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Sumario

Desenvolvemos a técnica de radioiodação controlada d<? insulina de porco pelo
método de Hunter e Greenwood (método clássico da cloramina T) com as modifi-
cações sugeridas por Roth (adições de quantidades sucessivas e limitadas de
cloramina T). Obtivemos hormônio marcado com atividade específica satisfató-
ria e estudamos as características do radíoímunoensaio, baseado na competi-
ção de insulina de porco 125-1 e insulina fria para anticorpo específico.

Abstract

Stoichiometric iodination and purification of porcine insulin waB performed
to the general method of Hunter and Greenwood (classical chloramine T) with
modifications recommended by Roth (chloramine T is added in limiting amounts
in multiple small additions). Satisfactory specific activity of the labeled
hormone was obtained and the characteristics of the radioimmunoassay, based
on the competition of the 125-1 labeled porcine and cold insulin for specific
antibody were studied.
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IfiTRODUÇAO

Os radioensaios, como em todo ensaio competitivo, não exigem uma identi_
dade entre hormônio marcado e não marcado, pois a condição necessária para
a validade desta técnica ê que o hormônio marcado se ligue ao anticorpo ou
receptor específicos e que a ligação seja inibida por hormônio não marcado.
Entretanto a qualidade e características da preparação marcada são importan
tes na determinação da sensibilidade e reprodutibilidade do ensaio. O método
clássico da cloramina T para marcação de polipeptídios pode conduzir a pre-
parações marcadas com imunereatividade e estabilidade diminuídas com redu-
ção da afinidade por parte das células receptoras, e maior afinidade para
sítios não específicos "J^ presumivelmente em virtude da exposição da pro-
teína a excesso de agente oxidante, cloramina T, ou redutor roetabissulfito
de sódio, ou ainda por ter incorporado mais de um átomo de iodo (125-1) por
molécula. Para obviar estes inconvenientes utilizamos o método de Hunter e
Greenwood O com as modificações sugeridas por Roth (4), lenta e progress^
va adição de cloramina T em quantidades controladas, nas exatas proporções
das massas envolvidas e não em excesso, como convencionalmente. A fim de não
ultrapassar a quantidade estequiométrica de cloramina T acompanhamos a ciné
tica da reação através de amostragens sucessivas que permite avaliar o pro-
gredir do rendimento. A adição de uma pequena quantidade de um redutor (me-
tabissulfito de sódio) evitará qualquer ulterior reação oxidativa. Sendo a
insulina um hormônio peptídico de caráter básico e baixo peso molecular, po_
de ser adsorvida a celulose através de grupos funcionais do adsorvente e
ser eluída por eluente adequado.

Tivemos como objetivo a obtenção de insulina de porco marcada com 125-1
(125-1 - pins) com alta atividade específica e elevado grau de pureza com a
manutenção de sua atividade imunológica.

MATERIAL E MÉTODOS

Adicionamos os reagentes no tubo de iodação, ã temperatura ambiente, na
seguinte seqüência: 35 ul de Tampão Fosfato 0,3M pH 7,5, 1,1,mCi de 125-1 e
Aul de insulina de porco (Img/ml em ácido clorídrico 0,01N), 15 ul de clora
mina T (40ug/ml em Tampão Fosfato). A seguir transferimos uma pequena alí-
quota do material de marcação para um tubo contendo Iml de Tampão Fosfato e
Iml de uma solução a 102 de ácido tricloroacético (TCA), para determinarmos
após centrifugação, o percentual de radioatividade precipitado pelo TCA. Em
nossos laboratórios obtivemos nesta fase 43Z em média de incorporação de
125-1. Uma nova adição de cloramina T (lOul) foi suficiente para um rendi-
mento de reação adequado, em torno de 70Z. No total adicionamos apenas lug
de cloramina T. Após a adição de 5ul de metabissulfito de sódio (200ug/ml em
Tampão Fosfato) adicionamos lOOul de BSA 2,5Z (bovine serum albumin em Tam-
pão Fosfato).

PURIFICAÇÃO

A purificação da insulina 125-1 foi realizada pelo método de adsorção a
celulose, coluna de pó de celulose Whatmar. acondicionada em uma pipeta
Pasteur com cerca de 0,7 cm de diâmetro. Aplicamos o material marcado no t£
po da coluna e aguardamos a sua total incorporação. Lavamos a coluna 10 ve-
zes com 0,5 ml de água destilada. Exercemos certa pressão de ar (pequena p£
ra) no topo da coluna para esgotar o volume correspondente a cada uma das
eluiçôes (iodo livre e fração danificada). A insulina 125-1 foi eluída atra
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vés de 4 vezes 0,5 ml de uma solução álcool-ácido (álcool etílico: ácido
clorídrico concentrado: água destilada: 7,50: 0,15: 2,35 ml) coletando cada
fração em tubo separado e identificado. Controlamos a pureza pela precipitai
ção através do percentual de radioatividade precipitado pelo TCA 10% e a
Ímunorreatividade, reação da 125-I-p Ins. com o anticorpo específico na di-
luição de 1:20.000, pela precipitação da forma ligada ao anticorpo com po-
lietilenoglicol (PEG) 25%.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

A Tabela 1 reúne os percentuais de rendimentos finais realizados em 10
marcações, avaliados pelo método do TCA. A média da atividade específica cal_
culada em cada marcação foi de 188,9mCi/mg com amplitude de 180-204. 0 tes-
te de Kruskal-Wallis aplicado, após a classificação por "scores" dos valo-
res percentuais obtidos nos testes de pureza (Tabela 2) e Ímunorreatividade
(Tabela 3), revelou diferença estatisticamente significante entre os 4 elu£
tos tanto para o teste de pureza como de Ímunorreatividade. Apesar de não
se obter diferença estatisticamente significante entre os eluatos 1 e 2 do
teste de pureza, observou-se diferença estatisticamente significante entre
os eluatos 1 e 2 do teste de Ímunorreatividade. C critério para utilização
do 2? eluato baseou-se em percentuais de pureza acima de 95Z e na melhor pe£
centagem de ligação da 125 I-p Ins. ao anticorpo específico. Demonstrou-se
também adequado para ensaios com receptores específicos em parede celular de
..•ritrõcitos (3).

TABELA 1

Rendimento de marcação da

Partida

n?

1
2
3
4
5
6
7
8
9
to

TCA

7.

77
68
77
74
73
62
71
70
62
70

X .70,40
SD . 5,32
CV - 7,56

125 I-p Ins.

At. Esp.

mCi/mg

188
184
180
204
186
181
189
200
195
182

188,90
8,24
4,36
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Valores percentuais
na de celulose (TCA)
partida
n? 19

Tabela 2
de pureza nos

eluatos
29

eluatos

39

da colu

49
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

98
97
96
96
97
96
95
92
97
94

97
97
97
95
96
96
96
95
98
96

95
94
94
92
94
93
91
93
96
94

91
90
90
90
90
89
89
88
91
90

Ã
SD

"scores"

- 95,
- 1,
- 284

80
75
,5

96,

o,
305

30
95

93,
1,
174

60
41
,5

89
0
,80
,92
56

Tabela 3
Percentuais da ligação da 125 I-p Ins. ao anticor-
po específico pela precipitação com PEG 25% nos
eluatos da coluna da celulose
partida eluatos

n9 19 29 39 49
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

48
50
43
52
40
50
42
39
51
44

50
55
48
60
45
54
46
45
56
50

45
47
38
48
35
43
38
35
46
38

40
43
35
45
30
39
34
28
42
30

E

" »
SD -

"scores" -

45,90
4,84
243,5

50,
5,
318

90
15
,5

41,30
5,03
161

36
6
97

,60
,04
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