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PR'PARArÄn, PURIFICAÇÃO E ESTOCAGFfl DE KADI Q I N S U L I N A S 

Iracplla To r res de Tolpdo e ''louza Haniel Giannella Wpto 8 Ber

nardo L R O Wajchpntaerp 

npsenvolvenos a técnica de radioiodação controlada rie insu 

ll'-'a de porco P P I O rrptodo de Hunter e Greenwood com as modlfl 

rações suferirias por Poth Este método foi comnarado com a ra 

rtioiodação usindo lodo^en C lodofpn rpa^p em fase sólida con 

a ristura aquosa de 1~ P protpfras Obtivemos, nos 2 métodos,in 

sulina de porco marcada com atividade específica satisfatória e 

estudamos as características do radioimunoensaio 

PRFPARATIOM, PURIFICATION ATIO STORAGE OF RADIOINSULIN 

Af ^ TPACT 

Stoichiomptric iodination of rorclne insulin was perfornpd 

to t h p " B n e r a l method of Hunter and Grpenwood with modifi_ 

cations rpcommented hv Roth Thesp method was compared with 

radloiodination usint^ lodopen Films of lodoren r e a c t rapidly 

in t h e solid phase with aqueous mixtures of I" and proteins For 

^ I ' T T P t h o d - i sati sf artor\, activity of t h e labeled procine in 

i i r « v ^ ' í obtained and t h e c h a r a c t p r i s t ic s of the radioimmu 

noissay w e r e studied 

I'^JIRPOUCAO 

0 método clássico da cloramina T para a marcação de poli 

pectídcos quando se deseja alcançar alta atividade específica 

í^e) pode conduzir a preparações marcadas com inunorratividade 

I P E.N. 
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e estabilidade diminuidas, presumivelmente em virtude da exposl 

ção da proteína ao excesso deletério dos apentes oxidantes (Cio 

ramina T) e redutores (metabissulfito de sódio) Para obviar es 

tes inconvenientes padronizamos e comparamos 2 métodos de pre 

paração de radioinsu1 i nas Ambos procedimentos são realizados en 

condições moderadas, evitando-se o excessivo contato com os rea 

pentes e consequentemente, menor agressão a molécula proteica 

ObJetivou-se a obtenção de radioinsuli nas com alta atividade es 

ppcífica da molécula no sentido de manter a estabilidade P imu 

noreat ividade expre'^sas pelas li^arões i ne sp ec í f i ca s e m á x i m a 

c o m o anticorpo esoecíflco na ausrncia de antífeno 

innArAn C O N I P Ü L A D A DA cLDRAnirjA T 

Utilizamos o método clássico de Hunter e Greenwood (4) c o m 

as modificações sugeridas por Roth (3) que preconiza lenta p 

progressiva adição de quantidades controlarias de cloramina T, 

nas exatas proporrões das nassas envolvidas e não em excesso 

c o m o convencionalmente A fim de não ultrapassar a q u a n t i r i a d t -

estequiométrica dp cloramina T avaliamos a cinética da reação a 

cada nova adição de at'pnte oxídBnte A adição de oequena ouantl 

dado de u m redutor (mptabissu 1f1 to de sódio) evitará o prosse 

cuimento ulterior da reação 

innncF^' 

Foi descrito primeiramente por Fraksr e SppckC2) como um 

reffrente para iodação de proteínas e membranas celulares D 

Iodoe;en (1, 3, 4, B-1etracloro-3a-6a-dif eni Iplico 1 ur 11 ) intervém 

n a iodação rápida e m • * ' 3 s s s o l i d a (potencialmente menos destru 

tiva) e m c Q i u ç â o a q u o s a ÍB í e proteína Pelo fato de ser pou 

C G soluvfel P m d p u a k- p r e p p r a d f j p m solvente orpã nl co, d 1 s tr i b u í do 

em tubos nue serão usados para a rpação de lodoaçâo e secos â 

tpmperatura ambiente Forma-se um fino filme na base Pode-se 

preparar previamente o s tubos de reação para uma estocapem de 

até 6 meses 0 lodopen permanece na fase sólida durante a rea 

ção de iodação e o hormônio e difundido na área em que está con 

tido o reapente A reação ê interrompida pela simples remoção 

do produto marcado o o tubo de rea(,"o 



PURIFICAÇÃO DO PRODUTO MARCADO 

Sendo a insulina um hormônio peptídio de caráter básico e 

"^aixo p e s o molecular pode ser adsorvida à celulose através de 

r r u D O s funcionais do adsorvente(1) e ser elulda por eluente ade 

quado As radlo 1nsu11 nas obtidas pelos 2 métodos de marcação, 

foram purificadas por este sistema 

MATERIAL E MÉTODOS 

Nos 2 métodos de marcação utilizamos a mesma quantidade de 

insulina de porco (4JJE;) e ImCi d e 125-1 

RADIODAÇAO CONTROLADA DA CLORAMINA T 

No tubo d e iodação adicionamos 35 pi de Tampão Fosfato 0,3 

M pH 7 5| ImCl de 125-I| 4ul de insulina de porco (4pp em q s p 

ácido clorídrico r,01N) e 15gl de cloramina T C0,6pg em q s p 

Tampão Fosfato O SM ph 7,5) Determinamos o percentual de ra 

dioatividadp pela precipitação c o m ácido tricloroacé'^ico TCA 

10^ Fm peral foram necessárias 2 adições de cloramina T para 

se obter o rendimento adequado da reação No total adicionamos 

apenas Ipp de cloramina T Após a adição de 5^1 de metabissulfl 

to dp sódio (lup em q s p Tampão Fosfato n,3M pH 7 5) adiciona 

mo s lOO^jl d e BSA 25'- (bovine serum alhumln em Tampão Fosfata) 

lODOGEN 

No tubo de iodação (2|jp de lodogen preparado previamente 

com diclorometano como solvente) adicionamos 10^1 de 125-1 

(ImCi de 125-1 em q s p Tampão Fosfato 0,5M pH 7,5) e lOpl 

de insulina de porco C4pF e m o s p Tampão Borato 0,05M pH 8,5) 

O rendimento de marcação f o i obtido pela determinação do percen 

tual de radioatividade pela preclptação com TCA 10% 

PURIFICAÇÃO 

A purificação da insulina de porco marcada pelos e métodos 

foi realizada através da adsorçâo à celulose [coluna de pó de 

celulose Whatmann CF 11) acondicionada até a altura de 4 cm em 

pipeta Pasteur com cerca de O 7cm de diámetro 

I.P l, 



Aplicamos o material marcado no topo da coluna aguardando a 

sua total incorporação Lavamos 10 vezes a coluna com V 05ml de 

árua destilada exercendo certa pressão de ar Cpeouena nera) no 

topo da coluna para esf^otar o volume corresoo n d e n t e a cada uma 

das e l u i ç Q P S (iodo livre e fração danificada) A insulina de 

norco 12S-I adsorvida à celulose, foi eluida através de uma so 

lução álcool-âcido (álcool etílico ácido clorídrico concentradoi 

apua destilada-7,50 0,15 2,35ml) coletando-se cada fração em tu 

bo separado e identificado Controlamoc a pureza de cada fração 

pelo percentual de radioatividade precipitado pelo TCA 10--

FSTAPILIDADE E IMUfJORKEATIVIDADF 

O conteúdo dos 4 eluatos da coluna de celulose foram testa 

dos para observar a percentarem de lipações inesnecífiras e pro 

priedade de se lipar adequadamente ao anticorpo específico Pa 

ra ás ligações inespecíficas os tubos testes foram preparados 

com r.lml do traçador ("̂  20 000 com) e n,2ml de tampão Fosfato 

0,04n pH 7,5 contendo 5pp/ml de albúmina humana Para a lmuno£ 

reatividade 0,lml de traçador ('~' 2 0 000 cpm) 0. Iml de anticor

po específico (diluição 1 20 000) e 0,lml de Tampão Fosfato 

0,04M pH 7,5 contendo 5yp/ml de albúmina humana Apôs a incuba-

ção de 24 horas a 4' separamos a insulina livre e Ü P a d a ao a£ 

ticorpo pela precipitação da forma ligada com 0,3nl de polieti-

lenorllcol (PEG) ?55' A única variável foi a radiolnsulina ma£ 

cada com cloramina T e lodogen 

EsrocAGm 

Preparamos e m Tampão Fosfato O, 04n ph 7,5 volumes suficiejí 

tss de antiforpo esne^íflrc (dilu-'cáo 1 20 000) e traçador (2' 

eluato da coluna de celulose) de cada radiolnsulina ( — 20 000 

cpm por tubo) para testar as ligações Inespecífleas e imunorre£ 

tividade das radloinsullnas marcadas pelos 2 métodos para uma 

estocapem de até 60 dias 

RESULTADOS E CONCLUSÕES 

Eficiência da Marcação Expressa como percentagem do total 

de radioatividade i acerporada a fração proteica As medianas 
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dos rendimentos de reação (78 e 79%) e das atividades específi^ 

cas (195 e 197 pCi/pp) não foram estatisticamente diferentes en 

tre os 2 métodos (Tabela 1) 

Purificação As 4 frações eluidas da coluna de celulose 

apresentaram (Tabela 2) percentuais de pureza que variaram de 

9C a 98% sendo que o eluato 2 apresentou nedlana dos pareen 

tuais de pureza maior para a Cloramina T 

Estabilidade e Imunorreatividade Testes realizados nos 4 

eluatos obtidos após purificação em coluna de celuloae, mostra 

ram lipações inespecíficas próximas (em torno de 5%) A llpação 

máxina foi maior para o método da Cloramina T (tabela 3) 

Estocarem As radioinsu1 i na preparadas pelos 2 métodos (3 

marcações para cada método) submetidas a testes de estabilidade 

(lipações inespecíficas) e imunorreatividade (reação antipeno-

-antlcorpo) utilizando o eluato 2 como traçador (tabela 4 e fi 

fura 1) resultaram em lipações inespecíficas inalteradas e dlmi 

nuição da imunorreatividade (queda do oercentual rie lipação PD/ 

T) durante a estocapem de BD dias A percentagem da queda de 

licração máxima em relação à ligação inicial foi maior para o mé 

todo da cloramina T no 1' e 30' dia após a marcação A percenta 

wem de queda da ligação máxima em relação à inicial foi maior 

para o método da cloramina T 30 dias após a marcação, porém não 

houve diferenças entre os 2 métodos 60 dias após a marcação 

Ambos os métodos mostraram-se adequados para a obtenção de 

radioinsulina com alta atividade específica Foi possível a utl 

llzação dos preparados até 2 meses após a marcação com manuten 

ção das lipações não específicas baixa e máxima de no mínimo 

30% sem necessidade da repurificação 

1 método do Jorto"-^' rr P^oii-^^e -^als simples na sua consecjj 

ção que o método estenulométrico da cloramina T e adequado na 

obtenção de radiolnsulina com alta atividade específica permi 

tindo utilização prolonpada em radiolmunoenaaioB do preparado 

iodado Além da sua simplicidade técnica, pode permitir maior 

vida útil da proteína marcada Os tuboa de reação revestidos 

com o reagente, podem ser armazenados Indefinidamente, evitando 

-se assim, a preparação multas vezes tediosa dos reapentes com£ 

mente utilizados no método de marcação pela Cloramina T 



TABFLA 1 

EFICIÊNCIA DA MARCAÇAO 

Partida Cloramina T lodoo^pn 

TCA Ae TCA Ae 

N» •s uCi/ug % uCi/ug 

1 81 205 79 197 

2 78 i q s 77 1 9 2 

3 76 190 80 200 

X 78 195 79 1^7 

^TCA X ^TCA t p > 0 , 05 (NS) 

A E X Ae p > 0 , 05 (NS) 

TABELA 2 

Valares percentuais de pureza nos 4 eluatos da coluna dç celulo 

se (TCA) 

FLUATOS 

Partida Cloramina T lodogen 

1 2 3 4 1 2 3 4 

1 98 97 95 91 96 96 92 90 

2 97 97 94 90 97 9B 94 90 

3 96 97 94 90 98 96 93 90 

X 97 97 94 90 96 96 93 90 

Ti X II : p > 0, 05 (NS) 

Ta X la t P£. 0, 05 

T» X Ii t P •> fl. 05 (NS) 

X t p » 0 . 05 (NS) 



TA'ÍELA 3 

Razão do nível de radioatividade do complexo anticorpo - insu11 na 

de porco 1 2 5 - 1 adicionada ao tubo rie reação na a u s e n c i a de insu 

lina fria [Pn/T) 

'artitía FLUMOS 
Percentadem de ll-^ação (PO/T) 

Lloramina T lodof pn 

1 7 3 4 1 2 3 4 

1 44 4n 3Q 34 40 4 ? 35 31 

2 43 45 3e 37 37 40 33 29 

3 44 47 3^ 33 36 39 31 78 

X 44 4P 36 33 37 40 33 29 

Ti X Ti P * 0 05 

Ta X I 2 r c 0 ns 

T3 X I 3 b > 0, 05 

T^ X li. P ^ 0 . C5 

TABELA 4 

Estocapem (Eluato 71 Percentadem de Lií^ação 

R N / T 

Partiria QIA^ 

Clorami na T lodop en 

1 3C LQ 1 30 60 

1 43 4 n '9 37 36 72 

2 46 41 3Pi 32 31 30 

3 46 43 4P 40 37 35 

X 46 41 40 37 36 30 

7 i X 

Tsj X 

T.3 X 

I I 

I JO 

p ̂  O 05 

r£- 0 . 0 5 
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Figura 1 
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