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Sumario

Desenvolvemos a técnica de radioiodagao controlada de insulina
de porco pelo método de Hunter e Greenwood com as modificacoes suge-
ridas por Roth. Este metodo foi comparado com a radioiodag%o usando
Todogen. O Iodogen reage em fase solida com a mistura aquosa de I e
proteina. Obtivemos, nos 2 metodos, insulina de porco marcada com
atividade especifica satisfatoria e estudamos as caracteristicas do
radioimunoensaio.

Abstract

Stoichiometric iodination of porcine insulin was performed to
thod of Hunter and Greenwood with modifications

the genéral me
h radioiodination

recommented by Roth. These method was compared witl
using Iodogen. Films of Iodogen react rapidly in the solid phase
with aqueous mixtures of I and proteins. For two methods satisfactory|
activity of the labeled porcine insulin was obtained and the i
characteristics of the radioimmunoassay were studied.

-181-




INTRODUGAO

0 método classico da cloramina T para a marcaggo de polipeptideos, quando
se deseja alcangar alta atividade especifica (Ae) , pode conduzir a prepara-
gaes marcadas com imunorreatividade e estabilidade diminuidas, presumivelmen-
te em virtude da exposigao da proteina ao excesso deletério dos agentes oxi -
dantes (Cloramina T) e redutores (metabissulfito de sodio). Para obviar estes
inconvenientes padronizamos e comparamos 2 métodos de preparaggo de radioinsu
linas. Ambos procedimentos sao realizados em condigoes moderadas, evitando-se
o excessivo contato com os reagentes e consequentemente, menor agressao a mo-
lécula proteica. Objetivou-se a obtengao de radioinsulinas com alta atividade
especifica da molécula no sentido de manter a estabilidade e imunoreatividade
expressas pelas ligagoes inespecificas e maxima com o anticorpo especifico na
ausencia de ant{geno.

IODAGAO CONTROLADA DA CLORAMINA T:

Utilizamos o método classico de Hunter e Greenwood(4) com as modificagoes
sugeridas por Roth(3) que preconiza lenta e progressiva adigao de quantidades
controladas de cloramina T, nas exatas proporgaes das massas envolvidas e nao
em excesso, como convencionalmente. A fim de nao ultrapassar a quantidade es-
tequiométrica de cloramina T avaliamos a cinética da reagao a cada nova adi -
cao de agente oxidante. A adigao de pequena quantidade de um redutor (metabis
sulfito de sodio) evitara o prosseguimento ulterior da reagao. 5

IODOGEN:

Foi descrito primeiramente por Fraker e Speck(2) como um reagente para io
dagao de proteinas e membranas celulares. 0 Iodogen (l,3,4,6—tetracloro—3a—6;
difenilglicoluril) intervem na iodagao rapida em fase solida (potencialmente'
menos destrutiva) em solugao aquosa de Ie proteina. Pelo fato de ser pouco
soluvel em égua é preparado em solvente organico, distribuido em tubos que
serao usados para a reagdo de iodagao e secos a temperatura ambiente. Forma -
se um fino filme na base. Pode-se preparar previamente os tubos de reagao pa-
ra uma estocagem de ate 6 meses. O Iodogen permanece na fase s6lida durante a
reagao de iodagao e o hormonio é difundido na area em que esta contido o rea-
gente. A reacao ¢ interrompida pela simples remogao do produto marcado do tu-
bo de reagao.

PURIFICAGAO DO PRODUTO MARCADO:

Sendo a insulina um hormonio pept{dico de carater basico e baixo peso mo-
lecular, pode ser adsorvida a celulose através de grupos funcionais do adsor-
vente(l) e ser eluida por eluente adequado. As radioinsulinas obtidas pelos 2
metodos de marcagao, foram purificadas por este sistema

MATERIAL E METODOS:

Nos 2 métodos de marcagao utilizamos a mesma quantidade de insulina de '
porco (4pg) e 1lmCi de 125-I.
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RADIODAGAO CONTROLADA DA CLORAMINA T:

No tubo de iodagao adicionamos 35ul de Tampao Fosfato 0,3M pH 7,5; 1mCi de
125-I; 4pl de insulina de porco (4pg ém q.s.p. acido cloridrico Q,OlN) e 15pl
de cloramina T (0,6pg em q.s.p. Tampao Fosfato 0,3M pH 7,5). Determinamos o '
percentual de radioatividade pela precipitagao com acido tricloroacético TCA
10%. Em geral foram necessarias 2 adigoes de cloramina T para se obter o ren-
dimento adequado da reagao. No total adicionamos apenas lpg de cloramina T. '
Apos a adigao de 5ul de metabissulfito de sédio (lpg em q.s.p. Tampao Fosfato
0,3 pH 7,5) adicionamos 100pl de BSA 25% (bovine serum albumin em Tampao FOE
fato) .

IODOGEN:

No tubo de iodagao (2ug de iodogen preparado previamente com diclorometa~
no como solvente) adicionamos 10pl de 125-I (1mCi de 125-I em q.s.p. Tampao '
Fosfato 0,5M pH 7,5) e 10pl de insulina de porco (4pg em q.s.p. Tampio Borato
0,05M pH 8,5). O rendimento de marcagao foi obtido pela determinagao do per —
centual de radioatividade pela precipitagio com TCA 10%.

PURIFICAGAO:

A purificagao da insulina de porco marcada pelos 2 métodos foi realizada'
através da adsorgao a celulose (coluna de pé de celulose Whatmann CF 11) acon
dicionada até a altura de 4cm em uma pipeta Pasteur com cerca de 0,7cm de dia
metro. -

Aplicamos o material marcado no topo da coluna aguardando .a sua total in-
corporagao. Lavamos 10 vezes a coluna com 0,5ml de égua destilada, exercendo'
certa pressao de ar (pequena pera) no topo.da coluna para esgotar o volume
correspondente a cada uma das eluigSes (iodo livre e fragao danificada). A in
sulina de porco 125-I adsorvida a celulose, foi eluida através de uma solugas
alcool-acido (alcool etilico:acido cloridrico concentrado:agua destilada—7,50:
0,15:2,35ml) coletando-se cada fragéo em tubo separado e identificado. Contro
lamos a pureza de cada fracao pelo percentual de radioatividade precipitado T
pelo TCA 10%.

ESTABILIDADE E IMUNORREATIVIDADE:

0 conteudo dos 4 eluatos da coluna de celulose foram testados para obser-
var a percentagem de ligagdes inespecificas e propriedade de se ligar adequa-
damente ao anticorpo especifico. Para as ligagaes inespecificas os tubos tes-
tes foram preparados com 0,1lml do tragador (A~ 20.000 cpm) e 0,2ml de Tampao
Fosfato 0,04M pH 7,5 contendo 5ug/ml de albumina humana. Para a imunorreativi
dade 0,1ml de tragador (~+20.000 cpm) O,1ml de anticorpo especifico (diluigao
1:20.000) e 0.1lml de Tampao Fosfato 0,04M pH 7,5 contendo 54g/ml de albumina'
humana. Apés a incubagao de 24 horas a 42 separamos a insulina livre e ligada
ao anticorpo pela precipitagao da forma ligada com 0,3ml de polietilenoglicol
(PEG) 25%. A Unica variavel foi a radioinsulina marcada com cloramina T e To-
dogen.
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ESTOGEM:

Preparamos em Tampao Fosfato 0,04M pH 7,5 volumes suficientes de anticor-—
po especifico (diluigao 1:20.000) e tragador (22 eluato da coluna de celulo-
se) de cada radioinsulina (= 20.000 cpm por tubo) para testar as ligagoes '
inespebificas e imunorreatividade das radioinsulinas marcadas pelos 2 metodos
para uma estocagem de ate 60 dias.

RESULTADOS E CONCLUSOES:

Eficiéncia da MarcagSo: Expressa como percentagem do total de radioativi-
dade incorporada a fragao proteica. As medianas dos rendimentos de reagao (78
e 79%) e das atividades especificas ( 195 e 197 uCi/ug)nao foram estatistica-
mente diferentes entre os 2 metodos. (Tabela 1)

Purificagao: As 4 fragoes eluidas da coluna de celulose apresentaram (Ta—
bela 2) percentuais de pureza que variaram de 90 a 98% sendo que o eluato 2 '
apresentou mediana dos percentuais de pureza maior para a Cloramina T.

Estabilidade e Imunorreatividade: Testes realizados nos 4 eluatos obtidos
apés purificagéo em coluna de celulose, mostraram ligagaes inespecificas préxi
mas (em torno de 5%). A ligagao maxima foi maior para o método da Cloramina T
(Tabela 3).

Estocagem: As radioinsulinas preparadas pelos 2 métodos (3 marcagoes para
cada método) submetidas a testes de estabilidade (ligagoes inespecificas) e '
imunorreatividade (reagéo antigeno-anticorpo) utilizando o eluato 2 como tra-
cador (Tabela 4 e figura 1) resultaram em ligagSes inespecificas‘inalteradas'
e diminuigao da imunorreatividade (queda do percentual de ligagéo BO/T) duran
te a estocagem de 60 dias. A percentagem da queda de ligaqéo maxima em rela —
¢80 a ligagao inicial foi maior para o método da cloramina T no 12 e 30° dia
ap6s a marcacio. A percentagem de queda da ligagao maxima em relagdo a inici-
al foi maior para o método da cloramina T 30 dias apos a marcagao, porém nao
houve dilerengas entre os 2 métodos 60 dias apos a marcagao.

Ambos os metodos mostraram-se adequados para a obtengao de radioinsulina’
com alta atividade especifica. Foi possivel a utilizagao dos preparados ate
2 meses apos a marcacdo com manutencao das ligagoes ndo especificas baixa e
maxima de no minimo 30% sem necessidade de repurificagéo.

0 método do Iodogen revelou-se mais simples na sua consecugao que o méto-
do estequiométrico da cloramina T e adequado na obtengao de radioinsulina com
alta atividade especifica permitindo utilizagao prolongada em radioimunoen-
saios do preparado iodado. Além da sua simplicidade técnica, pode permitir
maior vida util da proteina marcada. Os tubos de reagao revestidos com o rea-
gente, podem ser armazenados indefinidamente, evitando-se assim, a preparagac
muitas vezes tediosa dos reagentes comumente utilizados no método de marcagao

pela Cloramina T.
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TABELA 1

EFICIENCIA DA MARCAGCAO

Partida Cloramina T Iodogen
TCA Ae TCA Ae
Ne % uCi/ug % uCi/ug
1 81 205 79 197
2 78 195 77 192
S} 76 190 80 200 I
X 78 195 79 197 ‘
T I
TCA X TCA : p > 0,05 (NS)
I
Ae X Ae : p> 0,05 (NS)
TABELA 2

Valores percentuais de pureza nos 4 eluatos da coluna de celulose (TCA).

ELUATOS |

|

Partida Cloramina T Todogen ‘
Ne 1 2 5} 4 ¥ 2 3 4
i 98 97 95 91 96 96 92 90

2 97 97 94 90 97 96 94 90 |

X S 97 94 90 96 96 93 90

|
3 96 97 94 90 96 96 93 90

\

\

|




TABELA 3

Razao do nivel de radioatividade do complexo anticorpo-insulina de
porco 125-I adicionada ao tubo de reagao na ausencia de insulina '

fria (BO/T).

Partida . ELUATOS
Percentagem de ligagao (BO/T)
Cloramina T Iodogen
Ne 1 2 3 4 1 2 3 4
1 44 46 38 34 40 42 35 31
2 43 45 36 32 37 40 33 29
3 44 47 35 38 36 39 31 28
X 44 46 36 33 37 40 33 29
7 SO § <
Tl 1 p <0,05
T2 X 12 : p<0,05
T, X I o p>0,05 (NS)
T X I : <0,0
4 4 B009
TABELA 4
Estocagem (Eluato 2). Percentagem de ligagao BO/T.
Partida DIAS
Cloramina T Todogen
Ne 1 30 60 1 30 60
E = 43 40 29 37 36 22
2 46 41 38 32 31 30
3 48 43 40 40 37 35
X 46 41 40 37 36 30
T X I : <0,0
Tl X I1 ° °
30 30 : p<0,05
< >
- Teo p >0,05 (NS)
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Figura |

Porcentagem de queda da ligaglo mdxime (30) em
relacdo ao tempo de marcagdo (30 e 60 dias ) com

os métodos de cloramina T (e ) e lodog
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