica de la molécula (80).

Es también conocida la influencia que ejercen las cargas de
los grupos amino y carboxilo vecinos a la tirosina, en la ionizacién
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del radical hidroxilo del nficleo fenélico (92), como asf{ también el he-
cho de que en determinadas condiciones (grupo amino y carboxilo no io-
nizados), el grupo tirosinico perteneciente a la molécula de angioten-
sina se camporta en forma similar a la tirosina libre (92).

Paladini y col. (93) y Huidobro y Paladini (94), determina-
ron en 1963 que la actividad presora y ocitdsica de la angiotensina,
se incrementa cuando las experiencias se realizan en un medio alcalino.
El primero de los efectos fue luego confirmado par Methot y col. (95),
La explicacién que con mayor probabilidad se adaptaba al fenémeno cb-
servado, radicaba en el cambio de la conformacidn espacial de la moldcu-
la, debida al medio.

Posteriormente, en 1968, Fernindez y ool. (96), siguiendo
la misma lfnea, estudiarcn la molécula de angiotensina II en solucio-
nes de distinto pH, con el fin de determinar los cambios confarmacicna-
les que la variacién del pH trae aparejada. Los resultados de estos
trabajos aportan algunas conclusiones importantes para los fines de
nuestro estudio. Dado que el polipéptido se encuentra cano mondmero a
cualquier valor de pH (91)(93),las variaciones en las dimensiones mo-
leculares deben ser atribuidas a otros factores distintos de los de
asociacién. La explicacién més razcnable es que se producen variaciones
en las interacciones electrost&ticas entre las cargas de la molécula.
En efecto, las formas m8s compactas se logran por la interaccién de
las cadenas laterales de los residuos de tirosina y fenilalanina.

Una variacién considerable de la conformacién espacial coincide con
la ionizacién del grupo fenblico del residuo tircsfnico.

Todos estos puntos en cuestién nos han inducido a estudiar
la marcacién del polipéptido a diferentes valores de pH, no ya para
canocer las condiciones de mejor rendimiento de la operacién, sino
esencialmente para dilucidar, cudl es en cada caso la proporcién de
las distintas especies marcadas que se obtienen.

Para ello, se realizaron diferentes marcaciones de angioten-
sina IT utilizando camo isétopo trazador el 125I—, mediante aplicacién

del método del monoclaruro de iodo, de acuerdo a los lineamientos gene-
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rales de la técnica establecida por Springell (97). E1 método de refe-
rencia nos permitié determinar los porcentajes de moléculas mono y
diiodadas, para diferentes grados de iodacién, trabajando en valores
de pH 2.0, 5.0, 7.4 y 9.0,

Cabe aclarar que los cuatro valores de pH elegidos confor-
man un amplio rango dentro del cual entendemos que las modificaciones
que se producen en la incarporacién del iodo, son fundamentales y en
cierta medida concluyentes.

En particular, las marcaciones con monocloruro de iodo a
pH 7.4, fueron realizadas con el doble propsito de observar, por un
lado el camportamiento a valor fisiolégico, y por el otro lado correla-
cicnarlo con los resultados que se obtuvieron en las marcaciones por
via electrolftica (ver Capftulo IV), para las cuales se tratd de respe-
tar dicho valor de pH.

I1I-2.- PARTE EXPERTMENTAL

La iodacién de sustancias de estructura polipeptfdica, se
realiza generalmente entre los rangos de pH § a 10. Sin embargo, exis-
ten trabajos en los cuales el procedimiento de marcacién se realiza
a valores de pH més 4cidos (98). En efecto, uno de los métodos enuncia-
dos por Ramachandran (98) en su extenso estudio del praoblema es el que
se funda en la gran facilidad con que el hipoiodito actfia camo agente
iodante del fenol, o del grupo fenélico perteneciente a una molécula
més grandes.

J"’"’(’:“?i

L
Aprovechando esta propiedad, Mc Farlane (68) propuso la pre-
paracién del 131IC1 y su utilizacién en la marcacién de protefnas.
Pn lineas generales, el monocloruro de iodo puede ser pre-
parado de acuerdo a la siguiente reaccién qufmica: s

2KI+ KO, + 6 HQ—>»3 IC1 + 3 KC1 + 3 H.0 (TII-1)

3 2

En solucién acuosa dilufda de pH alcalino, el monocloruro
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de iodo pasa a &cido hipoiodeso, de acuerdo a la reaccién citada por
Helmkamp y col. (99):

ICL + Na®H——Na C1 + IOH (I11-2)

Subsecuentemente, el IOH reacciona oon el residuo tirosi-
nico (98) (99), siguiendo la reaccién:

I
18 + HO(O)R—>H,0 + Ho (O)R (I11-3)

IOH + HO@R-—-—N{ZO + HO {§}R (III-4)

En solucién &cida, el ICl actuaria como agente iodante del
residuo, seglin las siguientes reacciones (17):

- + 1
el + HO(QQ)R—>C1” + H + HO O)R (1I1-5)
| I
L+ H0<L<_S>R —>a” + H  + 1 (O)R (III-6)
I
Para la utilizacién como trazador radiactivo, el Blinoel

125ICl, se obtiene agregando la correspondiente sal sédica del isétopo

radiactivo a la solucién clarhfdrica dilufda de ICl. la formacién de
131101 o 13110}1, ocurre por una reaccién de intercambio esponténea (100).
Con el agregado inmediato de esta solucién a la del polipéptido, se -
obtiene la incorporacién del iodo en el residuo tircsfnico. Este Glti-

mo paso lo hemos realizado en nuestras marcaciones de angiotensina II,

manteniendo la hormona en las siguientes soluciones reguladoras:

a) 1 M glicina - 1 MHC (pH 1 - 3)
b)1MCH3('D0H-1M(H3(DONa(pHH-5)
) 1 MKHPO, - 1 M NaOH (pH 6 - 7)

10)

d) 1 M glicina 1 M NaOH (pH 8
La proporcién de los camponentes en cada mezcla reguladora

fue variada, tal cual lo indica Springell (97), con respecto a la que

oportunamente recomendara Britton (101),a fin de evitar la elevada
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concentracién salina.
III-2-1,- MATERTAL
ITI-2-1-1,- APARATOS
Agitador magnético Fisher de Fisher Scientific, U.S.A.

Fuente de poder Clinicol con capacidad de variacién de la
diferencia de potencial entre 200 y 500 V.,

CQuba de electrofaresis Celogel de Milano, Italia, con puen-
te de 18 centimetros de largo.

Cubas de vidrio de 30 cm x 60 on ocon soporte de acero inoxi-
dable para cromatografia descendente.

Estufa de cultivo calibrada a 37° C.

Detector de radiacién gamma compuesto por:

a) Sonda preamplificadora y cristal de ioduro de sodio (T1)
de 2 x 2 pulgadas, con "geometria de pozo" de 0.15 on x 0.40 am.

b) Espectrémetro Gamma monocanal Nuclear, modelo S.F.P,

ITI-2-1-2,- REACTIVOS: Todas las drogas utilizadas fueron de pureza
"pro-andlisis":

- Solucién reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.4,
Su preparacién fué detallada en el capftulo II.

- Angiotensina II sintética de CIBA, Basilea, Suiza.

- Solucién de *2°T provista por CEA-C.E.N.-SORIN

(caracteristica de catflogo S-4) de Francia.

- Solucién reguladora glicina 1 M - HC1 1 N.
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Solucién reguladora §cido acético 1 M-acetato de sodio
1M,

Solucién reguladora fosfato monopotdsico 1 M-NaO'l 1 N.

Solucién reguladora glicina 1 M - NaOH 1 N.

Solucién reguladora de vercnal - acetato de sodio - &ci-
do acético 0.1 N pH 8.5,
Su preparacién fue detallada en el capftulo II.

- Solucién reguladora tris-&cido maleico-NaOH pH 8.2.
Su preparacién fue detallada en el capitulo II.

- Pronase en solucién reguladora tris-&cido maleico-NaOH
pH 8.2,
la solucién de pronase se prepara de forma tal de respetar una concen-
tracién relativa de 100 ug/mg de angiotensina.

- Metilmercapto - imidazol. Solucién 22 % p/v.
Su preparacién fue detallada en el capitulo ITI.

- Butanol saturado con acido acdtico 2 M (2 : 1),
Su preparacién fué detallada en el capftulo IT.

- Piridina - 4cido acStico 2 M (8 : 2 v/v).
- 2,4,6 collidina - &cido acético 2 M (8 : 2 v/v).

- Resina de intercambio iénico Dowex 1 - X 8: 100-200 mesh:
forma cloruro.

Como ya hemos sefialado anteriormente, las citas dadas en es-
te punto para la preparacién de las soluciones reguladoras que se emplea
ron al solubilizar la hormona a diferentes valores de pH, ocorresponden
a Britton (101) y Springell (97).
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I1I-2-2.- METODO
IIT-2-2-1,- PREPARACION DE MONOCLORURO DE IODO

Dado que en esta etapa de nuestro estudio, uno de los fac-
tores mis impartantes a tener en cuenta es la correcta utilizacién
del reactivo iodante, hemos creido conveniente detallar la preparacién
de la solucibn valorada, su purificacién y utilizacién,

Puesto que la preparacién de ICl puede lograrse teniendo en
cuenta la ecuacién ITI-1, la solucién de ICl1 0.02 M en NaCl 2 M se
prepara de la siguiente manera:

0.5550 g de KI (equivalentes a 0.00334 moles) se disuelven
en agua destilada fresca, junto a 0.3567 g de K10, (equivalentes a
0.00167 moles) y 29.23 g de NaCl. A esta solucién se le adicionan 21 ml
de HCl concentrado (D = 1.18), y se completa finalmente con H,0 desti-
lada hasta un volumen total de 250 ml. Dado que la masa total de KI in-
corporada es ligeramente superior a la que estequiométricamente corres-
ponde para reaccionar con el }GIO3, y teniendo presente que comunmente
el NaCl trae como impureza una pequefia cantidad de ioduro, la solucidén
asf preparada de ICl contiene una pequefia cantidad de iodo libre.

Visto que nuestro interés consisti® en obtener marcaciones
con distintos grados de iodacién, y que ello depende de la cantidad
de ICl utilizado (o sea del contenido cuantitativo de iodo en el medio),
fue necesario eliminar aquella pequefia cantidad de iodo libre. Para
ello se purificd la solucién mediante sucesivas extracgi%%ﬁes con tetra-
cloruro de carbono, hasta que la fase correspondiente al solvente orga-
nico se separd incolora. En la préctica, generalmente es suficientte
efectuar 5 extracciones con porciones de 10 ml de CCl, por vez. luego
de una cuidadosa separacién de la (ltima fraccibén de solvente, se bur-
bujed en la solucién una corriente de aire saturada con vapor de agua,
con el objeto de volatilizar el remanente (suspendido y disuelto) de
CCl,. Eventualmente, para asegurarse la total eliminacién de trazas de
iodo residual, puede también aerearse la solucién por algunas horas.
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La molaridad exacta de la solucién de monocloruro de iodo
se determin en una alfcuota de la misma, agregéndole un exceso de
KI y titulando el iodo que se liber$, mediante una solucién patrén de
tiosulfato.

Una solucién preparada en estas condiciones, canservada al
abrigo de la luz y en refrigerador, mantiene su molaridad sin variacio-
nes significativas durante 6 meses.

La prepairacién asi detallada respeta los lineamientos dados
por Helmkamp y col. (99). |

IIT-2-2-2,- TECNICA DE MARCACION

Como hemos dicho anteriormente, nuestras experiencias fuercn
realizadas marcando la angiotensina II disuelta en soluciones regulado-
ras de diversos valares de pH, y con diferentes grados de iodacién.

La solucién de monoclaruro de iodo utilizada en cada experien
cia fue obtenida realizando previo a su uso, una dilucién al décimo con
NaCl 2 M,

Un experimento tfpico con esta t8cnica consistid en disolver
0.1 mg de angiotensina en 0.5 ml de solucién reguladora (elegida de
acuerdo al pH de interés). A continuacién, se adiciond agua destilada
y manocloruro de iodo hasta un volumen total de 1 ml, El 125INa se mez-
¢ld con el ICl, inmediatamente antes de su incarporacién a la solucién
regulada de angiotensina. Al cabo de 5 minutos, la reaccién se interrum-
pid agregando una cantidad fija y en exoeso de tiosulfato de sodio.
En nuestro caso, 0.1 ml de una solucién 1 M de Na2S20l+ fue suficiente.
A continuacién, se separ$ una alicucta a fin de determinar mediante
electrofaresis en papel, el rendimiento del proceso, de acuerdo a la re-
lacién eiaggre la actividad de 12°T incorporada a la hormena y la activi-

dad de I remanente en forma de ioduro.

. t .
Finalmente, la angiotensina iodada se eluy$ a través de una
columa de resina Dowex 1 - 8, 100 - 200 mesh, en forma cloruro, con
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el objeto de eliminar el ioduro residual.

III-2-2-3.- DETERMINACION DE RESIDUOS TIROSINICOS MONO Y DIIODADOS
(MIT Y DIT)

La evaluacién de las proporciones en que se encuentra cada
especie iodada al final de la marcacién, se realizd por separacién cro-
matogrdfica de los residucs monoiodados y diiodados, obtenidos luego
de la hidrélisis enzim&tica, siguiendo la t8cnica detallada en el capi -~
tulo anterior.

Es importante recalcar que, debido al tipo de marcacién rea-
lizada y los distintos valares de pH a los cuales se encontraba disuel-
ta la hormona, hemos analizado no solamente la presencia de residuos
tirosfnicos marcados, sino también la eventual existencia de otros resi-
duos , primordialmente la monoiodohistidina o la diiodohistidina. Ambas
especies poseen ciertas posibilidades de farmacién cuando se efectia
la marcacién en medio de alcalinidad elevada. Para ello, junto a las
cromatograffas del material hidrolizado, efectuadas usando camo solven-
te el sistema n-butanol saturado con &cido acdtico - 2 M, también efec-
tuamos cramatografias descendentes durante 16 horas en papel Whatman
N° 1, con los solventes piridina, &cido acftico 2 M y collidina - &cido
acdtico 2 M.

ITT-3.- RESULTADOS

III-3-1.- INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA VELOCIDAD DE FORMACION DE MONO Y
DITODOANGIOTENSINA

Como ya fue dicho al detallar el método empleado para la
marcacién ocon ICl, todas las experiencias fueron realizadas mantenien- *
do constante la cantidad de hormona y el volumen total de la mezcla .
reaccionante. Utilizando vol(menes crecientés de la solucién valorada
de monocloruro de iodo, fue posible obtener distintos grados de ioda-
cién y poder relacionar los mismos con los diferentes componentes io-
dados encontrados.
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El método ariginal, de acuerdo a Mc Farlane, permite obte-
ner rendimientos supericres al 60 %. Con el objeto de calaular la can-
tidad de monoclaruro de iodo que utilizamos en cada experiencia, hemos
fijado "a priori", la cbtencién de un rendimiento del 60 % y hemos re-
producido las condicicnes de cada experiencia 10 veces. Fllo nos permi
ti6 obtener valores promedio de grados de iodacién, dentro de Zmbitos
de variacién estrechos y una dispersién relativamente pequefia.

Afn cuando los grados de iodacibn calculades abarcaron una
serie de valores continuos, el n{mero de experiencias realizadas nos
permiti§ ordenarlos entre 0.20 + 0.01 y 1.80 + 0.09 en rangos de 0.20,
y despreciar los datos intermedios.

Trabajando en los pH fijados, en casi todas las experien-
cias el parcentaje de demvados iodados de la histidina fue préctlca-
mente insignificante. Solamente a pH 9.0, su 1nf1uenc1a adqulere cier—
ta importancia. En efecto, {micamente*cuando las mapcacnones fueron
realizadas solubilizando el polipéptido en.rvegulador glicina - NaGH,
hemos podido observar,-de acuerdo a los rendimientos obtenidos, valo- *
res de gr*ado de 1odac:.6n superiores a 2. Debemos recordar que éste de-
berfa ser el valor m&x.lmo al que se puede llegar en la marcacién de
la anélotensma I, si solamente se enoontnase involucrado el grupo
fen8lico- del residuo tn*osimoo o

n £

'

En-la flgura IIT-1 pueden observarse los vesultados de ur;a
expeme.nc:.a realizada de “‘acuerdo a la técnlca de‘tallada. Es evidente ,
que la actividad poroentual de mnomdotlmsma‘—‘ varfa en func16n de
la cantidad de iodo mccr'ponado.,al pohpép't:do, y al valor del pH de
la solucién. Para un grado de 1od§c.16n determinado, la actividad por-
centual de MIT se hace mfnima a pH apraximadamente neutro.

Aunque el anflisis "in extenso" del método electrolitico
seré efectuado en el capitulo siguiente, hémos creido interesante in-
cluir en esta figura la experiencia recogida en marcaciones efectua-
das a 100 pA. De esta manera podemos ver que, en primera instancia,
tanto el método electrolftico que se realiza a pH 7.4, camo el método
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del monocloruro de iodo efectuado al mismo valor de pH, presentan mo-
dificaciones en los porcentajes de MIT relativamente similares. Ello
nos permite deducir que, al mencs desde el punto de vista fisicoquimi-
co, no existen variaciones que puedan relacionarse con la metodologfa
aplicada, cuando se reproducen las condiciones de pH del medio. '

Asmet quimico pH2
met quimico pHS
met electrol pH74
A o Act. MIT +* =met quimico pH74
8 -met quimico pHY

ol | >
. 1 2G1

Figura ITI-1: Actividad porcentual de monoiodo angiotensina
(% Act. MIT) en funcién del grado de iodacién
(G.I.) para diferentes valores de pH.
En la tabla III-1 estin representados los rendimientosfﬁe
angiotensina monoiodada y diiodada (MIA y DIA respectivamente), con
el incremento del grado de iodacién para diferentes valores de pH,
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tomando el conjunto de los resultados logradoes.

iodadas (angiotensina monoiodada + diiodada).

Los valores estén expresados como el porciento de moldcu-
las de angiotensina monoiodada o diiodada, en el total de moléculas

TABLA III-1

RENDIMIENTOS DE ANGIOTENSINA MONOIODADA Y DITODADA OON EL -
INCREMENTO DEL GRADO DE IODACION PARA DIFERENTES VALORES
DE pH

GRADO DE TODACION

RENDIMIENTO DE ANGIOTENSINA IODADA

2.

pH 2.0 pH 5.0 pH 7.0 pPH 9.0 -
MIA DIA | MIA DIA | MIA DIA MIA DIA
0.20 + 0.01 91.3 8,7 | 91,3 8.7 | 80.5 19.5 | 95.0 5.0
0.40 + 0,02 85.1 1u4.9 | 86.8 13.2 | 75.8 24,2 | 90.3 | 9.1
0.60 + 0,03 ) 78.3@:21.6 81.8 18.2 “70.5 29.5 £85.3 1y,7|
0.80 + 0.0u 71.0 29.0 | 74,4 25,6 | 64,7 35.3 | 79.4° 20.6
1.00 + 0.05 62.7 37.3 | 67.1 32,9 56:1 43.9 | 73.4 26.6
1.20 + 0.06 55.2 44,8 | 59,2 40.8 | 46,7 53.3 | 65.2 34,8
1.40 + 0.07 47.5 52.5 50.0 50.0 } 36.5 63.5 | 53.9 Wu6.1
1.60 + 0,08 37.5 62,5 40,5 59.5 } 25.0 75.0 | 42.5 57.5
1.80 + 0.09 21.8 7?.2¢ 26.4 73.6 | 12,9 87.1 | 28,2 71.8

El efecto del pH es el esperado, si el grupo tirosinico en

la angiotensina II es accesible al iodo y los residuos adyacentes no

ejercen efecto alguno en la iodacién. la interpretacién de estos resul-

tados ser§ discutida a continuaeién.
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ITI-4,- DISCUSION

Mediante la utilizacién del monocloruro de iodo camo agen-
te iodante, preconizado originalmente por Mc Farlane en el afio 1958,
hemos logrado estudiar las diferentes condicicnes en las cuales se
produce la marcacién de una molécula polipeptidica pequefia, analizan-
do al mismo tiempo la variacién de la reactividad del residuo tirosi-
nico, al modificarse las condiciones del medio en el cual se la ha
solubilizado.

Dado que el proceso de iodacién de la tirosina, ocurre a
través de una unién electrofilica del iodo al anién tircsfnico
(R - @-0') , Se puede afirmar que la reactividad de dicho anién se-
rd funcién de su concentracién y por lo tanto seré dependiente del
valor de pKy, carrespondiente a la disociacién del hidroxilo tirosf-
nico.

Lla dependencia debida al pH, encontrada en la distribucién
del iodo en las formas monoiodoangiotensina y diiodoangiotensina, pue-
de ser interpretada en base a la variacién del PKyy Provocada por la
introduccién del iodo en el residuo tirosinico.

Los valores de pKoH de las tres formas posibles, o sea ti-
rosina libre, monoiodotirosina (MIT) y diiodotirosina (DIT) como amino-
&cido libre, son respectivamente 10.13 (102), 8.20 (103), y 9,36 (104).
Todo el proceso puede ser interpretado, en consecuencia, teniendo en

cuenta la ecuacién de Henderson-Hasselbach. De acuerdo a la misma tene-

X
PH = pK 4y * log 1-?[?()[—] (I11-7)

mos que:

b

donde: [a] expresa la concentracién de la fraccién disociada de la
sustancia en estudio.

[b] expresa la concentracién de la fraccién no disociada de

la misma sustancia.



84

La ecuacién III-7 puede también expresarse de la siguiente
manera:

pH = pK [a] + log x (b) - log % (a) (IT1-8)

De acuerdo con estas ecuaciones, tanto la concentracién de
la forma disociada de la tirosina libre y de la monoiodotircsina, se
encuentran influenciadas en farma directa, por el valér del pH al cual
se realiza la experiencia. En particular, entre los valares de pH 6.2
y 8.1, la relacién entre las foarmas reactivas MIT - 0° y TIR-0~ es tal
que favorece al miximo el proceso:

MIT + I,——>DIT + I (ITI-9)

2

En cambio, por encima de pH 8.2 la reaccién:

TIR + I,—> MIT + I~ (ITI-10)

2

comienza a actuar en forma competitiva con la precedente.

En este caso, la velocidad relativa de formacién de monoio-
doangiotensina y de diiodoangiotensina debe considerarse solamente de-
pendiente del PKyy de la angiotensina y del monciododerivado respecti-
vamente, puesto que la iodacién se realiza cuando el residuo se encuen-
tra en la forma de fenato.

Si se supone que el camportamiento de la TIR-4 es equivalen-
te al de la tirosina libre, los valares de PKoy de la angiotensina II
y de la monalodoangiotensina I son respectivamente 10.13 y 8.20.

El valor real del pKOH de la angiotensina II corresponde a
10.04 (91): este hecho indica que la tirosina, en la molécula de angio-
tensina IT, tiene un comportamiento comparable al de la tirosina libre,
cuando los grupos amino y carboxilo no se encuentran ionizados.

Es evidente que la concentracién relativa de la forma fenato



85

de la monaoiodoangiotensina, con respecto a la forma fenato de la angio-
tensina, resulta ser mayor a pH 7.4 que a pH 9. Esto favorece la forma-
cién de mayores cantidades de angiotensina diiodada cuando la reaccién
se efect@la al valor de pH fisiolégico que cuando se la realiza a pH 9,
cosa que, en nuestro caso, pudo ser demostrada en forma experimental.

En cambio, a bajos valores de pH, la diferencia entre el pK

OH
formas no iodadas y monoiodadas de angiotensina afectard la reaccién

de las

de iodacién de manera mencs notoria. Sin embargo es evidente que los
valores de pH camprendidos entre 7 y 8 son menos favorables, si se de-
sea cbtener una molécula marcada con el menor porcentaje de formacién
del derivado diiodado.

Ello hace imprescindible el estudio exaustivo de las condi-
ciones de operacién y el control de la marcacién de forma tal de evi-
tar, o al menos minimizar en lo posible, la formacifn del derivado di-
iodado que, como veremos en el proximo capitulo, act(a en forma nega-
tiva cuando se quiere utilizar la hormona marcada en experiencias bio-
légicas.

Una de las posibles altermativas, en ese caso, consiste
en efectuar la marcacifn en un medio alcalino.

Los resultados del anilisis cromatogréfico de las muestras
hidrolizadas, realizado con el fin de poner en evidencia la presencia
de 125I-—angiotensina marcada en el residuo histidinico, deméstran
que en las condiciones de reaccién preestablecidas, la reactividad de
dicho residuo no es significativa comparada con la reactividad del re-

siduo tirosfnico.

A pesar de que la fraccién de iodo presente en el residuo
histidinico se incrementa con el aumento del valor del pH (105)(106),
es sabido que la reactividad y facilidad de unién del iodo a dichos
residuos no estin solamente influenciadas por factores de conforma-
cién e interacciones electrost&ticas, sino fundamentalmente son depen-
dientes de las propiedades intrinsecas del residuo (107).

Es importante sefialar que todo este comportamiento es una
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consecuencia directa de las propiedades de las hormanas polipeptidicas
que oontienen grupos tirosfnicos, con poca o ninguna relacién estructu-
ral con su entarno.

En proteinas de estructura m&s campleja, la iodacién a valo-
res de pH lejanos a la neutralidad puede inducir a una desorganizacién
estructural irreversible, cono consecuencia de la introduccién del &to-
mo de iodo en un residuo tirosinico que se encuentra parcial o totalmen
te protegido, cuando la iodacién se realiza a pH cerdano a la neutreli-
dad.
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CAPITULO TV

QOMPORTAMIENTO BIOLOGIC) DE LA IODOANGIOTENSINA II
SU _PREPARACTON POR EL METODO ELECTROLITIQ0

IV-1,- INTRODUCCION

Camo ya hemos sefialado can insistencia, las propiedades bio-
16gicas de la mayor parte de las protefnas sufren una progresiva modi-
ficacién a medida que crece la cantidad de iodo unidd al o a los resi-
duos de tirosina (108) (109) (72).

El control de las propiedades biolégicas de las protefnas
marcadas demuestra que en algunos casos la iodacién parece no modificar
las propiedades fundamentales de la protefna. En realidad, camo canse-
cuencia de todo lo dicho sobre el parthular hasta el mcmento podemos
deducir que estos resultados deben ser aceptados on suma reserva. El
problema se presenta 1ndudablemente diffcil, desde el momento que la -
distribucién del iodo en la molécula de proteina probablemente no es
unifoarme. Ello significa que en una preparacién, por ejemplo de albi-
mina iodada con un grado de iodacién medio de uno, existen en realidad
moléculas que contienen cero, uno o m&s &tamos de iodo. En general de-
bemos admitir que, para el caso de protefnas iodadas, varios factores
concurren para provocar una modificacién en el comportamiento de la
misma. Entre ello figuran la oxidacién de grupos biolgicamente signi-
ficativos, distribucién despareja de iodo, desnaturalizacién de la pro-
tefna provocada en o por el ambiente en el cual se desarrolla e]‘, pro;
ceso de marcacién. También debemos tener en cuenta que, tal camo se de-
duce de la bibliograffa existente, en muchos casos los métodos utiliza-
dos para la iodacién resultan con frecuenci%_;:g’;mproducibles (210).

En alguncs casos, al efecto oxidativo propio"%él lodo elemental se agre-
gan otros debidos par ejemplo al reactivo oxidante.

Debemos tener presente también el inconveniente que trae
aparejado la distribucién no uniforme del iodo en la molécula marcada.
Este fenfmeno es tanto més probable cuanto mayor es el nfmero de nficlecs
trosinicos presentes y también cuanto més similares son las asequibi-
lidades de los diferentes nficlecs de una misma molécula. En este caso,
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el problema suele minimizarse si se mantiene la incarporacién de iodo
a la protefna en un valor pequefio, con 1o cual resulta evidente que
en el control de las propiedades biolégicas del compuesto marcado las
variacianes que se observan pueden no tener mayar significado.

También es interesante hacer notar la poca confianza que
puede atribuirse a los andlisis fisicos o fisicoquimicos habituales,
ya que éstos, en general, solamente permiten revelar alteraciones de
la molécula entera y no las que se producen en la zona ocorrespondien-
te al sitio activo, lo que implica la modificacién radical del campor-
tamiento biol6gico de la protefna.

Sin embargo, los métodos analfticos clésicos adquieren ma-
yor significado a medida que la estructura molecular resulta menos
canpleja. Es asi que en pequefias moléculas polipeptidicas, poseedoras
de pocos grupos funcionales, la influencia de la modificacién de cier-
tos residucs scbre la actividad bioldgica puede estudiarse en mejores
condiciones que en el caso de proteinas de peso molecular elevado, cu-
ya configuracién estructural es més compleja debido a la disposicién
espacial y/o a su canformacién molecular.

Basdndoncs en estos antecedentes, podemos estructurar un
estudio funcianal del problema en dos importantes anilisis:

a) medida de los efectos qufmicos y ffsicos provocados por
el fendmeno de iodacién y, en los casos posibles, valaracién del grado
de no unifarmidad de la distribucién del iodo en la estructura molecu-
lar,

b) cuantificacién del comportamiento bioldgico del polipép-
tido iodado, valiéndose para ello de métodos bioldgicos suficientemen-
te precisos y significativos en 1o que a reproducibilidad de resulta-

dos se refiere.

La relacifn que se obtiene en los resultados experimenta-
les surgidos de estos dos grandes enfoques deberfa permitimos estable-
cer qué fenémenos, debides a la iodacién, son realmente responsables
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de las alteraciones en las propiedades biolégicas y, en definitiva,
entre qué limites resulta admisible considerar a la molécula iodada
como un verdadero indicadar del correspondiente polipéptido nativo.

El estudio experimental indicado en el punto a), se puede
realizar utilizando el método de marcacién propuesto por Rosa (111)
y Rosa y col. (112). El1 fundamento del método cansiste en provocar
la electrdlisis en una solucién de ioduro de potasio,’marcado can io-
do radiactivo, en presencia del polipéptido.

Este método permite la liberacién de cantidades de iodo
perfectamente controladas por medio de una corriente de electrdlisis
canstante sobre una solucién de KI, en la cual se encuentra solubili-
zada la proteina. El agente de iodacién es espec{ficamente el I su
concentracién en la solucién, en cada instante, puede ser regulada
por un sencillo control de la corriente administrada; de esta manera
puede evitarse la presencia de un agente oxidante. Puesto que la oxi-
dacién en el &nodo de iones ioduro puede lograrse ocon’ altos valores
de carriente, incluso en soluciones de KI extremadamente dilufdas,
este método permite la preparacién de proteinas marcédas_,y de alta acti-
vidad especifica, con un pequefio contenido de iodo.

A , ' ey

Quando se emplean muy pequefias cantidades de iodo, hgchg
qQue ocurre en la generalidad de los cascs en que se: preparé;?apmteinas
marcadas, la iodacién se efectfia predominantemente en el o los resi<”
duos tircsfnicos m&s accesibles de la molécula proteica: sin embargo,
otros resitiids, tales como cistina y cistefna, puec.ienﬂ:enc;ontr\ame com-
prometidos en el proceso axidativo. E1 método elect:rol_iticfc;, al permi-
Jtir una estricta regulacién de la cantidad de ,1:odo elemental en contac-
to con la protefna, disminuye a} méximo esta consecuencia lateral de
la reaccién. *

Indeﬁendientemente de la cantidad total de ioduro presente
en la solucién, I;ana un tismpo dado, la cantidad de iodo liberado en
el &nodo, que camo dijimos anteriormente es funcién de la corriente’
aplicada al sistema, nos permite calcular el comportamiento ideal de
marcacién, frenando la reaccién en el mamento en que teéricamente su-
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ponemos haber obtenido el grado de iodacién deseado.

Resumiendo, las principales ventajas que presenta el méto-
do son:

1) la formacién de iodo elemental en la solucién puede
ser controlada a travds de la corriente de electrélisis.

2) quedan excluidos del procedimiento de marcacién los
oxidantes quimicos que generalmente son utilizados para liberar iodo
elemental a partir de la solucién de ioduro. Cabe recordar al respec-
to los medios originales propuestos por diversos autores' para lograr
el proceso oxidativo del iodo: K10, (113) (114), &cido nitroso (108),
peréxido de hidrdgeno (115), persulfato de amonio (116) 'y cloramina-
T (117). Desafartunadamente, en todos estos métodos de marcacién, el
agente oxidante se encuentra en contacto directo con la solucién que
contiene el polipéptido a marcar y es capaz por si mismo de provocar
los fenémenos de desnaturalizacién antes mencionados.

3) la concentracién de KI que se utiliza puede variarse
en relacién a la concentracién de ioduro radiactivo, .a fin de cbtener
actividades especificas preestablecidas para el producto marcado fi-
nal.

4) la iodacibén de la sustancia a marcar se realiza entre
valores de pH 6 a 8, y en presencia de medio salino fisiolégico, con
lo que nos encontramos en condiciones similares a las de los fluidos
biolégicos.

2
]

Con relacidn al punto 1) es interesante aclaftar que el con-
trol de la formacién de iodo elemental nos permite evitar el incremen-
to de concentracién del mismo, con 1o cual se eliminan pricticamente
las reacciones secundarias de oxidacién que aparecen cuando la rela-
cibén entre la cantidad de iodo elemental y polipéptido presente es
myy superior a la unidad (118).

Es interesante destacar que la utilizacién de la angioten-

5
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sina II en el estudio de este procedimiento de marcacién, obedece. en
primer lugar al hecho de conocerse perfectamente su estructura, por
lo que es posible tamarla como modelo de 1o que acontece con un poli-
péptido de bajo peso molecular y estructura simple: en segundo lugar,
y éste es quizés el motivo mis importante, estd demostrado que su re-
siduo tirosfnico es esencial para que la molécula tenga actividad hor-
monal. Finalmente, el tercer detalle a tener en cuenta es que existen
algunas observaciones anteriores acerca de la influencia de la ioda-

cién sobre la actividad bioldgica de la angiotensina.

Con respecto al primer motivo, podemos mencionar que los
estudios efectuados hasta el presente por varios grupos de autores,
-han permitido no solamente su aislamiento de flufdos bioldgicos (119)
(120) (121), sino también la dilucidacién*de su estructura y conforma-
cién (86) (91) (92) (96) (122),

Fn cuanto a su actividad hormonal, Riniker (123) ha hecho
un exhaustivo estudio relacionando la estructura quimica con el com-
portamiento bioquimico de la angiotensina IT: por otra parte Bumpus
y Smeby (124) han establecido claramente la relacibn entre estructura
y actividad biolégica. Resulta significativo hacer notar que gran par-
te de estos trabajos, al igual que el que nosotros encaramos, han si-
do realizados gracias a la posibilidad de obtener el polipéptido por
via sintética y por la similitud del comportamiento entre éste y la
harmona natural,

El tercer aspecto que fué tenido en cuenta, estd basado en
las observaciones hechas por Barbour y Bartter (125), Wolf y col. (126),
y Mendlowitz y col. (127). A pesar de que en dichos trabajos el princi-
pal objetivo ha sido la preparacién de angiotensina marcada para la
investigacién metabblica, la atencién puesta en el control de la reac-
cién de iodacién no parece suficiente, con lo que se descuida un impor-

tante aspecto del problema.

Es en base a todas estas consideraciones que hemos estudia-
do la obtencién de angiotensina IT iodada bajo diferentes condiciones,
comprobando al mismo tiempo, la alttividad biol8gica de las distintas
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especies quimicas as{ formadas.

Por Gltimo, cabe tener en cuenta que existe una serie de
moléculas polipeptidicas de pesos moleculares y cantidad de aminodci-
dos similares, que poseen todas determinadas funciones hormonales.

De alguna manera el conocimiento del camportamiento de la angiotensi-
na IT marcada pretende ser, si no un modelo, al menos un ejemplo ini-
cial de ofmo deben estudiarse y cuales son las consecuencias que se
observan cuando se quiere disponer de un campuesto polipeptidico con
funcién hormonal, marcado con iodo, para ser utilizado en experimen-
tacién clinica o bioquimica aplicada.

En cuanto al estudio experimental indicado en el punto b),
es posible realizarlo si se encuentra, para el campuesto activo que
se quiere analizar, un mftodo que nos brinde variaciones significati-
vas en relacién a los cambios provocados a la sustancia en estudio.
Al respecto existen diverscs mecanismos para cuantificar bioldgicamen-
te la harmona en solucién. Entre los primeros métodos experimentados,
figuran los que se basan en la variacién de presién sangufnea produci-
da al administrar, por via endovenosa, angiotensina II en diferentes
animales de experimentacién. Asf{ podemos encontrar los trabajos de
Shipley y Tilden (128) o de Skeggs y col. (129) utilizando ratas, y
los de Page y Helmer (130) o Valle y col. (131) en los que se usan
gatos. Otros autores demuestran estrecha concordancia entre el nivel
de angiotensina y la secrecién de catecolamina por parte de las gléndu-
las adrenales (132),

Finalmente, encontramos también los métodos que se basan
en la cantraccién del misculo liso aislado. Al respecto, se han ensa-
yado segmentos de mfisculo liso de distintos érganos y de distintas es-
pecies animales (133) (134) (135) (136) (137). De todos los métodcs
sefialados en estos trabajos, el (ltimo demuestra que el misculo de
Gtero de rata es el mis sensible pero no es especifico. (on el fin
de minimizar esta falta de especificidad, Regoli y Vane (138) han
encontrado que ciertas porciones de intestino de diversas especies a-
nimales responden con gran sensibilidad a la accién del polipéptido
hormonal, al tiempo que se puede cbservar una buena diferenciacién
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en la accién de compuestos andlogos. En efecto, bajo las condiciones
en que se efectfian los ensayos, la porcién de drgano aislado es sensi-
ble a la angiotensina, pero relativamente insensible a la S-hidroxi-
triptamina, histamina y otras sustancias presentes en la sangre. Al
mismo tiempo las bradikininas y catecolaminas no interfieren en el en-
sayo can angiotensina.

Todas estas consideraciones son de fundamental importancia
cuando se trata de realizar el andlisis de actividad biolégica de la
angiotensina presente en fluido plasmitico. Aunque en nuestro caso,
las muestras utilizadas, tanto como patranes o camo desconocidas, pro-
vienen de una preparacién sintetizada quimicamente, en la cual no se
encuentran dichas interferencias, hemos optado por el empleo del méto-
do de Regoli y Vane, dado que la sensibilidad del mismo permite detec-
tar diferencias de oconcentracién de angiotensina en el rango de valo-
res que son considerados fisioldgicos. Al mismo tiembo, también se ob-
tiene una buena diferenciacién cuando muestras de igual contenido hor-
monal (expresado en concentracién) presentan distinta potencialidad
bioldgica.

En este sentido merece sefialarse que a diferencia de la ma-
yor parte de las hormonas, donde la presencia de varios grupos tirosi-
nicos permite la dbtencién de mezclas complejas de diferentes especies
moleculares, la mayoria de las hormonas pequefias de naturaleza pelipep-
tidica, tales cano la angiotensina II, contienen un (nico grupo tiro-
sfnico, y solamente los derivados anilogos mono y diiodados pueden in-
dividualizarse frente a la especie original a partir de una muestra
marcada. La probabilidad de que el derivado diiodado de un polipéptido
pequefio sufra una desorganizacién estructural severa, camparada con la
molécula nativa, es muy grande. Esto puede dar camo resultado una dis-
minucién muy importante de su inmunareactividad y actuar en forma nega-
tiva en la realizacién préictica de la determinacién de la hormcna por
radioirmunoensayo, debido a una pérdida significativa de la sensibili-
dad cuando el polipéptido asf marcado es utilizado como trazadar (139).

En el caso de la angiotensina II, investigaciones previas
(140) han demostrado que el andlogo diiodado retiene solamente un pe-
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quefio porcentaje de la actividad antigénica en comparacién con la hor-
mona nativa. Este hecho, avalado por las afirmaciones similares que

se hacen con respecto a la actividad biolégica, esta demostrando que
la "topografia" de la molécula en la vecindad de los sitios antigéni-
©0s se encuentra ampliamente afectada por la entrada de dos atomos

de iodo en el grupo tirosfnico.

Afn cuando entre las condicionés en que generalmente se
mantiene la validez del radiainmunoensayo, no figura un requerimiento
de absoluta identidad en términos de inmunareactividad entre la sustan-
cia marcada y la correspendiente hormena nativa, los resultados del
ensayo deben ser interpretados con mayor precaucifn en el caso de los
polipéptidos pequefics. La farma diiodada puede ser tenida en cuenta
como una fuente potencial de perturbacién, cuando se buscan las con-
diciones éptimas de trabajo, y su formaci&n en el curso de la marca-
cién debe minimizarse de la misma manera en que se trata de evitar la
""sobreiodacién", en el caso de hormonas mis campleijas.

Debe sefialarse as{ mismo que el derivado diiodado es menos
estable en su conservacién, debido a la formacién de impurezas radio-
quimicas derivadas de la presencia de dos tomos de iodo en la molécu-
la, las que se incrementan si ambos son radiactivos. '

IV~-2.- PARTE EXPERIMENTAL

Dado que el aparato utilizado en las marcaciones electrolf-
ticas reviste una relativa novedad, por lo menos en nuestro medio,
creemos oportuno descaribirlo con cierto detalle. (ver” figura IV-1),

El mismo consiste en una celda de v1dmo (I) que contiene
un crisol de platino (II) con capacidad para 13 ml; w anillo elfsti-
© de oobre plateado (III), fijo en el fondo de la celda de vidrio,
permite efectuar la coneccién al circuito eldstico externo (IV).F1
sistema se mantiene cubierto con una tapa esmerilada4a la cual se le
han efectuado tres perforaciones, para permitir el pasa']e del c&todo,
del electrodo del pHmetro, y pana efectuar el agregado de reactivos
y la extraccién de muestras.,
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El citodo es un alambre de platino (V), que se encuentra
alojado en un tubo de vidrio (VI), cerrado en su base inferior me-
diante una membrena de diflisis (VII).

En la figura IV-2 hemos representado el circuito de ali-
mentacién eléctrica.

En nuestras experiencias, la corriente eléctrica fija se
obtuvo utilizando un coulombimetro, mediante el cual 1a corriente
constante obtenida tenfa una variacién méxima de ! 1 %, y una escala
de valares Gtiles comprendida entre 0.03 mA y 3. mA,

Ve
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Figura IV-1: Celda electrolitica empleada en la preparacién
de angiotensina IT marcada con iodo
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A) (I) - Recipiente de vidrio pyrex

(IT) - Crisol de platino

(ITI)- Anillo elistico de cobre plateado

(IV) - Conexién al polo (+) del circuito de alimentacién
B) (V) - Citodo de platino

(VI) - Tubo de vidrio que aloja al citodo

(VII)- Membrana de di&lisis

[
_T K

Figura IV-2: Esquema del circuito eléctrico de alimentacién

IvV-2-1,- MATERTAL
IV-2-1-1.- APARATOS

Celda electrol{tica, cuyas caracteristicas han sido descrip-
tas en el punto IV-2,

Coulambimetro Metram Herisan modelo E211A, capaz de producir
corriente eléctrica constante desde 0.03 mA hasta 3 mA con una variacién
méxima de ¥ 1 %,

Agitador magnético Fisher, de Fisher Scientific Co, USA.

,"f-\.a
Fuente de poder Clinicol con capacidad de variacién de la
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diferencia de potencial entre 200 y 500 V,

Cuba de electroforesis Celogel de Milano, Italia, con puen-
te de 18 centimetros de largo.

Cubas de vidrio de 30 cm x 60 am con soporte de acero ino-
xidable para cromatograffa descendente.

Estufa de cultivo calibrada a 37°C.

Detector de radiacién gama compuesto por:

a) Sonda preamplificadora y un cristal de ioduro de sodio
(T1) de 2 x 2 pulgadas oon "geametria de pozo" de 0.15 cm x 0.40 am.

b) Espectrémetro gamma monocanal Nuclear modelo S.F.P.

Bafio termostatizado modelo Samy mantenido a 37° C.

Kimdgrafo accionado por mecanismo de relojerfa con veloci-
dad variable y palanca frontal en contacto fntimo a un vibraedor eléc-

trico.

Tubo de gas carbSgeno con manémetro y vdlwula de regula-
cidn de flujo.

Ooluma cromatogréfica de precisién Sephadex modelo K 9/60
de 60 cm de largo por 0.9 an de difmetro interno, de Pharmacia Fine
Chemicals de Uppsala, Suecia.

IV-2-1-2, . REACTIVOS

Todas las drogas utilizadas fueron de pureza "pro an&lisis".

- Solucién reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.b.
Su preparacién fué detallada en el capftulo II.

~ Angiotensina II solucién 0,10 % p/v.
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Se prepara disolviendo 11.94 mg de angiotensina II de 83,7 % de sus-
tancia activa, en 10 ml de una solucién reguladora de fosfato 0.05 N
oconteniendo 0,15 M de NaCl y 2 mM de KI. La angiotensina IT que uti-
lizamos es sintética (Aspl, val® - angiotensina II) provista por CI-
BA de Basilea, Suiza.

- Solucién de 257 provista por (EA.-C.E.N.-SORIN (carac-

teristica de catflogo S-4) de Francia.

- Solucién reguladara de veronal - acetato de sodio - &ci-
do aottico 0.1 N pH 8.5,
Su preparacién fue detallada en el capftulo IT,

- Solucién reguladora tris - &cido maleico - hidréxido de
sodio pH 8.2,
Su p.eparacién fue detallada en el capftulo ITI.

- Pronase en solucién reguladora tris - &cido maleico - hi-
dréxido de sodio pH 8.2.
La solucién de pronase se prepara de forma tal de nespetar una cancen-
tracién relativa de 100 pg/mg de angiotensina,

- Metilmercapto-inmidazol. Solucién 22 % p/v.
Su preparacién fue detallada en el capftulo II.

- Butanol saturado con &cido acético 2 M (2:1).
Su preparacién fue detallada en el capftulo II.

~ Solucién fisiolégica Krebs.,
Se prepara solubilizando en agua destilada 6.9 g de NaCl, 0.35 g de
KCl, 0.55 g de CaC12, 6 H20, 0.16 g de KH,PO,, , 0.29 g MgSO,. 7 H2 s
1gde glucosa y 2.1 gdeNaHCO
Estas cantidades corresponden a 1 litro de preparacién.

- Resina de intercambio iénico Dowex 1x8; 100-200 forma
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-~ Sephadex G-25 fino para fraccionamiento, camprendido en
el rango de 100 a 5000 de peso molecular. Provisto por Pharmacia Fine
Chemicals de Uppsala, Suecia.

- Piridina - &cido acStico 2 M (8:2 V/V).
-2, 4, 6 collidina - Scido acdtico 2 M (8:2 V/V).

las precauciones detalladas en el punto IT-2-1-3 del capf-
tulo II referentes a la correcta utilizacién de los reactivos que in-
tervienen en las experiencias de marcacién ocon la cloramina-T, son v&-
lidas para los reactivos empleadcs en las experiencias realizadas con
el método electrolitico,

IV-2-2.- METODO

IV-2-2-1.- PREPARACION DE ANGIOTENSINA II MARCADA CON 1251

A la solucién de angiotensina II preparada de acuerdo aif”ée-
talle anterior se le incorpora 0.1 mCi de 1251. |

En estas condiciones, 5 ml de la solucién se colocan en la
celda electrolftica y se somete a una corriente constante. Fn nuestro
caso fueron efectuadas experiencias a distintos valores de intensidad
de corriente, que oscilaron entre 10 y 3.000 microamperes. Dada la es-
tabilidad de comportamiento que se observé con la hormona en las distin-
tas condiciaones en que fue usada, hemos oconsiderado aceptable mantener
el sistema a temperatura ambiente durante el tiempo que dura la expe-
riencia. Al mismo tiempo, teniendo en cuenta que el iodo se libera so- '
bre la superficie anfdica, resulta indispensable mantener la homogenei -
dad del medio, para lo cual se mantiene la solucién en agitacién cons-
tante mediante el uso de un alnico y el correspondiente agitador.

A intervalos convenientes se retird de la celda electrolf-
tica una alfcucta con el cbjeto de determinar, mediante electroforesis
sobre papel, el porcentaje de iodo unido al octapéptido.
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la oconcentracién de angiotensina II en la solucién final
se obtuvo a partir de la valaracién de nitrégeno total empleando el
método de Kjeldhal, adaptado para la escala microquimica, propuesto
por Mann (141),

A partir de los datos asf obtenidos, se calculd el grado
de iodacitn (G.I.), que se expres8, tal cual vimos ya en el capitulo
anteriar, camo el nfimero de &tomos - gramo de iodo par cada mol de
angiotensina.

IV-2-2-2.- DETERMINACION DE RESIDUOS TIROSINICOS MONO Y DITODADOS

(MIT Y DIT)

Con el fin de determinar la proporcién de moléculas de
angiotensina IT mono y diiodadas, y éeniendo en cuenta que cada mo-
lécula posee un solo residuo tircsfnico, se realizé la digestién
enzimdtica del octapéptido iodado, con prenase en solucién 0.15 M
tris-HCl a pH 8, durante 2 haras a 37° C. El prcﬂe.se fue usado a
una cancentracién de 100 ug por mg de polipéptido. Adem&s, se adicio-
nd metilmercapto-imidazol hasta una concentracién final no mayor de
0.01 M, con el objeto de prevenir la deiodacién del residuo tirost-
nico,

El hidrolizado se analizd por cramatoghaffa descendente
sobre papel Whatman N° 1, durante 16 horas, utilizando como solvente
n-butanol saturado con Scido acético - 2 M. Las manchas oomespondlen-
tes a monoiodotirosina y a diiodotirosina se localizaron par autorra-
diograffa y posteriormente se cuantificé la agtividad correspondiente.
En las condiciones dadas, mencs del 3 % de laq‘ﬁadlactlvmad permanece
en el origen y el 90-95 % conesponde a los aminodcidos radiactivos
(MIT y DIT).

Gon el objeto de descartar la existencia de histidina ioda-
da (142) se realizd cramatograffa sobre papel, empleando 2 solventes
diferentes: piridina-fcido acstics™2 M (8:2 V/V) y 2,4,6 collidina-
dcido aostico 2 M (8:2 V/V),



IV-2-2-3.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA ANGIOTEN-
SINA IODADA

Tal como hemos dicho anteriarmente, la determinacién de la
actividad bioldgica de diversas preparaciones de angiotensina marcada,
fue realizada siguiendo la técnica de Regoli y Vane, usando como &rga-
no aislado la porcién ascendente del colon de rata.

Para ello se eligieron ratas de la cepa Wistar de peso cam-
prendido entre 150 y 200 g. Inmediatamente después de anestesiado con
€ter, se desangrd el animal seccionfndole la arteria carot{dea y se
seccionS la fraccién adyacente al intestino ciego con estriaciones dia-
gonales. Se lav6 interna y externamente con solucién fisiolSgica de
Krebs, y se suspendié verticalmente en un bafio de 20 ml de capacidad
conteniendo la misma solucién. El extremo inferiar del segmento muscu-
lar se fijd al fondo del recipiente, mientras que el extremo superior
se sujetS a la vara inscriptora de un kimégrafo. El movimiento del &r—
gano se registrd manteniendo una relacién de amplificacién en la palan-
ca frontal de 10 x, siendo el peso del tejido de 2 a 3 g. la inercia
mecinica del sistema se disminuyd mediante el acoplamiento de un vibra-
dor a la palanca del kimégrafo. El bafo se gasifich usando una mezcla
de 0, y 0)2 (35:5 v/v) y se mantuvo a 37° C mediante un termbstato re-

guladar,

En las condiciones detalladas, el mfisculo mantiene una acti-
vidad basal que se registra; se la considera correspondiente al cero
de concentracién de la harmona en el medio. E1 agregado al bafio de un
voluren cenocido de solucién de angictensina, provoca una contraccién
en el mlsculo que se verifica por el movimiento de la palanca y la ins-
cripcifn en el papel del kimégrafo.

Se considera que el sistema opera correctamente cuando las
variaciones observadas en sucesivas respuestas mantienen cormelacién
(estadfsticamente) con la cencentracién de hormona presente en cada

experiencia.

La actividad hormonal de la angiotensina II y de sus deriva-
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iodados se compard con la de una solucién patrdn de engiotensina II.
los derivados iodados fueron obtenidos marcando la hearmona con iodo
en la celda electrolitica. Al cabo del tiempo tebrico de electrdli-
sis, la carriente fue interrumpida y analizado el rendimiento de in-
corporacién, mediante una separacién electroforética de la-angioten-
sina iodada y el iodo libre, de idéntica forma que la correspondien-~
te al punto IV-2-2-1,

Finalizada la reaccién electrolitica, la muestra se puri-
ficS paséndola a través de resina de intercambio iénico, con el obje-
to de eliminar el iodo inorgdnico residual. Para ello se prepard una
pequefia columa de vidrio de 0.8 cm x 2.0 cm conteniendo resina de
intercambio aniénico (Dowex 1 - 8; 100 - 200 mesh; en forma Cl7), la-
vada previamente con una solucién de &¢ido clorhidrico 1073 y agua
destilada. Una vez depositada la muestra en la superficie superior
de la columa se permitié la elucién libre del 1fquido, eliminando
de esa manera la mayor parte de ioduro libre residual que quedd rete-
nido. la solucién final contiene m&s del 95 % de la angiotensina II
y menos del 1 % del Na125I. Junto a cada muestra destinada a determi-
naciones de actividad biolégica, se realizé un blanco de reactivos
que también era purificado finalmente de manera similar a su equiva-
lente marcado.

Debemos tener en cuenta que, aunque en cada oportunidad
hemos partido de una actividad pesada de polipéptido, los sucesivos
pasos involucrados en el procedimiento pudieron dar lugar a pérdidas
de muestra. Dado que las respuestas bioldgicas se obtuvieron a dilu-
cicnes muy elevadas de la hormona, es 1légico pensar que un error ori-
ginal en la cantidad de muestra utilizada podia propagarse en forma
significativa. Hemos tratado de minimizar este inconveniente, deter-
minando la concentracién final de cada solucién de angiotensina a
utilizar, a través de la realizacién de un micro - Kjeldhal, tanto
para la muestra incognita camo para aquella utilizada como referencia.

La cuantificacibén de la actividad biolégica de cada mues-
tra se determind realizando en cada caso entre 5 y 10 ensayos cuyo
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promedio representa el valor correspondiente a dicha muestra. Fl
pramedio fue obtenido para soluciones de concentracién igual a 1.0,
2,0 y 4.0 ng/ml por cada preparado, y también para su correspondien-
te blanco de referencia. la actividad biol8gica se calculd haciendo
uso de la relacién lineal entre la respuesta del &rgano aislado y
el logaritmo de la dosis.

Resulta interesante hacer notar que, luego de efectuar
diluciones sucesivas de las preparaciones destinadas ‘a medicién de
actividad biol6gica, se constatd que no existe pérdida evaluable
de la muestra radiactiva en solucién, afin en concentracicnes del or-
den de 10 ng/ml de solucién reguladara de fosfatos. Esta comproba-
cifn demuestra que, afin en diluciones tan elevadas de hormona, no
existe retencién en las paredes de los recipientes debido a proble-
mas de adsorcién y gomo consecuencia se evité la utilizacién de al-
blmina u otras sustancias protectoras que pudiesen provocar presun-
tamente interferencias en las determinaciones biolégicas con érgano
aislado.

Al mismo tiempo, a fin de poder utilizar las distintas

125I—ang:ic:rt:ensina IT durante un tiempo considerable,

preparaciones de
se analizaran las muestras conservadas a - 20° C mediante electrofo-
resis y cromatograffa, previa hidrélisis durante los 30 dfas siguien-
tes a su preparacifn, sin observar cambios en la cantidad de iodo uni-
do al octapéptido ni variacién en la distribucién interna de las di-

versas especies.

Por Gltimo, resulta interesante mencionar que en las pre-
paraciones que se efectuaron para ser usadas en pruebas bioldgicas,
hemos utilizado en todos los pasos soluciones preparadas a partir de
agua bidestilada y apiretogénica, con el objeto de evitar en lo*posi-
ble la accifn de agentes extrafios incontrolables que pudiesen alterar
los resultadcs finales. '
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IV-3.- RESULTADOS
IV-3-1.- TODACION DE ANGICTENSINA II

La electrdlisis representa un excelente medio de incorpora-
cién de iodo en moléculas proteicas o peptidicas, bajo condiciones re-
producibles. Es posible ademds, para una determinada concentracién de
proteina, encontrar el valor de intensidad de corriente para el cual
la descarga de ioduro constituye el paso limitante dél proceso, de mo-
do tal que el iodo se incorpora a la proteina a una velocidad constan-
te, que depende de la intensidad de corriente de electrdlisis. Este
hecho presenta dos importantes ventajas:

a) no hay exceso de iodo elemental.

b) tomando alicuotas de la mezcla reaccionante a diferentes
intervalos de tiempo, es posible cbtener muestras de proteinas con can-
tidades crecientes de iodo.

[ unido G.l.
2 Ang(p equiv) o 2
8 S
r'd
”'g
l"’ '
6 e
’I
‘/'
~ 1
L
.’,‘
o'/’ -
2 -~
. 300 )JA.
% I liberado (p equiv)

2 4 6 8 10 12 1 16 18
Figura IV-2: Todacidn electrolitica de angiotensina II a 300 pA.
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En el caso de la angiotensina II en concentracién de
1 mg/ml a pH 7.4, se puede afirmar que las candiciones antedichas
son satisfechas con valores de intensidad de corriente de hasta
300 pA, correspondientes a la descarga de 0.18 M-equiv/min de iodo
elemental, tal cual queda indicado en la figura IV-2.

La mezcla reactiva es la siguiente: angiotensina II,
5 mg; NaCl, 90 mg; KI, 1.66 mg; volumen total 5.0 ml.

Los equivalentes de iodo formados fueron calculades en
base al 100 % de rendimiento de la corriente utilizada.

El grado de iodacién se encuentra expresado en la arde-
nada de la derecha como los )J-equivalentes de iodo unido par p-mol
de angiotensina II.

Manteniendo fijo el valor de pH de la solucién, se cam-
prueba que la incorporacién de iodo a la molécula polipeptidica
corresponde, dentro de los 1fmites de error experimental, a la des-
carga tebrica de iodo molecular.

En las concentraciones de angiotensina II y de ioduro de
potasio can que se realizaron todas las experiencias, la aparicidn
del elemento inorgénico oxidado a hipoiodito constituye un factar
limitante de la linealidad de incarporacién del iodo, que adquiere
mayor importancia a medida que se incrementa la intensidad de co-
rriente en el procedimiento.

Las pruebas efectuadas a 300 pA muestran que al cabo de
100 minutos de cariente de descarga de iodo, se llega a un "plateau"

vecino. al grado de iodacién igual a 2.

Como puede observarse en la figura IV-2, la reaccién de
sustitucién ocurre a una velocidad constante y procede de acuerdo
al requerimiento estequiométrico de la iodacién de la tirosina, es
decir, la mitad del iodo descargado se incarpora a la proteina. Esto,
unido al hecho de que el grado de iodacién miximo es de 2 &tomos por



106

molécula, prueba que la tirosina es el Gnico residuc involucrado en
la iodacién. las cromatograffas del producto final hidrolizado con-
firman la ausencia de histidina iodada. No se detectan pérdidas de
iodo durente los experimentos y los resultados obtenidos en cinco
pruebas mantienen buena conocordancia con una dispersién menor del

5 %.

IV-3-2.- EFECTO DE LA INTENSIDAD DE CORRIENTE ELECTROLITICA SOBRE
LA MARCACION DE ANGIOTENSINA II

la iodacién de la angiotensina fue estudiada a diversos
valares de intensidad de corriente electrolitica para un mismo va-
lor de pH (7.4) y para oconcentracién de polipéptido constante (1

"El mismo fenémeno descripto para las experiencias con
300 pA de intensidad de corriente eigctmlitica, puede observarse
trabajando a 100 pA, sblo que en este caso el tiempo necesario pa-
ra obtener resultados similares se triplica.

En las experiencias realizadas con intensidades infe-
riores a:100 pA, no se intent6*llegar al "plateau" dado el tiempo
requerido, mlentras que a oor'mentes varias veces supemor (3.000
BA) , luego de un primer J.ntervalo de tiempo en el cual el 1odo pro- .
teico es proporcicnal a la descarga teomca, comienza & ev1denc1ar\-
se la falta de ioduro libre en el medlo debida a oxidacidn, dada
la elevada velocidad de descarga en el &dnodo.’

. % .
IV-3-3.- EFECTO DE LA INTENSIDAD DE CORRIENTE ELECTROLITICA SOBRE
LA VELOCIDAD BE FORMACION DE MONO Y DIIODOANGIOTENSINA

las cantidades relativas de rmnoiodoangiotensina y diio-
doangiotensina, fcnnadas en el curso de una 1oda010n progresiva
de angiotensina II a pH 7.4, fueron analizadas, extrayendo a dife-
rentes tiempos muestras de 100 pl de la solucién contenida en la
celda electrolitica. Cada muestra se sometib a hidr8lisis énzi;é—
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tica, y la mono y la diiodotirosina fueron determinadas a partir de
la radiocromatograffa del hidrolizado. Esto permite calcular las can-
tidades de mono y de diiodoangiotensina presentes en las muestras.

La angiotensina nativa se evalué por diferencia.

La reproducibilidad del método permite, dentro de ciertos

mirgenes extremos, predecir la composicién en MIA y DIA (monoiodo an-

125, _

angiotensina, conocida la corriente de descarga v el ‘grado de iodacién

giotensina y diiodoangiotensina II) de una determinada muestra de

obtenido.

Para ello, conociendo los valores de iodo proteico (rendi-
miento de la experiencia) y la relacién de actividad entre la MIA y
DIA, es factible establecer los porcentajes moleculares en que se en-

-

cuentran presentes en la mezcla.

" En la tabla IV-1 se encuentran tabulados los valores obteni-
dos en una marcacién. En este ejemplo en particular se efectu$ la expe-
riencia a 300 pA de intensidad de corriente electrolitica, obteniendo
alfcuotas de la mezcla reaccionante desde 5 minutos de iniciada la reac- -
cibén hasta 180 minutos.
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porcentajes relativos de 125I--ang:i.ot:ensina, calculados a par-

tir de la radiocelectrofcresis de cada una de las alfcuctas
aisladas durante la marcacién.

porcentajes relativos de la actividad de MIT calculades a
partir de los radiocramatogramas efectuados con las muestras
hidrolizadas:

AMT (o/min)

% Act, MIT =
AMIT(c/min) + “DIT(c/min)

x 100

parcentajes relativos de la actividad de DIT calculados a par-
tir de los radiocromatogramas efectuados con las muestras hi-
drolizadas:

ADTT (c/min)

x 100
ATT¢c/min) + “DIT(c/min)

% Act. DIT =

calculado teniendo en cuenta que:

G.I. = n°de Gtanos - gramo de I” x R %
*** 7 "n® de moles de angiotensina x 100

calculado teniendo en cuenta que:

% moléculas MIA = % Act. MIT x G.I. (I1-10)
calculado teniendo en cuenta que:

% moléculas DIA = 0,5 x % Act.DIT x G.I. (II-11)

(VII) caleulado teniendo en cuenta que:

% moléculas de Ang = 100-(% moléculas MIA + %
moléculas DIA) (I1-12)

Los resultadecs obtenidos a 300 pA estén representados en

la fig, IV-3, donde se puede observar la variacién de las tres frac-
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ciones moleculares calculadas en funcién del grado de iodacién del
polipéptido, por lo que podemos deducir que para cada grado de ioda-
cifn existe una poblacién molecular heterogénea.

la proparcién de angiotensina mono y diiodada a grados de
iodacién crecientes, se encuentra en estrecha concardancia con el mo-
delo estudiado para la N-acetiltirosina por Mayberry y col. (143),
Fsto implica que el residuo tircsfnico es accesible y que el ingreso
del iocde al nficleo fendlico es escasamente o de ninguna manera inhi-
bido par los residuos vecinos.

*/e moleculas .

<. &:*femoléculas MIA
100 -~ 7" 0:%%moléculas DIA  £100%
°:% moleculas ANG,,’
7/

01 03 05 07 09 N B 15 17 18

Figura IV-3: Composicién porcentual de angiotensina marcada
en funcién del grado de iodacién

Los resultados que se observan en la figura IV-4 muestran
que, incrementando la mtexlsldad de corriente, o sea, aumentando la
velocidad de generacibn de 1g,do elemental en el electrodo, crece la
cantidad relativa de angiotensina diiodada y, correlativamente, decre- °
ce la cantidad de angiotensina monoiodada para el mismo grado de io-
dacién. Esto confirma resultados logrados “anteriormente (45) , segin
los cuales altas intensidades de carriente favorecen la fapmacién de

&
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grupos tirosinicos diiodados; probablemente esto se relaciona can el
hecho de que la reaccibn ocurre a nivel de la superficie del electro-

m'

En la figura IV-4 a y IV-4 b se representan respectivamente
los valores de angiotensina monoiodada y diiodada (como porciento mo-
lecular), en funcién del grado de iodacién para las distintas corrien-
tes de electrblisis empleadas en el proceso de marcacién.

*/omoléculas MIA o= 10pA
80
a =50 pA
60 eel%4 A B0 HA
i /”:’: ----- B8 - 300PA
P T e T e - ®
40 gie T e o = 3000pA
20 'vlf’/’ L. -
2“2 04 06 08 10 12 14 1§ 1§G,I+
*/» moléeculas DIA R
60 s 0
Vars
50 ol
/’
.”.‘, e ”,
.- h'y
‘0 o---"" et 0:10 pA
r” /’ r”‘ A= 50 PA
30 _-73-4.2°° B 08:100 pA
s u":::' ==300 pA
20 o akeee” *:3000 pA
* 9'2',:.:" i
10 ae=-
02 04 06 08 10 12 14 16 1861

Figura IV-4 a y IV-4 b: Par ciento de angiotensina monoiodada y

diiodada, con referencia a la cantidad
total de moléculas iodadas presentes en
la muestra de angiotensina:(diicdo angio-
tensina / mono + diiodoangiotensina) x
100, para diferentes valores de corriente
electrolitica.
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IV-3-4,.- ACTIVIDAD HORMONAL DE LA MONO Y DIIODO ANGIOTENSINA II

1251-angiotensina II se de-

la actividad biolégica de la
termina con referencia a una prueba en blanco de angiotensina II

realizada simulténeamente.

Cuatro muestras de angiotensina II, conteniendo cantida-
des crecientes de iodo, fueron preparadas por electrdlisis a pH 7.4,
y luego se ensayaron sus actividades biolbgicas. Las' concentraciones
de angiotensina no iodada, asf como la de sus monoicdo y diiodo deri-
vados , se muestran en la tabla IV-2,

TABLA IV-2
ACTIVIDAD HORMONAL DE LA ANGIOTENSINA IODADA

Los datos representan el pramedio de diez andlisis indivi-
duales con un 90 % de confiabilidad.

. S

% Josk .. ek
MUESTRA Grado de Composicién Porcentual Activiadad
iodacién . . - Hormonal
Pramedio ANG MIA DIA Porcentual

I 0.50+0.03  57.3+0.03 35.5+1.4 7.240.7 - 8h,7

}
II 1.27+0.07 9.5+42.2 54.1+41.8  36.u4+1.2 55.0
ITI 1.30+0.07  7.1+2,2  55.7+1.2 ~ 37.1+1.8 . 55.9
v 1.87+0.10 7.4+8.8 22.4+3.3 75.0:8.1 31.0

* Expresado como &tomos de iodo por molécula
** Expresado como porcentaje de moléculas de cada especie

*%% Actividad hormonal residual por comparacién con una solucidn pa-
trén de angiotensina II

'S
Puede dbservarse que cuando el grado de iodaciép aumenta,
la actividad biolbgica de la hormona disminuye. Una muestra de angio

tensina conteniendo un promedio de 1.87 &tamos de iodo por molécula,
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presenta una actividad relativa de 31 % ocon referencia al octapépti-
do nativo.

Debemos hacer notar que cualquiera de las muestras marca-
das que se obtuvieron presentaron las tres especies de angiotensina
posibles y, ademis, resultd imposible una separacién cuantitativa de
las mismas que asegurara su ocorrecta utilizacién en las determinacio-
nes bioldgicas. No obstante ello, resulta evidente que los resultados
presentados en la tabla IV-2, permiten el cileulo de 'la, actividad bio-
1l6gica de la monoiodo y de la diiodoangiotensina. Para ello debe pos-
tularse que la actividad biolégica medida para una muestra determina-
da de angiotensina iodada, resulta de la suma de las contribuciones
de cada una de las especies moleculares presentes en dicha muestra, o
sea angiotensina no marcada, monociodoangiotensina y diiodoangiotensi-
na. Ante esta presencia podemos decir que:

B = X5 By * X Bga * X2 Bpra (IV-1)

donde: B es la actividad bioldgica medida experimentalmente.
Xo s )(1 y X, representan las cancentracicnes molares de cada
una de las especies presentes en la mezcla.
BO , BMIA y BDI A representan las actividades biolégicas de la

la angiotensina no iodada, de la monoiodoangiotensina y de la

diiodoangiotensina respectivamente.

Dado que las actividades biolégicas de las muestras marca-
das fueron obtenidas experimentalmente con referencia a una solucién
de angiotensina nativa, a la cual debemos adjudicarle un valar de acti-
vidad igual al 100 %, la ecuacién ;S}IV'D podemos expresarla de la si-

guiente manera:

DIA
p ' (IV-2)

valor experim, B = %Ang.x100+%P{[AxBN[rA'+%DIAxB
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Tratindose de una ecuacién con dos incdgnitas, en la cual
los valares de BMIA Y Bpyr A Son desconocidos, se calculan dichas in-
cbgnitas analizando de a pares los resultados incluidos en la Tabla
IV-2. En efecto, la similitud de los resultados obtenidos utilizando
en el cllculo distintos pares de valores, con un contenido diferente
de las tres especies de angiotensina, indica que no existe interfe-
rencia mutua en la respuesta del sistema bioldgico, lo que confirma
la validez de la fémmula enunciada,

De tal manera, el ajuste de los par@metros mediante el mé-
todo de los cuadrados minimos, utilizando para ello una computadora
IBM 360/44, permiti8 calcular que la actividad biolégica de la mano-
iodoangioctensina y de la diiodoangiotensina son respectivamente:

70.0 %

Brza

B 20.9 %

DIA

IV-3-5,- FILTRACION POR GEL DE LA ANGIOTENSINA IODADA

Oon el objeto de tratar de poner a punto un método de sepa-
racién entre la monoiodoangiotensina y la diiodoangiotensina, se recu-
rrid al fraccionamiento mediante Sephadex.

la filtracibn de angiotensina iodada se realizd pasando la
miestra a través de una columa de Sephadex G-25 de 520 mm x 9 mm, pre-
viamente acondicionada con solucién reguladora tris 0.01 N a pH 7.4,

El flujo de la solucién reguladora se mantuvo aproximadamen-
te a un valor de 10 ml/hora; se recogieron fracciones de 1 ml determi-
néndose la radiactividad presente en cada una de ellas. Como era de
esperar, se obtuvo un solo pico (figura IV-5). las fracciones 26 al 31,
32 al 35y 36 al 42 fueron unificadas y sométidas a hidrdlisis enzimé-
tica. Posteriormente se determind por radiocramatogrefia sobre papel
el contenido de mono y diiodotirosina en la zona anterior, central y
posterior del pico eluido, respectivamente.
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Figura IV-5: Diagrama de elucién de angiotensina iodada a
través de una columa de Sephadex G-25.
La actividad medida por cada mililitro de
elufdo estd expresada en unidades arbitrarias.

En camparacién con la muestra original de angiotensina
iodada, cuya composicién fue de 80 % del derivado monoiodado y 20 %
del campuesto diiodado, podemos observar que la zona anterior v cen-
tral del pico se encuentra notoriamente enriquecida en agiotensina
monoiodada (94 .5 % del derivado monoiodado y 5.5% del diiodado en la
fraccién anterior; 90 % del derivado monoiodado y 10 % del diiodado
en la fraccién central). Par otro lado, la fraccién posterior del pi-
co se encuentra enriquecida en diiodoangiotensina (60 % del derivado
monoiodado y 40 % del campuesto diiodado). El experimento se repitib
con la misma muestra de iodoangiotensina, a la cual se agregd una can-
tidad equimolar del polipéptido nativo. El eluido, en este caso, se
analizb espectrofotamStricamente y se descartd la contribucién de la
iodoangiotensina, evaluada sobre la base de la radiactividad medida.
Esta doble experiencia fue reproducida 10 veces y los valores porcen-—
tuales enunciados anteriommente representan los pramedios observados
para cada especie marcada. En base a los resultados obtenidos, se de-
mostrd que el orden de elucién responde en todos los casos al siguien-
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te esquema:

1°) angiotensina
2°) monoiodoangiotensina

' 3°9) diiodoangiotensina
IV-4,~ DISCUSION

Los fines perseguidos en esta parte de nuestro trabajo ex-
perimental fueron logrados empleando un método de marcacién que permi-
te la incorparacién de iodo en la molécula, en las posiciones orto y
arto-orto' del nfcleo fendlico de la tirosina. la técnica de marcacibén
por via electrolitica, como ya fue demostrado en trabajos precedentes
por los autores del método, permite la incorporacién del iodo radiac-
tivo en forma gradual y controlable. Los resultados obtenidos en las
experiencias de marcacién, en funcién de la cantidad de iodo liberado
por unidad de tiempo y en funcién del tiempo a valores de intensidad
de corriente constantes, permiten concluir que, ademds de presentar
mdlscuubles ventajas desde el punto de vista preparativo, permite
la obtenclén de angiotensina iodada en condiciones bien definidas y
reproducibles. Simulténeamente, resulta interesante hacer notar que,
en condiciones 6ptimas, es posible unir cuantitativamente el iodo al -
residuo de tircsina evitando cualquier posible reaccién seaundaria.
Por otro lado, las relaciones existentes entre el iodo liberado en el
electrodo y el incorporado a la molécula polipeptidica, cuando se tra-
baja a diversos valores de intensidad de carriente, nermiten determi-
nar "a priori”, cual es el rango dentro del cual dicha incorporacién
cuantitativa puede cumplirse, de*acuerdo al cbjetivo de la experien-
ca.

Las"'eXperier;cias efectuadas a valores de corriente de 10,
50, 100, 300 y 3000 pA, muestran que la distribucién del iodo bajo
las formas de monoiodoangiotensina y diiodoangiotensina, esté én es-
tricta dependencia con la corriente misma, afin cuando se observa una
perfecta correspondencia entre el iodo unido a la angiotensina II y%
el iodo liberado en el electrodo. Tal resultado aparenta estazjj en de-

sacuerdo con las leyes estequiométricas que rigen la reaccién:
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K

ANG + 12~——,___—-1=MIA +OT (1V-3)
2

MIA + I, DIA + I™ (TV-4)

Ciertamente , cualquiera sea la concentracién de iodo que
se forma debido a la descarga del ioduro en el &nodo, los valores de
las constantes K, y K, continGan invariables y las concentraciones
para cada instante de las formas MIA y DIA deben ser constantes para
cualquier valor de corriente, siempre que la reaccién se verifique
en fase homogénea. la aparente ananalia puede ser explicada, admitien-
do que la reaccién de iodacién ocurre en una monocapa, en la inmedia-
ta vecindad de la superficie del electro. Se pueden esquematizar los
siguientes pasos, dejando preestablecido que los términos solucién,
monocapa y electrodo que figuran cano subfndices, quieren ejemplifi-
car no ya un estado fisico, sino exclusivamente la zona en la cual se
localiza la sustancia en cada momento. Fn ese sentido, el término so-
lucién estd indicando la presencia de la sustancia en cuestién, en
la zona de mfxima hamogeneidad de la mezcla reactiva; el témino mono-
capa corresponde a la zona de m&xima vecindad a la superficie del
electrodo; vy el término electrodo a la zona correspondiente a la su-
perficie del electrodo propiamente dicho.

K
1.- 2 I (Sol.)===2 I_(mormcapa)—-—I—-->I2 (elec\. )—->I2(mcnocapa)=—‘I2(sol.)

(Iv-£)
%
2.- a.- Ang (solucién) === Ang (monocapa) (IV-6)
K
Ang(monocapa) + I, (monocapa)-—z——>MIA (monocapa, + I~ (Iv-7)
K1
b.- MIA (solucién) == MIA (monocapa) {IV-8)
%

MIA (monocapa)+ I, (monocapa) ——>DIA (monocapa) + I~ (1Iv-9)
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En el caso en que K'1 >» K1 estamos seguros que la reac-
cifn se desarrolla en fase homogénea. Si esta condicién no se verifi-
ca, se presenta una heterogeneidad en las concentraciones de angioten-
sina y su derivado monoiodado. Por lo tanto, si la liberacién del io-
do en el &nodo ocurre con una velocidad superior al prooeso de redifu-
si6n de la angiotensina, desde la monocapa adyacente a la superficie
del electrodo hacia el resto de la solucién, se puede suponer un enri-
quecimiento de la farma MIA en la vecindad del &nodo, con el consiguien-
te favorecimiento de la reaccién:

MIA + I, =——» DIA + I~ (Tv-u4)

2

De cualquier manera, es probable que el efecto combinado de
la velocidad de difusibn y el potencial del electrodo, pueden influir
en la concentracién relativa de los residuos reactivos (Tyr - 07 y mo-
noiodo Tyr - 07) en la superficie del electrodo.

Alin cuando la técnica de marcacién electrolf{tica fue desa-
rrollada para ser utilizada en un rango de pH comprendido ehtre 6 y 8,
recientemente Yovanovic y col. (144) han logrado, trabajando a pH 10,
marcar alb{mina humana con iodo, can un rendimiento del método supe-
rior a 90 %. No obstante ello, desde nuestro punto de vista, en tales
condiciones la iodoalbfimina formada diffcilmente pueda ser aprovechada
en experiencias biolégicas, dada la enorme proporcién de DIA formada.

La caracteristica versatilidad vy controlabilidad del método,
hacen del mismo un instrumento &ptimo para el estudio de la iodacién
del polipéptido, dada la necesidad de un control sesuro de la cantidad
del iodo elemental involucrado en la reaccién.

los resultados presentados indican que la angiotensina IT,
cuyo residuo tircsinico posee solamente un &tomo de iodo, retiene una
actividad hormonal importante. En cambio, €l derivado diiodado presen-
ta una actividad biolégica marcadamente inferior. Estos resultados se
evidenciaron perfectamente, usando la parcién ascendente del colon de
rata cano un 6rgano é‘spec{fioo para el ensayo biolégico de la angio-
tgnsina. las ventajas e inconvenientes de esta técnica fueron discuti-



119

dos par Regoli y Vane (138). Sin embargo, puesto que el ensayo de
canportamiento biolégico fue realizado siempre en ausencia de otras
sustancias bioldgicamente activas, es razonable suponer que la mayor
parte de las posibles causas de error citadas por dichos autcres pue-
de desestimarse.

Los estudios realizados sobre anllogos sintéticos de la
angiotensina II, indican que los requerimientos estructurales de al-
gunos aminoficides en el polipéptido, son importantes'para una signi-
ficativa actividad biolégica. la tirosina en posicién 4 es uno de los
residucs esenciales. Es por lo tanto sarprendente que la entrada de
un &tanos de iodo en el nficleo aromitico de la Tyr-4, puede ocurrir
sin la disminucién sustancial de la actividad hormonal del polipépti-
do, puesto que dos son los efectcs principales asociados a la iodacién
del grupo. tirosinico.

1) Siendo el tamafio del atamo de iodo comparable al del ni-
cleo benzénico, el grupo tirosinico sustitufdo puede interferir esté-
ricamente con su entarmo inmediato.

2) E1 pK del OH fenblico est8 sustancialmente disminuido.
La conversién de angiotensina en su derivado mondiodado darf como re-
sultado, por lo tanto, la duplicacién del tamafio de la cadena lateral
de la Tyr-4, con una disminucién del PKyy. en alrededor de 2 unidades.

Por otro lado, todos los resuigédos disponibles acerca de
la conformacién tridimensional de la molécula de angiotensina II) su-
gieren que su grupo tirosinico tiene poca relacién estructural con su

-

entormo inmediato.
o
Los experimentos de iodacién referidos en el presente tra-
bajo, sugieren que las posiciones "orto" del anillo aranitico de la
tirosina-4 son accesibles al iodo, dado que las velocidades relativas
de formacién de la monoiodoangiotensina y de la diiodoangiotensina
en la mezcla de reaccién son muy semejantes a las correspondientes a
la formacién de monciodotirecsina y de diiodotirosina. Ademés, los es-
tudios de espectrofotametria ultravioleta efectuados por Smeby y col.
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(86), muestran que el grupo fendlico en la angiotensina IT debe es-
tar en una posicién tal, que no pueda interaccionar con otros grupcs
iénicos vecinos. Sin embargo, la gran actividad hormonal retenida por
la monoiodoangiotensina, prueba que el grupo tirosinico puede asumir
wna configuracién espacial campatible con su incremento de tamafio,
sin provocar alteraciones en la disposicién espacial correcta de los
otros grupos funcionales y ademis laterales del octapéptido.

El efecto de iodacién en la angiotensina IT puede también
ser discutido en términos de la ionizacién del OH fenblico. La presen-
cia del anillo fendlico en posicién 4 en la cadena peptidica, es un
prerrequisito esencial para que la angiotensina tenga actividad hormo-
nal, puesto que la sustitucién de la Tyr-% por la fenilalanina (124),
trae cano consecuencia una pérdida completa de la actividad bioldgica.

Fn este sentido, es importante menciocnar que Craig y col.
(122), en estudios de di&lisis, cbservaron que la molécula de angioten-
sina adquiere una disposicién oconsiderablemente mds extendida en solu-
cibén alcalina. Fsto fue atribufdo a la disminucién sustancial de la
interaccién entre los anillos araniticos de la fenilalanina y la tiro-
sina, debido a la ionizaci®n del OH fen6lico. Por otra parte, los mis-
mos autores postulan que la angiotensina nativa a pH fisioldgico tie-
ne una forma compacta, cuyo radio axial se aproxima a su valar minimo.
Para que esta farma sea estable, se requiere que el OH fenblico no es-
té disociado.

Esta condicién no se verifica en el caso de la monoiodoan-
giotensina y de la diiodoangiotensina, ya que sus DKogg» COMO vimos en
el capitulo anterior, se encuentran reducidos en casi 2 a 4 upidades
respectivamente,, comparadcs con la éngiotensina nativa (145). Por lo
tanto, puede esperarse que en la angiotensina iodada tenga lugar una
expansién molecular, debida a la ionizacién de un grupo tirésfnico a
pH fisiolégico. | ' ‘

ol

Una interpretacién particul?ar merece el intento que hemos
realizado, a fin de aislar las distintas especies marcadas que se en-
cuentran en una muestra de io:ioangiotensina II.
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Es conocido el hecho de que el método de filtracién por
gel permite obtener solamente una informacién limitada cuando se tra-
baja ocon peptidos pequefios. Sin embargo, en nuestros experimentos
hemos observado sistem&ticamente, que la monoiodoangiotensina y la di-
iodoangiotensina se eluian con posterioridad a la angiotensina. Este
hecho puede atribuirse a varias razones: interaccién iénica con el
gel, 1o que produce una débil adsorcién; mayor hidratacién en soluciédn:
modificacién de la forma. Precisamente, el orden de e}ucién obtenido
en los experimentos de filtracién realizados a través de gel de Sepha-
dex, podria reflejar la diferencia de la forma molecular existente en-
tre la angiotensina y sus derivados iodados, en concordancia cen lo
expuesto anteriormente.

Si esta sugestién es correcta, alrededar del 30 % de mono-
iodoangiotensina y 75 % de diiodcangiotensina estén en la forma expan-
dida a pH 7.0 - 7.5, asumiendo valores de DKoy de 8.2 para la molécula
monoiodada y de 6.4 para la diiodada. FEs interesante mencionar que es-
ta proporcitn de las formas expandidas de la molécula de angiotensina
mono y diiodadas, carresponde aproximadamente a la disminucién de la
actividad bioldgica, cuando la angiotensina pasa al monoiododerivado
(30 % de disminucién) y al diiododerivado (80 % de disminuci&n).

Si la actividad biolégica residual de las especies iodadas
puede ser asf explicada, el razonamiento anterior podrfa constituir
una interpretacifén racional de la funcién del grupo tirosfnico en el
polipéptido activo.

Desde un punto de vista préctico, el fraccionamiento del pi-
c de elucién permite el enriquecimiento de la angiotensina marcada
en monaiodoangiotensina, que;es el derivado biolégicamente ma$ activo.
En este sentido, resulta interesante sefialar que recientemente Gandol-
fi y ool. (146), lograron separar satisfactoriamente angiotensina IT
monoiodada, empleando para éllo la filtracién a través de Sephadex
G-25,

Independientemente del andlisis efectuado anteriormente, una
consecuencia de relevancia préctica de nuestro estudio, consiste en la
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posibilidad de preparar una muestra de radioiodoangiotensina II que
conserva wna actividad hommonal importante.

Para ello se requiere el control de la reaccién de ioda-
cién, de manera tal de reducir al minimo o evitar la formacién del
derivado diiodado, efectuando la marcacién en solucién alcalina.

Sin embargo, es evidente a partir de los resultados obte-
nidos, que, afin bajo las condiciones més favorables, ho se puede pre-
parar una angiotensina IT radioiodada, adecuada para estudios metabd-
licos, a menos que el nivel de incorporacién del elemento inorgénico
se oconserve por debajo de 0.2 a 0.3 &tomos de iodo par molécula de an-
giotensina.

Segin nuestro conocimiento, en los experimentos con angio-
tensina marcada referidos en 1a literatura, el portador estaba princi-
palmente constitufdo por el derivado diiodado inactivo. Esto confirma
los estudios de Barbour y Bartter (125), en los cuales se concluye que
los experimentos sobre metabolismo y distribucién bioldgica, referidos
por Wolf y col. (126), y por Mendlowitz y col. (127), han sido realiza-
dos con una angiotensina marcada que podria haber perdido casi toda su
actividad hormonal. Fn este sentido, conviene insistir, tando desde
el punto de vista prictico cano conceptual, en la necesidad de estudiar
exhaustivamente y en camparacién con las moléculas nativas, el compor-
tamiento fisicoquimico y biolégico de las proteinas o polipéptides que
se marcan con iodo radiactivo, para su utilizacién en estudios metabb-
licos, de distribucién o actividad bioldgica, etc., como indicadores
radiactivos de la molécula original. '
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CONCLUSTONES

Los argumentos expuestos en la presente canclusién, nos per-
miten recalcar la impartancia que adquiere el estudio exaustivo de las
condiciones de preparacién de una molécula proteica marcada, asi camo
el canocimiento de su posterior camportamiento. Esto dltimo es sumamen-
te necesario, no solamente en los casos en que los preparados hormona-
les marcados con iodo se utilicen en determinaciones de actividad bio-
16gica, sino también cuando se encuentran involucradab: reacciones de
naturaleza inmunolégica.

Esta afirmacién, realizada en un momento del desarrcllo cien
t{fico en que se encuentran en expansién las técnicas radioinmunolégi-
cas, tiene por finalidad llamar la atencién sobre las implicancias que
en su aplicacién puede tener un conocimiento parcial o incorrecto de la
preparacién de la moldcula a utilizar como trazadar de la reaccibn.

Con nuestro trabajo, hemos intentado conocer las condiciones
de preparacién de angiotensina II radioiodada, asi camo las propiedades
y comportamiento biolégico de la hormona marcada. '

Ello nos ha enfrentado con un conjunto de problemas cuya re-
solucién permite conocer perfectamente cuales son las condiciones meto-
dolbgicas &ptimas de la marcacién y las consecuencias que scbre su uti-
lizacién posterior ejercen dichas condiciones.

Desde un punto de vista estrictamente radioquimico, es posi-
ble conocer las conveniencias y dificultades que se presentan en la
eleccién del isétopo del iodo a emplear. El 1251, como elemento traza-
dor, brinda una mayor homogeneidad en las cantidades reales de iodo uti-
1izadas en la marcacién de hormonas con distintas muestras del is6topo

131, aporta al sistema,

en cuestién. Fn contraposicién, el empleo del
generalmente , cantidades reales de iodo diferentes en cada oportunidad,
ain cuando las reacciones de marcacién se realicen utilizando activida-
rdes similares. La consecuencia inmediata de este hecho es la significa-

. tiva diferencia que se observa cuando se reproducen marcacicnes con
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iguales concentraciones de actividad en las muestras de iodo, pero
con actividades especificas dispares.

Este fenbmeno, que se mantiene en términcs despreciables
cuando se utiliza el trazador radiactivo en actividades muy bajas.
camplementandolo con portador isotépico, adquiere gran significado
cuando la marcacién tiene par objeto obtener un polipéptido marcado
con alta actividad especifica.

Un ejemplo de lo dicho puede encontrarse en los resulta-
dos logradcs en la marcacién de tirotrofina bovina, cuando la canti-
dad real de iodo presente en el mamento de la reaccién es notoriamen-
te diferente de una opartunidad a la otra.

El método catalitico de valoracién nos brinda el conoci-
miento del valor real de iodo presente en una muestra radiactiva.
La concordancia que esos datos tienen con los resultados logrados en
la preparacién de harmonas radiactivas de alta actividad especifica,
justifica el interés en el conocimiento de la concentracién real ori-
ginal del elemento inorgdnico. Al mismo tiempo, no podemos olvidar
que cualquier pequefia modificacién o error en el procedimiento de
marcacifn, puede variar fundamentalmente el resultado y en especial,
la distribucién de residucs tirosinicos mono y diiodados en la mues-
tra obtenida.

Desde otro punto de vista, el conocimiento de la masa de
iodo que se utiliza y m&s especificamente, la relacién entre el nime-
ro de &tomos de iodo y moléculas de hormona permite conocer, en pri-
mera instancia, con que facilidad los nficlecs fendlicos de los resi-
duocs tirosfnicos presentes en una molécula proteica pueden incorpo-
rar iodo.

Aunque las relaciones éptimas entre cantidad de iodo y hor-
mona, involucradas en marcacicnes mediante el método de la cloramina-
T, fueron encontradas para dos polipéptides distintos, las conclusio-
nes que se obtuviercn probablemente resulten vélidas en la generali-
dad de los casos. !
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El carécter polipeptidico que presenta la angiotensina II
en su estructura molecular, hace sumamente importante el conocimiento
de las modificaciones que sufren, tanto la hormona nativa camo su co-
rrespondiente derivades, segln sean las condiciones del medio en el
cual se la solubiliza.

En efecto, la marcacién efectuada en medios de diferentes
pH, nos permitié observar diferencias sustanciales en la formacién
de los derivades iodados del residuo tirosfnico. la reactividad de
dicho residuo en forma aniénica (nucleo aranitico como fenato), es
funcién directa de su concentracién. Es evidente que desde el punto
de vista cuantitativo, tanto la reactividad del residuo tirosfnico
como el de su derivado monoiodado, serén dependientes del valor de
PKoy de cada una de esas especies moleculares. Estos valores, al mis-
mo tiempo, estén influenciados par el valor de pH en el cual mantene-
mos el sistema. El proceso de iodacién de la tirosina ocurre a tra-
vés de una unién electrofflica entre el iodo y el anién tirosinico.
Es fundamental por lo tanto, interpretar bajo este enfoque, la mayor
o menor facilidad de formacién de la monociodoangiotensina y de la
diiodoangiotensina al modificar las condiciones de la marcacién.

los resultados logrados con el método oxidativo del mano-
claruro de iodo en medios de distinto pH, se correlacionan perfecta-
mente con los valores que la literatura da para los pKyy de la tiro-
sina y de la monoiodotircsina. Esta concordancia tiene significado
si, como hemos dicho anteriormente, se relaciona el camportamiento
de la TIR-4 (en la angiotensina) con el comportamiento de la tirosi-
na libre,

Esta premisa aparenta ser licita ya que,l valar de pKy, '
de la angiotensina IT es muy parecido al de la tirocsina libre, cuan-
do los grupos amino y carboxilo no se encuentran ionizados. Al mismo
tiempo en nuestro trabajo hemos demostrado’que la angiotensina diio-
dada se logra con maycar facilidad, cuando la reaccién de marcacién
se realiza a pH fisiolégico, que cuando la misma se lleva a cabo en
un medio francamente alcalino.
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Es interesante tener presente que este comportamiento, es
comin en moléculas polipeptidicas en las cuales la interaccién entre el
o los residucs tirosinicos y el resto de la estructura es insignifi-

cante.

La importancia que adquiere la metodologia de marcacién
de la angiotensina II y la carrespondiente composicién en derivados
iodados, resulta evidente con la demostracién lograda en las determi-
naciones de actividad bioldgica. De ellas surgen que, en tanto la mo-
noiodoangiotensina canserva gran parte de la actividad biolégica ori-
ginal (70 % aproximadamente), la diiodoangiotensina retiene solamente
el 20 % de dicha actividad.

Los resultades logradcs midiendo la actividad biolégica
de la hormona marcada, mantiene cierta concardancia con los porcenta-
jes de las farmas expandidas de ambos derivados marcados a pH fisio-
16gico, segfn surge del orden de elucién de las tres especies molecu-
lares a través de gel de sephadex.

Tenemos que recalcar lo importante que resultd, para el
logro de nuestros objetivosj; contar con el método de marcacién elec-
trolitico que permite variar,en forma controlada, el grado de incor-
poracién de iodo en la estructura original de la molécula polipepti-
dica. Y

Esta aclaracién adquiere gran significado,si tenemos en
cuenta que la evaluacién del comportamiento biolbgico fue posible
usando preparadcs con grados de iodacién y porcentajes de cada espe-
cie molecular perfectamente conocidos.

Existen hasta el mome}nto actual suficientes indicios de
que la pérdida de propiedades ‘biolégicas y/0 quizds inmunoldgicas,
debidas a la presencia de derivados diiodados, no ocurre solamente
en el caso de la angmtensma II. Probablemente estos fendmenos se
observen en otras estructuras pohpeﬁtidlcas de igual o mayor cam-
plejidad.
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En cambio, la posibilidad de obtener derivados monoioda-
dos, permitirfa su utilizacién como moléculas trazadoras de manera
satisfactoria.

Una de las formas de cbtener tales derivados seria, como
vimos anteriormente , marcando en un medio alcalino. Al respecto debe-
mos ‘tener presente que, en protefnas de estructura mds compleja, la
iodacién en medios de pH leja1jos a la neutralidad, puede traer como
consecuencia una desorganizacién estructural irreversible. El incon-
veniente anotado puede ser debido exclusivamente al medio, o bien
ser consecuencia de la introduccién de iodo en residucs tHirosinicos
que se encuentren parcial o totalmente protegides desde el punto de
vista estructural.

Consideramos en este sentido que, alm cuando el tema que
hemos abardado no puede considerarse agotado, los resultados logra-
dos, al tiempo de apartar datos para una mejor utilizacién de la an-
giotensina II marcada con iodo, resultan suficiente prueba de los ar-
gumentos expuestos, en la introduccién general, camo nuestra filoso-
ffa de trabajo.
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