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PRIARACKDY, PURIFICACAN E ESTICAGEM DE HARIOENSULINAS

Iracelia Torres de Toledo e Souza "aniel Gilannella Metn & FRer-

rardo Léo wa'chenhery

PESLMN

Mesenvolvenns a tecnica de radiociodagao controlara de insu
112 de peprceo rele retado de Hunter e Brepenwood com as mudi?i
rAagars sureridas par Peth Este msterde fol cemrarado cem o Ta
fioiodagaon usande Jodeeen [ Iodorrn Treape em fase solida s 14!
a ristura anuaosa de I7 pr preteicras Obtivemos, nos 2 metodes,in
siilina dn opreo marcada com atividadre eapecifica satisfatoria e

mstudamcs ags cAaracterfcticas do radiaimuncensaia

PREPARATION, PURIFICATION AMD CTORAGFE NF RADIDIMSIILIW

AT TOACT

Stoilehiaretrde lodination of rorelne Insylin was performed

te the ~pperal method of dounter and LGrespwogd with modifi
catians recommented bv Hoeth These rmethod wazs comparec wiltr
radinicdination usine Iodorpen Films of Iodapgen react raprlidly

in the so0lid mhase with anueouvs mixtures of I~ and protedns For
.1 rmethods satisfactory a2ctivity nf tre lakeled rrocine in
t 10 ars oRtainad an the characterisrics of the radioimmu

Tnlasay were studied

INTROOUCAD

0 método cldsgico da cloramina T para a marcagaas de poll
rectfidege nuando se demeja alrangar alte atividade wespreffica

f2e) pode conduzir a preparagoes marcadas com inunorratividade

(1P EN.|




v/
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2 estabilidade diminuidas, preasumivelmentes am virtude da expoai
cao da orotelna ao excesso deletéries dos apentes oxidantes fElE
ramina T) g redutores (metabieculfito dea sadio] Pars obviar a3
tes inconvenlentes padronizamos e comparames 2 metados de pre
naracao de radioinmsulinas  Ambos procedimentos =ao raalizadns;;
candicoes moderadas, evitando-me o excesszivo contato com os rea
Frntes g consgouentenmnerte, meror arresedo a molécula protefca

Chietivou-se a oktenrAdao de radieirmsulinas eom alte atividace &5
neeffica da molécula no sentide de manter a estahilidade » 1mu
noreatividade exprecceas nelas 1i~ardes fneapecificas p» rAwima

gom 8 articorpo escecIfico pa avsenciese de antfirarno

nnAarAn COMTROLADA DA CLORAMINA T

Utilizarmos o método cldssice e Munter B Greenwned [4) com
as modificagdes sureridas por Roth (3] aue preconlzra lenta ]
rrocresaiva adicae de ouantidades controladas de cloramina T,
naa gxataes proporedrs das massas envolvides &8 ndo Bm FXCEEEN
pomo eanveneioralmente A faim fde rdAe ltrapaasar a metAantLdad.
estequiométrica ¢e claramina T avallaros & cindtieca da reagdo a
tada nova adicdo de avente oxddante A avicdn de neauens cuanti
dare da ur redfutor (metabkiseuwlfita de sodial evitara a proasse

ruimernta ulterioar da reacgan

IORrCER
Fni fescrito primeiramente por Fraker o Speck(?) comp um
taarente para indagha de protefnns 8 membrenas celulares 0

Indocen [1,3,4,B-tetraclaorno-3a-Ga-diferilrlicoluril] intervem
na ifodagao rapida er “aze gilira [potencilalmants menos destruy
tiva) am egiucadg Acin+s iw [k proteina Pelo fateo da ser pou
cn eoldvel eom drua - sreperado eom soglvente orpanico,distramulde
em tuhos rue ser8a usados para & rengao de lodoagho e sePcos 8
temperatura amblente Fotma-se um fino filme na base Fode-se
preparar previamentes o5 tubos de rpagin para uma gstocacrem de
atd B mases ! Iodosan permanece na faoe agllds dursnte a rea
¢do fe jodegdo e o hormonin & difundido na édres esm que asta con
tide o reavente A reacaoc & interrompida pela simples reamnecAao

4n produtn marcado oo tuaro de rnﬂiqﬂ



FURIFICATAC D0 PRNDDUTO MARCADN

Sendo a insulina um hormonio pentf{dio de cerdter bdsico e
~aixo pesp meplecular pode ser adaorvida a celulose através de
rruons funclonaie do adsorventefll] p ser eluida por eluente adp
cuada As radioinsulines cttidas peloa ? matedos des marcagaa,

foramr purificadas por este sistema

MATERIAL E METODOSZ

Nos 2 metodos de marcagdo utilizamos & mesma guantidade de

inmaulina de porco [4pe)] & IMCI de 125-1

RADICOACAD CONTRDLADA DA CLORAMINA T

Ma tuto de fodeagAc edicionamns 3% ul de Tampao Foefato 1,3
* pr 7 5y ImCI de 125-1¢ 4ul de Insulina de parco {4pr em g 2 p
acido elorfdrice [,01N) & 15pl de eloramina T [(0,Epr em g B p

Tampran Fesfato D 3M pb 7.5) Netarminamos o parcentual de ra
dioatividade pela precipitacde cam acido tricloroascético TCA
11~ Frm peral foram necessarias ? adicdes dz cloramina T parna

sg nrter o rendimente adeguade da reagae Mg total adicicnamas
apenas lur de claramina T Apds a adigao da Spl de metabissulfi
to de s6dio flpr em g s 5 Tamrac Faosafato N,3M pH 7 5) adiciona
mos 100pl de BSA 25% [bovine serum alhumin em TampEp Foafato)

IOOOGFN

Mo tubo de iodagdc (2ur de lodoren preparaco previamenta
cam diclorometanc cemo salvente) adiclonemas 10ul de 125-1
{1mCi de 1725%-I1 em 4 5 p Tamrdo Fosfato 0,5M pH 7,5) = 10ul
e insulina de porco [(4ur em o & p Tampdo Borato #,0%M pH 8, 8]
0 rendimento de marcagaoc fol obtido pela detsrminaci&o do DETCEN

tual de redigatividade pela preciptagdo com TCA 10%

PURIFICAGAD

& purificagac da insulina de porco marcada pelos e matodos
fol realizada atraves de adaorgéc & calulose [coluna de pd de
celuloag Vhatmann CF 11} mcondiclonads atd a altura de 4 cm am

pipeta Pasteur com cerca cdg 0 7cm de didmetro

LP LN



Aplicamos o material marcado rg topo da coluna aruardando s
sua total incorporagdo Lavamns 10 wezes a colunpa com [ O%5m! da
arua destilada exercendo certm rre=Zzdo dr ar {paouera neral ne
tormn da columa para esscotar o wvolume corresnondente A cade uma
das mluigoes {dodo livre e fragao danificadal A insulina dp
norco 125-1 adsorvida A cerlulosr, fol eluides atraves de uma 50
lugao dlconl-dcicdo (Alerol stilico Aetde elorfdrico concentradar
drua destilada-7,50 1,15 2,35m1) coletando-sp cada fragao em ty
o separacdo e identiflecado Comtrolamos a purezae de cada fragao

nelp percentual fde radigatividade precipitede palo TCA 1N~

FETARILIDADE E IMUNMNRHEATIVIDADFR

N contelide doe 4 elustos da coluna de celulose foram tpsti
gcs para obtservar a percentarerm de liragdes lnesnecificas & pro
priedade de se lirar adeguadamente ag anticoarpo especifico Pa
ra az liragdesz inaspec{ficas os tutos testes foram preparadosg
com F,1ml do tragedor [~ 20 000 enm) e 0,2ml de tampdo Fosfato
n,74M pH 7,% contende Suprsnl de =lkumina humana Para a imunop
raeatlividade 0,)ml de tragadeor [~ 20 000 cpm) 9.1ml de anticar-
ro especifico (dilulgap 1 20 000) & D,1ml de Tampao Foafato
0,74 nF 7,5 contendo Spr/ml de albumina hymana Apds a incuba-
~a0 de Z4 haras a 4% sgparamos A 1nsulina livre & lirada ao an
ticorpoc pela precipltacgao da farme ligada com D,3nl dm polieti-
lenorlical [PERY ?5* A (nica varilavel fol a radfoinsvlina mar

cada com cloramina T a Iodogen

ESTOCAGEM

Preparamos em Tampaoc Frosfato 0,04M ph 7,5 volumes suficien
tee de antirorpa esne~{fire (dilu‘gano 1 20 DON) e tragador [2°
eluato da colure de celulose) de cada radief{nsulina (2 20 00D
cpm por tubo) para testar as ligagaaes inespecificas & imynorres
tividade das radioinsylines marcadas pelcs 2 metodos para urma

estocaram de ate B0 dias

RESULTADOS £ COMCLUSOES

Fficleancla da Marcagac Fxpressa comao percentsgem do tatal

de radioaetividade 1henrphrada & Fraqén crotelica Awm medianan



dos rendimentas de reacéo (7B & 70%] & daa atividades especifi
cas (195 e 197 pCifpy) nap foram satatliaticamente diferentes en

tre o5 2 metodss (Tabala 1)

PFurifigagans As 4 fragoes eluides ds coluna de celulose
apresentaram (Tabala 2) percentuais de pursze que variaram de
92 a 28% =sando que o eluato 2?2 apresgntou medianae dos percen

tuals de pureza malor para & Claramime T

Estabilidade & Imunorraatividade Testes roalizados noa 4
elyatos ochbtidos apds purificagac em coluna de celulose, mostra
ram lirngoes Inaspecificas prdximas [em termo de 6% A 1ipagan

vraxina foil malor parsa o métado da Cloramina T [tabela 2]

Fatocarem As radiainsulina preparadas pelos ? métodos (3
marcagoes paAra cada método) submetidas 8 testes de estabhilidade
{liragoes inespeci{ficas) a imunorreatividade {reagac antirenc-
~articorpe) vtilizando o eluato 2 como tragadar (tabela 4 = i
#ura 1] resultaram am liragCes inespecificas inalteradas e dimi
ruicAo da imunorreatividade (gueda do percentual de liragao B0/
T] durante a estocarem de BN dias A nercentagam da quada de
ligagéo maxims am relagdo 8 liragho tniclal fol maior para a me
todo da cloramina T no 1% e 30Y dia apds a marcagao A percenta
#em de gueda de limagao maxima em relsgac a inicial fol maior
para o metodo da cloraminae T 30 dias apds a marcagdo, porem nao
houve diferencas entre ns 2 metodos €0 dias apos a marcagag

Ambos os métodos mostraram-se adeguados pars 8 obtengdc da
radicinsulina com alta atividade especifica Fol possfval = utl
lizragAo doe preparados ate 7 meses apGs A MArcagao com manyten
¢ao das liragoes nbo especificas balxe e maxims de no minimo
2M% sam necessidade de Tensurificagdo

T matudo do Toto--n ot sinn-se nals simples na mus congsecu
GAo que ¢ metodo estecuiométrico da cloramina T = adeguadso na
obtengao de radioinsuline cam alte atividade ocepacificas permi
tinde utilizagdo praolanpaca em radioimunoensaios do preparade
iocada Além d&a suya aimplicidads técnica, poda  permitir malor
vida util da proteina marcada (s tyhas da reagan revastidos
com n reagente, podem ser armazgnados indefinidamente, evitando
-se aselm, a preparegao multas vezes tedices das reapentes comu

mente utllizadone po métoco da marcacio pela Cloraminas 1



TAHFLA 1

EFICIENCIA OAR MARCACAD

Fartida Cloramina T Icdooen
TCA Ae TCA Ae
ue a uCitug X uCifup
a1 2Nn%5 7a a7
r 74 195 7?7 132
76 18D Al 200
X 78 1858 75 197
T I
TCA X "TCA : p» 0,05 [NS)
¥
Ag IIAa p=8,05 [NE]
TARELA 2

VYelores percantuals de pureza nos 4 pluatas da caluna de celulo

se [TCA)
FLUATOS
Partidas Cloramina 7T Iodopen
nt 1 2 3 4 1 2 3 4
28 g7 e5 21 9k =1+ 92 ag
a? g7 o4 an az =131 94 ap
96 97 94 80 5B a6 g3 a0
X arF 97 a4 an 9B 96 83 an
Ty X Iy 1 p>0,08 (NS)
Ta X I3z ¥ pe 0,05
Ts X Iy t pr>0.05 [(M3)
T. X I, 1 p=»0,05 (N5



TAREELA 3

Razéa da nivel de radicatividade de complexe amticorpo-insuline
de porco 125-1 adiclionada an tubo fde reagao na sausencla de tnay
lina fria [PNST]

Tartica FLamTos
Percenta~aen de li-agae {(FO/T)

Lioramdna 1 Indasren
HR 1 e 3 4 1 2 3 4
1 44 gc 34 34 4n 57 9 21
Z 43 45 2E az 37 a0 33 9
a q4 a7 ac a3 ark 349 a1 f
¥ 44 q4F K1 33 a7 rc 13 79
T, x T pen Nt
T‘_i X Ig FLD 15
Ty x s n» G, 5 [45]
Ta X I, ne 0,05
TABFLA 4
Estocarem {(Eluate ?Y Perrecentadem de Liracao
FNAT
i'artido aLAC
Cloramina T Indargn
K 1 ar o i 30 EN
1 43 4 ¥ ar ag 77
2 4F 41 1A 37 a1l an
3 45 43 a1 a1 37 a5
X 4B ] a0 ar ar an
Ty X I, pe 7 1%
Ty X I3n re 0,05
T.a X Ts g Fr 0O 08 {PF)
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