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INTRODUCCION GENERAL

El uso de isótopos radiactivos, ha permitido dilucidar en 
forma experimental una gran cantidad de problemas bioquímicos, tanto 
en sus aspectos cualitativos como cuantitativos. Es así como en los 
últimos años, fue oada vez mavor la aparición de material bibliográfi­
co que se refiere al esclarecimiento de problemas químicos, fisicoquí- 
mioos y fisiológicos valiéndose, en forma preponderanté, de técnicas 
experimentales en las cuales, los trazadores radiactivos juegan un pa­
pel de fundamental importancia.

La presencia de un isótopo radiactivo, como parte integran­
te de una molécula involucrada en una reacción metabólica llevada a 
cabo "in vivo", puede ser utilizada, en muchos casos, para conocer el 
mecanismo íntimo de la reacción, o también para individualizar estados 
interne dios de dicha reacción. Con semejante criterio, es posible tam­
bién analizar el comportamiento de una reacción "in vitro". En efecto, 
las técnicas oon trazadores conforman la base de ciertos procedimien­
tos especiales, utilizados para la determinación de hormonas, vitaminas 
y otras sustancias presentes en fluidos biológicos y tejidos. La facili­
dad más notoria que presenta este tipo de técnicas, consiste en anali­
zar datos, obtenidos por medición de la radiactividad presente en cada 
una de las etapas del prooeso.

No resultaran ajenos a este desenvolvimiento los estudios 
realizados oon hormonas radiactivas, ya sea en el aspecto puramente quí­
mico (síntesis o degradación), o bien en el aspecto fisiológico (compor­
tamiento "in vivo", interacción metabólica, degradación catabólica, si­
tio de acción, etc.). Esto ha permitido en muchos casos demostrar en 
forma original y también corroborando hipótesis previas, los mecanis­
mos y sitios de acción farmacológica, y por último, los mecanismos de 
actividad fisiológica, secuencia de caminos metabólioos, aislamiento 
de metabolitos intermedios y compuestos de degradación final.

Un capítulo de suma importancia es el referido a los análisis
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"in vitro", realizados con indicadores radiactivos. La facilidad más 
notoria que presenta este tipo de técnicas consiste en la posibilidad 
de analizar datos obtenidos por medición de radiactividad, en un mate­
rial biológico extraído previamente del paciente. Por ello, estas téc­
nicas no implican la incorporación del material radiactivo en el orga­
nismo viviente. En la mayoría de estos procedimientos, se recurre a 
la marcación de la molécula involucrada en el problema, ccn un isótopo
radiactivo. Dicho isótopo puede pertenecer a un elemento ya constitu-i
yente de la molécula original, en cuyo caso el proceso de marcación 
dará como resultado el cambio del isótopo original por otro del mismo 
elemento constitutivo de la estructura. Así podemos citar, entre los 
ejemplos más generalizados, la sustitución en moléculas orgánicas de 
12C por 14C y, en una larga lista de oompuestos, la sustitución del 
Si por el 3H. En ambos tipos de cantaos, la configuración estructural 
y la fórmula química no se encuentran modificadas, permitiendo en cam­
bio la evaluación cuantitativa de un determinado proceso mediante la 
nedición de la radiación emitida por el isótopo radiactivo empleado.
Es ccmtjn también que la marcación se realice introduciendo un isótopo 
radiactivo, perteneciente a un elemento extraño a la estructura ori­
ginal. Un ejemplo típico para este segundo caso, y que además nos in­
teresa particularmente, es el reemplazo de un H perteneciente a la mo­
lécula original, por un isótopo del iodo. En este caso, los trazadores
de preferencia utilizados para la determinación radiactiva resultan

, 125t . . , 131x ser el l o  bien el I.

Dentro del capítulo a que nos referimos, debemos tener en 
cuenta la amplia difusión que obtuvo en poco tiempo el radioinmunoensa- 
yo. En efecto, ya desde el año 1956, Berson y col. (1) (2) (3) (4) in­
tensificaron los estudios sobre el metabolismo de la insulina, trans­
porte a través de unión con globulinas en circulación sanguínea humana, 
cinética de reacción entre insulina y anticuerpos de insulina. En to­
dos estos casos se utiliza la insulina marcada con iodo radiactivo co­
mo trazador. En 1959 Yalow y col. (5) (6), establecieron definitivamen­
te en sus trabajos de valoraciones biológicas, el método de radioinmu- 
noensayo como mecanismo para la cuantificación de insulina. Aprovecha­
ron para ello la propiedad de la insulina de provocar la formación de
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sus propios anticuerpos, cuando se la inyecta a individuos de distinta 
especie animal, y la facilidad de obtener una reacción inmunológica 
que permita deducir la concentración de insulina presente en la reac­
ción. Para ello utilizaron insulina marcada con iodo radiactivo como 
trazador, y partieron de la suposición de que el comportamiento de la 
insulina marcada es similar al de la hormona nativa.

Otros autores han desarrollado técnicas que,,, aprovechando 
la capacidad inmunológica de determinada molécula proteica, permiten 
su valoración en fluidos biológicos, tina gran parte de estos compuestos 
interesa fundamentalmente por su actividad hormonal. Se encuentran de 
esa iianera descriptos en la literatura métodos para la evaluación de 
un gran numero efe hormonas, no solamente de naturaleza proteica o po­
li peptí di ca como el glucagón (7) (8) (9) (10), sematotrofina (11) (12) 
(13) (14), insulina (15), tirotrofina (16) (17) (18) (19) (20) (21), 
hormona luteinizante (22), gonadotrofina coriónica (23) (24) (25) (26), 
angiotensina TI (27) (28) (29) (30) (31) (32), sino también aquellas 
de naturaleza esteroidea, tales como aldcsterona y testosterona (33) 
(34) (35) (36) y también AMP cíclico (37). Para estos últimos ejemplos, 
la base del método consiste en posibilitar la unión de la molécula en 
estudio con una estructura proteica ccn características antigénicas 
(38).

Otro campo en el cual se ha trabajado con moléculas marca­
das, aunque quizás con menor intensidad que en el caso anterior, es 
el referido a las acciones farmacológicas de hormonas (39), cano así 
también estudios sobre su ccmportamiento metabólico (40) (41).

Conviene en este momento dejar claramente establecido, que 
existe una diferencia fundamental en el criterio de utilización del 
ensayo inmunológico, oon respecto al del ensayo biológico. En este úl­
timo caso, se evalúa una respuesta biológica, inducida por una sustan­
cia capaz de estimular los receptores periféricos de un órgano o de 
un tejido, o bien una reacción metabólica. En cambio, en el ensayo 
inmunológico, se mide cuantitativamente una reacción inmunoquímica es­
pecífica, en la que participan uno o más aminoácidos pertenecientes
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a una determinada secuencia que constituyen el determinante antígenioo. 
Idealrrente, los valores obtenidos por los dos tipos de técnicas resulta­
rían concordantes, cuando el o los grupos activos bioiogica e inmunoio- 
gicamente se encuentran en la misma porción molecular. Pero en la prác­
tica frecuentemente se obtienen resultados discordantes.

Los valares obtenidos en ensayos biológicos e inmuno lógicos 
pueden ser solamente comparados en un muv pequeño número de hormonas y, 
en todos los casos, esto es posible gracias a la gran sensibilidad v 
especificidad con que puede llevarse a cabo el ensayo biológico. Resul­
tan interesantes en este sentido los estudios de interrelación entre la 
estructura inmunológica y la actividad biológica del ACTH llevados a ca­
bo por varios grupos de trabajo (42) (43). Sin embargo, en lineas gene­
rales , los ensayos biológicos aportan resultados con menor precisión 
que los obtenidos mediante radioinmunoensayo.

Teniendo en cuenta que a este último hecho se agrega, en mu­
chos casos, la simplicidad operativa como factor de decisión en la me­
todología a emplear, se acepta que el uso de moléculas marcadas está ba­
sado, fundamentalmente, en que las mismas deben participar homogéneamen­
te en los procesos en los cuales actúa la molécula no marcada original 
y que su inclusión, se realiza al solo efecto de poder contar con un me­
canismo que brinde una observación cronológica de las etapas en las cua­
les interviene. El método cumple su cometido total cuando, al mismo tiem 
po, dicha observación nos permite obtener conclusiones cuantitativas.

Aún temando corro premisa fundamental el análisis efectuado 
precedentemente, resulta interesante hacer notar que la experiencia re­
cogida por los grupos de investigadores interesados en la aplicación de 
esta metodología ha permitido, no solamente avanzar en el desarrollo de 
técnicas en las cuales intervienen las moléculas marcadas con isótopos 
radiactivos, sino también la visualización v comprensión de todos aque­
llos problemas surgidos de la realización práctica de las diversas eta­
pas de trabajo.

Tales factores no pueden ser diferenciados en su importancia
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de acuerdo a las etapas en las cuales se encuentran involucrados, si­
no que, en realidad, los problemas que surgen en cada paso de un ensa­
yo experimental conforman un cúmulo de interrogantes que deben ser es­
tudiados con similar intensidad.

Esta consideración surge del hecho que sólo recientemente
se han comenzado a plantear en forma pública, los inconvenientes que
cada investigador ha encontrado en su tarea. En efecto, en 1966 Rosa

i
y colaboradores (44) llamaron la atención sobre los efectos que se 
producen en la actividad biológica debidos a una propj'esiva iodación 
de la insulina. En particular, dieron énfasis al estudio de la distri­
bución del iodo incorporado al total de residuos tirosínicos y de la 
posible aorrelación que existiría entre el decrecimiento de la activi­
dad biológica y la cantidad de iodo presente en la molécula. Con el 
mismo interés, en 1967 el mismo gruoo describió claramente los efectos 
químicos y biológicos que acompañan a la iodación de albúmina humana 
(45), tan intensamente usada hasta el presente en diagnóstico clínico 
y experimental.

En 1970, Rosa y colaboradores (46), describieron en el 
Simposium de la .Sociedad Germana de Endocrinología, los problemas re­
lacionados con la marcación de angiotensina v polipéptidos pequeños, 
y Kurcbart y colaboradores (47), analizando la misma hormona, estudia 
ron los efectos químicos v biológicos asociados a la iodación de an­
giotensina II.

Hace muy poco tiempo, en mayo de 1972, relatando sus expe­
riencias personales en el seminario sobre técnicas radioinmunológicas 
realizado en París, Hunter (48) describió claramente una serie de pro­
blemas que son merecedores de un estudio exhaustivo y que, en su con­
junto, actúan negativamente en la obtención de resultados experimenta­
les útiles.

En lo que atañe a la marcación de moléculas polipeptídicas, 
y a su posterior conservación v comportamiento, dicho autor demuestra 
con ejemplos algunos puntos esenciales. Es interesante mencionar anuí
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una de las conclusiones extraídas de los resultados de marcación de 
gastrina con iodo. En efecto, dicha hormona de PM 2114, por el agrega­
do de un átono de iodo en su tínica tirosina, aumenta su peso molecular 
en 6%, modificando presuntamente su punto isoeléctrico.

En términos generales, es interesante citar también que, 
cuando una proteína o un polipéptido se iodura con una actividad espe­
cífica elevada, ocurren disminuciones en la inmunoreacti vidad. Este 
hecho, va en desmedro de la naturaleza del sistema de competición que 
se utiliza en las técnicas radioinmunológicas. Ademas, algunas altera­
ciones no pueden ser evitadas simplemente variando la relación iodo/ 
proteína. De cualquier modo, todas las incursiones que se intenten 
realizar en el tema de la marcación deben forzosamente estar relacio­
nadas al comportamiento de la molécula en los estudios en cuestión.

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

125de hormonas y proteínas, en general se acepta la utilización de I
o de 131I. La elección de cada uno de ellos está precedida por argu­
mentos en favor v en contra de cada isótopo radiactivo. Mosotrcs he­
mos creído necesario analizar, en forma exhaustiva, las características 
de las muestras radiactivas que se emplean en las marcaciones (49). 
Resulta interesante señalar que la importancia que el tema merece 
puede deducirse del hecho que, en forma prácticamente simultánea,
Drouet y colaboradores (50) plantearen, a principios del presente año, 
la interpretación correcta que debe tenerse de las soluciones de io­
do radiactivo "sin portador", utilizadas en la marcación de proteínas.

k

Analizando el panorama que se plantea, resulta .más difícil 
la aceptación de un gran número de conclusiones obtenidas a partir 
de experiencias en las cuales la sustancia en estudio se encuentra 
marcada oon un radioisótopo. En efecto, en el caso particular de uti­
lización de hormonas marcadas, se mide una cierta actividad y se la 
correlaciona con una cantidad dada de hormona, la mayor parte de la 
cual está constituida por moléculas no radiactivas. A menos que , en 
los estudios de marcación de esa hormona, se demuestre que no se han
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alterado las propiedades fisicoquímicas y biológicas (que incluyen su 
comportamiento y actividad farmacológica así cano sus propiedades inmu- 
nológicas), dicha correlación no puede considerarse válida.

Debemos admitir que, hasta el memento actual, la literatura 
cita innumerables trabajos experimentales en los cuales la observación, 
tanto cualitativa como cuantitativa de un determinado prooeso, se lo­
gra mediante el uso de una molécula marcada. En cambio, es sumamente 
pobre el caudal de información que tenemos respecto a "las modificacio­
nes, tanto estructurales oomo de comportamiento, que se observan como 
consecuencia del agregado de un isótopo radiactivo a una molécula con 
actividad hormonal.

En efecto, podemos estableoer una lista de causas de va­
riación que se relacionan directamente con la iodación:
1) La presencia de iodo radiactivo como sustituto del átono de hidró­
geno perteneciente al anillo aromático de la tirosina, puede ser cau­
sa de una disminución en la reactividad (48) (51).
2) Los reactivos usados en el procedimiento de iodación pueden variar 
las propiedades antigénioas de la molécula en cuestión.
3) El daño a la molécula marcada puede ser realizado por la propia ra­
diación del iodo utilizado, ya sea durante o luego del prooeso de mar­
cación.

La validez de los resultados de innumerables trabajos de 
investigación metabólica, en los cuales son usadas moléculas proteicas 
marcadas oon radioisótopos ajenos a la estructura natural, puede ser 
seriamente cuestionada si se demuestra que la especie química, obteni­
da luego de un prooeso de marcación, no conserva las propiedades de la 
sustancia original.

EXPOSICION DEL PLAN DE TRABAJO

Haciendo propia esta orientación filosófica v experimental, 
nos hemos interesado en el estudio de la marcación y comportamiento 
posterior de polipéptidos de estructura simple oon actividad hormonal.
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En especial, hemos analizado con amplitud la marcación, el comporta­
miento fisicoquímico y la actividad biológica de la angiotensina IT.
En pequeñas moléculas polipeptídicas, poseedoras de pocos grupos fun­
cionales, la influencia dada por la modificación de ciertos residuos 
sobre la actividad biológica, tiene una importancia relativamente ma­
yar y puede ser estudiada en condiciones más accesibles que en el ca­
so de moléculas proteicas de alto peso, cuyas conformaciones molecula­
res y disposición espacial resultan ser más complejas.

La angiotensina II fue elegida para este estudio dado que, 
siendo un octapéptido de peso molecular 1150, su análisis podría ser 
representativo del estudio de polipéptidos de bajo peso molecular. 
Además, su residuo tirosínioo es reconocido cono esencial para la ac­
tividad biológica, y es sabido que la iodación involucra fundamental­
mente dicho residuo, transformándolo en un derivado can uno o dos 
átanos de ioduro en su núcleo fenólioo.

En forma parcial, las observaciones recogidas trabajando 
ccn angiotensina II se reprodujeron al intentar generalizarlas a ca­
sos similares. Para ello, hemos utilizado también la experiencia re­
cogida en la marcación de tirotrofina bovina, hormona también polipep­
tídica, cuya estructura contiene varios residuos tirosínieos, y a los 
cuales no podemos, "a priori", adjudicarles comportamientos semejan­
tes desde el punto de vista biológico.

La meta de nuestro trabajo es la de contribuir a una* me­
jor información básica sobre este tipo de compuestos, a los fines de ¡ 
una utilización más racional de los mismos. Para lograrlo, hemos de­
bido abordar el estudio de un conjunto de problemas, que obligaron a 
introducimos en diversas disciplinas. Por esto creemos que, a los 
fines de una mejor comprensión de cada una de las etar>as de esta la­
bor, es conveniente realizar en forma separada su consideración ex­
perimental y su discusión.

En cuanto a la parte experimental se refiere, fue reali­
zada en los laboratorios del Departamento de Radioquímica del Centro
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de Estudios Nucleares, SORIN, Saluggia, Italia durante el año 1969, 
Laboratorio de Radioisótopos de la Orientación física del Departa­
mento de Fisicomatemática de la Facultad de Farmacia y Bioquímica 
de la Universidad de Buenos Aires, y los laboratorios del Departa­
mento de Radioisótopos, de la Gerencia de Energía de la Comisión Na­
cional de Energía Atómioa, Buenos Aires,- Argentina durante los años 
1970, 1971 y 1972.

Esquemáticamente, podemos dividir nuestro trabajo en las 
siguientes partes:

Capítulo I: Valoración de Iodo en preparados de 1-131.
Capítulo II: Marcación por el método de la cloramina-T.
Capítulo III: Marcación por el método del monocloruro de iodo.
Capítulo IV: Comportamiento biológico de la iodoangiotensina II.

Su preparación por el método electrolítico.

Esperamos que la labor realizada signifique un aporte que 
contribuya a una aplicación más racional de la marcación de polipépti­
dos con iodo radiactivo y su posterior utilización experimental.

Es de desear que lo mucho que queda por hacer constituya 
el motivo de futuras investigaciones.
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CAPITULO I

VALORACION DE IODO EN PREPARADOS DE 1-131

1 -1 .- m m

En nuestro trabajo experimental hemos utilizado dos isótopos 
radiactivos del iodo. El 1-125 fue utilizado en los estadios de marca- 
ción por vfa electrolítica, en los análisis de canportamiento biológi-'4
oo de la angiotensina II marcada y en las experiencias de marcación si­
guiendo el método del mcnocloruro de iodo, ccn las cuales se analizó 
la influencia del pH en la composición de los preparados obtenidos. 
Fundamentalmente, para los dos primeros casos, los factores más impor­
tantes que decidieren la elección del radioisótopo fueron, por un lado, 
la comodidad de utilización del producto marcado en un lapso de tiempo 
bastante prudencial, y por otro lado, la presunción generalmente admi­
tida de que el daño que produce en la molécula orgánica, al emisión ^ 
de baja energía que presenta el isótopo de referencia es relativamente 
pequeño. El 1-131 en cambio fue utilizado en las experiencias de marca­
ción oon cloramina-T. De esta manera asimilamos nuestro caso al cte un
gran número de marcaciones que se efectúan oon este método v que se

131realizan para obtener hormonas marcadas con I para ser utilizadas 
en técnicas de valoración.

Conviene efectuar a esta altura, una breve consideración 
referente a la utilización del iodo en la marcación. En efecto, cual­
quiera sea el método elegido, el mecanismo de la reacción de marcación 
no está condicionado al isótopo que se utilice, ni depende del mismo.
En las distintas etapas de nuestro trabajo hemos utilizado tanto el 
125 131I como el I como indicadores radiactivos. Las propiedades físi­
cas de uno u otro son marcadamente diferentes. Analizaremos brevemen­
te las propiedades de cada radioisótopo, con el fin de aportar las ra­
zones que determinaron su utilización en cada etapa.

El iodo-125, cuyo período de semidesintegración es de 60.2
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días segur» algunos autores (52) y de 58 + 0.13 días según otros (53),
125 ~pasa mediante captura electrónica a Te, emitiendo además una radia­

ción garrma de 0.03548 MeV. El esquema correspondiente a la desintegra- 
125ción del I es el siguiente:

125 t 
53*

0.03548

125La transformación finaliza precisamente en el Te, isóto­
po natural y estable del teluro.

125La obtención del I puede realizarse por diversas vías, 
que enunciaremos esquemáticamente:

1) mediante el uso de aceleradores de partículas:
a) 125Te (P, n) 125I

b) 12MTe (d, n) 125T

c) 125^ (d, 2 n) 125I

d) 123Sb (oC , 2 , 125. n)

2) mediante el uso de reactores nucleares:
125El I se puede obtener en un reactor nuclear, median-
124te irradiación de Xe con neutrones térmicos , según la reacción:

124Xe (n,*)125Xe >  125Il / nan.



12

Si en cambio se asa xenón natural cano blanco de irradia­
ción , se obtienen además, cano productos de reacciones secundarias, 
tock una serie de isótopos del xenón (54).

126Xé (n,"í) 127Xé (T 1/2 = 36.41 días)

128Xe (n ,í) 129- v (T 1/2 8.00 días)

130Xe (n,l) 131- ” xe (T 1/2 = 11.80 días)

132Xé (n,X) 133Xe (T 1/2 = 5.27 días)

13UXe (n,J) 135-n^ (T 1/2 = 15.60 min.)

“ V (n,í) 135Xfe (T 1/2 = 9.14 hrs.)

136Xe (n,í) 137Xe (T 1/2 = 3.90 min.)

Todos estos isótopos, ya sea "per sei" o por sus
de desintegración, a veces también radiactivos, configuran una impar-
tante gama de impurezas radioquímicas. Por esta razón, la producción 

125rutinaria de I se realiza por irradiación con neutrales térmicos
124de xenón altamente enriquecido en Xe.

La presencia de "^1 en las soluciones de '^I configura 
otro inconveniente que debemos mencionar; la aparición de esta impu­
reza se debe a la gran facilidad con que puede introducirse un neutrón

125 124en el núcleo de I. Dado que durante la irradiación de Xe con
125neutrones térmicos se forma I, durante el proceso también se produ-

126 125eirá I por irradiación de los núcleos de I formados. Sin embar-
125 125go, dado que el I se forma par desintegración del Xe, que a su

124vez es producido por irradiación del Xe, es fácil verificar que
126se disminuye la fcarnación de I irradiando una masa considerable 

de xenen durante un período de tiempo muy corto. Estableciendo el e- 
quilibrio entre estos dos parámetros, se logra mantener el nivel de

I par debajo del 2 % (55).

124v , 125v 125_ ( 126_ Xe (n,o) Xe---> I (n,í) I
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De todo lo analizado hasta el memento, es aceptable ad-
125mitir que en el I así producido las interferencias que pudieran 

ocasionar las impurezas radiactivas señaladas resultan desprecia­
bles y no se justifica tenerlas en cuenta.

131No ocurre lo mismo cuando queremos trabajar oon I. 
Este isótopo tiene un período de semidesintegración de 8.05 días, 
y su esquema de desintegración es el siguiente:

131 
53

0.325

•t 0.284

1r * yt \ t ) ;___Jl j t

0.723
0.637

0.503

0.364
0.177
0-164
0.080

131 

5¿
Xe

Dos son las vías de obtención. Por un lado la recupera-
131 'ción del I a partir de los productos de fisión nuclear, en cuyo

caso el rendimiento de obtención es del 2.9 % (54).
U (n, f) 131I

••'•ti /_ ,p\  ̂ 131 —
( ’ f) Te 24.8 min 1

131Por otro lado el I se obtiene por irradiación con neu­
trones térmicos de teluro, ya sea al estado elemental, ya sea ccrno 
dióxido, o bien ccmo compuesto soluble.

Independientemente del material utilizado como blanco de 
irradiación, la reacción es siempre:



Debemos también aquí tener en cuenta que, en el prooeso 
de irradiación, se encuentran involucrados todos los isótopos natura­
les del teluro, dando cano reacciones secundarias otros isótopos del

131iodo distintos al I.

La irradiación de teluro y sus derivados es en la actua­
lidad el prooeso elegido en la gran parte de los laboratorios de pro-

131 • •ducción de I. Del análisis teórioo del procedimiento, surge clara-
131 • 127mente que en toda solución de I se encuentran también el I y

129 126 128el I, a partir de la activación de Te y Te respectivamente.
A pesar de que, analizado el problema en forma absoluta, la probabi­
lidad de activación de estos isótopos es pequeña, cuando se procura 
establecer su importancia relativa se observa que la misma‘‘‘adquiere
un valor apreciable. Tal es así, que generalmente en la producción 

131de I por irradiación de teluro natural mediante neutrones térmicos,
131se observa que por cada mCi de I tenemos aproximadamente 30 ng

de iodo total, de los cuales solamente 8 ng oorresponden al ,
127 129mientras que el resto es vina mezcla de I y I. Sin embargo, la

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

a) La historia del prooeso de irradiación.
b) El tiempo transcurrido entre la finalización de la 

irradiación y la utilización del radioiáotopo.
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 
197 199cantidades de I y I originalmente formados, el segando factor

nos está indicando un cambio paulatino en la actividad específica del
131I, dado que frente a un período de 8.04 días, correspondiente al

127isótopo de referencia, contamos ccn el I, isótopo estable del iodo, 
y el '^I ccn un período de semi desintegración de 1.7 x 10 años. Po­
demos considerar que su actividad es constante durante el tiempo útil

131de aprovechamiento de una muestra de I. Estos hechos ya fueron con­
siderados por otros autores (56) (57) (58) (59), no solo desde el pun-

131 ■ •to de vista de la preparación de soluciones de I de alta actividad
específica, sino también en la obtención de proteínas marcadas ccn al­
ta actividad específica.

Precisamente, las diferencias que pudieran existir en las 
concentraciones del elemento correspondiente a distintas partidas de 
iodo-131, utilizadas en la marcación de polipéptidos, permite apreciar 
la importancia del conocimiento de la actividad específica real de las 
soluciones de 131I, ya sugerida por otros autores (56) (57) (58) (59) 
(60). Este hecho nos indujo a ccntar ccn un método de valoración de 
iodo total que puede ser eficaz, no solamente para su utilización co­
mo paso previo a la marcación oon iodo, sino inclusive ccnstituir un 
procedimiento para comnlementar el control operacional de la produc­
ción del radioisótopo.

Por consiguiente, describiremos a continuación la puesta a
punto de un micrcmátodo, que nos permite valorar el iodo en forma de

1311~ y/o I03 , presente en una muestra de I "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).

El método se basa en la acción catalítica de los iones io­
duro , sobre la reducción del ión cérico a ceroso, por acción del ácido 
arsenioso en medio ácido. La reacción, estudiada cinéticamente por 
Lein y Schwartz (63), puede esquematizarse oomo sigue:
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2 Ce**+ ♦ As3+55===* 2 Ce3+ ♦ As5+ (1-1)

Por lo tanto, la única acción del I~ consiste en acelerar 
la reacción anterior. A medida que aumenta la cantidad de I , aumenta 
la velocidad de la reacción (1-1).

El progresivo avance de la reacción puede ser determinado 
mediante el estudio de la desaparición del color característico de la 
sal cérica. Sande11 y Kolthoff (64), basándose en el hecho de que la 
velocidad de la reacción es proporcional a la concentración de ioduro, 
fijan las condiciones experimentales (concentración de reactivos, aci­
dez y temperatura) y determinan la cantidad de ioduro midiendo el tiem­
po requerido para la completa desaparición de la ooloración amarillen­
ta.

Basándose en la misma reacción química, ChancyA(65) mide la 
concentración del ión oerico remanente no reducido, al cabo de un tiem­
po fijo, en lugar de esperar una decoloración total.

Es evidente que la medición de la concentración del ión cé­
rico , efectuada mientras la reacción se desarrolla, puede inducir a 
obtener un valor afectado de cierto error ocasional. Es en función de 
ello, que nosotros hemos creído más acertada la elección hecha por Re­
gina y Dubravcic de interrumpir la reacción, eliminando del medio el 
remanente de ión cérico por transformación en ceroso, por medio del ión 
ferroso.

Si la muestra contiene 10“ , éste se reduce a I- por acción
3+ r*del As que se encuentra en exceso en el medio ácido, de acuerdo a la

siguiente reacción:

I03~ + 3 As033— 2-* r  +l3 As043~ (1-2)

La reacción (1-1) se detiene mediante el agregado, a un 
tiempo dado que debe ser anterior a la finalización de la reacción, de
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un exoeso de i6n ferroso que reduce al ión oérico remanente, según la 
reacción:

Ce ^  + Fe 2+---- =» Ce 3+ + Fe 3+ (1-3)

Por lo tanto, la cantidad de iones férricos, que es equiva-
lente a la de los iones Ce aún no reducidos, será tanto mayor cuanto
menor sea la cantidad de ioduro que acelera la reacción (1-1). Con el

3+fin de valorar la concentración de iones Fe , se agreda un exoeso de 
una solución de KSCN, produciéndose la coloración roja característica 
del complejo formado, cuyo pioo de absorbancia máxima se encuentra a- 
proximadamente a 490 nm.

Fe 3+ + S O T ---- *• Fe (SCN) ++ (1-4)

Por lo tanto, la absorbancia a 490 nm será proporcional a 
la concentración del ión férrico, y será tanto mayor cuanto menor sea 
la cantidad de iodo. La concentración de iodo se determina por interpo­
lación en una curva de calibración en la que se representa la absorban­
cia a 490 nm en función de la concentración de iodo.

1-2.- PARTE EXPERIMENTAL

El método descripto por Rocina y Dubravcic pe-mi te la valo­
ración de iodo en forma de ioduro desde 10 ng hasta 1000 ng totales.

Dado el estado crítico que presentan algunos parámetros 
que intervienen en la reacción, tales oomo la concentración v el tiem­
po, resulta necesario fijar las condiciones de la experiencia a fin de 
poder considerarla reproducible.

1-2-1.- MATERIAL

I-2-1-1.- APARATOS

Espectrofotómetro Bausch y Lomb, modelo Spectronic 20. 
Baño termostatizado, modelo Samy.



I fl

Jeringas de dispensión automática de volumen prefijado,
Jencons Scientific, Inglaterra.

I-2-1-2.- REACTIVOS

- Acido sulfúrico. Solución al 60 % p/p. Se prepara a partir 
de ácido sulfúrico 96 %, densidad 1.84, marca Cario Erba, Milano, Italia, 
calidad "pro análisis". Se teman 32.6 mi de sulfúrico concentrado v se 
diluyen a 100 mi agregando el ácido gota a gota sobre 67.4 mi de agua bi- 
destilada fresca. Este procedimiento se realiza en erlenmeyer mantenido 
en baño de hielo y mezclando por rotación en forma constante.

- Acido arsenioso. Solución 0.1 N en ácido sulfúrico, aproxi­
madamente 0.1 N. Se prepara disolviendo por calentamiento 4.946 g de 
trióxido de arsénico marca Cario Erba, Milano, Italia, calidad "pro aná­
lisis", en aproximadamente 500 mi de agua bidestilada fresca, acidifica­
da con 10 gotas de ácido sulfúrico concentrado. Finalmente, la solución 
se lleva a un litro completando con agua.

- Sulfato cérico amónico. Solución 0.02 N en ácido sulfúrico 
1.6 N. Se prepara disolviendo 13.380 g de Ce (SO^.2 (NH^ SO .̂4 H20
o 12.765 g de la sal bihidratada en aproximadamente 500 mi de agua bi­
destilada fresca; se agregan 44 mi de ácido sulfúrico de densidad 1.84 
y se completa a un litro con agua. En nuestro trabajo hemos utilizado 
la sal bihidratada marca Raker, Phillipsburg, N.J. , U.S.A. , de calidad 
"pro análisis".

- Tiocianato de potasio. Solución al 4 % p/v. Se obtiene di­
solviendo 4 g de la droga marca Marck, Darmstadt, Alemania, de pureza 
"pro análisis", en agua bidestilada reciente y llevando la solución a 
un volumen final de 100 mi.

- Ioduro de potasio. Solución de 200 ¿ig I~/ml. Se obtiene 
disolviendo 261.6 mg de ioduro de potasio marca Cario Erba, Milano, Ita­
lia, de pureza "pro análisis", en aproximadamente 500 mi de anua bides­
tilada reciente y luego se completa el volumen a 1000 mi oon agua. Esta
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se considera solución madre a los efectos de su conservación, debiendo 
efectuar una dilución 1:1000 cada vez que se quiere realizar una curva 
de calibración. Esta última solución, cuya concentración es de 200 ng/ 
mi, es la adecuada para efectuar la curva de valoración de soluciones 
de I "sin portador”.

- Iodato de potasio. Solución de 200 pg de iodo/ml. Se obtie­
ne disolviendo 337.0 mg de iodato de potasio marca Cario Erba, Milano,

i
Italia, de calidad "pro análisis", en aproximadamente 500 mi de agua bi­
dés tilada fresca y luego se completa a 1000 mi. Esta solución se mantie­
ne en reserva para ser diluida 1:1000 en el memento de realizar una cur­
va de calibración a partir de iodato en lugar de ioduro.

1-2-1-3.- PRECAUCIONES

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

- Utilizar las soluciones de los reactivos dentro de los 15 
días posteriores a su preparación.

- Guardar los reactivos en la oscuridad en frascos de color 
caramelo, bien tapados.

- Lavar el material con mezcla sulfocrómica caliente, enjua­
gar abundantemente con agua común v finalmente ccn agua bi­
dés tilada.

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

Las extremas precauciones que conviene mantener en la prepa­
ración del material y reactivos tienen la doble finalidad de evitar la 
inhibición de la reacción catalítica, v al mismo tiempo, disminuir al 
máximo la presencia de iodo cano impureza en las determinaciones.
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Durante las pruebas preliminares efectuadas para poner a 
punto este método de valoración, hemos encentrado conveniente modifi­
car las cantidades de reactivos a utilizar con respecto al método 
original, pero conservando las proporciones de sustancias reaccionan­
tes.

I-2-2-1.- TECNICA

Los distintos pasos que ccmocnen una experiencia están de­
tallados a continuación:

1) Se coloca en cada tubo una alícuota exactamente medida 
de la solución de iodo a determinar y se completa a 4.00 mi ccn agua 
bidestilada.

2) Se añaden 0.25 mi de AsOgHg.
3) Se añaden 0.25 mi de S O ^  al 60 % p/p.

En este momento se mezcla vigorosamente hasta obtener una 
solucion de densidad homogénea y se deja estabilizar durante 20 minu­
tos a la temperatura elegida.

La solución de sulfato cérico amónico a utilizar se mantie­
ne también a la misma temperatura que los tubos de reacción.

4) §>e agregan a cada tubo 0.50 mi de la solución oérioo amó­
nica y se agita inmediatamente.

5) Transcurrido un tiempo fijo se detiene la reacción cata­
lítica 0130 si agregado de 0.50 mi de sulfato ferroso amónico.

6) Se agregan 0.50 mi de KSNC; se observará el oolor rojo la­
drillo característico del sulfocianuro férrico.

7) Dada la sensibilidad del equipo espectrpfotanétrico oon 
que se trabajo, hemos disminuido la intensidad del color mediante una di­
lución al medio, es decir, en nuestro caso, se agregan 6.00 mi.

1-2-2.- METODO
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Aconsejamos mantener los tubos de reacción a temperatura 
ambiente durante 45 minutos, para luego efectuar la lectura de trans- 
mitanda óptica o absorbancia óptica (según lo que resulta más ade­
cuado) a 490 nm, utilizando un blanco de agua destilada cano valor 
de referencia inicial del equipo de medición. 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
tra condiciones de trabajo. Ellos son la temperatura y el tiempo.

1-2-3.- TEMPERATURA DE REACCION

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

El ápbito 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 ademas 
no involucre la utilización de una cantidad considerable de muestra 
radiactiva, nos obligó a elegir la segunda de las escalas de trabajo. 
Ello trajo ooma consecuencia la imposibilidad de mantener reproducible 
y estable en nuestro ambiente de trabajo la temperatura de 20°C exigi­
da en la publicación de referencia, al disponer como equipo de estabi­
lización de temperatura un baño termostato, zado en contacto ccn el rre- 
dio ambiente.

Las pruebas de estabilidad térmica efectuadas oon nuestro 
equipo termostártrico, en distintas condiciones ambientales, nos permi­
tieron definir la temperatura más baja posible en 26.5°C ccn una fluc­
tuación no mayor de + 0.2°C.

I-2-2-2RECOMENDACIONES
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Aoeptando como valor constante de temperatura 26.5°C, he­
mos desarrollado la reacción cinética ccn tres valores de concentra­
ción de iodo, que son 0.2 jug, 0.5 ;jg y 0.8 pg totales, y hemos varia­
do el tiempo transcurrido entre la incorporación de la solución céri­
ca amónica y el sulfato ferroso amónico.

Es evidente que, si trabajando con los mismos rangos de 
concentrad en y una temperatura de 20 °C Rogina y Dubravcic obtienen 
una curva de extinción óptica que permite detectar ccn buena sensibi­
lidad pequeñas variaciones en la concentración del iodo, en nuestra 
situación la mayor temperatura de reacción suoone de antemano la con­
veniencia de situamos por debajo de los 8 minutos requeridos en la 
determinación por dichos autores.

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

TABLA 1-1 a

1-2-4.- TIEMPO DE REACCION

CONCENTRACION Y VOLUMEN EE LOS REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS 
CURVAS REALIZADAS A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION

Tubo Solución H?0 Acido Acido Sulfato Concentración
de KI Arsenioso Sulftiriao cérico Total

amónico
- 200 ̂ugl~/ml - 0.1 N 60 % p/p 0.02 N -

n° mi mi mi mi mi 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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TABLA 1-1 b

LECTURAS ESPECTROPDTOMETRICAS OBTENIDAS A DIFERENTES 
TIEMPOS DE INCUBACION

200 ng 500 ng 800 ng
TIEMPO LECTURA

T A T A T A
min % - % - % -

4 24.9 0.604 59.9 0.223 77.6 0.110
5 31.3 0.505 68.5 0.164 83.3 0.080
6 39.0 0.409 75.3 0.124 87.0 0.060
7 46.3 0.335 80.0 0.097 86.5 0.063

80 (I)'ng/ml.

Figura 1-1.- Modificación de la reacción cinética para distintos 
intervalos de tiempo.
Absorbancía óptica en función de la cantidad de iodo 
presente a temperatura constante.
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* • 5 6 7  t(min.)
Figura 1-2.- Modificación de la reacción cinética para distintas 

cantidades totales de ioduro presente.
Absorbancia óptica en función del tiempo de reacción 
a temperatura constante.

En las figuras 1-1 y 1-2 están indicados los valores obte­
nidos, en un caso representando la absorbancia en función de la con­
centración total de iodo para los diferentes tiemnos efe reacción y, 
en el otro caso, los mismos datos en función del tiempo*'para las di­
versas concentraciones utilizadas.

Aunque el tipo de curva que caracteriza esta reacción ciné­
tica no presenta ningún Dunto de inflexión que indique un cambio sustan­
cial en las condiciones de la técnica, hemos optado dot realizar las 
futuras experiencias manteniendo la reacción durante 5 minutos. Cbnsi- 
deramos para ello que se trata de un tiemoo que brinda una variación 
apreciable en la lectura de diferentes concentraciones de iodo, princi­
palmente en la parte correspondiente a los valores baños de conaentra- 
cien total del mismo.
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Ete acuerdo ccn lo mencionado precedentemente, en la Tabla
1-2 se amplía la información indicada en la Tabla 1-1, para lo cual 
se incluye el tiempo de incubación, los reactivos de neutralización 
y coloración final, así como la escala de concentraciones de iodo 
cano ión ioduro, convenientes para la realización de una curva de 
calibración patrón.

La sensibilidad de esta técnica haoe necesario extremar al 
máximo las precauciones, para lo cual nos hemos impuesto cuatro con­
di cienes de importancia que respetamos en todo momento:

a) Es fundamental una exacta medición de los volúmenes de 
los reactivos; para el sulfato cérico amónico y el sulfato ferroso 
amónico, es aconsejable utilizar pipetas de volumen de descarga auto­
mático, ccn lo cual disminuimos al máximo el error accidental, admi­
tiendo solamente el error sistemático del instrumento.

b) Al hacer la curva de calibración, el sulfato cérico de­
be ser agregado en intervalos de 20 segundos (trabajando con pipeta 
automática), y luego la reacción se detiene a los 5.00 minutos.

c) En cada valoración debe hacerse la correspondiente cur­
va de calibración.

d) Conviene hacer cada determinación por triplioado.

1-3.- RESULTADOS

1-3-1.- CURVA DE CALIBRACION

Teniendo presente en todo momento las condiciones detalla­
das anteriormente, hemos obtenido curvas de calibración en las cuales 
los punte» representados son promedio de tres determinaciones efectua­
das para cada valar.

La escala de lectura que trae el equipo espectrof otoñé trico 
utilizado hace oonveniente realizar la lectura espectrofotométrica en
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unidades de transmisión porcentual y , a partir de dichos datos, obte­
ner los valares de absarbancia.

Las lecturas se realizaren en todos los casos a 490 nm, 
ajustando el instrumento oon un blanco de agua destilada.

A partir de estos datos podemos representar la absorbancia 
(en nanometros), en función de la concentración de ioduro presente.
Un ejemplo de los resultados logrados en una determinación se puede 
observar en la tabla 1-3.

0.9

0.7

0.5

0.3

0.1

20 60 100 180(1) ng/ml.

Figura 1-3: Curvas de calibración de iodo total en solución.
Absorbancia óptica en función de la cantidad de 
iodo presente a temperatura constante.

o : prueba 1 

a = prue  ba 2
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Figura 1-4: Curvas de calibración de ioduro e iodato total en 
solución.
Absorbanda óptica en función de la cantidad de 
ioduro e iodato presente respectivamente a tempera­
tura constante.

En la figura 1-3 están representados los valores correspon­
dientes a dos experiencias efectuadas en diferentes morentos. Las for­
mas de ambas curvas y su superposición, dan prueba clara de la repro- 
ducibilidad del método.

Una de las posibles y más frecuentes impurezas que pueden 
131contener las soluciones de Na I es el iodo pentavalente, en forma de 

I0g. Teniendo en aienta que originalmente la puesta a punto del método 
de valoración se debió a la necesidad de contar ccn una técnica que 
nos permitiera ccnooer en cualquier memento el contenido total de iodo 
presente en soluciones de ioduro radiactivo, hemos realizado dos cur­
vas simultáneas y en idénticas condiciones experimentales. Una de ellas, 
tal cual fue des cripta anteriormente, utilizando una solución patrón de
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KI en ccnoentración igual a 200 ;ug de I“/ml, y la otra curva, a par­
tir de una solución patrón de KIO^ de idéntica ccnoentración de iodo 
que la anterior. Los resultados obtenidos en una y otra curva se pue­
den comparar en la figura 1-4. Es posible observar que los valores 
concuerdan satisfactoriamente, dentro de los errares experimentales 
del método.

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

A través de una parte importante de nuestro trabajo expe­
rimental, que está contenido fundamentalmente en el capítulo próximo
referido a la marcación de polipéptidos mediante el uso de cloramina-T

131
c o t o  agente oxidante,hemos utilizado diferentes muestras de ' I "sin 
portador". La variedad de las mismas no sólo está 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 interpolación del valor de 
la muestra desconocida en una curva de calibración efectuada en forma 
simultánea.

El dato que nos sirvió de referencia en cada muestra radiac­
tiva fué la ccncentracien de actividad, es decir, la actividad del isó­
topo expresada en mCi por mi correspondiente a la fecha de preparación 
de la soluciSn. A partir de ese valor y teniendo en cuenta el fundamen­
to teórico enunciado en la introducción de este capítulo, fué posible 
determinar el volumen a utilizar en la reacción, de tal manera que,
"a priori", pueda estimarse en que ámbito se ubicará el valor final de 
iodo dentro de la escala correspondiente a la curva de calibración.
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TABLA 1-4

OONTENIDOS REALES DE IODO EN MUESTRAS DE 131I 
"SIN PORTADOR" DE DISTINTOS ORIGENES

En todos los casos se estudiaren partidas destinadas a la 
marcación de moléculas orgánicas.

PROVEEDOR PARTIDA CONTENIDO REAL DE 
IODO (ng/gnCi)

A 1 133
2 525
3 70
4 92
5 133

B 1 270
2 442

C 1 150
D * 1 95

2 78
3 66
4 110

* C.N.E.A.

1-4.- DISCUSION

Desde el punto de. vista de la ejecución práctica del meto-'"■•A.
do realizado, conviene discutir algunos detalles técnicos que resultan 
de importancia para la obtención de resultados reproducibles. La curva 
de calibración ccn soluciones patrones de ioduro debe realizarse conjun­
tamente con cada valoración, a los fines de asegurar que se ha trabaja­
do en idénticas condiciones experimentales.

3+Cuando se representa la cantidad de iones Ce formados en 
función del tiempo, se obtiene una curva que llega a una meseta, cuya 
altura es invariable para una concentración dada de ión Ce y de ácido 
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 
concentración de ioduro y además, en forma muy marcada, de la tempe­
ratura a la cual se realiza la reacción. Debido a estas razones, es 
muy importante trabajar a temperatura constante, por cuanto la reac­
ción se suspende antes de su finalización, es decir, en la primera 
parte de la curva. Una pequeña variación de la temperatura puede re­
sultar, de acuerdo oon este enunciado, en la obtención de datos muy 
diferentes a lo esperado. Por lo tanto, la temperatura de la reacción 
y el tiempo de duración de la misma deben elegirse cuidadosamente y 
mantenerse perfectamente constantes. En esas condiciones, las deter­
minaciones efectuadas por este método tienen un error standard no ma­
yor de + 5 %, lo que está 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 reacción óptimos, los valores 
elegidos (26.5 - 0.2)°C y 5.00 minutos respectivamente, permiten obte­
ner absorbancias fácilmente determinables en el rango de concentración 
de iodo usual en las muestras analizadas. En este sentido puede seña­
larse que, a temperaturas mayores, los tiempos de reacción serían ex­
tremadamente cortos, principalmente teniendo en cuenta que las deter­
minaciones por triplicado de cada concentración se realizan en forma 
consecutiva y , ademas, cuanto menor sea el tiempo que apliquemos en 
la reacción, mayor sería la probabilidad de incrementar el error expe­
rimental . Por otro lado si trabaj asemos a temperaturas menores, ten­
dríamos serias dificultades en realizar la experiencia en el medio 
ambiente y cotí baño termostático abierto, pero además y fundamental­
mente , las reacciones serían demasiado largas, por lo que resultaría 
dificultoso asegurar la constancia de la temperatura. Además, en este 
último caso, utilizando tiempos de reacción menores, las lecturas es- 
pectrof aterré tricas no pueden considerarse fidedignas por cuanto las 
absorbancias serían demasiado elevadas.

Dado que la impureza radioquímica previsiblemente más impor- 
131 -tante es el 10̂ , hemos efectuado curvas de calibración utilizando
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concentraciones conocidas de KTOg. Los resultados obtenidos son exac­
tamente equivalentes a los logrados en presencia de I-, con lo que 
se comprueba la validez de la reacción (1-2).

En este sentido debe hacerse notar que la cantidad de
iodo total formado durante la irradiación de teluro natural, oon un
flujo determinado de neutrones térmicos, depende del tiempo de irra-

131diación. A su vez, el contenido de iodo total por cada mCi de I 
en una solución de este radioisótopo, en un determinado momento, de­
pende del tiempo transcurrido desde la irradiación (56).

Debemos finalmente señalar que el método elegido reviste
importancia práctica en lo que respecta al control de la preparación

131 . . .de soluciones de I "sin portador". Por otro lado, el conocimiento
del contenido real de iodo de dichas soluciones permite fijar con ma­
yor precisión las condiciones de su posterior utilización en la marca­
ción de polipéptidos o proteínas en general.
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CAPITULO II 

MARCACION POR EL METODO DE LA CLORAMINA - T

II-l.- INTRODUCCION

Existen diferentes métodos mediante los cuales es posible 
lograr la marcación de sustancias de características proteicas con un 
isótopo 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 más átanos de 
su estructura por isótopos radiactivos del mismo elemento que sustitu­
yen, nediante reacciones químicas y/o biosintéticas. Dentro de este ti­
po de moléculas marcadas se encuentran también aquellas en las que se 
introducen dos isótopos radiactivos de diversos elementos. Los dos me­
canismos elementales de obtención de dichos compuestos marcados son ya
sea el intercambio isotópico, o bien la síntesis orgánica. El ejemplo

3 14más típico es el de las moléculas marcadas con H y/o C.

El otro rubro comprende todos aquellos procedimientos que 
oonduoen a la obtención de sustancias marcadas ccn un radioisótopos per­
teneciente a un elemento extraño a la estructura original. Quedaría 
par aclarar que dentro de estos casos están comprendidas tanto aquellas 
marcaciones en las cuales existe una sustitución de un elemento por otro, 
cano aquellas en las cuales el elemento extraño radiactivo se agrega a 
la estructura original, variando su constitución química. Dentro de este 
último grupo encontramos una amplia variedad de compuestos marcados con 
131I o ccn 125I. Hemos tenido en cuenta muy especialmente todo lo refe­
rente a la marcación de moléculas con características proteicas y las con­
secuencias inmediatas del proceso, para lo cual analizaremos en cada caso 
los diversos métodos que se utilizan, así como las ventajas o desventajas 
de cada uno.

#-

La incorporación de l a  do lipéptidos, mediante el empleo de 
la ciar amina-T cano agente oxidante (Hunter y Grenwood) (67), se conoce 
desde haoe varios años. Si bien dicha técnica se emolea en forma rutinaria 
para la marcación de una amplia gama de moléculas, se puede apreciar que,
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mediante la aplicación de este método, no siempre los resultados expe­
rimentales logrados son reproducá bles.

A esta altura conviene aclarar que, a nivel de producción 
rutinaria de polipéptidos y proteínas marcadas con iodo radiactivo, 
los métodos del manoclaruro de iodo (68) y de la cloramina-T, han sido 
los procedimientos de marcación más preconizados. El método del IC1 
se usa cada vez menos, debido principalmente a que la eficiencia de 
marcación se hace progresivamente menor a medida que se disminuye la 
cantidad de prcrteína utilizada. Por esta razón, se observa una utili­
zación cada vez más intensiva del método de la cloramina-T (67) (69). 
No obstante ello, también oon esta técnica se han observado dificul­
tades que provocaron estudios por parte de algunos autores. Quizás 
el más importante resulte el trabajo efectuado por Hunter (70), donde 
llama la atención sobre algunos inconvenientes que se plantean en la 
marcación.

En efecto, una de las principales causas que pueden ocasio­
nar daños severos a la molécula que se marca es la elevada ccnoentra­
ción de cloramina-T (71). En contraposición, una ccnoentración dema­
siado baj a del reactivo oxidante, puede provocar una seria disminución 
y/o irregularidad del rendimiento de marcación de la proteína. El me­
canismo propuesto par el autor para permitir variar la cantidad de 
proteína y de iodo radiactivo en un extenso rango, a fín de minimizar 
la concentración de cloramina-T necesaria, y al mismo tiempo predecir 
el grado de iodación ccn bastante aproximación, se fundamenta en que 
la velocidad oon que el ioduro se oombina ccn la proteína está relacio­
nada con el potencial "redox" de la mezcla reaccionante. Si*bien el mé­
todo propuesto par Hunter (77), indica las cantidades óptimas de reac­
tivos a utilizar, creemos necesario puntualizar que este procedimiento 
resulta notoriamente complicado, principalmente para el caso de marca­
ciones rutinarias.

En el capítulo anterior hemos demostrado que las cantidades
131totales de iodo presentes en soluciones de I utilizadas para la mar­

cación de polipéptidos, pueden ser apreciablemente diferentes y que, 
además, la actividad específica real de estas soluciones disminuye en
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función del tiempo. Resulta evidente que para una determinada canti­
dad de proteína y de cloramina-T, la presencia de ioduro en el medio
resultará variable si utilizamos a lo largo de diferentes experiencias,

131realizadas a distintos tiempos desde la preparación del I, activi­
dades iguales de la misma partida del radioisótopo.

En este sentido consideramos que al efectuar marcaciones , 
las cantidades de ioduro utilizadas en dos experiencias sólo son exac­
tamente iguales, si el ioduro radiactivo que se aporta a los medios 
de reacción proviene de la misma muestra y si dichas experiencias son 
realizadas en forma simultánea. De esta manera logramos eliminar las 
variaciones en la concentración de iodo presente en la solución de 
131i.

Una conclusión implícita en el trabajo de Hunter, y que no­
sotros compartimos, asignándole además una gran importancia, radica 
en el hecho de que a fin de mantener la homogeneidad de los preparados 
marcados, es aconsejable usar no más de 1 o 2 átomos de ioduro par 
molécula de polipéptido pequeño o proteína respectivamente. Si todos 
estos átomos fueron radiactivos, resultaría una molécula marcada ccn 
una actividad específica lo suficientemente elevada como para provocar 
fenómenos de radiolisis, debidos a la interacción de la radiación emi­
tida oon la sustancia. Por esta razón se prefiere utilizar ioduro por­
tador. En principio, el mismo se encuentra ya presente en la muestra 

131de I formando parte del iodo real total, tal cual hemos visto en 
el capítulo anterior. Si su cantidad se considerase insuficiente, se 
procederá al agregado de ioduro inactivo al conjunto de reactivos reac­
cionantes .

En base a estas consideraciones ,hemos encarado el estudio 
de la relación entre la cantidad total de iodo aportada a la reacción 
y el rendimiento de marcación de los polipéptidos, así como de las ca­
racterísticas de los productos resultantes. De esta manera intentamos
estableoer las condiciones óptimas de utilización de preparados de 
131I en la marcación de moléculas polipeptídicas.

Debemos, antes de comenzar a relatar la experiencia reali za-
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da, dejar aclarado cual es el mecanismo que oonduce a la obtención de 
la sustancia marcada, mecanismo que resulta válido para cualquiera de 
los isótopos del iodo a utilizar, y, por supuesto, también para la mez­
cla de los mismos, cualquiera sea la proporción de cada uno en particu­
lar.

El fen&neno químico que ocurre durante la iodación, ha sido 
estudiado haoe ya bastante tiempo en forma exaustiva (72).

El iodo puede participar en reacciones de sustitutición en 
el anillo benoénioo de residuos ti.resínicos, en el grupo imidazol de 
la histidina (73), y en el grupo indol del triptofano (74); también 
puede oxidar los residuos de cásteína y cistina (73) (74) (75) (76) 
(77).

En 1945, C.H. Li (78), trabajando ccn sero-albúmina, ha de­
mostrado que la velocidad de iodación de dicha proteína se encuentra 
en estrecha relación a la que corresponde a una tirosina libre, cuando 
el grupo tirosínico involucrado en la reacción es el de mayor asequibi- 
lidad. En consecuencia, la interpretación dada por dicho autor (79), 
acerca de la interacción entre el iodo y la tirosina, se basa en el he­
cho de que la reacción está condicionada por la formación de mcnoiodo- 
tirosina (MIT), dado que esta última, en presencia de iodo, forma ins­
tantáneamente el derivado diiodado (DTT).

Esquemáticamente, los pasos serían:

(A)

0

+2HI0 5=

tf--0
9 lento 
=i | 0 | i _ ^ iH20

ó ¡A i - .,: Q papido
0“  

Ir^il
- H?0

(II-l)

R R R R
Según esta interpretación, cuando el agente iodante es el

el mecanismo sería similar: *2 2 ? 0 0

(B)
A
0r
R

+ I, lento A :
0Y

(II-2)

R
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También surge del modelo propuesto por Li,que el complejo 
(A) de la ecuación (II-1), resulta más estable que el complejo (B) de 
la reacción (II-2), debido a la presencia de puentes de hidrógeno.
Sin embargo, los resultados obtenidos por Roche y col. (72), especial­
mente en lo referente a la estabilidad del MTT cano intermediario de 
la iodación total de la tirosina, penen en duda la validez de la in­
terpretación dada par Li.

De cualquier manera, dejando a un lado en este manento la 
forma en que participa en la reacción la MIT, podemos decir que se rea­
liza el reemplazo de un átomo de hidrógeno de un núcleo tirosínioo (80), 
por uno de iodo proveniente de un i en H20I+ (81). Este último, se pro­
duce cano consecuencia de la transformación de I a , por acción del 
agente oxidante. La reacción global será por lo tanto la siguiente:

2 I' (II-3)

I2 + H20 5=
OH

O
V
R

+n2o i

h2oi + r

h 3o+ +

OH
r S 1
O
V
R

(II-4)

(II-5)

Ccn el fin de realizar el estudio esbozado más arriba, hemos 
utilizado en una primera instancia, cano modelo, la molécula de angio­
tensina II. Debe señalarse que dicha molécula posee una estructura li­
neal, y se trata de un polipéptido simple de peso molecular 1150, con 
un solo residuo tirosínioo.

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

Posteriormente, ccn el fin de analizar el problema en una es­
tructura más canpleja, efectuamos un estudio similar empleando tir entre­
fina bovina. Dicha molécula tiene un peso molecular aproximado de 25000,
y 10 residuos tiresínicos (82). En ambos casos, las experiencias preli-

131minares efectuadas con 10 jdCi de Na I "sin portador" , no han demostra­
do reproducibilidad en los rendimientos de marcación, los cuales, además,
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eran relativamente bajos, si se tiene en cuenta la oferta de ioduro 
frente al total de moléculas polipeptídicas.

Nuestro Ínteres, al efectuar el mismo análisis para molécu­
las de distintos pesos moleculares y además con diferente grado de
oomplejidad estructural, radicó en la posibilidad de generalizar las

131conclusiones obtenidas en las marcaciones de angiotensina II oon I, 
asando diferentes cantidades de portador.

Estes estudios, también nos permiten llamar la atención, so­
bre la intensidad oon que debe ser encarado el estudio de marcación de 
cualquier canpuesto de naturaleza polipeptídica o proteica, tenga o no 
actividad fisiológica hormonal.

Por último, en las condiciones señaladas anteriormente, pudi­
mos observar que la incorporación de una pequeña cantidad de una solu­
ción recientemente preparada de ioduro de potasio inactivo, mejora sus- 
tancialmente el rendimiento de la reacción. En este contexto, hemos es­
tudiado también los efectos producidos por el envejecimiento de los pre- 

131parados de Na I sobre el rendimiento de marcación.

II-2.- PARTE EXPERIMENTAL

La técnica seguida en los experimentos que a continuación de­
tallamos , fué realizada, tal como dijimos en la parte introductoria, si­
guiendo el método de Hunter y Grenwood, que consiste básicamente en in­
corporar iodo a la molécula polipeptídica, partiendo de I” y cloramina- 
T como reactivo oxidante.

II-2-1MATERIAL

II-2-1-1.- APARATOS

Fuente de poder Clinicol, con capacidad de variación de la 
diferencia de potencial entre 200 y 500 V.
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Cuba de electroforesis Oelogel, can puente de 18 centíme­
tros de largo.

Micropipetas Micro, Lang Levy Pipet, Fisher Scientific
Co, U.S.A.

Cubas de vidrio de 30 on x 60 on con soparte de acero inoxi­
dable para crcmatograf ías descendentes.

Radiocrcmatógrafo Packard modelo 7201 ccn sistema sincróni­
co de integración de áreas.

Estufa de cultivo calibrada a 37°C.

II-2-1-2.- REACTIVOS

-Solución reguladora de fosfates 0.05 N a pH 7.4. Se preparan 
para ello siguientes soluciones:
a) KH2P04. 2H20. Solución 0.1 M. Se disuelven 1.36 g de la droga en 

100 mi de agua bidestilada.

b) Na2HP0l+. 2H20. Solución 0.1 M. Se disuelven 8.90 g de la droga sóli­
da en 500 mi de agua bidestilada. La solución reguladora de fosfatos 
se obtiene a la concentración deseada mezclando .19.2 mi de a) con 
80.8 mi de b).

- Cloramina-T. Solución 3.62 % p/v. Se prepara disolviendo 
18.1 mg de la droga en 5 mi de la solución reguladora de fosfatos 0.05 
N a pH 7.4.

-Metabisulfito de sodio. Solución 2.4 % p/v. Se prepara a 
partir de 12 mg de metabisulfito de sodio (Na2S20¡-) que se disuelven 
en 5 mi de solución reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.4.

-Angiotensina II. Solución 0.5 % p/v. Se prepara disolviendo
1 mg de angiotensina II en 0.2 mi de solución reguladora de fosfatos 
0.05 N a pH 7.4.
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1 5La angiotensina II que utilizamos es sintética (Asp ,Val - 
angiotensina II) provista por CIBA de Basilea, Suiza.

-Tirotrofina bovina. Solución 0.5 % p/v. Se prepara de idén­
tica manera que la solución de angiotensina II.

La tirotrofina bovina equivale a 40 unidades U.S.P. por
cada 10 mg de hormona sólida y fue provista para estos estudios pori
el National Institute of Health de Bethesda, Maryland, U.S.A.

131-Solución de Na I sin portador. las diversas muestras de
131I fueren provistas por CEA-CCN-SORIN (característica de catálogo 
S-4) de Francia, New England Nuclear (característica de catálogo NEZ-
035 H) de Boston, Massachusetts, U.S.A., The Radiochemical Centre, 
(característica de catálogo IRS-3) de /Vnersham, Ruckinp;hamshire, In­
glaterra y Comisión Nacional de Energía Atómica (característica de ca­
tálogo 01-1310000) de Buenos Aires, Argentina.

En todos los casos las partidas utilizadas fueron las que 
se aconseja emplear en la marcación de hormonas.

-Solución reguladora de veranal-acetato de sodio-ácido acé­
tico 0.1 N pU 8.5. Esta solución se prepara disolviendo 4.4 g de ve- 
ranal sódico y 4.7 g de acetato de sodio en aproximadamente 500 mi 
de agua bidestilada. Se adicionan luego 30 mi de ácido acético 0.1 N, 
y finalmente se completa a 1000 mi ccn agua bidestilada.

-Solución reguladora tris-ácido maleioo-hidróxido de sodio 
pH 8.2. Se preparan para ello las siguientes soluciones:
a) Se disuelven 15.0 g de tris ^2-amino-2(hidrcKÍmetil) propano-l:3- 

diol^ y 14.5 g de ácido maleico en agua bidestilada, en cantidad 
suficiente para tener un volumen de 250 mi.

b) Solución de hidróximo de sodio 1 1  Se obtiene disolviendo 40.0 g 
de NaOH en agua bidestilada en cantidad suficiente para obtener 
1000 mi.
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La solución reguladora se obtiene mezclando *+0 mi de a) 
más 29 mi de b) y completando a 100 mi con agua bidestilada. Se ajus­
ta el pH a 8.2 con HCL 0.1 N o NaOH 0.1 N según corresponda.

-Pronase. Solución 5 % p/v. Se prepara disolviendo 5 mg de 
droga en 1 mi de la solución reguladora tris-ácido malei co-hidróxido 
de sodio pH 8.2.

Se utilizó Preñase grado R, marca CalbiocHem de Los Ange­
les, California, U.S.A.

-Metilmercapto-imidazol. Solución 22 % p/v. Se prepara di­
solviendo 55 mg de droga en 2.5 mi de la solución reguladora tris- 
ácido maleico-hidróxido de sodio pH 8.2.

-Butanol saturado con ácido acético 2 M (2:1). Se mezclan 
en una ampolla de decantación 2 partes de butanol de uso crcmatográ- 
fioo, ccn 1 parte de solución de ácido acético de uso cromatográfico
2 M. Se agita hasta obtener una emulsión, y se deja en reposo el tiem­
po necesario para que se obtengan dos fases perfectamente delimitadas. 
En ese momento se separan ambas fases valiéndose de la ampolla de de­
cantación, obteniéndose por un lado la fase acuosa que es la inferior 
y primera en decantar, y por otro lado la fase alcohólica que es la 
superior.

II-2-1-3.- PRECAUCIONES

Con el fin de obtener resultados válidos, es conveniente 
tener en cuenta los siguientes detalles:

-Todas las soluciones reguladoras deben mantener, desde 
el momento de su preparación, el valor de pH preestablecido, para lo 
cual es necesario controlarlas mediante pHchímetro luego de su prepa­
ración y corregir la diferencia que pudiese observarse. /Además es 
aconsejable repetir dicho oontrol, cada vez que sean utilizadas, con 
lo cual se constata su correcto estado de conservación.

-Estas soluciones deben permanecer refrigeradas hasta su
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utilización. 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 utilización, a fin de evitar su descomposición. Ello 
justifica que las cantidades a preparar en cada oportunidad sean las 
mínimas posibles, extremando por tal motivo las medidas tendientes a 
evitar al máximo cualquier errar en los valares de concentración.

-La solución de metilmercapto-imidazol puede ser utilizada 
durante 15 días , si se tiene la precaución de conservarla en frasco 
color caramelo y en refrigerador.

II-2-2.- METODO

II-2-2-1.- VALORACION DE IODO EN IAS SOLUCIONES DE Na131I

La actividad específica real de todas las muestras de
131Na I utilizadas fue determinada expenmentalmente de acuerdo a la 

técnica que hemos detallado en el capítulo anterior.

II-2-2-2.- MARCACION

Las concentraciones indicadas anteriormente para les reacti­
vos que participan en la reacción de marcación fueron temadas 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 adsorción de las hormonas utilizadas, 
debido a las pequeñas concentraciones que se utilizan.

Los distintos pasos que componen una experiencia de marca­
ción se detallan según el siguiente orden:
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1) Se ooloca en el fondo de un tubo de hemólisis 5 pl de 
la solución del polipeptido a marcar. De acuerdo con el método, uti­
lizarlos en la experiencia 25 ¿ig de hormona, sea angiotensina II o 
bien tirotrofina bovina.

2) Se incorpora la muestra de iodo a utilizar en la reac-
131ción. En cada oportunidad, el volumen correspondiente a I "sin

portador'' fuá calculado teniendo en cuenta el decaimiento radiactivo,
. 131de manera de contar con actividades del orden de 10 ;iCi de I cano 

trazador de la reacción.

3) Se añaden 100 pl de la solución de iodo portador en la 
ccnoentración a utilizar. Las diluciones neoesarias para toda la ■‘■se­
rie de concentraciones de iodo total, correspondientes a una experien­
cia en la cual se quiere marcar la angiotensina II, se obtienen según 
el siguiente esquema:

TABLA II-l

PREPARACION DE SOLUCIONES PORTADORAS UTILIZADAS EN 
LOS TUBOS DE MARCACION DE ANGIOTENSINA II

Dilución de la Tubo Solución portadora H^O bidés- portador
Sol. patrón tilada en 0.10 mi
(200 ;ug/ml) - mi mi ng

1:1000 A 0.00 1.00 0
ft B 0.10 0.90 1
tt C 0.30 0.70 3
M D 0.50 0.50 5
t! E 1.00 -- 10

1:100 F 0.15 0.85 15
fí G 0.20 0.80 20
t! H 0.30 0.70 30
♦ f I 0.40 0.60 40
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La preparación de las muestras de portador que fueron uti­
lizadas cuando se trató de marcar la tirotrofina bovina están indica­
das en la Tabla II-2.

TABLA II-2

PREPARACION DE SOLUCIONES PORTADORAS UTILIZADAS 
EN LOS TUBOS DE MARCACION DE TIROTROFINA BOVINA

Dilución de la Tubo Solución portadora T^O bidés- portador
Sol. patrcn tilada en 0.10 mi
(200 ¿ig/ml) - mi mi ng

1:10 A 0.00 1.00 0
tt B 0.20 0.80 200
»t C 0.30 0.70 300
tt D 0.60 0.40 600
M E 0.90 0.10 900

original F 0.12 COcoc: 1200
tt G 0.15 0.85 1500 .
tt H 0.18 0.82 1800
tt I 0.20 0.80 2000

4) Se agregan 10 jil de la solución de cloramina-T, tratan­
do que la adición se realioe 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 acción oxidante de la cloramina-T, o 
bien su eventual exoeso, mediante el agregado de 80 ̂ il de la solución 
de metabisulfito de sodio.

Los pasos 1), 2), 3) y 4), se realizan midiendo los volúme­
nes oon micropipetas de escurrido total, en tanto que en el paso 5) 
se realiza la medición oon pipeta de 0.1 mi con graduación de 0.001 mi.
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Es conveniente que para los pasos 4) y . sean dos las 
personas que estén dispuestas a efectuarlos, ya que rrientras una 
agrega la solución de cloramina-T y agita constantemente el tubo de 
reacción durante 30 segundos, la otra se encuentra dispuesta a neu­
tralizar la reacción oon el agregado de metabisulfito.

De esta manera, aún cuando la reacción que involucra el
I-, la cloramina-T, y la muestra a marcar, se completa en un tiempo 
inferior al establecido, hemos preferido sistematizar el agregado 
dal metabisulfito de sodio a fin de descartar un probable error.

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

Una alícuota de la solución final de cada tubo se siembra 
en papel Whatman n° 1, cortado en tiras de 3 an x 26 cm. Dicha siem­
bra se efectúa a 6 cm de uno de les extremos y se realiza una electro- 
fbresis orientando la corrida hacia el polo positivo de la cuba, a 
una diferencia de potencial de 12.0 V/cm durante 60 minutos, empleando 
la solución reguladora de vercnal-aoetato de sodio-ácido aoético 0.1 N, 
pH 8.6.

Al cabo de este tiempo, la oorrida electrofaretica separa 
el polipeptido, que queda en la siembra, del ioduro inorgánico rema­
nente en la solucicn final de reacción. El desplazamiento que corres­
ponde en estas condiciones, es de aproximadamente 10 on entre el punto 
de siembra y el pioo correspondiente al ioduro. I ja zona correspondiente 
al polipéptido está constituida por una mezcla de hormona radiactiva 
y hormona no marcada. La determinación cuantitativa del rendimiento de 
la reacción de marcación fue realizada estableciendo el porcentaje de 
radiactividad de cada uno de los picos. Para ello, previo secado es­
pontáneo de la tire, de papel, se registró en un radiocrcmatografo 
Packard, modelo 7201, las actividades correspondientes a ambas zonas de 
la electrofaresis. El equipo de referencia consta de dos tubos de redi­
ción de radiaciones oolimados ccn distintas aberturas. En nuestro caso 
hemos utilizado una abertura de 25 mm de ancho por 1 rrm de largo, ya 
que de esta manera se define con la mejor resolución oada zona radiac­
tiva.
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Por medio de un sistema mecánioo, que actúa a velocidad 
constante, pasamos la tira de papel entre ambos colimadores y la ra­
diación que a través de ellos llega a los tubos de medición, se suma 
y amplifica y por último queda registrada (Figura II-l) en un sistema 
de integración de actividad. Ello permite, no solo observar visualmen- 
te la forma y separación de cada pico radiactivo, sino también calcu­
lar el porcentaje de iodo unido al polipéptido y el porcentaje de io­
do libre, en comparación al total de iodo radiactivo.

O '..1 -r.--— :— i-o-i---- r.-.......v  i o...r

en Tv."7 ' : i’... a. máxima = 3 x 10** c/mirro ------
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Figura II-l.- Separación elecrtroforetica de le» componentes 
radiactivos presentes a continuación de una 
reacción de marcación de angiotensina II. Lagy*imagen corresponde al registro impreso automá­
ticamente por el radiocranatógrafo.
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II-2-2-4INTERMINACION DE RESIDUOS TIROSINICOS MONO Y DIIODADOS

Simultáneanente con el control de la reacción de marcación, 
se efectúa la hidrólisis total del polipéptido, segGn el siguiente es­
quema:

1) Se colocan 0.2 mi de la solución radiactiva en el fondo 
de un tubo de hemolisis.

2) Se agregan 0.1 mi de la solución de Preñase al 5 % p/v.

3) Con el objeto ¿te proteger el polipéptido marcado de una 
posible liberación de iodo, se adicionan 0.05 mi de la 
solución de metilmercapto-imidazol al 20 % p/v.

4) Se mantiene la hidrólisis en estufa de incubación a 
37° C durante 2 horas, procurando previamente que los 
distintos componentes incorporados formen una solución 
homogénea.

Finalizada la incubación, se preparó una cromatografía en 
papel Whatman n° 1 cortado en tiras de 4 cm x 48 cm, efectuando la 
siembra del material hidrolizado a 10 cm del extremo que queda intro­
ducido en la cubeta, que contiene como solvente butanol-ácido aoético 
2 M (2:1). La cromatografía es desoendente y la saturación de la cuba 
cromatográfica se efectuó dejando el solvente preparado fresco duran­
te 24 horas previas a la realización de la oorrida. Al mismo tiempo, 
la fase acuosa remanente en la preparación del solvente se depositó 
en un cristalizador en el fondo de la cuba, para completar el sistema 
de saturación de la misma.

La oorrida cromatográfica se efectuó durante 16 horas. Al 
cabo de dicho tiempo, el frente del solvente avanza aproximadamente 
30 can de longitud, medidos a partir del lugar de siembra. La ubica­
ción de los distintos componentes del hidrolizado, medida la radiac­
tividad de la tira de papel a través del radiocrcmatógrafo (Figura
II-2), responde a los siguientes valores de Rf:
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Ioduro libre (I-) = 0.28
Monoiodotirosina (HIT) = 0.61
Diiodotirosina (DIT) = 0.74

Figura II-2.- Separación electroforética de los componentes 
radiactivos presentes a continuación de la 
hidrólisis enzimática de una muestra de angio­
tensina II marcada. La imagen corresponde al 
registro impreso automáticamente por el radio- 
cromatógrafo.
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Aunque las dos últimas zonas radiactivas se encuentran rela­
tivamente próximas, se las obtiene perfectamente definidas, siguiendo 
las mismas ccndiciones de utilización del radiocranatógrafo que en el 
oaso de las mediciones de las tiras electrofbréticas.

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 oanprende la realización, 
por triplicado, de marcaciones ccn nueve cantidades totales de iodo di­
ferentes. Si representamos el rendimiento porcentual de la marcación

131de angiotensina II ccn I, en función de la relación de nanoátcmos- 
gramo de ioduro por cada nananol de angiotensina II, obtenemos una cur­
va que alcanza valares de rendimiento porcentual superiores a 90 % y 
donde la dispersión estadística (errar standard) de les 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
131los resultados obtenidos utilizando distintas partidas de I, siempre 

que éstas mantengan los requisitos de pureza establecidos para su uti­
lización; tampoco hemos encentrado diferencias al emplear muestras de 
iodo radiactivo de procedencia variada. Par lo tanto, en los puntos 
de la curva que se indican en la figura II-3 A, y que son los promedios
de las 20 experiencias, no hemos efectuado una discriminación en base

131al omgen de la muestra de I utilizada.

En la figura II-3 B, se pueden observar los resultados 
131logrados ccn muestras de I producidas en los laboratorios de la Co­

misión Nacional de Energía Atómica. Resulta evidente que los datos ob­
tenidos no difieren significativamente de los logrados ccn preparados 
de otra procedencia.
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100 200 300
n atg I~ 
n mol Anq x 10'

Figura II-3.- Marcación de angiotensina II.
Rendimiento porcentual de marcacián de

1 31angiotensina II oon I (R %) en fun- 
« den de la relación de nancátanos -gra­

mo de ioduro par cada nanomol de angio­
tensina II.
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Los resultados logrados en el análisis cromatográfico de 
los productos hidrolizados están representados cono la relación por­
centual de la actividad de la monoiodotirosina con respecto a la ac­
tividad total de mcnoiodotircsina y diiodotirosina. Dicha relación 
es equivalente a la relación porcentual de actividad de monoiodoangio- 
tensina, con respecto a la actividad total de las moléculas marcadas, 
como podemos observar en la figura II-4.

A ( mu ) * A j 0|j j

n mol Ang

Figura TI-4.- Actividad relativa porcentual, de monoiodo­
tirosina en angiotensina TT marcada. 
Relación porcentual de la actividad de la 
monoiodotirosina ccn respecto a la activi­
dad total de monoiodotirosina y diiodcrti- 
rosina en función de la relación de nano- 
átomos-gramo de ioduro por cada nonomol 
de angiotensina II.
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Como se puede armeciar, la proporción relativa de la ac­
tividad de mcnaiodoangiotensina decrece, en forma poco importante, 
a expensas del derivado diiodado, cuando se aumenta progresivamente 
la cantidad relativa de ioduro portador en la marcación.

II-3-2.- MARCACION DE TIROTEOFINA BOVTNA

Cuando comenzamos a marcar la tirotrofina bovina, parti­
mos de la suposición de que si en alguna medida se reproduce lo ob­
servado para el caso de la angiotensina TI, nos encentraríamos ante 
la neoesidad de realizar un aporte mavor de átomos do iodo, que el 
realizado para la angiotensina TT. En efecto, debimos tener en cuenta 
que de la utilización de una molécula de peso 1150 y un solo residuo 
tirosínico, pasamos a emplear una hormona polipeptídica de peso mo-' 
lecular aproximado a 25000, y que posee 10 residuos tirosínicos. De 
todas maneras, resulta necesario indicar que en ningún memento se tu­
vo en claro cuál es la asequibilidad de los residuos tirosínioos en 
la molécula total, y cuál es la facilidad de incorporación de iodo ccnj 
respecto a la incorporación de iodo en la angiotensina II.

Bajo estos preceptos , las primeras experiencias involucra- 
ron incorporaciones de ioduro portador en'los tubos de reacción ,, del 
orden de 0 ng hasta 40 ng, ccn lo cual*, a pesar de observar un ligero 
incremento de los rendimientos de marcación, dicho mejoramiento no re-

W** «r
sultaba de ninguna manera concluyente. Este resultado es enteramente 
previsible, si se analizan más a fendo las condiciones de la experien­
cia.

En efecto, s^'calculamos la relación molar entre el iodo 
aportado y la cantidad de hormona utilizada en estas experiencias pre­
liminares , vemos que esta relación resulta tan peoueña que se "justifi- - 
ca incrementar notablemente la cantidad total de iodo aportado a la 
reacción; finalmente las cantidades límites- utilizadas, tal cual vimos 
en la tabla II-2, varían entre 0 y 2000 ng de ioduro totales.

La curva de rendimiento porcentual de la marcación de tiro-
131tro fina ccn I en funcicn de los nanoátomos-gramo de ioduro incorpo­
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rados por cada nancmol de tirotrofina se encuentra en la figura II-5,
131en la que se indican los valores medios logrados ccn Na ' I de las di­

ferentes procedencias indistintamente.

n mol Tir

Figura II-5.- Marcacicn de tirotrofina bovina.
Rendimiento porcentual de marcación de

131tirotrofina bovina oon I (R %), en 
funcicn de la relación de nanoátcmos- 
frramo de ioduro por cada nonamol de ti- 
trofina bovina.

Se puede apreciar un máximo de rendimiento bastante bien 
definido, de aproximadamente 85 % para valores comprendidos entre 1.5 
y 3 nanoátomos-gramo de ioduro por nancmol de tirotrofina.
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Fitnxra II-6.- Actividad relativa porcentual de monoiodoti-> 4

rosina en tirotrofina bovina marcada.
Relación porcentual de la actividad de la 
monoiodotirosina con respecto a la actividad 
total de monoiodotirosina v diiodotirosina 
en función de la relación de nanoátomos-gramo 
de ioduro par cada nanomol de tirotrofina bo­
vina.
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Por otra parte, en la figura II-6 hemos indicado la rela­
ción de la actividad de la monoiodotirosina, oon respecto a la acti­
vidad total de mcnoiodotirosina v diiodotirosina, obtenidas ambas 
por hidrólisis total del polipéptido.

Puede observarse un descenso significativo de la porpar- 
ción de la actividad de la monoiodotirosina, lo que implica que en 
la zona de rendimiento máximo, la actividad relativa de monoiodotiro­
sina desciende del 50 % al 35 %.

II-3-3.- DI7TRRMINACION DE LA PROPORCION DE MOLECULAS MONOIODADAS 
Y DIIODADAS

Hasta este memento nos hemos interesado con intensidad en 
el rendimiento de la reacción de marcación y en la proporción de resi­
duos mono y diiodados presentes en la totalidad de residuos tirosíni- 
oos.

A los efectos de interpretar nuestros resultados, debemos 
recordar que se entiende por grado de iodación (G.I.), al número de 
átomos de iodo incorporados a una molécula proteica o polipeptídica.

' *
Resulta importante aclarar que cada residuo tirosínico admite como 
máximo 2 átomos de iodo. En este sentido corresponde asimilar esta 
definición a núes tras condiciones experimentales.

El rendimiento de la reacción de nrarcación se determina 
a partir de la relación porcentual entre el iodo radiactivo unido a 
la molécula polipeptídica y el iodo radiactivo total. Aún cuando la 
presencia de iodo inactivo cano portador, sif̂ nifique que en el total 
de moléculas marcadas, una parte lo será oon iodo radiactivo y otra 
parte con iodo no radiactivo, estadísticamente la distribución de 
ambas partes debe ser considerada proporcional en el iodo unido al 
polipéptido y en el iodo libre. Por lo tanto:

Rendimiento de marcación % = iodo unido al polipéptido
iodo total x 1UU
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R % = I - polipép~ido
&

x 100

En la práctica esto se reemplaza, en base a lo dicho prece­
dentemente, por la siguiente relación:

o t _ *1 - polipéptido (c/min) ...
R * ' K pdli'pgptiaó'Tc/rtmirT 'T i ^ "  rc7mnT" x 100 (II-7)

donde *1 simboliza el iodo radiactivo.

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

r T _ n° de átomos - gramo de I- R % ,TT
nd de moles de polipéptido x i00

Esta forma de expresar matemáticamente el grado de iodación, 
es útil cuando queremos analizar, no solamente el rendimiento que se 
obtiene al cabo de una reacción de marcación, sino, fundamentalmente, 
el número de átomos de iodo que se han incorporado a cada molécula.

En el caso particular de la angiotensina II, sabemos que 
existe un solo núcleo tirosínico, por lo que el número de moléculas 
de polipéptido es equivalente al número de residuos tirosínicos exis­
tentes. Admitiendo que las únicas especies que se forman sonólos deri- 
vados mono y diiodados, los límites extremos del grado de iodación que 
se pueden obtener, 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 mcnoiodadas, sino que existirá una mezcla formada por 
moléculas no marcadas, moléculas marcadas ccn un solo átono de iodo, 
y moléculas marcadas oon dos átomos de iodo. Lo que sí resulta defmi-

# “V**torio es que la proporción de cada una en dicha mezcla, nos brinda un 
promedio ponderado que corresponde matemáticamente 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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leculas de polipéptido presentes. I-a actividad porcentual de mcnoiodo 
tirosina (A%̂ ,p) se calcula a partir de la expresión:

Amtt (c/iru'n)
A% = ------_ --------- x 100 (II-9)

nIT (c/min) T)IT (c/min)

Asimismo, la actividad poroentual de la diiodotirosina 

(A %DIT} S6rá:
a n _ Apjr (c/min)_____________  (11-10)

DIT " Aj,^ (c/min) + A^IT (c/min) x

Ds lo dicho, podemos deducir que:

MIA % molecular = A %MT_ x G.I. (11-11)MIT

DIA % molecular = -j— A %Djrp x G.I. (11-12)

ANG % molecular = 100 - (MIA % molecular + DIA % molecular)
(11-13)

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

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

ANG % molecular es el número de moléculas no marcadas en un total 
de 100.

Al calcular una cantidad de moléculas, usando cano dato la 
radiactividad medida, estamos estableciendo cano condición que dicha me­
dición en cuentas/minuto es proporcional a la cantidad de iodo presente. 
En el caso de la actividad medida correspondiente al derivado mcnoioda- 
do , esta premisa es lógica, cualquiera sea la proporción en que se en­
cuentren en esa muestra el iodo activo y el inactivo, si aoeptamos una 
distribución estadísticamente homogénea entre arribas partes, de la misma
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manera que ocurre al establecer el forado de iodación.

Debemos tener el mismo criterio al calcular el número de 
moléculas diiodadas presentes. Pero en este caso corresponde una acla­
ración ulterior.

Si bien en el caso de los derivados diiodados, la presencia 
de dos átomos de iodo radiactivo en el mismo residuo tirosínico es po­
co probable, en especial cuando en el medio contamos ccn iodo portador 
agregado, resulta lógico admitir que, estadísticamente, la probabilidad 
de incorporar iodo radiactivo al residuo tirosínico, se duplica en el 
caso del derivado diiodado, siempre que ambos componentes marcados, se 
formen a partir de una única composición homogénea inicial de la solu­
ción de ioduro.

De lo mencionado más arriba, se deduce que en el cálculo del 
porcentaje de moléculas de angiotensina diiodadas (fórmula 11-12), la 
actividad poroentual de DIT debe dividirse por dos, al referirse al va­
lor molecular par ciento.

En las condiciones de trabajo detalladas, nos es imposible 
discriminar la distribución de arribos tipos de iodo (radiactivo e inac­
tivo) presentes en las tirosinas iodadas, obtenidas por cromatografía 
del hidrolizado.

El cri terio enunciado avala la deducción de las ecuaciones 
indicadas precedentemente.

Debemos señalar que todas estas consideraciones sólo poseen 
un sentido estadístico y no pueden aplicarse al tratamiento de una mo­
lécula polipeptídica en forma individual.

Sin embargo, debe resultar absolutamente claro que solamen­
te en el caso de moléculas como la angiotensina, que poseen un solo 
residuo tirosínico, la proporción de moléculas mono y diyodadas se pue- ¡ 
de calcular unívocamente a partir de la actividad poroentual de MIT y 
de DIT (fórmulas 11-11 y 11-12).
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Es criterio general (48) considerar que cualquier molécula 
polipeptídica marcada ccn iodo radiactivo, empleada como trazador, no 
debería contener más de un átomo de iodo por molécula, para que su com­
portamiento resulte asimilable al de su equivalente nativo. Si bien es­
ta condición generalmente se evalúa a partir de una determinación del 
grado de iodación (que debería ser menor o igual al), resulta eviden­
te en base a lo dicho anteriormente, que este solo parámetro no es su­
ficiente para garantizar la ausencia de polipéptidos marcados con más

i
de un átomo de iodo por molécula. Este problema se complica aún más 
cuando la estructura en estudio posee más de un residuo tirosínico.

Si se efectúa un análisis semejante ccn la tirotrofina bo­
vina, debemos introducir un factor adicional, derivado del hecho de 
que dicha molécula posee más de un residuo tirosínico. Es evidente 
que para asimilar el análisis al efectuado con la angiotensina, debe- 
ríanos determinar la proporción de moléculas de tirotrofina marcadas 
oon uno hasta veinte átanos de iodo.

Independientemente del número total de átonos de iodo que 
tenga incorporado una determinada molécula de tirotrofina, el método 
experimental nos permite dilucidar solamente la proporción de residuos 
tiros í ni eos ccn 0, 1 o 2 átanos de iodo en su estructura.

Por lo tanto, fué neossario aplicar un criterio restringido 
y determinar solamente la proporción del número de residuos tirosírá­
eos mono y di iodados, en base molecular de tirotrofina. Para ello es 
necesario simplemente dividir las fórmulas 11-11 y 11-12 por el número 
de residuos tirosínicos presentes en la molécula (T), y el resultado 
nos proveerá de un valor estadístico de la proporción de residuos tiro- 
sínicos mono y di iodados, por cada molécula de tirotrofina.

En consecuencia las expresiones correspondientes a este caso
serían: ,

i
MIA % molecular = A % x ■ (11-14)

DIA % molecular = A % DIT x (11-15)
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En el caso específico de la tirotrofina bovina, T es igual

131II-3-4. - INFLUENCIA DEL ENVEJECIMIENTO DE LOS PREPARADOS DE I

En 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 solución de ioduro radiáctivo proveniente 
de una misma partida, pero a diferentes tiempos. En este caso, cano 
hemos mencionado precedentemente, la cantidad real de ioduro portador
presente en esa solución varía. Este hecho, dio lugar a analizar si

131realmente el envejecimiento del Na I pudo haber introducido algún 
efecto en los rendimientos de maroación, para distintas cantidades 
reales de ioduro aportados a la reacción.

Se realizaron varias series de marcaciones en las cuales
131fue utilizada, en más de una oportunidad, una misma partida de Na I.

Referiremos lo que aconteció oon la maroación de la angio­
tensina II. Hemos analizado los datos obtenidos oon des partidas de 
iodo, cada una de las cuales fue utilizada en dos experiencias distin­
tas , a intervalos de tiempo similares entre la fecha de preparación 

131del Na T (dato que invariablemente es previsto por el respectivo 
productor) y el momento de su utilización.

Los datos se encuentran ordenados en la tabla II-3. En 
la columna de iodo total hemos tenido en cuenta, en cada caso, el io­
do portador y el perteneciente al propio ioduro radiactivo. Este úl­
timo dato se obtuvo a partir de la valoración de ioco total y el pe­
ríodo de semidesintegracicn del isótopo radiactivo. Así resulta que,
para la partida que en la tabla II-3 hemos individualizado oonvencio-

131nalmente como n° 1, la actividad de I incorporada a cada reacción, 
estaba oontenida 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 días des­
pués, para la mínima actividad incorporada, dicha cantidad correspon­
dió a un total de 0.53 ng de iodo.

a  1 0 .
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TABLA II-3 

RENDIMIENTO DE MARCACION DE LA

ANGIOTENSINA II EN FUNCION DEL TIEMPO

PARTIDA * t Iodo Total Rendimiento
- días ng %

1 8 0.42 49.6
1.42 52.5
3.42 62.4
5.42 72.8
10.42 81.7
15.42 84.9
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
4.1 39.9
6.1 64.5
11.1 74.9
21.1 77.2
31.1 79.5
41.1 ‘85.0

*  N o m e n c la tu ra  c o n v e n c io n a l
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En el caso de la partida señalada con el n° 2, vemos cía
ramente que entre una experiencia y la siguiente han transcurrido
8 días, lo que es equivalente a un período de semidesintegración del 
131I. Puede deducirse que en ambos casos, hemos utilizado la misrra 
actividad de iodo radiactivo, para lo cual, mientras en el primero 
el total de iodo fue de 0.55 ng, en el segundo pasó a 1.1 ng debido 
a la duplicación efectuada en el volumen de muestra del Na I utili­
zada.

Un análisis similar hemos efectuado para el rendimiento 
de marcación de la tirotrofina bovina en función del tiempo. (Tabla
II-**).

TABLA II-4

RENDIMIENTO DE MARCACION DE 
TIROTROFINA BOVINA EN FUNCION DEL TIEMPO

PARTIDA * t Iodo total Rendimiento
- días ng %
1 5 1.6 45.2

300 79.4
600 83.5
900 78.3
1200 ‘63.4
1500 49.0
1800 37.8
2000 41.5

1 10 1.6 50.6
300 83.5
600 84.3
900 73.8
1200 59.3
1500 51.5
1800 39.8
2000 36.0

*  N o m e n c la tu ra  c o n v e n c io n a l
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Conviene aclarar en este caso, que s6lo en el primer tubo 
de cada experiencia (o sea aquel al cual no oorresponde agregado de 
portador), figura la cantidad de iodo aportado por la solución radiac­
tiva. En los restantes tubos, la incidencia ínfima que esta cantidad 
tiene en el total, nos ha hecho considerar inneoesaria su inclusión.

11-4.- DISCUSION

Tal cano hemos demostrado anteriormente al'referimos a 
la valoración del contenido de iodo presente en una muestra de iodo 
radiactivo, la actividad específioa de los preparados de ^3̂ I, utili­
zados en la marcación de polipéptidos, puede ser apreciablemente di­
ferente según las partidas que se utilicen. La posibilidad de determi­
nar experimentalmente ese valar, nos ha permitido, además de estable­
cer un medio auxiliar de ccntralar de la producción de soluciones de 
131I, adoptar un criterio definido que signifique normalizar la meto­
dología de marcación de polipéptidos o proteínas ccn 131I. Si inten­
tamos trasladar este esquema de trabajo a la utilización de 125I, oo- 
mo isótopo de elección en las reacciones de obtención de polipéptidos 
marcados, vemos claramente que, ya sea por la forma de su obtención,
o por sus propiedades radiofísicas y radioquímicas, las implicancias 
de una variación en la actividad específica de una muestra resulta 
despreciable en su utilización. No obstante ello, es razonable suponer 
que las conclusiones que se obtienen en este capítulo, referentes a 
la influencia de la cantidad total de iodo sobre el rendimiento de mar­
cación y la naturaleza de los productos obtenidos, pueden ser perfec­
tamente asimilables al caso de este último radioisótopo.

Con respecto a la marcación, es interesante haoer notar, 
que tal cual ccmo esta planteado el método, cualquier pequeña modifi­
cación o error en el procedimiento puede variar fundamentalirente el 
resultado, en especial el que concierne al rendimiento de la reacción. 
Por lo tanto, cualquier experiencia que encaramos fue realizada por 
triplicado, ccn lo cual pudimos descartar valares muy dudosos o bien 
realizar promedios en los poroentajes de rendimiento, obtenidos a par­
tir de las mediciones de las electroforesis, y también en los porcenta­
jes de oompcnentes mcno y diiodados correspondientes al total de molécu­
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las marcadas con iodo, obtenidos en las mediciones de las cromatogra­
fías de las muestra? 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 marcación de proteínas ccn 
131I, mediante el método de la cloramina-T.

En efecto, tanto Bale y col. (56), oomo HelmkantD y col.
(57), insisten en la importancia que adquiere el conocimiento de la

131actividad específica real de las soluciones de I, cuando se trata 
de su utilización en la marcación de proteínas, e inclusive, en las 
limitaciones que pueden existir cuando en el resultado final apare­
cen productos que actúan negativamente en su aplicación.

Cualquiera sea el método de elección para la obtención de 
estructuras polipeptídi cas marcadas , el prooeso básico consiste en la 
reacción entre el residuo tirosínico presente en la molécula orgánica 
y el ioduro. El objetivo que se debe tener en cuenta en todo memento, 
es el de no provocar una modificación funcional en el producto origi­
nal. En general, hace ya tiempo que se acepta que una proteína ccn más 
de dos átanos de iodo por molécula, no conserva las mismas propiedades 
que la molécula no maroada (48) (84).

Este hecho, que ya fue señalado para proteínas como la al­
búmina humana (60), nos indica que esta incidencia perniciosa resul­
tará igual, o seguramente mayor, en moléculas de menor peso, o simple­
mente de estructura polipeptídica más sencilla.

En el caso de la angiotensina, se observan rendimientos 
elevados y que se mantienen estables, por encima de una proporción de 
ioduro total relativamente baja ̂ 4 x 10-3 nanoátemos gramo de I- por 
nanomol de angiotensina (I /A)J . Esto da una idea de la facilidad 
con que se puede incorporar iodo a dicha molécula. Al mismo tiempo, 
lograr una marcación de rendimiento considerable para la relación 
I /A indicada, implica la incorporación de una cantidad de ioduro tan 
pequeña que da como resultado un grado de iodación lo suficientemente
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bajo como para suponer que el comportamiento de la molécula marcada 
tenga una diferencia nula o mínima ccn respecto al polipéptido nati­
vo. En las condiciones en que la cantidad de ioduro agregado es má­
xima, el grado de iodación no supera un valor de 0.035. nado que la 
angiotensina posee un solo residuo tirosínico, el grado de iodación 
máximo que se puede lograr teóricamente es de 2.0, lo que ob vi aírente 
indicaría que el 100 % de las moléculas tendrían en su núcleo tiro-
sínioo 2 átomos de ioduro incorporados. Aplicando las ecuaciones

111-10 y 11-12, a los resultados indicados en las figuras II-3 v 11-4, 
se comprueba que la proporción máxima de moléculas de angiotensina 
oon dos átonos de iodo en su residuo tirosínico, con respecto al to­
tal de moléculas de angiotensina (marcadas y no marcadas), que corres­
ponde al grado de iodación 0.035, es de 0.27 %. Por lo tanto, la mar-

• + • • 131cación de angiotensina oon I mediante el método de la cloramina-T,
nos permite obtener un preparado cuyas propiedades biológicas serán 
prácticamente iguales a las.de la molécula nativa; dicha afirmación 
la hacemos fundándonos en los resultados obtenidos en la determinación 
de actividad biológica de la angiotensina, marcada con 1 o 2 átanos 
de ioduro, y que analizaremos en detalle en el capítulo IV. De lo di­
cho hasta ahora, podemos deducir, que es factible lograr un elevado

131rendimiento de marcación de la angiotensina-II ccn I, usando como 
agente oxidante la cloramina-T, sin que ello implique una alteración 
sustancial del comportamiento de la molécula en su posterior utiliza­
ción, si se trabaja ccn cantidades de ioduro total comprendidas entre_3 _24 x 10 y 4 x 10 nanoátcmos-gromo de ioduro por nancmol de angioten­
sina- II .

Cuando efectúanos un análisis similar al realizado para la 
angiotensina, con los resultados logrados oon tirotrofina bovina, eí

* *problema se canplica debido a la presencia de 10 residuos tirosínioos 
en esta última molécula. En primer lugar, hemos observado que la can­
tidad total de ioduro debe ser sustancialmente mayor que la utilizada 
en la marcación de angiotensina.

En efecto, para alcanzar rendimientos cercanos al 85 % 
en la marcación de una u otra molécula., 'la relación entre las cantida-
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des totales de ioduro que deben ser incorporadas a la reacción, es de 
aproximadamente 30. Esto implica que la relación entre los nanoátomos 
gramo de I-/nanomol de tirotrofina bovina, y los nanoátomos-gramo de 
I”/nancmol de angiotensina II, para alcanzar ese rendimiento es de 
aproximadamente 500. Esta observación sugiere, de por sí, una mayor 
dificultad de incorporación de átanos de iodo a la molécula de tiro­
trofina que a la de angiotensina II.

i

Estimamos que esta mayor dificultad de incorporación, po­
dría deberse a uno o más factores, entre los cuales debería tenerse 
en cuenta la mayor complejidad estructural de la molécula (estructura 
terciaria), y el entorno de los distintos residuos tirosínicos.

Si observamos el gráfico correspondiente a la figura II-5, 
vemos que se alcanza un rendimiento porcentual máximo de 85 %, cuando 
la proporción de nanoátomos - 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 iodación 
continúa en aumento, no lo hace en forma proporcional a la oferta de 
ioduro, por lo que la incorporación de una cantidad mayor de iodo se'1 
logra evidentemente con más dificultad.

Independientemente de la dificultad ccn que el ioduro pue­
de llegar a ocupar todos los sitios posibles en una cadena de amino­
ácidos , cuya estructura resulta más compleja que nuestro caso origi­
nal de la angiotensina II, las evidencias nos hacen suponer que ante 
diferentes situaciones, una primera instancia a considerar, será el 
aumento del rendimiento de marcación en función de la cantidad de 
ioduro presente. Es muy posible que la relación de nanoátomos-gramo 
de I-/nanomoles de la molécula considerada, necesaria para obtener 
el máximo de rendimiento, será distinta para cada molécula a marcar 
en particular, y por supuesto, estará supeditada a varios factores, 
entre los cuales, quizás uno de los más importantes, debe ser la ma­
yor o menor facilidad de introducción del átomo exógeno, en las zonas 
de las cadenas polipeptídicas donde se encuentran presentes los nú­
cleos tirosínicos. Al mismo tiempo, también es posible, como lo demues­
tra nuestra experiencia, que cuando dicha relación es muy pequeña, se
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puede observar una zcna de rápido crecimiento en la curva de rendimien­
to de marcación. Esta hipótesis nos permite efectuar un análisis críti­
co de un aspecto de los resultados obtenidos por Glover y Shepard (85). 
Dichos autores señalan la importancia que tiene el conocimiento de la-i o-j
actividad específica ds las preparaciones de Na T, particularmente 
cuando las mismas son utilizadas en la iodación de hormonas proteicas, 
destinadas a radioinmunoensayo. Usando insulina como polipéptido de 
referencia, logren establecer el rendimiento porcentual de iodación en 
función de la cantidad de iodo total presente, que a su vez está cons­
tituida en cada caso por una cantidad fija de iodo radiactivo y por 
cantidades variables de iodo no radiactivo. Los valares así obtenidos 
entre 1 y 12 jjg de iodo total, utilizando 50 pg de insulina, se encuen­
tran alineados en una curva decreciente, similar a la zcna de pendien­
te negativa del gráfico de nuestra figura II-5. Adn cuando carecemos 
de experiencia en la utilización de insulina como hormona a marcar, 
podemos suponer que los valares de rendimiento obtenidos can menos de
1 jjg de iodo total, podrían dar la indicación de un crecimiento en la 
zona inicial del gráfico. Este análisis, que no implica una crítica al 
trabajo de dichos autores (85), nos permite en cambio aportar una prue­
ba más en favor de la necesidad de generalizar las conclusiones concep­
tuales del presente capítulo.

Nuestros resultados, indicados en las figuras H-5 y II-6, 
permiten deducir algunas consecuencias interesantes. En la zona de 
rendimiento máximo, dende existe una relación de 2 nanoatemos gramo 
de I por nanomol de tirotrofina, el grado de iodación es de aproxima­
damente 1.7. Teniendo en cuenta que el 50 % de la actividad se encuen­
tra en los hidrolizados, cano diiodatirasina, y que la tirotrofina bo­
vina posee 10 residuos tirosínioos, se puede calcular que en el 4.25 % 
de dichos residuos, se han incorporados 2 átonos de iodo. El mismo 
cálculo demuestra que para 15.8 nanoatemos-gramo de I /nananol de tiro­
trofina, que oorresponde a un G.I. 5.85, ese valor se eleva al 23.4 %. 
Dado que la proporción relativamente elevada de residuos diiodados, 
en la zona de rendimiento de marcación máximo, podría eventualmente al­
terar el comportamiento de la hormona marcada, estimamos conveniente 
eatablecer un compromiso entre el rendimiento de marcación, y la pro­
porción de residuos tirosínicos diiodados. En este sentido, puede de­
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terminarse que para un rendimiento de marcación aceptable, como ser 
70 %, que se obtuvo con una relación de 0.34 nanoátcnos-gramo de I“7 
nancmol de tirotrofina, el grado de iodación es de 0.24, y solamente 
el 0.2 % de todos los residuos tirosínieos que componen la molécula 
se encuentra bajo la forma de derivado diiodado. Resulta lógico admi­
tir que estas ultimas condiciones permiten lograr una hormona marcada 
más apropiada para su utilización posterior. De lo dicho hasta aquí 
se desprende claramente que la relación óptima entre el numero de
átomos de ioduro y el numero de moléculas de polipéptido, es indepen-

131diente de la proporción de Na I presente en el total de ioduro.

A pesar de que las conclusiones del presente capítulo 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 específicas 
elevadas. En este caso, se obtienen los mismos rendimientos para can­
tidades iguales de polipéptido, si se trabaja ccn actividades de 131I 
tales que, paralelamente, obliguen a disminuir, o en casos extremos 
eliminar totalmente, el agregado de ioduro portador; todo ello con­
servando oonstante la cantidad de iodo total necesario para lograr 
el resultado adecuado.

Si bien nuestro estudio abarcó moléculas de tamaño y com­
plejidad diferentes, los hechos nos induoen a pensar, que los efec­
tos observados probablemente se produzcan en la generalidad de los 
casos, por lo que ccnsideramos, que un estudio similar al nuestro 
debe encararse para cada molécula polipeptí di ca en particular. Este 
estudio debe incluir básicamente:

1) La determinación de la relación óptima entre el numero 
de atemos de iodo y el de moléculas polipeptídicas presente en la 
reacción.

2) La determinación de la proporción de residuos tirosí- 
nioos meno y diiodados, frente al total de moléculas polipeptídicas. 
Este dato resulta de interés ya que las evidencias dadas por otros 
autores y nuestra observación para el caso de la angiotensina, que
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demostraremos posteriormente, indican que la presencia de dos átomos 
de iodo en un mismo residuo tirosíni oo puede disminuir significativa­
mente su actividad biológica.

Independientemente de la importancia que este fenómeno 
adquiere para cada estructura en particular, nuestros resultados de­
muestran que la sola obtención de un elevado rendimiento de marca­
ción , no es suficiente garantía para lograr un polipeptido marcado 
con propiedades adecuadas a su utilización, sino que * deben tenerse 
en cuenta otros factores oomo los mencionados anteriormente.

Finalmente, los resultados de marcación de la angiotensi­
na II y de tirotrofina bovina, que se encuentren tabulados , y que

131fueron obtenidos oon soluciones de Na I utilizadas a tiempos dife­
rentes después de su preparación, nos permiten extraer otra conclu­
sión. Se demuestra, en efecto, que el "envejecimiento" de dichas 
soluciones radiactivas no tiene influencia significativa en el rendi­
miento y en las propiedades de las moléculas marcadas. Debe desta­
carse que estos resultados son válidos, si las cantidades apropiadas 
de soluciones de ioduro de potasio agregadas como portador, son pre­
paradas inmediatamente antes de su uso.



CAPITULO III 

MARCACION POR EL METODO DEL MONOCLORURO DE IODO

III-l.- INTRODUCCION

Uno de los puntos de mayor interés a abordar en el estudio 
de la marcación de un polipéptido resulta, sin duda alguna, el conoci­
miento de su ccmportaniento cuando se intenta realizar la incorporación 
del elemento trazador a distintos valores de pH.

Evidentemente, la necesidad de este estudio surge de las di­
ferentes propiedades fisicoquímicas que la molécula pueda tener, según 
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 conformación y propiedades fisicoquími­
cas de la molécula en solución.

En efecto, en el año 1962, Smeby y col. (86), a través de es­
tudios de dispersión óptica rotatoria y espectroscopia ultravioleta, su­
girieron una conformación tridimensional acorde con los datos físicos 
y biológicos disponibles (87)(88). A partir de estos resultados surge co­
mo importante la presencia de tres grupos funcionales esenciales para 
la actividad biológica. Ellos son, el grupo carboxílico C terminal de 
la fenilalanina, y los anillos aromáticos pertenecientes a los aminoáci­
dos fenilalanina y tirosina. Paiva y Paiva (89)(90) y Paiva y col. (91), 
lograren resultados esencialmente similares, si bien postularen que 
otros residuos también son inportantes para la actividad biológica del 
polipéptido. En base a tales estudios, podemos relacionar estas conclu­
siones ccn el hecho de que uno de los grupos esenciales citados, la ti­
rosina, es precisamente el residuo que se marca ccn iodo. La facilidad 
de reacción del residuo tirosínico oon dicho elemento, depende de la 
estructura polipeptídica de la molécula (80).

Es también conocida la influencia que ejeroen las cargas de 
los grupos amino y carboxilo vecinos a la tirosina, en la ionización
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del radical hidraxilo del núcleo fenólioo (92), oomo así también el he­
cho de que en determinadas condiciones (grupo anino y carbc&cilo no io­
nizados) , el grupo tirosínico perteneciente a la molécula de angioten­
sina se comporta en forma similar a la tirosina libre (92).

Paladini y ool. (93) y Huidobro y Paladini (94), determina­
ron en 1963 que la actividad presorva. y odtósica de la angiotensina, 
se incrementa cuando las experiencias se realizan en un medio alcalino. 
El primero de los efectos fue luego confirmado pea? Msthot y col. (95).
La explicación que con mayor probabilidad se adaptaba al fenómeno ob­
servado, radicaba en el cambio de la conformación espacial de la molécu­
la, debida al medio.

Posteriormente, en 1968, Fernández y ool. (96), siguiendo 
la misma línea, estudiaron la molécula de angiotensina II en solucio­
nes de distinto pH, ccn el fin de determinar los cambios confc¡rmaciana­
les que la variación 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 menómero a 
cualquier valor de pH (91) (9 3), las variaciones en las dimensiones mo­
leculares deben ser atribuidas a otros factores distintos de los de 
asociación. La explicación más razonable es que se producen variaciones 
en las interacciones electrostáticas entre las cargas de la molécula.
En efecto, las formas más compactas se logran por la interacción de 
las cadenas laterales de los residuos de ti ros ina y fenilalanina.
Una variación considerable de la conformación espacial coincide oon 
la ionización del grupo fenólico del residuo tirosírdoo.

Todos estos puntos en cuestión nos han inducido a estudiar 
la marcación del polipéptido a diferentes valores de pH, no ya para 
conocer las condiciones de mejor rendimiento de la operación, sino 
esencialmente para dilucidar, cuál es en cada caso la proporción de 
las distintas especies marcadas que se obtienen.

Pana ello, se realizaron diferentes marcaciones de angioten- 
sina II utilizando careo isótopo trazador el 1“, mediante aplicación 
del método del menoclaruro de iodo, de acuerdo a los lineamientos gene­
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rales de la técnica establecida por Springell (97). TA método de refe­
rencia nos pernu.tí.6 determinar los porcentajes de moléculas mono y 
diiodadas, para diferentes grados de iodación, 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 produoen en la incorporación del iodo, sen fundamentales y en 
cierta medida concluyentes.

En particular, las marcaciones ccn mcnocloruro de iodo a 
pH 7.4, fueron realizadas ccn el doble propósito de observar, por un 
lado el canportamiento a valor fisiológico, y por el otro lado correla­
cionarlo con los resultados que se obtuvieron en las marcaciones por 
vía electrolítica (ver Capítulo IV), para las cuales se trató de respe­
tar dicho valor de pH.

III-2.- PARTE EXPERIMENTAL

La iodación de sustancias de estructura polipeptídica, se 
realiza generalmente entre los rangos de pH 5 a 10. Sin embargo, exis­
ten trabajos en los cuales el procedimiento de marcación se realiza 
a valares de pH más ácidos (98). En efecto, uno de los métodos enuncia­
dos por Ramachandran (98) en su extenso estudio del problema es el que 
se funda en la gran facilidad ccn que el hipoiodito actúa como agente 
iodante del fenol, o del grupo fenólico perteneciente a una molécula 
más grandes.

4**-.

Aprovechando esta propiedad, Me Farlane (68) propuso la pre­
paración del IC1 y su utilización en la marcación de proteínas.

i»

En líneas generales, el monocloruro de iodo puede ser pre­
parado de acuerdo a la siguiente reacción química:

2 K I + KI03 + 6 HCL--- >3 IC1 + 3 KC1 + 3 H20 (III-l)

En solución acuosa diluida de pH alcalino, el monocloruro
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de iodo pasa a ácido hipoiodceo, de acuerdo a la reacción citada por 
Helmkamp y col. (99):

IC1 + NaCH---»Na Cl + IOH (III-2)

Subsecuentemente, el IOH reacciona con el residuo tirosí­
nico (98) (99), siguiendo la reacción:

I
IOH + H0<O>R-- >H20 + H0<O>R (III-3)

IOH + HO^O)R-- >H20 + HO | d>-R (III-4)

En solución ácida, el IC1 actuaría oomo agente iodante del 
residuo, según las siguientes reacciones (17):

IC1 + H0(5)r -- >C1" + H+ + HO -^o)-R (III-5)

Id + HO^C^R-- >CL” + H+ + HO -(o)-R (III-6)

131Para la utilización como trazador radiactivo, el IC1 o el 
IC1, se obtiene agregando la correspondiente sal sódica del isotopo 

radiactivo a la solución clorhídrica diluida de IC1. La formación de 
131IC1 o 131 IOH, ocurre por una reacción de intercambio espontánea (100). 
Con el agregado inmediato de esta solución a la del polipéptido, se 
obtiene la incorporación del iodo en el residuo tirosínioo. Este últi­
mo paso lo hemos realizado en nuestras marcaciones de angiotensina II, 
manteniendo la hormona en las siguientes soluciones reguladoras:

a) 1 M glicina - 1 M HC1 (pH 1-3)
b) 1 M CH3 OOOH - 1 M CH3 OOONa (pH 4 - 5)
c) 1 M KH2P04 - 1 M NaOH (pH 6-7)
d) 1 M glicina - 1 M NaOH (pH 8 - 10)

La proporción de los componentes en oada mezcla regaladora 
fie variada, tal cual lo indica Springell (97), oon respecto a la que 
oportunamente recomendara Brittan (101), a fin de evitar la elevada
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oonoentración salina.

III-2-1.- MATERIAL

III-2-1-1.- APARATOS

Agitador magnético Fisher de Fisher Scientific, U.S.A.

Riente de poder Cliniool con capacidad de variación de la 
diferencia de potencial entre 200 y 500 V.

Cuba de electrofaresis Celogel de Milano, Italia, con puen­
te de 18 centímetros de largo.

Cubas de vidrio de 30 on x 60 an oon soparte de acero inoxi­
dable para cromatografía descendente.

Estufa de cultivo calibrada a 37° C.

Detector de radiación gamma compuesto par:
a) Sonda preamplificadora y cristal de ioduro de sodio (TI) 

de 2 x 2 pulgadas, ccn "geometría de pozo" de 0.15 an x 0.40 an.
b) Espectrómetro Gamma monooanal Nuclear, modelo S.F.P.

III-2-1-2.- REACTIVOS: Todas las drogas utilizadas fueron de pureza 
"pro-análisis":

- Solución reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.4.
Su preparación fuá detallada en el capítulo II.

- Angiotensina II sintética de CEBA, Basilea, Suiza.

125- Solución de I provista por CEA-C.E.N.-SORIN 
(característica de catálogo S-4) de Francia.

- Solución reguladora glicina 1 M - HC1 1 N.
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- Solución reguladora ácido acético 1 M-aoetato de sodio
1 M.

- Solución reguladora fosfato mcnopcrtásico 1 M-NaOH 1 N.

- Solución reguladora glicina 1 M - NaOH 1 N.

- Solución reguladora de vercnal - acetato de sodio - áci­
do acético 0.1 N pH 8.5.
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Solución reguladora tris-ácido maleico-NaOH pH 8.2.
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Pronase en solución reguladora tris-ácido rraleico-NaOH
pH 8.2.
La solución de pronase se prepara de forma tal de respetar una concen­
tración relativa de 100 ¿íg/mg de angiotensina.

- Metilmercapto - imidazol. Solución 22 % p/v.
A

Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Butanol saturado oon ácido acético 2 M (2 : 1).
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Piridina - ácido acético 2 M (8 : 2 v/v).

- 2,4,6 collidina - ácido aoético 2 M (8 : 2 v/v).

- Resina de intercambio iónico Dcwex 1 - X 8; 100-200 mesh; 
fama cloruro.

Como ya hemos señalado anteriorrrjente, las citas dadas en es­
te punto para la preparación de las soluciones reguladoras que se emplea 
ron al solubilizar la hormona a diferentes valores de pH, corresponden 
a Brittcn (101) y Springell (97).
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III-2-2-1.- PREPARACION EE MONOCLORURO DE IODO

Dado que en esta etapa de nuestro estudio, uno de los fac­
tores más importantes a tener en cuenta es la correcta utilización 
del reactivo iodante, hemos creído conveniente detallar la preparación 
de la solución valorada, su purificación y utilización.

Puesto que la preparación de IC1 puede lograrse teniendo en 
cuenta la ecuación III-l, la solución de ICL 0.02 M en NaCl 2 M se 
prepara de la siguiente manera:

0.5550 g de KI (equivalentes a 0.0033*4 moles) se disuelven 
en agua destilada fresca, junto a 0.3567 g de KIO  ̂(equivalentes a 
0.00167 moles) y 29.23 g de NaCl. A esta solución se le adicionan 21 mi 
de HC1 concentrado (D = 1.18), y se completa finalmente ccn í^O desti­
lada hasta un volumen total de 250 mi. Dado que la masa total de KI in­
corporada es ligeramente superior a la que estequiométricamente corres­
ponde para reaccionar oon el KIO^, y teniendo presente que comunmente 
el Nad trae cono impureza una pequeña cantidad de ioduro, la solución 
así preparada de IC1 contiene una pequeña cantidad de iodo libre.

Visto que nuestro interés consistió en obtener marcaciones 
con distintos grados de iodación, y que ello depende de la cantidad 
de IC1 utilizado (o sea del oontenido cuantitativo de iodo en el medio), 
fue neoesario eliminar aquella pequera cantidad de iodo libre. Para 
ello se purificó la solución mediante suoesivas extracciones ccn tetra- 
cloruro de carbono, hasta que la fase correspondiente al solvente orgá­
nico se separó incolora. En la práctica, generalmente es suficiente 
efectuar 5 extracciones con porciones de 10 mi de CCl^ por vez. Luego 
de una cuidadosa separación de la última fracción de solvente, se bur­
bujeó en la solución una corriente de aire saturada con vapor de agua, 
oon el objeto de volatilizar el remanente (suspendido y disuelto) de 
CC11+. Eventualmente, para asegurarse la total eliminación de trazas de 
iodo residual, puede también aerearse la solución por algunas horas.

III-2-2.- METODO
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La molaridad exacta de la solución de monocloruro de iodo 
se determinó en una alícuota de la misma, agregándole un exoeso de 
KI y titulando el iodo que se liberó, mediante una solución patrón de 
tiosulfato.

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

La preparación así detallada respeta los lineamientos dados 
por Helmkamp y col. (99).

III-2-2-2.- TECNICA DE MARCACION

Como hemos dicho anteriormente, nuestras experiencias fueren 
realizadas marcando la angiotensina II disuelta en soluciones regulado­
ras de diversos valeres de pH, y oon diferentes grados de iodación.

La solución de monocloruro de iodo utilizada en cada experien 
cia fue obtenida realizando previo a su uso, una dilución al décimo ccn 
Nad 2 M.

Un experimento típico con esta técnica consistió en disolver 
0.1 mg de angiotensina en 0.5 mi de solución reguladora (elegida de 
acuerdo al pH de interés). A continuación, se adicionó agua destilada 
y monocloruro de iodo hasta un volumen total de 1 mi. El 125INa se mez­
cló ccn el IC1, inmediatamente antes de su incorporación a la solución 
regulada de angiotensina. Al cabo de 5 minutos, la reacción se interrum­
pió agregando una cantidad fija y en exoeso de tiosulfato de sodio.
En nuestro caso, 0.1 mi de una solución 1 M de ^ 2820  ̂fue suficiente.
A continuación, se separó una alícuota a fin de determinar mediante
electrofaresis en papel, el rendimiento del proceso, de acuerdo a la re-

125lacicn entre la actividad de I incorporada a la hormona y la ac ti vi- 
125dad de I remanente en forma de ioduro.

£

Finalmente, la angiotensina iodada se eluyó a través de una 
columna de resina Dcwex 1 - 8, 100 - 200 mesh, en forma cloruro, oon
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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 evaluación de las proporciones en que se encuentra cada 
especie iodada al final de la marcación, se realizó por separación cro- 
matográfica de le» residuos monoiodados y diiodados, obtenidos luego 
de la hidrólisis enzimática, siguiendo la técnica detallada en el capí­
tulo anterior.

Es importante recalcar que, debido al tipo de narcación 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 
tirosínieos marcados, sino también la eventual existencia de otros resi­
duos , primordialmente la monoiodohistidina o la diiodohistidina. Ambas 
especies poseen ciertas posibilidades de formación cuando se efectúa 
la marcación en medio de alcalinidad elevada. Para ello, junto a las 
cromatografías del material hidrolizado, efectuadas usando cano solven­
te el sistema n-butanol saturado oon ácido acético - 2 M, también efec­
tuamos cranatografías descendentes durante 16 horas en papel Whatnan 
N° 1, ccn los solventes piridina, ácido aoétioo 2 M y collidina - ácido 
acético 2 M.

III-3.- RESULTADOS

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

Cono ya fuá dicho al detallar el método empleado para la 
marcación oon IC1, todas las experiencias fueron realizadas mantenien- 
do constante la cantidad de hormona y el volumen total de la mezcla 
reaccionante. Utilizando volúmenes crecientes de la solución valorada 
de manocloruro de iodo, fue posible obtener distintos grados de ioda­
ción y poder relacionar los mismos oon los diferentes componentes io- 
dados encontrados.



do

El método original, de acuerdo a Me Farlane, permite obte­
ner rendimientos superiores al 60 %. Con el objeto de calcular la can­
tidad de monoclaruro de iodo que utilizamos en cada experiencia, hemos 
fijado "a priori", la obtención de un rendimiento del 60 % y hemos re­
producido las condiciones de cada experiencia 10 veces. Ello nos permi 
ti6 obtener valores promedio de grados de iodación, dentro de ámbitos 
de variación estrechos y una dispersión relativamente pequeña.

M n  cuando los grados de iodacién calculados abarcaron una 
serie de valares continuos, el número de experiencias realizadas nos 
permitió ordenarlos entre 0.20 + 0.01 y 1.80 + 0.09 en rangos de 0.20, 
y despreciar los datos interine dios.

Trabajando en los pH fijados, en casi todas las experien­
cias el paroentaje de derivados iodadós de la histidina fue práctica­
mente insignificante. Solamente a pH 9.0, su influenciá adquiere cier- 
ta importancia. En efecto, únicamente"cuando las marcaciones fueron 
realizadas solubilizando el polipéptido en regulador glicina - ÑaGH, 
hemos podido observar,-de acuerdo a los rendimientos obtenidos, valo- * 
res de grado de iodación superiores a 2. Debemos recordar que éste de- 

*

bería ser el valor máximo al que se puede llegar en la marcación de 
la angiotensina II,, si solamente se encontrase involucrado el grupo 
fenÓlico'del residuo tiro6Íni:oo.

• ’* * v
En-da figura III-1 pueden observarse los resultados de una•*> *■ - « - • 

experiencia realizada desacuerdo á la técnica destallada. Es evidente
:é 1

que la. actividad porcentual de monoiodotirosiña* varía en función de 
la cantidad de iodo incorporado, al polipéptido, y al valor del pH de 
la solución. Pana un grado de iodación determinado, la actividad por­
centual de MIT se haoe mínima a pH aproximadamente neutro.

Aunque el análisis ”in extenso" del método electrolítico 
será efectuado en el capítulo siguiente, hémos creído interesante in­
cluir en esta figura la experiencia recogida en marcaciones efectua­
das a 100 ¿iA. De esta manera podemos ver que, en primera instancia, 
tanto el método electrolítico que se realiza a pH 7.4, cano 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 menos desde el punto de vista fisicoquími­
ca , no existen variaciones que puedan relacionarse con la metodología 
aplicada, cuando se reproducen las condiciones de pH del medio.

A * me t  químico pH2 
o = met químico pH 5 
• = met etectrol pH7.¿*

Figura III-l: Actividad porcentual de monoiodo angiotensina 
(% Act. MIT) en función del grado de iodacicn 
(G.I.) para diferentes valores de pH.

•V

En la tabla III-l están representados los rendimien tos-.de 
angiotensina monoiodada y diiodada (MIA y DIA respectivamente), con 
el incremento del grado de i criación para diferentes valores de pH,
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tomando el conjunto de los resultados logrados.

Lxds valores están expresados como el porciento de molécu­
las de angiotensina mcnoiodada o diiodada, en el total de moléculas 
iodadas (angiotensina mcnoiodada + diiodada).

TABLA III-l

RENDIMIENTOS DE ANGIOTENSINA MONOIODADA Y DIIODADA CON EL * 
INCREMENTO DEL GRADO DE IODACION PARA DIFERENTES VALORES

DE pH

GRADO DE IODACION RENDIMIENTO DE ANGIOTENSINA IODADA
pH 2.0 pH 5.0 pH 7.0 PH 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 14.9 86.8 13.2 75.8 24.2 90.3 9.7
0.60 + 0.03 < . 78.4. 21.6 81.8 18.2 70.5 29.5 . 85.3

<-
' 14.7

0.80 + 0.04 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 46.1
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 78.2., 26.4 73.6 12.9 87.1" 28.2 71.8

El efecto del pH ̂ s el esperado, si el grupo tirosínico en 
la angiotensina II es accesible al iodo y los residuos adyaoentes no 
ejercen efecto alguno en la iodación. La interpretación de estos resul­
tados será discutida a continuación.
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Mediante la utilización del monocloruro de iodo cano agen­
te iodante, preconizado originalmente por Me Farlane en el año 1958, 
hemos logrado estudiar las diferentes condiciones en las cuales se 
produce la rrarcacicn de una molécula polipeptídica pequeña, analizan­
do al mismo tiempo la variación de la reactividad del residuo tirosí- 
nico, al modificarse las condiciones del medio en el cual se la ha 
solubilizado.

E&do que el proceso de iodación de la tirosina, ocurre a 
través de una unión electrofílica del iodo al anión tirosínico 
(R - (5)-0~), se puede afirmar que la reactividad de dicho anión se­
rá función de su concentración y por lo tanto será dependiente del 
valor de pK^ correspondiente a la disociación del hidraxilo tirosí- 
nico.

La dependencia debida al pH, encontrada en la distribución 
del iodo en las formas menoiodoangiotensina y diiodoangiotensina, pue­
de ser interpretada en base a la variación del pK^ provocada por la 
introducción del iodo en el residuo ti ros ínico.

Los valares de pK^ de las tres famas posibles, o sea ti- 
resina libre, monoiodotirosina (MIT) y diiodotirosina (DTT) como amino­
ácido 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 ecuación de Henderson-Hasselbach. De acuerdo a la misma tene­
mos que:

xfhl
pn = pK (a) + log í - x|bj (III-7)

donde: [a) expresa la concentración de la fracción disociada de la 
sustancia en estudio.

[ b J expresa la concentración de la fracción no disociada de 
la misma sustancia.

111-4.- DISCUSION
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La ecuación III-7 puede también expresarse de la siguiente
manera:

PH = PK + lo§ x (bj - log x (III-8)

De acuerdo con estas ecuaciones, tanto la concentración de 
la fama disociada de la tirosina libre y de la monoiodotirosina, se 
encuentren influenciadas en forma directa, por el valár del pH al cual 
se realiza la experiencia. En particular, entre los valares de pH 6.2 
y 8.1, la relación entre las formas reactivas MIT - 0“ y TIR-O" es tal 
que favorece al máximo el proceso:

MIT + I2--- >DIT + I" (III-9)

En cambio, por encima de pH 8.2 la reacción:

TIR + I2--- *> MIT + I" (111-10)

comienza a actuar en fama competitiva ccn la precedente.

En este caso, la velocidad relativa de formación de monoio- 
doangiotensina y de di i odoangiotens ina debe considerarse solamente de­
pendiente del pKq^ de la angiotensina y del manoiododerivado respecti­
vamente, puesto que la iodación se realiza cuando el residuo se encuen­
tra en la forma de fenato.

Si se supone que el comportamiento de la TIR-4 es equivalen­
te al de la tirosina libre, los valares de pK^ de la angiotensina II 
y de la manoiodoangiotensina II san respectivamente 10.13 y 8.20.

El valor real del pK^H de la angiotensina II corresponde a 
10.01+ (91); este hecho indica que la tirosina, en la molécula de angio­
tensina II, tiene un oompartamiento comparable al de la tirosina libre, 
cuando los grupos amino y carboxilo no se encuentran ionizados.

Es evidente que la concentración relativa de la forma fenato
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de la monoiodoangiotensina, 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
ción de mayores cantidades de angiotensina diiodada cuando la reacción 
se efectúa al valor de pH fisiológico 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^ de las 
formas no iodadas y mcnoiodadas de angiotensina afectará la reacción 
de iodadLón de manera menos notoria. Sin embargo es evidente que los 
valores de pH comprendidos entre 7 y 8 son menos favorables, si se de­
sea obtener una molécula marcada con el menor porcentaje de formación 
del derivado diiodado.

Ello haoe imprescindible el estudio exaustivo de las condi­
ciones de operación y el control de la marcación de forma tal de evi­
tar, o al menos minimizar en lo posible, la formación del derivado di­
iodado que, oomo veremos en el próximo capítulo, actúa en forma nega­
tiva cuando se quiere utilizar la hormona marcada en experiencias bio­
lógicas.

Uha de las posibles alternativas, en ese caso, consiste 
en efectuar la marcación en un medio alcalino.

Los resultados del análisis cromatográfico de las muestras
hidrolizadas, realizado con el fin de poner en evidencia la presencia»

125 . . "de I-angiotensina marcada en el residuo histidínico, demuestran
que en las condiciones de reacción preestablecidas, la reactividad de 
dicho residuo no es significativa comparada con la reactividad del re­
siduo ti resínico.

A pesar de que la fracción de iodo presente en el residuo 
histidínico se incrementa con el aumento del valor del pH (105) (106), 
es sabido que la reactividad y facilidad de unión del iodo a dichos 
residuos no están solamente influenciadas por factores de con forma- 
cien e interacciones electrostáticas, sino fundamentalmente sen depen­
dientes de las propiedades intrínsecas del residuo (107).

Es importante señalar que todo este comportamiento es una
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consecuencia directa de las propiedades de las hormcnas polipeptídicas 
que contienen grupos tirosf nioos, con poca o ninguna relacién estructu­
ral can su entorno.

En proteínas de estructura más compleja, la iodación a valo­
res de pH lejanos a la neutralidad puede inducir a una desorganización 
estructural irreversible, cano consecuencia de la introducción del áto­
mo de iodo en un residuo tirosínico que se encuentra parcial o totalmen 
te protegido, cuando la iodación se realiza a pH oercano a la neutrali­
dad.
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COMPORTAMIENTO BIOLOGICA DE LA IODOANGTOTEMSTNA TT 
SU PREPARACION POR EL METODO ELECTROLITICO

IV-1.- INTRODUOCION

Cano ya hemos señalado con insistencia, las propiedades bio­
lógicas de la mayor parte de las proteínas sufren una progresiva modi­
ficación a medida que crece la cantidad de iodo unidá al o a les resi­
duos de tirosina (108) (109) (72).

El control de las propiedades biológicas de las proteínas 
marcadas demuestra que en algunos casos la iodación parece no modificar 
las propiedades fundamentales de la proteína. En realidad, cano conse­
cuencia de todo lo dicho sobre el particular hasta el memento, podemos 
deducir que estos resultados deben ser aceptados con suma reserva. ,E1 
problema se presenta indudablemente difícil, desde el momento que la 
distribución del iodo en la molécula de proteína probablemente no es 
uniforme. Ello significa que en una preparación, por ejemplo de albú­
mina iodada caí un grado de iodación medio de uno, existen en realidad 
moléculas que contienen cero, uno o más átanos de iodo. En general de­
bemos admitir que, para el caso de proteínas iodadas , varios factores 
concurren para provocar una modificación en el comportamiento de la 
misma. Entre ello' figuran la oxidación de grupos biológicamente signi­
ficativos, distribución despareja de iodo, desnaturalización de la pro­
teína provocada en o por el ambiente en el cual se desarrolla el pro­
ceso de marcación. También debemos tener en cuenta que, tal cano se de­
duce de la bibliografía existente, en muchos casos los métodos utiliza­
dos para la iodación resultan ccn frecuencia'irreproducibles (3:10).
En algunos casos, al efecto oxidativo propio^aél iodo elemental se agre­
gan otros debidos por ejemplo al reactivo oxidante.

Debemos tener presente también e-l i n oon veni en te que trae 
aparejado la distribución no unífame del iodo en la molécula marcada. 
Este fenónneno es tanto más probable cuanto mayor es el número de núcleos 
tirosínicos presentes y también cuanto más similares san las asequibi- 
Ü. da des de los diferentes núcleos de una misma molécula. En este caso,

CAPITJUD IV
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el problema suele minimizarse si se mantiene la incorporación de iodo 
a la proteína en un valar pequeño, con lo cual resulta evidente que 
en el ccntrol de las propiedades biológicas del compuesto marcado 
variaciones que se observan pueden no tener mayar significado.

También es interesante haoer notar la poca oon fianza que 
puede atribuirse a le» análisis físicos o fisicoquímicos habituales, 
ya que éstos, en general, solanente permiten revelar alteraciones de 
la molécula entera y no las que se producen en la zona correspondien­
te al sitio activo, lo que implica la modificación radical del compor­
tamiento biológico de la proteína.

Sin embargo, los métodos analíticos clásicos adquieren ma­
yor significado a medida que la estructura molecular resulta Trenos 
compleja. Es así que en pequeñas moléculas polipeptídicas, poseedoras 
de pocc6 grupos funcionales, la influencia de la modificación de cier­
tos residuos sobre la actividad biológica puede estudiarse en mejores 
condiciones que en el caso de proteínas de peso molecular elevado, cu­
ya configuración estructural es más compleja debido a la disposición 
espacial y/o a su conformación molecular.

Basánden es en estos antecedentes, podemos estructurar un 
estudio funcional del problema en dos importantes análisis:

a) medida de los efectos químicos y físicos provocados por 
el fenómeno de iodación y, en los casos posibles, valoración del grado 
de no uniformidad de la distribución del iodo en la estructura molecu­
lar.

b) cuantificación del comportamiento biológico del polipep- 
tido iodado, valiéndose para ello de métodos biológicos suficientemen­
te precisos y significativos en lo que a reproducibilidad de resulta­
dos se refiere.

La relación que se obtiene en los resultados experimenta­
les surgidos de estos dos grandes enfoques debería permitirnos estable­
cer qué fenómenos, debidos a la iodación, son realmente responsables
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de las alteraciones en las propiedades biológicas y, en definitiva, 
entre qué límites resulta admisible oonsiderar a la molécula iodada 
como un verdadero indicador del correspondiente polipeptido nativo.

El estudio experimental indioado en el punto a), se puede 
realizar utilizando el método de marcación propuesto por Rosa (111) 
y Rosa y col. (112). El fundamento del método consiste en provocar 
la electrólisis en una solución de ioduro de potasio, marcado ccn io­
do radiactivo, en presencia del polipéptido.

Este método permite la liberación de cantidades de iodo 
perfectamente controladas por medio de una corriente de electrólisis 
constante sobre una solución de KI, en la cual se encuentra solubili- 
zada la proteína. El agente de iodación es específicamente el I+; su 
concentración en la solución, 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
dación en el ánodo de iones ioduro puede lograrse oon altos valores 
de corriente, incluso en soluciones de KI extremadamente diluidas, 
este método'permite la preparación ,de proteínas marcadas.,, de alta‘acti­
vidad específica, oon un pequeño contenido de iodo.

Chando se emplean muy pequeñas cantidades de iodo, hecho 
que ocurre en la generalidad de los casos en que se^preparen*proteínas 
marcadas, la iodación se efectúa predominantemente en el o los resi- 
duos tiros ímoos más accesibles de la molécula proteica;’ sin embargo, 
otros residuefe, tales como cistina y cisteína, pueden^encontrarse com­
prometidos en el proceso axidatitfo. El método electrolítico, al permi­
tir una estricta regulación de la cantidad de iodo elemental en oon tac­
to con la proteína, disminuye al máximo esta consecuencia lateral de 
la reacción. f

Independientemente de la cantidad total de ioduro presente 
en la solución, para un tirnpo dado, la cantidad de iodo liberado en 
el ánodo, que como dijimos anteriormente es función de la corriente* 
aplicada al sistema, nos permite calcular el comportamiento ideal de 
marcación, frenando la reacción en el memento en que teóricamente su-
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ponemos haber obtenido el grado de iodación deseado.

Resumiendo, las principales ventajéis que presenta el neto-
do son:

1) la formad6n de iodo elemental en la solución puede 
ser oontrolada a través de la corriente de electrólisis.

2) quedan excluidos del procedimiento de marcación los 
oxidantes químicos que generalmente son utilizados para liberar iodo 
elemental a partir de la solución de ioduro. Cabe recordar al respec­
to los medios originales propuestos por diversos autores para lograr 
el proceso axidativo del iodo: KIO^ (113) (114), ácido nitroso (108), 
peróxido de hidrógeno (115), persulfato de amonio (116) y cloramina- 
T (117). Desafortunadamente, en todos estos métodos de marcaci&i, el 
agente oxidante se encuentra en oontacto directo ccn la solución que 
contiene el polipéptido a marcar y es capaz por sí mismo de provocar 
los fenómenos de desnaturalización antes mencionados.

3) la concentración de KI que se utiliza puede variarse
en relación a la concentración de ioduro radiactivo, ̂a fin de obtener

e

actividades específicas preestablecidas para el producto marcado fi­
nal.

4) la iodación de la sustancia a marcar se realiza entre 
valores de pH 6 a 8, y en presencia de medio salino fisiológico, ccn 
lo que nos encontramos en condiciones similares a las de los fluidos 
biológioos.

Cbn relación al punto 1) es interesante aclamar que el con­
trol de la formación de iodo elemental nos permite evitar el incremen­
to de ocnoentración del mismo, ccn lo cual se eliminan prácticamente 
las reacciones secundarias de oxidación que aparecen cuando la rela­
ción entre la cantidad efe iodo elemental y polipéptido presente es 
muy superior a la unidad (118).

Es interesante destacar que la utilización de la angioten-
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sina II en el estudio de este procedimiento de marcación, obedece, en 
primer lugar al hecho de conocerse perfectamente su estructura, por 
lo que es posible temarla oomo modelo de lo que acontece ccn un poli- 
péptido de bajo peso molecular y estructura simple; en segundo lugar, 
y éste es quizás el motivo más importante, está demostrado que su re­
siduo tirosínico es esencial para que la molécula tenga actividad hor­
monal. Finalmente, el teroer detalle a tener en cuenta es que existen 
algunas observaciones anteriores acerca de la influencia de la ioda- 
ción sobre la actividad biológica 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 fluidos biológicos (119) 
(120) (121), sino también la dilucidación*de su estructura .y conforma­
ción (86) (91) (92) (96) (122).

En cuanto a su actividad hormonal, Riniker (123) ha hecho 
un exhaustivo estudio relacionando la estructura química ccn el com­
portamiento bioquímico de la angiotensina II; por otra parte Bumpus 
y Smeby (124) han establecido claramente la relación entre estructura 
y actividad biológica. Resulta significativo hacer notar que gran paró­
te de estos trabajos, al igual que el que nosotros encaramos, han si­
do realizados gracias a la posibilidad de obtener el polipéptido ñor 
vía sintética y por la similitud del comportamiento entre éste y la 
hormona natural.

El tercer aspecto que fué tenido en cuenta, está basado en 
las observaciones hechas por Barbour y Bartter (125), Wolf y ool. (126), 
y Mendlcwitz y ool. (127). A pesar de que en dichos trabajos el princi­
pal objetivo ha sido la preparación de angiotensina marcada para la 
investigación metabólica, la atención puesta en el control de la reac- 
ci.cn de iodación 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 obtención de angiotensina II iodada bajo diferentes condiciones, 
comprobando al mismo tiempo, la actividad biológica de las distintas
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especies químicas así formadas.

Por último, cabe tener en cuenta que existe una serie de 
moléculas polipeptídicas de pesos moleculares y cantidad de aminoáci­
dos similares, que poseen todas determinadas funciones hormonales.
De alguna manera el conocimiento del comportamiento de la angiotensi- 
na II marcada pretende ser, si no un modelo, al menos un ejemplo ini­
cial de cono deben estudiarse y cuales son las consecuencias que se 
observan cuando se quiere disponer de un compuesto polipeptídioo con 
función hormonal, marcado ccn iodo, para ser utilizado en experimen­
tación clínica o bioquímica aplicada.

En cuanto al estudio experimental indicado en el punto b), 
es posible realizarlo si se encuentra, para el compuesto activo que 
se quiere analizar, un método que nos brinde variaciones significati­
vas en relación a los cambios provocados a la sustancia en estudio.
Al respecto existen diversos mecanismos para cuantifioar biológicamen­
te la hormona en solución. Entre los primeros métodos experimentados, 
figuran los que se basan en la variación de presión sanguínea produci­
da al administrar, por vía endovenosa, angiotensina II en diferentes 
animales de experimentación. Así podemos encentrar los trabajos de 
Shipley y Tilden (128) o de Skeggs y ool. (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 ccnoordancia entre el nivel 
de angiotensina y la secreción de cateoolamina por parte de las glándu­
las adrsnales (132).

Finalmente, encontramos también los métodos que se basan 
en la contracción del músculo liso aislado. Al respecto, se han ensa­
yado segmentos de músculo liso de distintos órganos y de distintas es­
pecies animales (133) (134) (135) (136) (137). De todos los métodos 
señalados en estos trabajos, el último demuestra que el músculo de 
útero de rata es el más sensible pero no es específico. Oon el fin 
de minimizar esta falta de especificidad, Regpli y Vane (138) han 
encontrado que ciertas porciones de intestino de diversas especies a- 
nimales responden ccn gran sensibilidad a la accicn del polipéptido 
hormonal, al tiempo que se puede observar una buena diferenciación
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en la acción de compuestos análogos. En efecto, bajo las condiciones 
en que se efectúan los ensayos, la porción de órgano aislado es sensi­
ble a la angiotensina, pero relativamente insensible a la 5-hidroxi- 
triptamina, histamina y otras sustancias presentes en la sangre. Al 
mismo tiempo las bradikininas y cateoolaminas no interfieren en el en­
sayo ccn angiotensina.

Todas estas consideraciones son de fundamental importancia 
cuando se trata de realizar el análisis de actividad ̂ biológica de la 
angiotensina presente en fluido plasmático. Aunque en nuestro caso, 
las muestras utilizadas, tanto como patrones o como desconocidas, pro­
vienen de una preparación sintetizada químicamente, en la cual no se 
encuentran dichas interferencias, hemos optado por el empleo del meto- 
do de Regoli y Vane, dado que la sensibilidad del mismo permite detec­
tar diferencias de concentración de angiotensina en el rango de valo­
res que son considerados fisiológicos. Al mismo tiempo, también se ob­
tiene una buena diferenciación cuando muestras de igual contenido hor­
monal (expresado en concentración) presentan distinta potencialidad 
biológioa.

En este sentido mereoe señalarse que a diferencia de la ma­
yor parte de las hormonas, donde la presencia de varios grupos tirosí- 
nicos permite la obtención de mezclas complejas de diferentes especies 
moleculares, la mayoría de las hormonas pequeñas de naturaleza polipep- 
tídica, tales cano la angiotensina II, oontienen un único grupo tiro- 
sínioo, y solanente los derivados análogos 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 
pequeño sufra una desorganización estructural severa, comparada oon la 
molécula nativa, es muy grande. Esto puede dar como resultado una dis­
minución muy importante de su inmunareactividad y actuar en forma nega­
tiva en la realización práctica de la determinación de la hormona por 
radioinmunoensayo, debido a una pérdida significativa de la sensibili­
dad cuando el polipéptido así marcado es utilizado oomo trazador (139).

En el caso de la angiotensina II, investigaciones previas
(140) han demostrado que el análogo diiodado retiene solamente un pe-
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querto porcentaje de la actividad antigénica en comparación oon la hor­
mona nativa. Este hedió, avalado por las afirmaciones similares que 
se hacen con respecto a 3a actividad biol6gica, está demostrando que 
la "topografía" de la molécula en la vecindad de los sitios antigéni- 
°os se encuentra anpliamente afectada por la entrada de dos átonos 
de iodo en el grupo tirosínico.

Aún cuando entre las oondiciones en que generalmente se 
mantiene la validez del radioinmunoensayo, no figura un requerimiento 
de absoluta identidad en términos de inmunareactividad entre la sustan­
cia marcada y la correspondiente hormona nativa, los resultados del 
ensayo deben ser interpretados con mayor precaución en el caso de los 
polipeptidos pequeños. La fama diiodada puede ser tenida en cuenta 
como una fuente potencial de perturbación, cuando se buscan las con­
diciones óptimas de trabajo, y su formación en el curso de la marca­
ción debe minimizarse de la misma manera en que se trata de evitar la 
"sobreiodación", en el caso de hormonas más complejas.

Debe señalarse así mismo que el derivado diiodado es menos 
estable en su conservación, debido a la formación de impurezas radio­
químicas derivadas de la presencia de dos átonos 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 electrolí­
ticas reviste una relativa novedad, por 3o menos en nuestro medio, 
creemos oportuno describirlo con cierto detalle, (ver* figura IV-1).

El mismo consiste en una celda de ¿vidrio (I) que contiene 
un crisol de platino (II) ccn capacidad para 13 mi; un anillo elásti­
co de cobre plateado (III), fijo en el fondo de la aelda de vidrio, 
permite efectuar la colección al circuito elástico externo (IV).El 
sistema se mantiene cubierto oon una tapa esmeriladas la cual se le 
han efectuado tres perforaciones, para permitir el pasaje del cátodo, 
del electrodo del pHmetro, y para efectuar el agregado dé reactivos 
y la extracción de muestras.
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El cátodo es un alambre de platino (V), que se encuentra 
alojado en un tubo de vidrio (VI), cerrado en su base inferior rre- 
diante una membrana de diálisis (VII).

En la figura IV-2 heme» representado el circuito de ali­
mentación eléctrica.

En nuestras experiencias, la corriente eléctrica fija se 
obtuvo utilizando un cculombimetro, mediante el cual !la oonfiente 
constante obtenida tenía una variación máxima de - 1 %, y una escala 
de valares útiles comprendida entre .0,03 mA y 3-mA„

Figura IV-1: Celda electrolítica empleada en la preparación 
de angiotensina II marcada con iodo
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A) (I) - Recipiente de vidrio pyrex
(II) - Crisol de platino
(III)- Anillo elástioo de oobre plateado
(IV) - Conexión al polo (+) del circuito de alimentación

B) (V) - Cátodo de platino
(VI) - Tubo de vidrio que aloja al cátodo
(VII)- Membrana de diálisis

Figura IV-2: Esquema del circuito eléctrico de alimentación 

IV-2-1.- MATERIAL 

IV-2-1-1.- APARATOS

Celda electrolítica, cuyas características han sido descrip­
tas en el punto IV-2.

Ooulcmbímetro Metrcm Herisan modelo E211A, capaz de producir 
corriente eléctrica constante desde 0.03 mA hasta 3 mA con una variación 
máxima de - 1 %.

Agitador magnético Fisher, de Fisher Scientific Co, USA.

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

Cuba de electroforesis Celpgel de Milano, Italia, oon puen­
te de 18 centímetros de largo.

Qjbas de vidmo de 30 cm x 60 cm oon soporte de acero ino­
xidable para cromatografía descendente.

Estufa de cultivo calibrada a 37°C.

Detector de radiación gamma compuesto por:
a) Sonda preampli ficadora y un cristal de ioduro de sodio 

(TI) de 2 x 2 pulgadas oon "geometría de pozo" de 0.15 cm x 0.40 cm.
b) Espectrómetro gamma monooanal Nuclear modelo S.F.P.

Baño termostatizado modelo Samy mantenido a 37° C.

Kimógrafo accionado par mecanismo de relojería ccn veloci­
dad variable y palanca frontal en contacto íntimo a un vibrador eléc­
trico.

Tubo de gas oarbógeno oon manómetro y válvula de regula­
ción de flujo.

Cblumna cramatográfica de precisión Sephadex modelo K 9/60 
de 60 cm de largo por 0.9 am de diámetro interno, de Pharmacia Fine 
Chemicals de Uppsala, Suecia.

IV-2-1-2.- REACTIVOS

Todas las drogas utilizadas fueron de pureza "pro análisis".

- Solución reguladora de fosfatos 0.05 N a pH 7.4.
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Angiotensina II solución 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 mi de una solución reguladora de fosfato 0.05 N
conteniendo 0.15 M de Nad y 2 mM de KI. La angiotensina II que uti-

1 5li zainos es sintética (Asp , Val - angiotensina II) provista por GI­
BA de Basilea, Suiza.

125- Solución de I provista por CEA.-C.E.N.-SORIN (carac­
terística de catálogo S-4) de Francia.

- Solución reguladora de vercnal - aoetato de sodio - áci­
do aoético 0.1 N pH 8.5.
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Solución reguladora tris - ácido maleico - hidróxido de 
sodio pH 8.2.
Su p .separación fue detallada en el capítulo II.

- Preñase en solución reguladora tris - ácido maleico - hi­
dróxido de sodio pH 8.2.
La solución de preñase se prepara de forma tal de respetar una ccnoen- 
tración relativa de 100 /ig/mg de angiotensina.

- MetiLnercapto-inmidazol. Solución 22 % p/v.
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Butanol saturado oon ácido acético 2 M (2:1).
Su preparación fue detallada en el capítulo II.

- Solución fisiológica Krebs.
Se prepara solubilizando en agua destilada 6.9 g de NaCl, 0.35 g de 
KCl, 0.55 g de CaCl2, 6 H20, 0.16 g de KH2P04, 0.29 g MgS04. 7 H20,
1 g de glucosa y 2.1 g de NaHCO^.
Estas cantidades corresponden a 1 litro de preparación.

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

- Piridina - ácido acético 2 M (8:2 V/V).

- 2 , 4 , 6  collidina - ácido acético 2 M (8:2 V/V).

Las precauciones detalladas en el punto lí-2-1-3 del capí­
tulo II referentes a la aorrecta utilización de los reactivos que in­
tervienen en las experiencias de marcación can la cloramina-T, son vá­
lidas para los reactivos empleados en las experiencias realizadas con 
el método electrolítico.

IV-2-2.- METODO

IV-2-2-1.- PREPARACION DE ANGIOTENSINA II MARCADA CON 125I

A la solución de angiotensina II preparada de acuerdo aT'de­
talle anterior se le incorpora 0.1 mCL de 125I.

En estas condiciones, 5 mi de la solución se oolocan en la 
celda electrolítica y se somete a una corriente ccnstante. En nuestro 
caso fueren efectuadas experiencias a distintos valares de intensidad 
de corriente, que oscilaren entre 10 y 3.000 microamperes. Dada la es­
tabilidad de comportamiento que se observó can la hormona en las distin­
tas condiciones en que fue usada, hemos considerado 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 anódica, resulta indispensable mantener la homogenei­
dad del medio, para lo cual se mantiene la solución en agitación cons­
tante mediante el uso de un alnico y el correspondiente agitador.

A intervalos convenientes se retiró de la celda electrolí­
tica una alícuota ccn el objeto de determinar, mediante electroforesis 
sobre papel, el poroentaje de iodo unido al octapéptido.
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La oonoentración de angiotensina II en la solución final 
se obtuvo a partir de la valoración de nitrógeno total empleando el 
método de Kjeldhal, adaptado para la escala microquímica, propuesto 
por Mann (mi).

A partir de los datos así obtenidos, se calculó el grado 
de iodacicn (G.I.), que se expresó, tal cual vimos ya en el capitulo 
anterior, cano el número de átomos - gramo de iodo per rwta mol de 
angiotensina.

IV-2-2-2EETEFMINACION DE RESIDUOS TIROSINIOOS MONO Y DII0DAD0S
(MIT Y DIT)

**

Ccn el fin de determinar la proporción de moléculas de
y

angiotensina II mono y diiodadas, y teniendo en cuenta que cada mo­
lécula posee un solo residuo tirosínioo, se realizó la digestión 
enzimática del octapéptido iodado, oon preñase en solución 0.15 M 
tris-HCU a pH 8, durante 2 horas a 37° C. El preñase fue usado a 
una ccnoentraci¿xt de 100 /jg por mg de polipéptido. Además, se adicio­
nó me ti lmercapto-imi dazol hasta una ccnoentración final no mayor de
0.01 M, ccn el objeto de prevenir la deiodación del residuo tirosí- 
nico.

El hidrolizado se analizó par cranatcigrafía descendente 
sobre papel Whatman N° 1, durante 16 horas, utilizando oomo solvente 
n-butanol saturado con ácido acético - 2 M. Las manchas correspondien­
tes a monoiodotirosina y a diiodotirosina se localizaron par autorra- 
diografía y posteriormente se cuantificó la actividad correspondiente. 
En las condiciones dadas, menos del 3 % de la'radiactividad permanece 
en el origen y el 90-95 % correspónde a los aminoácidos radiactivos 
(MIT y DIT).

Oon el objeto de descartar la existencia de histidina ioda- 
da (142) se realizó cromatografía sobre papel, empleando 2 solventes 
diferentes: piridina-ácido acéticó'2 M (8:2 V/V) y 2,4,6 oollidina- 
ácido aoétioo 2 M (8:2 V/V).



IV-2-2-3.- DETERMINACION EE LA ACTTVIEAD BIOLOGICA EE LA ANGIOTEN-
SINA IODADA

Tal acaro hemos dicho anteriormente, la determinación de la 
actividad biológica de diversas preparaciones de angiotensina marcada, 
fue realizada siguiendo la técnica de Regoli y Vane, usando coto árga­
no aislado la porción asoendente del colcn de rata.

Para ello se eligieren ratas de la cepa Wistar de peso com­
prendido entre 150 y 200 g. Inmediatamente después de anestesiado con 
éter, se desangró el animal seccionándole la arteria carotídea y se 
secciono la fraoción adyacente al intestino ciego ccn es triaca enes dia­
gonales . Se lavó interna y externamente ccn soluci&i fisiológica de 
Krebs, y se suspendió verticalmente en un baño ds 20 mi de capacidad 
conteniendo la misma solución. El extremo inferior del segmento muscu­
lar se fijó al fondo del recipiente, mientras que el extremo superior 
se sujetó a la vara ins criptora de un kimógrafo. El movimiento del ór­
gano se registró manteniendo una relación de amplificación en la palan­
ca frental de 10 x, siendo el peso del tejido de 2 a 3 g. La inercia 
mecánica del sistema se disminuyó mediante el acoplamiento de un vibra­
dor a la palanca del kimógrafo. El baño se gasificó usando una nezcla 
de 02 y OOg (95:5 v/v) y se mantuvo a 37° C mediante un termóstato re­
gulador.

En las condiciones detalladas, el músculo mantiene una acti­
vidad basal que se registra; se la considera correspondiente al cero 
de concentración de la hormona en el medio. El agregado al baño de un 
volumen conocido de solución de angiotensina, provoca una contracción 
en el mdsculo que se verifica por el movimiento de la palanoa y la ins­
cripción en el papel del kimógrafo.

Se considera que el sistema opera correctamente cuando 
variaciones observadas en suoesivas respuestas mantienen correlación 
(estadísticamente) con la ccnoentración de hormona presente en cada 
experiencia.

La actividad hormonal de la angiotensina II y de sus deriva-
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iodados se comparó oon la de una solución patrón de angiotensina II. 
Los derivados iodados fueren obtenidos marcando la hamona oon iodo 
en la oelda electrolítica. Al cabo del tiempo teórico de electróli­
sis, la corriente fue interrumpida y analizado el rendimiento de in­
corporación, mediante una separación elecrtroforétioa de la -angioten­
sina iodada y el iodo libre, de idéntica fama que la correspondien­
te al punto IV-2-2-1.

Finalizada la reaocicn electrolítica, la muestra se puri­
ficó pasándola a través de resina de intercambio iónico, ccn el obje­
to de eliminar el iodo inorgánico residual. Para ello se preparó una 
pequeña columna de vidrio de 0.8 anx 2.0 cm conteniendo resina de
intercambio aniónioo (Dcwex 1 -8; 100 - 200 mesh; en forma Cl-), la-

-3vada previamente oon una solución de ácido clorhídrico 10 N y agua 
destilada. Una vez depositada la muestra en la superficie superior 
de la columna se permitió la elución libre del líquido, eliminando 
de esa manera la mayor parte de ioduro libre residual que quedó rete­
nido. La solución final contiene más del 95 % de la angiotensina II

125y menos del 1 % del Na I. Junto a cada muestra destinada a determi­
naciones de actividad biológica, se realizó 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 pudieren dar lugar a pérdidas 
de muestra. Dado que las respuestas biológicas se obtuvieron a dilu­
ciones muy elevadas de la hormena, es lógico pensar que un error ori­
ginal en la oantidad de muestra utilizada podía propagarse en forma 
significativa. Hemos tratado de minimizar este inconveniente, deter­
minando la concentración final de cada solución de angiotensina a 
utilizar, a través de la realización de un micro - Kjeldhal, tanto 
para la muestra incógnita como para aquella utilizada como referencia.

La cuantificación de la actividad biológica de cada mues­
tra se determinó realizando en cada caso entre 5 y 10 ensayos cuyo
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promedio representa el valar correspondiente a dicha muestra. El 
promedio fue obtenido para soluciones de concentración igual a 1.0, 
2.0 y 4.0 ng/ml por cada preparado, y también para su correspondien­
te blanoo de referencia. La actividad biológica se calculS haciendo 
uso de la relación lineal entre la respuesta del órgano aislado y 
el logaritmo de la dosis.

Resulta interesante hacer notar que, luego de efectuar 
diluciones sucesivas de las preparaciones destinadas 'a medición de 
actividad biológica, se constató que no existe pérdida evaluable 
de la muestra radiactiva en solución, aún en concentraciones del or­
den de 10 ng/ml de solución reguladora de fosfatos. Esta comproba­
ción demuestra que, aún en diluciones tan elevadas de hormona, no 
existe retención en las paredes de los recipientes debido a proble­
mas de adsorción y ocmo consecuencia se evitó la utilización de al­
búmina u otras sustancias protectoras que pudiesen provocar presun­
tamente interferencias en las determinaciones biológicas ccn órgano 
aislado.

Al mismo tiempo, a fin de poder utilizar las distintas 125preparaciones de I-angiotensina II durante un tiempo considerable, 
se analizaren las muestras conservadas a - 20° C mediante elecrtrofo- 
resis y cromatografía, previa hidrólisis durante los 30 días siguien­
tes a su preparación, sin observar cambios en la cantidad de iodo uni­
do al octapéptido ni variación en la distribución interna de las di­
versas especies.

Por último, resulta interesante mencionar que en 1 as pre­
paraciones que se efectuaron para ser usadas en pruebas biológicas, 
hemos utilizado en todos los pasos soluciones preparadas a partir de 
agua bidestilada y apiretogénica, cotí el objeto de evitar en lo posi­
ble la acción de agentes extraños incontrolables que pudiesen alterar 
los resultados finales.
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IV-3-1.- IODACION DE ANGIOTENSINA II

La electrólisis representa un excelente medio de incorpora­
ción de iodo en moléculas proteicas o peptídicas, bajo condiciones re- 
producibles. Es posible además, para una determinada concentración de 
proteína, encontrar el valar 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 prcrteína a una velocidad constan­
te, que depende de la intensidad de corriente de electrólisis. Este 
hecho presenta dos importantes ventajas:

IV-3.- RESULTADOS

a) no hay exceso de iodo elemental.
b) tomando alícuotas de la mezcla reaccionante a diferentes 

intervalos de tiempo, es posible obtener muestras de proteínas ccn can­
tidades crecientes de iodo.
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Figura IV-2: IodaciSn electrolítica de angiotensina II a 300 pA.
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En el caso de la angiotensina II en csonoentración de
1 mg/ml a pH 7.4, se puede afirmar que las condiciones antedichas 
son satisfechas con valores de intensidad de corriente de hasta 
300 pA, correspondientes a la descarga de 0.18 ju-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 mi.

Los equivalentes de iodo formados fueren calculados en 
base al 100 % de rendimiento de la corriente utilizada.

El grado de iodacicn se encuentra expresado en la orde­
nada de la derecha como los yj- equivalentes de iodo unido par ji-mol 
de angiotensina II.

Manteniendo fijo el valor de pH de la solución, se com­
prueba que la incorporación de iodo a la molécula polipeptídica 
corresponde, dentro de los límites de errar experimental, a la des­
carga teórica de iodo molecular.

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

pruebas efectuadas a 300 ¿íA muestran que al cabo de 
100 minutos de corriente de descarga de iodo, se llega a un ''plateau" 
vecino- al grado de iodación igual a 2.

Gomo puede observarse en la figura IV-2, la reacción de 
sustitución ocurre a una velocidad constante y procede de acuerdo 
al requerimiento es tequióme trico de la iodación de la tirosina, es 
decir, la mitad del iodo desoargado se incorpora a la proteína. Esto, 
unido al hecho de que el grado de iodación máximo es de 2 átomos por



1 0 6

molécula, prueba que la tirosina es el tínico residuo involucrado en 
la iodación. las cromatografías del producto final hidrolizado con­
firman la ausencia de histidina iodada. No se detectan pérdidas de 
iodo durante los experimentos y los resultados obtenidos en cinco 
pruebas mantienen buena concordancia con una dispersión menor del 
5 %.

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

La iodación de la angiotensina fue estudiada a diversos 
valares de intensidad de oorriente electrolítica para un mismo va­
lar de pH (7.4) y para concentración de polipéptido constante (1 
mg/ml).

El mismo fenómeno descripto para las experiencias oon 
300 pA de intensidad de oorriente electrolítica, puede observarse 
trabajando a 100 pA, sólo que en este caso el tiempo necesario pa­
ra obtener resultados similares se triplica.

VEn las experiencias realizadas oon intensidades infe­
riores a =100 /jA, no se intentó'llegar al "plateau" dado el tiempo• 'hrequerido, mientras que a corrientes varias veces superior (3.000
joA), luego de un primer intervalo de tiempo en el cual el iodo pro- .
teioo es proporcional a la descarga teórica, comienza á evidenciar­íase la falta de ioduro libre en el medio debida a oxidación, dada 
la elevada velocidad de descarga en el ánodo.'

,á-IV-3-3. - EFECTO DE LA INTENSIDAD EE OORRIENTE ELECTROLITICA SOBRE 
LA VELOCIDAD DE FORMACION DE MONO Y DIIODOANGIOTENSINA

rS?;

Las cantidades relativas de manoiodoangiotensina y diio- 
doangiotensina, formadas en el curso de una iodación progresiva 
de angiotensina II a pH 7.4, fueran analizadas, extrayendo a dife­
rentes tiempos muestras de 100 pl de la solución contenida en la

t ^celda electrolítica. Cada muestra se sometió a hidrólisis enzimá-
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tica, y la mono y la diiodotirosina fueron determinadas a partir de 
la radiocromatografía del hidrolizado. Esto permite calcular can­
tidades de nono y de diiodoangiotensina presentes en las muestras.
La angiotensina nativa se evaluó por diferencia.

La reproducibilidad del método permite, dentro de ciertos 
márgenes extremos, predecir la composición en MIA y DIA (monoiodo an­
giotensina y diiodoangiotensina II) de una determinada muestra de 125I- 
angiotensina, conocida la corriente de descarga y el Agrado de iodación 
obtenido.

Para ello, conociendo los valores de iodo proteico (rendi­
miento de la experiencia) y la relación de actividad entre la MIA y 
DIA, es factible establecer los poroentajes moleculares en que se en­
cuentran presentes en la mezcla.

En la tabla IV-1 se encuentran tabulados los valores obteni­
dos en una marcación. En este ejemplo en particular se efectuó la expe­
riencia a 300 juA de intensidad de corriente electrolítica, obteniendo 
alícuotas de la mezcla reaccionante desde 5 minutos de iniciada la reac- - 
ción hasta 180 minutos.
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(I) poroentajes relativos de I-angiotensina, calculados a par­
tir de la radioelectrofaresis de cada una de las alícuotas 
aisladas durante la marcación.

125

(II) porcentajes relativos de la actividad de MIT calculados a
partir de los radiocrcnatogramas efectuados con las muestras 
hidrolizadas:

% Act. MIT = ---------------------- * ioo
r1IT(c/min) + /'DIT(c/min)

(III) porcentajes relativos de la actividad de DIT calculados a par­
tir de los radiocromatogramas efectuados con las muestras hi­
drolizadas:

% Act. DIT = ----Ar?IT ---------x 100
^CCKc/min) + ̂ )IT(c/min)

(IV) calculado teniendo en cuenta que:

G I = n° de átanos - gramo de I~ x R %
* ’ “ nb de nó'les de angiotensina x 1ÓÜ

(V) calculado teniendo en cuenta que:

% moléculas MIA = % Act. MIT x G.I. (11-10)

(VI) calculado teniendo en cuenta que:

% moléculas DIA = 0.5 x % Act.DIT x G.I. (11-11)

(VII) calculado teniendo en cuenta que:

% moléculas de Ang = 100-(% moléculas MIA + % 
moléculas DIA) (11-12)

Los resultados obtenidos a 300 ¿jA están representados en 
la fig. IV-3, dan da se puede observar la variación de las tres frac-
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clones moleculares calculadas en función del grado de iodación del 
polipéptido, par lo que podemos deducir que para cada grado de ioda­
ción existe una población molecular heterogénea.

La proporción de angiotensina mono y diiodada a grados de 
iodación crecientes, se encuentra en estrecha concordancia con el mo­
delo estudiado para la N-acetiltirosina por Mayberry y col. (143). 
Esto implica que el residuo tirosínioo es accesible y que el ingreso 
dsl iodo al núcleo fenólico es escasamente o de ninguna manera inhi­
bido pee* los residuos vecinos.

Figura IV-3: Oomposición porcentual de angiotensina marcada
en función del grado de iodación

Los resultados que se observan en la figura IV-4 muestran 
que, incrementando la intensidad de corriente, o sea, aumentando la 
velocidad de generación de ioflo elemental en el electrodo, crece la 
cantidad relativa de angiotensina diiodada y, correlativamente, de cre­
as la cantidad de angiotensina monoiodada para el mismo grado de io­
dación. Esto confirma resultados logrados anteriormente (45), según 
los oíales altas intensidades de corriente favorecen la formación de
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grupos tirosínieos diiodades; probablemente esto se relaciona ccn el 
hecho de que la reacción ocurre a nivel de la superficie del electro­
do.

En la figura IV-4 a y IV-4 b se representan respectivamente 
los valares de angiotensina monoiodada y diiodada (como porciento mo­
lecular) , en función del grado de i criación para las distintas corrien­
tes de electrólisis empleadas en el proosso de marcación.

% m o lé c u la s  MIA 
80 o = 10 p A

A  : 50 pA

60
_o

 ̂  ̂̂  — » m
A  B : 100 pA 

b m z 300 H A
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f ̂  ̂   ̂ M mm m * 

. . . » •  = 3000}jA
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*  

*  + 02 0.4 0.6 0.8 10 12 1.4 16 1.80_I
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30 ✓  ✓ ^  / B  0=100 p A

20
✓ ^

♦ ' *  =300 pA 
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Figura IV-4 a y IV-4 b: Par ciento de angiotensina monoiodada y
diiodada, ccn referencia a la cantidad 
total de moléculas iodadas presentes en 
la muestra de angiotensina:(áiiodo angio­
tensina / mono + diiodoangiotensina) x 
100, para diferentes valores de corriente 
electrolítica.
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IV-3-4.- ACTIVIDAD HORMONAL DE LA MONO Y DIIODO ANGIOTENSINA II

125La actividad biológica de la I-angiotensina II se de­
termina oon referencia a una prueba en blanco de angiotensina II 
realizada simultáneamente.

Cuatro muestras de angiotensina II, conteniendo cantida­
des crecientes de iodo, fueren preparadas por electrólisis a pH 7.4, 
y luego se ensayaron sus actividades biológicas. Las*concentraciones 
de angiotensina no iodada, así como la de sus monoicdo y diiodo deri­
vados , se muestran en la tabla IV-2.

TABLA IV-2
ACTIVIDAD HORMONAL DE LA ANGIOTENSINA IOmDA

Los datos representan el promedio de diez análisis indivi­
duales oon un 90 % de oonfiabilidad.

MUESTRA *Grado efe 
iodacicn 
Promedio

Composición Porcentual Actividad

ANG MIA DIA
” Hormonal 

Porcentual

I 0.50+0.03 57.3+0.03 35.5+1.4 7.2+0.7 84.7

II 1.27+0.07 9.5+2.2 54.1+1.8 36.4+1.2 f55.0

III 1.30+0.07 7.1+2.2 55.7+1.2 ' 37.1+1.8 . 55.9

IV 1.87+0.10 7.4+8.8 22.4+3.3 75.Ó+8.1 31.0— —

* Expresado como átomos de iodo por molécula
** Expresado cono porcentaje de moléculas de cada especie
*** Actividad hormonal residual por comparación oon una solución pa­

trón de angiotensina II

f
Puede observarse que cuando el grado de iodación aumenta,

v* 1
la actividad biológioa de la hormona disminuye, (fría muestra de angio­
tensina conteniendo un promedio de 1.87 átonos de iodo por molécula,
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presenta una actividad relativa de 31 % con 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, además, resultó imposible una separación cuantitativa de 
las mismas que asegurara su correcta utilización en las determinacio­
nes biológicas. No obstante ello, resulta evidente que los resultados

i
presentados en la tabla IV-2, permiten el cálculo de la actividad bio­
lógica de la monoiodo y de la diiodoangiotensina. Para ello debe pos­
tularse que la actividad biológica medida para una muestra determina­
da de angiotensina iodada, resulta de la suma de las contribuciones 
de oada una de las especies moleculares presentes en dicha muestra, o 
sea angiotensina no marcada, monoiodoangiotensina y diiodoangiotensi­
na. Ante esta presencia podemos decir que:

B = X0 B0 + *1 BMIA + X2 BDIA (IV-1)

dcnde: B es la actividad biológica medida experimentalmente.
Xq , y X2 representan las ccnoentraci enes molares de cada
una de las especies presentes en la mezcla.
Bq , y representan las actividades biológicas de la
la angiotensina no iodada, de la monoiodoangiotensina y de la 
diiodoangiotensina respectivamente.

Dado que las actividades biológioas de las muestras marca­
das fueron obtenidas experimentalmente ccn referencia a una solución 
de angiotensina nativa, a la cual debemos adjudicarle un valar de acti­
vidad igual al 100 %, la ecuación (IV-l) podemos expresarla de la si­
guiente manera: J

valor experim. B = % Ang. x 100 + % MIA x B^^ + % DIA x B^^
CIV—2)
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Tratándose de una ecuación con des incógnitas, en la cual 
los valares de y son desconocidos, se calculan dichas in­
cógnitas analizando de a pares los resultados incluidos en la Tabla 
IV-2. En efecto, la similitud de los resultados obtenidos utilizando 
en el cálculo 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 biológico, lo que confirma 
la validez de la fórmula enunciada.

De tal manera, el ajuste de los parámetros mediante el mé­
todo de los cuadrados mínimos, utilizando para ello una carrputadara 
IBM 360/44, permitió calcular que la actividad biológica de la meno- 
iodoangiotensina y de la diiodoangiotensina son respectivamente:

BMIA = 70.0 %

B D i a  = 20.9 %

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

Con el objeto de tratar de poner a punto un método de sepa­
ración entre la monoiodoangiotensina y la diiodoangiotensina, se recu­
rrió al fraccionamiento mediante Sephadex.

la filtración de angiotensina iodada se realizó pasando la 
muestra a través de una columna de Sephadex G-25 de 520 rrm x 9 rrm, pre­
viamente acondicionada con solución reguladora tris 0.01 N a pH 7.4.

El flujo de la solución reguladora se mantuvo aproximadamen­
te a un valor de 10 ml/hora; se recogieron fracciones de 1 mi determi­
nándose 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 35 y 36 al 42 fueren unificadas y sométidas a hidrólisis enzimá- 
tica. Posteriormente se determinó por radiocranatografía sobre papel 
el contenido de meno y diiodotirosina en la zona anterior, central y 
posterior del pico eluído, respectivamente.
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Figura IV-5: Diagrama de elución de angiotensina iodada a 
través de una columna de Sephadex G-25.
La actividad medida por cada mililitro de 
eluido está expresada en unidades arbitrarias.

En comparación can la muestra original de angiotensina 
iodada, cuya composición fue de 80 % del derivado monoiodado y 20 % 
del compuesto diiodado, podemos observar que la zona anterior v cen­
tral del pico se encuentra notoriamente enriquecida en agiotensina 
mcnoiodada (94.5 % del derivado monoiodado y 5 .5% del diiodado en la 
fracción anterior; 90 % del derivado monoiodado y 10 % del diiodado 
en la fracción central). Par otro lado, la fracción posterior del pi­
co se encuentra enriquecida en diiodoangiotensina (60 % del derivado 
monoiodado y 40 % del compuesto diiodado). El experimento se repitió 
ccn la misma muestra de iodoangiotensina, a la cual se agregó una can­
tidad equimolar del polipéptido nativo. El eluído, en este caso, se 
analizó espectrofotcmétricamente y se descartó la contribución de la 
iodoangiotensina, evaluada sobre la base de la radiactividad medida. 
Esta doble experiencia fue reproducida 10 veces y los valares porcen­
tuales enunciados anteriormente representan los promedios observados 
para cada especie marcada. En base a los resultados obtenidos, se de­
mostró que el orden de elución responde en todos los casos al siguien-
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te esquema:

Io) angiotensina
2o) monoiodoangiotensina

3o) diiodoangiotensina

IV-4.- DISCUSION

Los fines perseguidos en esta parte de nuestro trabajo ex­
perimental fueren logrados empleando un método de marcación que permi­
te la incorparacicn de iodo en la molécula, en las posiciones orto y 
arto-orto’ del núcleo fenólico de la tirosina. La técnica de marcación 
por vía electrolítica, como ya fue demostrado en trabajos precedentes 
por los autores del método, permite la incorporación del iodo radiac­
tivo en forma gradual y controlable. Los resultados obtenidos en las 
experiencias de marcación, en función de la cantidad de iodo liberado 
por unidad de tiempo y en función del tiempo a valores de intensidad 
de corriente oonstantes, permiten concluir que, ademas de presentar 
indiscutibles ventajas desde el punto de vista preparativo, permite 
la obtención de angiotensina iodada en condiciones bien definidas y 
reproducábles. Simultáneamente, resulta interesante haoer notar que, 
en condiciones óptimas, es posible unir cuantitativamente el iodo al 
residuo de tirosina evitando cualquier posible reacción secundaria.
Par otro lado, las relaciones existentes entre el iodo liberado en el 
electrodo y el incorporado a la molécula polipeptídica, cuando se tra­
baja a diversos valores de intensidad de corriente, ■nermiten determi­
nar "a priora", cual es el rango dentro del cual dicha incorporación 
cuantitativa puede cumplirse, defacuerdo al objetivo de la experien­
cia.

Las 'experiencias efectuadas a valores de corriente de 10,
50, 100, 300 y 3000 pA, muestran que la distribución del iodo bajo 
las formas de monoiodoangiotensina y diiodoangiotensina, está en es­
tricta dependencia ccn la corriente misma, a(3n cuando se observa una 
perfecta correspondencia entre el iodo unido a la angiotensina II y^
el iodo liberado en el electrodo. Tal resultado aparenta estar en de-

i
sacuerdo ccn las leyes estequiométricas que rigen la reacción::* * i
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ANG + I2>. ■ **MIA + I" (IV-3)

K2MIA + I2 5F=á=£DIA + 1“ (IV-4)

Ciertamente, cualquiera sea la concentración efe iodo que 
se forma debido a la descarga del ioduro en el ánodo, los valores de 
las constantes y continúan invariables y las concentraciones 
para cada instante de las formas MIA y DIA deben ser constantes para 
cualquier valor de corriente, siempre que la reacción se verifique 
en fase homogénea. la aparente anomalía puede ser explicada, admitien­
do que la reaccicn de iodación ocurre en una monooapa, en la inmedia­
ta vecindad de la superficie del electro. Se pueden esquematizar los 
siguientes pasos, dejando preestablecido que los términos solución, 
mcnocapa y electrodo que figuran cano subíndices, quieren ejemplifi­
car no ya un estado físioo, sino exclusivamente la zena en la cual se 
localiza la sustancia en cada memento. En ese sentido, el término so­
lución está indicando la presencia de la sustancia en cuestión, en 
la zana de máxima homogeneidad de la mezcla reactiva; el término mono- 
capa corresponde a la zena de máxima vecindad a la superficie del 
electrodo; y el término electrodo a la zona correspondiente a la su­
perficie del electrodo propiamente dicho.

KI1.- 2 I (Sol.)^=i2 I (monocapa)--- Î̂  (elec.)— ►^(mcnocapa^^ísol.)

(IV-5)
K12.- a.- Ang (solución)*. -Ang (mcnocapa) (IV-6)
k2Ang (mcnocapa) + Î  (monocapa)--- »MIA (monocapa, + I (IV-7)

Kí
b. - MIA (solución) MIA (monocapa) (IV-8)

K 2MIA (monooapa)+ I  ̂(monocapa)--- -̂DIA (mcnocapa) + I (IV-9)
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En el caso en que K’̂  »  estamos seguros que la reac­
ción se desarrolla en fase homogénea. Si esta condición no se verifi­
ca, se presenta una heterogeneidad en las concentraciones de angioten­
sina y su derivado monoiodado. Por lo tanto, si la liberación del io­
do en el ánodo ocurre con una velocidad superior al proceso de redifu­
sión de la angiotensina, desde la mcnocapa adyacente a la superficie 
del electrodo hacia el resto de la solución, se puede supcner un enri­
quecimiento de la forma MIA en la vecindad del ánodo, con el consiguien­
te favorecimiento de la reacción:

MIA + I2 ---- * DIA + I" (IV-4)

De cualquier manera, es probable que el efecto combinado de 
la velocidad de difusión y el potencial del electrodo, pueden influir 
en la concentración relativa de les residuos reactivos (Tyr - 0“ y mo- 
noiodo Tyr - O-) en la superficie del electrodo.

Aun cuando la técnica, de marcación electrolítica fue desa­
rrollada para, ser utilizada en un rango de pH comprendido eñtre 6 y 8, 
recientemente Yovanovic y col. (144) han logrado, trabajando a pH 10, 
marcar albúmina humana con iodo, ccn un rendimiento del método supe­
rior a 90 %. No obstante ello, desde nuestro punto de vista, en tales 
condiciones la iodoalbúmina formada difícilmente pueda ser aprovechada 
en experiencias biológica, dada la enorme proporción efe DIA formada.

La característica versatilidad y ccntrolabilidad del método, 
hacen del mismo un instrumento óptimo para el estudio de la iodación 
de i polipéptido, dada la neoesidad de un control seguro de la cantidad 
del iodo elemental involucrado en la reacción.

Los resultados presentados indican que la angiotensina II, 
cuyo residuo tirosínico posee solamente un átomo de iodo, retiene una 
actividad hormonal importante. En cambio, él derivado diiodado presen­
ta una actividad biológica marcadamente inferior. Estos resultados se 
evidenciaron perfectamente, usando la porción ascendente del oolon de 
rata cano un órgano específico para el ensayo biológico de la angio- 
ténsina. Las ventajas e inconvenientes de esta técnica fueron discuti­
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dos par Regoli y Vane (138). Sin embargo, puesto que el ensayo de 
comportamiento biológico fue realizado siempre en ausencia de otras 
sustancias biológicamente activas, es razonable suponer que la mayor 
parte de las posibles causas de error citadas por dichos autores pue­
de desestimarse.

Los estudios realizados sobre análogos sintéticas de la 
angiotensina II, indican que los requerimientos estructurales de al­
gunos aminoácidos en el polipéptido, son importantes'para una signi­
ficativa actividad biológica. La tirosina en posición 4 es uno de los 
residuos esenciales. Es par lo tanto sorprendente que la entrada de 
un átanos de iodo en el núcleo aromático de la Tyr-4, puede ocurrir 
sin la disminución sustancial de la actividad hormonal del polipépti­
do, puesto que dos sen los efectos principales asociados a la iodación 
del grupo tirosínico.

1) Siendo el tamaño del átomo de iodo comparable al del nú­
cleo benzenioo, el grupo tirosínico sustituido puede interferir esté- 
ricanente con su entorno inmediato.

2) El pK del OH fenólioo está sustancialmente disminuido.
La conversión de angiotensina en su derivado monóiodado dará como re­
sultado, par lo tanto, la duplicación del tamaño de la cadena lateral 
de la Tyr-4, con una disminución del pK^.en alrededor de 2 unidades.

Por otro lado, todos los resultados disponibles aosrea de 
la conformación tridimensional de la molécula de angiotensina 'II\ su­
gieren que su grupo tirosínioo tiene poca relación estructural con su

•nentorno inmediato.

Los experimentos de iodación referidos en el presente tra­
bajo, sugieren que las posiciones "orto" del anillo aromático de la 
tirosina-4 son accesibles al iodo, dado que las velocidades relativas 
de formación de la monoiodoangiotensina y de la diiodoangiotensina 
en la mezcla de reacción son muy semejantes a las correspondientes a 
la formación de menoiodotirosina y de diiodotirosina. Además, los es­
tudios de espectrofóteme tría ultravioleta efectuados por Smeby y col.
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(86), muestran que el grupo fenólico en la angiotensina II debe es­
tar en una posición tal, que no pueda interaccianar oon otros grupos 
iónicos vecinos. Sin embargo, la gran actividad hormonal retenida por 
la monoiodoangiotensina, prueba que el grupo tirosínico puede asumir 
una c en figuración espacial compatible can su incremento de tamaño, 
sin provocar alteraciones en la disposición espacial correcta de los 
otros grupos funcionales y además laterales del octapéptido.

El efecto de iodación en la angiotensina II puede también 
ser discutido en términos de la ionización del OH fenólico. La presen­
cia del anillo fenólico en posición 4 en la cadena peptídica, es un 
prerrequisito esencial para que la angiotensina tenga actividad hormo­
nal, puesto que la sustitución de la Tyr-4 por la fenilalanina (124), 
trae cano consecuencia una perdida completa de la actividad biológica.

En este sentido, es importante mencionar que Craig y col.
(122), en estudios de diálisis, observaran que la molécula de angioten­
sina adquiere una disposición considerablemente más extendida en solu­
ción alcalina. Esto fue atribuido a la disminución sustancial de la 
interacción entre los anillos aromáticos de la fenilalanina y la tiro- 
sina, debido a la ionización del OH fenólioo. Por otra parte, los mis­
mos autores postulan que la angiotensina nativa a pH fisiológico tie­
ne una forma compacta, cuyo radio axial se aproxima á su valar mínimo. 
Para que esta forma sea estable, se requiere que el OH fenólico no es­
té disociado.

Esta condición no se verifica en el caso de la manoiodoan- 
giotensina y de la diiodoangiotensina, ya que sus pK^, cano vimos en 
el capítulo anterior, se encuentran reducidos en casi 2 a 4 unidades 
respectivamente, comparados oon la angiotensina nativa (145). Por lo 
tanto, puede esperarse que en la angiotensina iodada tenga lugar una 
expansión molecular, debida a la ionización de un grupo tirosínico a 
pH fisiológico.

*7Una interpretación particular merece el intento que henos 
realizado, a fin de aislar las distintas especies marcadas que se en­
cuentran en una muestra de iodoangiotensina II.
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Es conocido el hecho de que el método de filtración por 
gel permite obtener solamente una información limitada cuando se tra­
baja oon peptidos pequeños. Sin embargo, en nuestros experimentos 
hemos observado sistemáticamente, que la nonoiodoangiotensina y la di- 
iodoangiotensina se eluían ccn posterioridad a la angiotensina. Este 
hecho puede atribuirse a varias razones: interacción iónica con el 
gel, lo que produce una débil adsorción; mayor hidratacáón en solución;
modificación de la forma. Precisamente, el orden de elución obtenidoi
en los experimentos de filtración realizados a través de gel de Sepha- 
dex, podría reflejar la diferencia de la forma molecular existente en­
tre la angiotensina y sus derivados iodados, en concordancia con lo 
expuesto anteriormente.

Si esta sugestión es correcta, alrededor del 30 % de nono­
iodoangiotensina y 75 % de diiodcangiotensina están en la forma expan­
dida a pH 7.0 - 7.5, asumiendo valares de pKQH de 8.2 para la molécula 
monoiodada y de 6.4- para la diiodada. Es interesante mencionar que es­
ta proporcicn de las famas expandidas de la molécula de angiotensina 
mono y diiodadas, corresponde aproximadamente a la disminución de la 
actividad biológica, cuando la angiotensina pasa al monoiododerivado 
(30 % de disminución) y al diiododerivado (80 % de disminucicn).

Si la actividad biológica residual de las especies iodadas 
puede ser así explicada, el razonamiento anterior podría constituir 
una interpretación racional de la función del grupo tirosínico en el 
polipéptido activo.

Desde un punto de vista práctico, el fraccionamiento del pi­
co de elución permite el enriquecimiento de la angiotensina marcada 
en monoiodoangiotensina, quedes el derivado biológicamente nvaá activo. 
En este sentido, resulta interesante señalar que recientemente Gandol- 
fi y ool. (146), lograren separar satisfactoriamente angiotensina II 
monoiodada, empleando para ello la filtración a través de Sephadex 
6-25.

Independientemente del análisis efectuado anteriormente, una 
consecuencia de relevancia práctica de nuestro estudio, consiste en la
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posibilidad de preparar una muestra de radioiodoangiotensina II que 
conserva una actividad hormonal importante.

Para ello se requiere el control de la reacción de ioda- 
dón, de nanera tal de reducir al mínimo o evitar la formación del 
derivado diiodado, efectuando la marcación en solución alcalina.

Sin embargo, es evidente a partir de los resultados obte­
nidos, que, aún bajo las condiciones más favorables, no se puede pre­
parar una angiotensina II radioiodada, adecuada para estudios metabo- 
lioos, a menos que el nivel de incorporación del elemento inorgánico 
se conserve por debajo de 0.2 a 0.3 átomos de iodo par molécula de an­
giotensina.

Según nuestro conocimiento, en los experimentos oon angio­
tensina marcada referidos en la literatura, el portador estaba princi­
palmente constituido 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 distribución biológica, referidos 
par Wolf y col. (126), y por Mendlowitz y ool. (127), han sido realiza­
dos oon una angiotensina marcada que podría haber perdido casi toda su 
actividad hormonal. En este sentido, conviene insistir, tando desde 
el punto de vista práctico como conceptual, en la necesidad de estudiar 
exhaustivamente y en comparación ccn las moléculas nativas, el compor­
tamiento fisicoquímico y biológico de las proteínas o polipéptidos que 
se marcan con iodo radiactivo, para su utilización en estudios metabó- 
licos, de distribución o actividad biológica, etc., como indicadores 
radiactivos de la molécula original.



CONCLUSIONES

Los argumentos expuestos en la presente conclusión, nos per­
miten recalcar la importancia que adquiere el estudio exaustivo de las 
condiciones de preparación de una molécula proteica marcada, así como 
el conocimiento de su posterior comportamiento. Esto último es sumamen­
te necesario, no solamente en los casos en que los preparados hormona­
les marcados oon iodo se utilicen en determinaciones de actividad bio-i
lógica, sino también cuando se encuentran involucradas reacciones de 
naturaleza inmunológica.

Esta afirmación, realizada en un momento del desarrollo cien 
tífico en que se encuentran en expansión las técnicas radioinmunológi- 
cas, tiene por finalidad llamar la atención sobre las implicancias que 
en su aplicación puede tener un conocimiento parcial o incorrecto de la 
preparación de la molécula a utilizar oomo trazador de la reacción.

Con nuestro trabajo, hemos intentado conocer las condiciones 
de preparación de angiotensina II radioiodada, así como las propiedades 
y comportamiento biológico da la hormona marcada.

Ello nos ha enfrentado oon un conjunto de problemas cuya re­
solución permite conocer perfectamente cuales son las condiciones meto­
dológicas óptimas de la marcación y las consecuencias que sobre su uti­
lización posterior ejercen dichas condiciones.

Desde un punto de vista estrictamente radioquímica, es posi­
ble conocer las conveniencias y dificultades que se presentan en la

125elección del isótopo del iodo a emplear. El I, oomo elemento traza­
dor, brinda una mayor homogeneidad en las cantidades reales de iodo uti­
lizadas en la marcación de hormonas oon distintas muestras del isótopo

131 •en cuestión. En contraposición, el empleo del I aporta al sistema, 
generalmente, cantidades reales de iodo diferentes en cada oportunidad, 
afín cuando las reacciones de marcación se realicen utilizando activida- 
>des similares. La consecuencia inmediata de este hecho es la sigmfioa- 

{ ti va diferencia que se observa cuando se reproducen marcad enes con
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iguales conoentraciones de actividad en las muestras de iodo, pero 
con actividades específicas dispares.

Este fenómeno, que se mantiene en términos despreciables 
cuando se utiliza el trazador radiactivo en actividades muy bajas 
complementándolo ccn portador isotópico, adquiere gran significado 
cuando la marcación tiene par objeto obtener un polipéptido marcado 
con alta actividad específica.

Un ejemplo de lo dicho puede encontrarse en los resulta­
dos logrados en la marcación de tirotrofina bovina, cuando la canti­
dad real de iodo presente en el memento de la reacción es notoriamen­
te diferente de una oportunidad a la otra.

El método catalítico de valoración nos brinda el conoci­
miento del valar real de iodo presente en una muestra radiactiva.
La concordancia que esos datos tienen ccn los resultados logrados en 
la preparación de hormonas radiactivas de alta actividad específica, 
justifica el interés en el conocimiento de la concentración real ori­
ginal del elemento inorgánico. Al mismo tiempo, no podemos olvidar 
que cualquier pequeña modificación o error en el procedimiento de 
marcación, puede variar fundamentalmente el resultado y en especial, 
la distribución de residuos tirosínieos mono y diiodados en la mues­
tra obtenida.

Desde otro punto de vista, el conocimiento de la masa de 
iodo que se utiliza y más específicamente, la relación entre el núme­
ro de átomos de iodo y moléculas de hormona permite conocer, en pri­
mera instancia, con que facilidad los núcleos fenoliccs de los resi­
duos tirosínicc6 presentes en una molécula proteica pueden incorpo­
rar iodo.

Aunque las relaciones óptimas entre cantidad de iodo y hor­
mona, involucradas en marcaciones mediante el método de la cloramina- 
T , fueren encontradas para dos poliüéptidos distintos, las conclusio­
nes que se obtuvieren probablemente resulten válidas en la generali­
dad de los casos.
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El carácter polipeptídiao que presenta la angiotensina II 
en su estructura molecular, hace sumamente importante el conocí miento 
de las modificaciones que sufren, tanto la hormona nativa cano su co­
rrespondiente derivados, según sean las condiciones del medio en el 
cual se la solúbiliza.

En efecto, la marcación efectuada en medios de diferentes 
pH, nos permitió observar diferencias sustanciales en la formación 
de los derivados iodados del residuo tirosínico. La reactividad de 
dicho residuo en fama aniónica (núcleo aronátioo como fenato), es 
función directa de su concentración. Es evidente que desde el punto 
de vista cuantitativo, tanto la reactividad del residuo tirosínico 
como el efe su derivado monoiodado, serán dependientes del valor de 
pKg^ de cada una efe esas especies moleculares. Estos valares, al mis- 
no tiempo, están influenciados par el valor de pH en el cual mantene­
mos el sistema. El proceso de iodación de la tirosina ocurre a tra­
vés de una unión electrofílica entre el iodo y el anión tirosínico.
Es fundamental par lo tanto, interpretar bajo este enfoque, la mayor
o menor facilidad de formación de la monoiodoangiotensina y de la 
diiodoangiotensina al modificar las condiciones de la marcación.

Los resultados logrados ccn el método oxidativo del meno- 
claruro de iodo en medios de distinto pH, se correlacionan perfecta­
mente ccn los valares que la literatura da para los pK^ de la tiro­
sina y de la monoiodotirosina. Esta concordancia tiene significado 
si, goto hemos dicho anteriormente, se relaciona el ccmportamiento 
de la TIR-4 (en la angiotensina) ccn el comportamiento de la tirosi­
na libre.

Esta premisa aparenta ser lícita ya que ,el valar de pKQH 
de la angiotensina II es muy parecido al de la tirosina 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 ccn mayor facilidad, cuando la reacción de marcación 
se realiza a pH fisiológico, 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 
coman en moléculas polipeptídicas en las cuales la interacción entre el
o los residuos tirosínicos y el resto de la estructura es insignifi­
cante.

La importancia que adquiere la metodología de marcación 
de la angiotensina II y la correspondiente composición en derivados 
iodados, resulta evidente con la demostración lograda en las determi­
naciones de actividad biológica. Efe ellas surgen que, en tanto la mo­
noiodoangiotensina conserva gran parte ds la actividad biologica ori­
ginal (70 % aproximadamente), la diiodoangiotensina retiene solamente 
el 20 % de dicha actividad.

Los resultados logrados midiendo la actividad biológica 
de la hornona marcada, mantiene cierta concordancia con los porcenta­
jes de Iqs famas expandidas de ambos derivados marcados a pH fisio­
lógico , según surge del arden de elución de las tres especies molecu­
lares a través de ge1 de sephadex.

Tenemos que recalcar lo importante que resultó, para el 
logro de nuestros objetivos? contar ccn el método de marcación elec­
trolítico que permite variaran forma controlada, el grado de incor­
poración de iodo en la estructura original de la molécula polipeptí- 
dica. X

Esta aclaración adquiere gran significado, si tenemos en 
cuenta que la evaluación del comportamiento biológico fue posible 
usando preparados con grados de iodación y porcentajes de oada espe­
cie molecular perfectamente conocidos.

Existen hasta el momento actual suficientes indicios de 
que la pérdida de propiedades^biológicas y/o quizás inmunológioas, 
debidas a la presencia de derivados diiodados, no ocurre solamente
en el caso de la angiotensina II. Probablemente estos fenómenos sevobserven en otras estructuras polipeptídicas de igual o mayor can-

.plejidad.
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En cambio, la posibilidad de obtener derivados mcnoioda- 
dos , permitiría su utilización ocrno moléculas trazadoras de manera 
satisfactoria.

Una de las formas de obtener tales derivados sería, como 
vinos anteriormente, marcando en un medio alcalino. Al respecto debe­
mos tener presente que, en proteínas de estructura más compleja, la 
iodación en medios de pH lejanos a la neutralidad, puede traer cono 
consecuencia una desorganización estructural irreversible. El incon­
veniente anotado puede ser debido exclusivamente al medio, o bien 
ser consecuencia de la introducción de iodo en residuos tirosínieos 
que se encuentren parcial o totalmente protegidos desde el punto de 
vista estructural.

Consideramos en este sentido que, afín cuando el tema que 
hemos abordado no puede considerarse agotado, los resultados logra­
dos, al tiempo de aportar datos para una mejor utilización de la an­
giotensina II marcada con iodo, resultan suficiente prueba de los ar­
gumentes expuestos, en la introducción general, como nuestra filoso­
fía de trabajo.
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